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Cele zadania w 2024 roku
Hipoteza badawcza: Identyfikacja nowych markerow molekularnych (zwiazanych z cechami struktury plonu i
odporno$cig roslin na fuzarium) w oparciu o wyniki mapowania asocjacyjnego i fizycznego moze wptynaé na skrdcenie
eyklu hodowlanego i obnizenie kosztéw hodowli

Temat Cel badan Termin rozpoczecia — Koszty Czy cel
badawczy zakonczenia realizacji realizacji zostal
tematu badawczego w tematu zrealizowa
miesigcach od badawczego ny
rozpoczecia (tak/nie/cz
realizacji zadania eSciowo?)

Celem tematu badawczego 1 jest identyfikacja
nowych  markerow  sprzezonych z  genami
1. warunkujgcymi plon ziarna dzigki wykorzystaniu 1-12 340 000, 00 | Calkowicie
sekwencjonowania nowej generacji, mapowania
asocjacyjnego i fizycznego oraz optymalizacja
procedur diagnostycznych, stuzacych do
identyfikacji 10  markerow  molekularnych
wytypowanych w 2023 roku sprzezonych z cechami
struktury plonu
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Celem tematu badawczego 2 jest identyfikacja
nowych  markeréw  sprzezonych z  genami
2. warunkujacymi odpornos¢ roslin  kukurydzy na 1-12 152 000,00 | Catkowicie
fuzarium dzigki wykorzystaniu sekwencjonowania
nowej generacji, mMmapowania asocjacyjnego i
fizycznego oraz optymalizacja procedur
diagnostycznych, stuzacych do identyfikacji 9
markerow molekularnych wytypowanych w 2023
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BLAS' ﬂ“x/laterial i Metody Promega erial i Metody
STE Material roslinny ivaaterial roslinny
Material roslinny w temacie badawczym 1 stanowilo 20 genotypow Materiat ro§linny w temacie badawczym 2 stanowito 20
referencyjnych pochodzacych z Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR  genotypow referencyjnych pochodzacych z Hodowli Roslin Smolice
oraz Matopolskiej\Hodowli Ro$lin Sp. z 0.0. Zostaly one wykorzystane do Sp. z 0. 0. Grupa IHAR oraz Matopolskiej Hodowli Roslin Sp. z o0.0.
identyfikacji wytypowanych w 2023 roku markeréw sprzezonych z wysokoscia Zostaty one wykorzystane do identyfikacji wytypowanych w 2023
plonu. Do analiz ekspresji genéw wykorzystano 10 genotypow referencyjnych roku markerow sprz¢zonych z odpornoscig na fuzarium. Do analiz
dobrze i stabo plonujacych pochodzacych z podanych powyzej spotek ekspresji genow wykorzystano 5 genotypow referencyjnych (4
hodowlanych. W 2024 roku do sekwencjonowania nowej generacji zostalo odporne na fuzarium i 1 podatna na fuzarium jako kontrola
przeslanych ostatnie 186 mieszancow F1. Linie rodzicielskie i1 pozostate negatywna). W 2024 roku do sekwencjonowania nowej generacji
mieszance F1 analizowane byly w poprzednich latach badan. Bylo to wystano ostatnie 186 mieszancéw F1. Linie rodzicielskie i pozostale
podyktowane wymogami dotyczacymi rownomiernego rozlozenia $rodkow mieszance F1 analizowane byly w poprzednich latach badan. Byto to
finansowych.w poszczegolnych latach badan. podyktowane wymogami dotyczacymi réwnomiernego rozlozenia
srodkow finansowych w poszczegdlnych latach badan.

GUIAS - Genome-vide Assciaton v e Metody wspolne dla obu tematow badawczych

1. Doswiadczenie polowe — zatozone w dwdch miejscowosciach (Smolice, Kobierzyce) na poletkach 10m?

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 narzg¢dzia bioinformatycznego Basic Local Alignment Search Tool
6. Analiza funkcjonalna sekwencji genéw — z wykorzystaniem narzedzia Blast2Go

7. Projektowanie starteréw — z wykorzystaniem programu Primer 3 Plus

8. Lancuchowa reakcja polimerazy—identyfikacja gendw odpornosci na fuzarium oraz gendw zwigzanych z
wielkoscig plonu u 15 odpornych 1 wrazliwych oraz 15 dobrze 1 stabo plonujacych genotypdéw kukurydzy zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem zaprojektowanych, specyficznych starterow

9. Elektroforeza — prowadzona byta w 2% zelu agarozowym, w buforze 1x TBE.

10. Analizy gPCR




Whyniki 1 Whnioski- 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 dwdch 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 analiz¢ pomiaréw biometrycznych 500 mieszancoéw F,. Pomiary te zostaty wykorzystane do mapowania asocjacyjnego. Po
zbiorach prowadzone byty obserwacje nast¢pujacych cech struktury plonu: dtugosé kolby, srednica kolby, dlugos¢ rdzenia, srednica rdzenia, liczba rz¢dow, liczba
ziarna w rzedzie, ‘masa ziarna z kolby, MTZ, plon z poletka, zawartos¢ SM w czasie zbioru, plon t/h przy 15% zawartosci wody. W celu zbadania rozktadu
wszystkich analizowanych zmiennych w obu miejscowosciach wykonano wykresy gestosci (Rys.1, Rys. 2). Figury na zamieszczonych wykresach gestosci obrazuja,
w jakich przedziatach skoncentrowane sa wartosci analizowanych cech np. dlugos¢ kolby u wigkszosci analizowanych genotypéw, w obu miejscowosciach
(Smolice, Kobierzyce) znajduje si¢ w przedziale 16cm — 18cm, srednica kolby u wigkszosci analizowanych genotypow dla Smolic znajduje si¢ w przedziale 4,25cm
— 4,50cm a'dla Kobierzyc 4,5cm — 4,75cm. (Rys. 1). Jak wida¢ na zataczonych wykresach rozktad analizowanych zmiennych réznit si¢ pomiedzy miejscowosciami
dla; srednicy rdzenia, liczby rzedow, liczby ziarna w rzedzie, masy ziarna z kolby, plonu z poletka oraz plonu t/h przy 15% zawartosci wody (Rys. 1 i Rys.2).

Density plot of t{1] by Lok Density plot of t{2] by Lok Density plot of t{3] by Lok Density plot of t[7] by Lok Density plot of t[8] by Lok Density plot of t[9] by Lok
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Rys. 2. Wykresy gestosci obrazujgce rozktad analizowanych zmiennych dla cech: masa
ziarna, z kolby, MTZ, plon z poletka, zawartos¢ SM w czasie zbioru i plon t/h przy 15%
zawarto$ci wody.

Rys! 1. Wykresy gestosci obrazujace rozktad analizowanych zmiennych dla cech: dtugos¢ kolby,
srednica’kolby, diugos¢ rdzenia, srednica rdzenia, liczba rzedow i liczba ziarna w rzedzie.



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

Przeprowadzono analiz¢ wariancji pod katem obserwowanych cech
pomigdzy, genotypami. Dla wszystkich cech zaobserwowano istotne
zroznicowanie pomigdzy genotypami. Analiza wariancji wykazata rowniez
Istotne statystycznie zréznicowanie dla wszystkich obserwowanych cech
pomiedzy miejscowosciami, W ktorych bylo zatozone doswiadczenie
polowe (Tab. 1).

Aby okresli¢ relacje pomigdzy grupami zmiennych w zbiorze danych czyli obserwacji
wielkosci cech struktury plonu oraz plonu z poletka w obu miejscowosciach zastosowano
technike wielowymiarowg czyli analize¢ zmiennych kanonicznych. Wszystkie obserwowane
cechy charakteryzowaly si¢ rozkladem normalnym. Mozna zauwazyC, ze niektore formy
mieszancowe pod wzgledem analizowanych cech odbiegaja od $rednich wartosci cech dla

Tabela 4.-Srednie kwadraty z analizy wariancji obserwowanych cech

Zrédto zmiennosci Mieszaniec Btad

analizowanej populacji (G22.03, G20.19, G20.18,G17.19, G16.20 oraz G18.20) (Rys. 3).

Liczba stopni swobody 172 346

dhugosé “Kolby [cm] 2.885 *** 0.4724 g ’
srednica kolby [cm] 0.08561 ***  0.01712 N

dtugos¢ rdzenia [cm] 3.0157 *** 0.4496 | *%: . ; B at?
$rednica rdzenia [cm] 0.059356 ***  0.006924 < , o
Vo zedlen 75731 %%  0.7037 & o) owm e %5 > D Wi a
liczba ziaren w rzedzie 14.708 *** 2.741 T G’”:::BO D géf_é%h;ﬁ@:;?:;;i = |, v ’ ”‘*”‘:": . iy
masa ziarna z kolby [g] 608.9 *** 230.4 g;;';M Bl ERNT A Nz AT
MTZ)[g] 4994.3 *** 5851 %“%&”"“jiﬁm”%‘?%% PRI, P
plon z poletka [kg] 1.4167 ***  0.2919 1T e o UM
zawarto$¢,SM w czasie zbioru [%] 7.5033 *** 0.3281 = e e
plon t/ha 15% zawartos¢ wody 4,304 *** 1.076 ] ) ]

Eusarium kolb/[skala 1-9] 0.303 *** 0.2004 Rys. 3. Analiza zmiennych kanonicznych dla badanych cech.
Fusarium fodyg [%] 896.6 *** 400.4

T**p<0.001



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

/ WJ'korzystuqu dane z doswiadczenia polowego prowadzonego w obu miejscowosciach (Smolice i Kobierzyce) sprawdzono jaki jest rozktad
~ analizowanych, cech'w obrebie badanej populacji. Analizy statystyczne wykazaty, ze dla wszystkich analizowanych cech w rozktad cech przyjmuje symetryczny
ksztalt dzwaonu,\ $rednia i mediana byly sobie réwne (obie miary zlokalizowane byly w $rodku rozktadu), 68% danych znajdowato si¢ w przedziale do 1
 odchylenia standardowego od $redniej, 95% danych znajdowato si¢ w przedziale do 2 odchylen standardowych od $redniej, 99% danych znajdowato si¢ w
/ przedziale I3 odchylefi standardowych od $redniej. Wobec powyzszego mozna wywnioskowaé, ze cechy charakteryzuja si¢ rozktadem normalnym a
— analizowanej populacji (Rys. 4 i Rys. 5).

Nt
I

/

P

I \/
~ Rls.ﬁtf RozlllH H»szcz/;élnych cech analizowanych w miejscowosci Smolice. Rys. 5. Rozktad poszczegdlnych cech analizowanych w miejscowosci Kobierzyce.



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

/ | I

(U Dla doswiadczen zatozonych w Smolicach i Kobierzycach analizowano korelacje pomigdzy obserwowanymi cechami. Wykazano, ze
najsiInie]]c/ilodatni\skorelowane byly ze soba: plon z poletka i plon z hektara (98%), dtugos¢ kolby i dtugosc rdzenia (97%), liczba ziaren w
_rzedzie | MTZ (715%), srednica kolby i srednica rdzenia (71%), dtugos¢ rdzenia i liczba ziaren w rzedzie (56%) (Rys. 51 Tab. 7).

e

|
S 1 2] 3 U4l t5] U6l (7] 48l 9] t[10] {11l 1i2]
I 1. Dlugosé kolby t[1]
“ 3 Dingoté razenia t[2]

/ 3 4. Srednica rdzenia
5. Liczba rzedow t[3]
" 6. Liczba ziaren w rzedzie
i) 7. Masa ziarna z kolby

8. MTZ t[4]
5 9. Plon z poletka

10. Zawartosé SM w czasie zbiorow t[5]
6 11. Plon t/ha
12. Fuzarium kolb t[6]
7 13. Fuzarium lodyg
N "
8 -~
- o
9 -

o - . 1]
.

0.12

M 2 e U131 9,04 009 004 0a1 %%
-1.00 -0.75 -0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 t[l] t[Z] t[3] t[4] t[5] t[6] t[7] t[8] t[g] t[lO] t[ll] t[12]
Rysi 5. Mapa ciepta przedstawiajaca korelacje pomiedzy analizowanymi Tab. 7. Korelacje pomigdzy analizowanymi cechami struktury plonu w Smolicach i
bec1am| strukt ”Ionu w Smolicach i Kobierzycach Kobierzycach.
T //



Wyniki 1 Whnioski - temat badawczy 1 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwigzanych z efektem heterozji oraz
odpornoscig ha fuzarium_u kukurydzy (Zea mays L.).

/ | |
— W oparciu-o zidentyfikowane markery molekularne SNP i
SilicoDArT wykonano dendrogram podobienstwa genetycznego

— pomiedzy 186\ -analizowanymi mieszancami (Rys. 7). Na
dendrogramie mozna wyrézni¢ 7 wyraznie zaznaczonych grup

T podobieﬁsmva. Pierwsza grupa obejmuje 23 genotypy od numeru

) G21.17 do G16.09, druga grupa obejmuje 21 genotypéw od Gg?gfo@,
numeru G18.11 do G20.11. W sktad trzeciej grupy wchodzi 27 Gggﬁ}g

genotypoéw od numeru G22.10 do G22.15, w sktad czwartej grupy 3

wchodzi 29 genotypoéw od numeru G19.21 do G22.01. Piata grupe %g%g

stanowi genotypéw 0od numeru G22.06 do G23.01, szosta %ﬁé%

‘g pe;vsta'iiwi 18 genotypéw od numeru G19.04 do G20.06. W (‘sfé%z;g“%z

sktad siodmej ostatniej grupy wchodzi 29 genotypow od numeru %Sﬁjcgu
19.02 do G21.05. Do krzyzowan heterozyjnych najlepiej Gg‘.}?/

dobigra¢ genotypy nalezace do roéznych grup podobienstwa
_ genetycznego (Rys. 7).

Rys 7. Dendrogram przedstawiajacy podobienstwo genetyczne pomigdzy
- analizowanymi genotypami

1
| | I“ll [/



Wyniki 1 Whnioski - temat badawczy 1 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwigzanych z efektem heterozji oraz
odpornoscig na fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.).

Tabela 9. Markery molekularne SilicoDArT i SNP istotnie zwigzane z analizowanymi cechami W wyniku sekwencjonowania nowej generacji

struktury plonu w\miejscowosciach Kobierzyce i Smolice (istotne powigzania wybrane przy . : :
p<0,001 zpoprawkya na wielokrotne testowanie metoda Benjamini-Hochberg) ALZSEND 1E}CZH1€ 45 876 IStOtnyCh dla plonu | cech
struktury plonu markerow molekularnych

Efekt AR e L G = SilicoDArT 1 SNP. Aby okreslic przydatnosé
Liczba zidentyfikowanych markerow zastosowano
markerow . o .

feche Sili_CgBé\rT Min. Max. | Srednia Min. Max. Srednia | Min. | Max. | Srednia MAF>0.25 oraz hCZbQ ObserwaCJl braI(UJQCYCh <10%
(Tab.9). Najwiecej markeréw W 0bu miejscowosciach
(Smolice i Kobierzyce zwigzanych bylo z: liczba

dlugos¢ kolby B ; i . . )
, d[.cm]k - i R R ol D it 191 833 | 134896 | 417 rzeddéw (6 960), zawartoscia SM w czasie zbioru

srednica Kolby _ _ 3 - .

[em] — R Dl i it 16.9 387 |13 |98 2% (6 616), liczba ziarna w rzedzie (6 721), MTZ (6 616)
dingos¢ rdzenia ) ) - . . ,

[em] e i el Bt o 267 |18 1565 L™  oraz dtugoscia kolby (6 564). Najmniej markerow w
Srednica rdzenia .. . .

[am] 3698 | -0,10260,1051 )| 0,006 | 1,7 113 293 |13 54| 18  obu miejscowo$ciach zwigzanych bylo z plonem t/ha
liczba rzedow 6960 -2,119 | 2,064 | -0,066 17 42,1 2096 | 1,3 | 11 | 847 7v 15% rtoéci wody (1 114) oraz plonem z
"CZ?:;d';ree”W 6721 | 2,423 | 2,522 | -0,073 1,7 30,9 1371 | 13| 1 | est P ka D | y -y P

- tka (1 237). W zawezenia liczby markeré
T eolby [0]. 1490 | -1298 | 101 | -1,35 1,7 16,5 sar | 13 |774| 206 PO€ A4 3? _Ceu aweze a’ C y ma ef)w
MTZ [g] 6616 56,04 | 56,45 | 1,27 17 47,8 asa |13 12 | s~ do mapowania fizycznego sposrod wszystkich
plon Fkg‘])'etka 1237 | -0,659 | 0,573 | -0,015 | 1,7 17,4 366 | 13 |s18| 217  istotnych wybrano 10, ktére byly zwigzane z tymi
f;;svf‘enz";forsﬁ% 6857 1,505 | 1,847 | -0,01 1,7 32,7 124 | 13| 11 | 597 samymi cechami w obu  miejscowosciach
pfon tha 184 1114 | -1,048 | 0,976 | -0,04 1,7 15,5 356 | 1,3 | 7,32 | 213 (Kobierzyce 1 Smolice) (Tab. 10).
zawartosé wody
Eacznie 45 876




Wyniki 1 Whnioski - temat badawczy 1 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwigzanych z efektem heterozji oraz
odpornoscig na fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.).

WniosKi (opisac jak w publikacii)

1. Obserwagje fenotypowe pozwolity zaobserwowac istotne zrdéznicowanie pomiedzy genotypami. Analiza wariancji wykazata rowniez istotne
statystycznié zroznicowanie dla wszystkich obserwowanych cech pomi¢dzy miejscowosciami, W ktorych byto zatozone doswiadczenie polowe.

2. Analiza zmiennych kanonicznych wykazata, ze wszystkie obserwowane cechy charakteryzowaly si¢ rozkladem normalnym. Mozna
zauwazyé, ze niektore genotypy mieszancowe pod wzgledem wartosci obserwowanych cech odbiegaly od $rednich wartosci cech dla
analizowanej populacji (G22.03, G20.19, G20.18,G17.19, G16.20 oraz G18.20).

3. Dla doswiadczen zalozonych w Smolicach i Kobierzycach analizowano korelacje pomig¢dzy obserwowanymi cechami. Wykazano, ze
najsilniej dadatnio skorelowane byty ze sobg: plon z poletka i plon z hektara (98%), dtugos¢ kolby i dlugos¢ rdzenia (97%), liczba ziaren w
rzg¢dzie | MTZ (75%), srednica kolby i srednica rdzenia (71%), dtugos¢ rdzenia i liczba ziaren w rzedzie (56%).

4. W wyniku sekwencjonowania nowej generacji otrzymano tacznie 45 876 istotnych dla plonu i cech struktury plonu markeréw molekularnych
SilicoDArT.SNP. Najwigcej markerow W obu miejscowosciach (Smolice i Kobierzyce zwigzanych bylo z: liczbg rzgdow (6 960), zawartoscia
SM w czasie zbioru (6 616), liczba ziarna w rzedzie (6 721), MTZ (6 616) oraz dlugoscig kolby (6 564). Najmniej markerow w obu
miejscowosciach Zwigzanych byto z plonem t/ha przy 15% zawartosci wody (1 114) oraz plonem z poletka (1 237).

5. W oparciu o zidentyfikowane markery molekularne SNP i SilicoDArT wykonano dendrogram podobienstwa genetycznego pomigdzy 186
analizowanymi mieszancami. Na dendrogramie mozna wyr6zni¢ 7 wyraznie zaznaczonych grup podobienstwa. Do krzyzowan heterozyjnych
najlepiej daobiera¢ genotypy nalezace do roznych grup podobienstwa genetycznego.
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WniosKi (opisac jak w publikacii)

6. Sposrod 45 876 markerow SilicoDAIT i SNP istotnie zwigzanych z analizowanymi cechami struktury plonu i plonem wybrano 10, ktére byty istotne, dla tych
samych cech w obu miejscowosciach (Kobierzyce i Smolice).

7. Sposrod 10 istotnych markeréw 3 (27435, 26607 i 56891) roznicowaty analizowane genotypy wysoko i nisko plonujace. W przypadku markera numer 27435
specyficzny produkt amplifikacji 0 wielkosci 396pz pojawit si¢ U 7 genotypoéw Wysoko plonujacych (1wp, 2wp, 4wp, Swp, 6wp, 7wp oraz 10wp) oraz 2 nisko
plonujacych (3np oraz 7np). Z kolei w przypadku markera numer 26607 specyficzny produkt amplifikacji o wielkosci 180pz pojawit si¢ U 5 genotypéw Wysoko
plonujacych (2wp, 3wp, 4wp, 6wp oraz 7wp) a takze 2 nisko plonujacych (3np oraz 7np). Analiza markera numer 56891 wykazata, ze specyficzny produkt
amplifikacji o wielkosci 192pz pojawit si¢ U wszystkich genotypow wysoko plonujacych i u trzech genotypow niskoplonujacych (4np, 5np oraz 10np).

8. \W ramach zadania 1 analizowano ekspresje 6 genow kandydujacych wewnatrz, ktorych zlokalizowane zostaly wyselekcjonowane w 2022 roku markery
malekularne; Cinnamoyl-CoA reductase 1 (CCR), WAT 1-related protein At1g09380 (ArabidopsisWAT1), Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit (EIF3C),
RNA\polymetase Il transcriptional coactivator KELP (KELP 0), Aspartate aminotransferase (AAT). Dwa geny, CCR1 i AAT, miaty istotny wplyw na plon ocenianych
genotypow Wiciagu trzech lat obserwacji. Procent zmiennosci plonu wyjasniony znormalizowang ekspresja genu CCR1 wynosit 11,40% w 2022 r., 15,30% w 2023 r.
1 15,60% w 2024 r. W przypadku genu AAT procenty wynosity: 23,10% w 2022 r., 13,20% w 2023 r. i 22,80% w 2024 r. (Tabela 10). Ponadto gen SUT1 mial réwniez
istotny| wptyw na plon kukurydzy, przy wielkosci efektu 0,33, wyjasniajac 10,00% zmiennosci plonu wsrod genotypow.

9. Stwijerdzono, ze poziomy transkryptow czterech genoéw, mianowicie LOC103639851 (marker 14506), LOC100285609 (marker 3233), LOC100282625 (marker
11657) i LOC541615 (marker 12812) byt zwigkszony w ziarnie miedzy innymi w owocni/aleuronie, bielmie, zarodku i kietkujacych ziarnach. Ekspresja
LOC160285609 (marker 3233) byta rowniez zwigkszona W migdzywezlach, podczas gdy ekspresja LOC541615 (marker 12812) byta zwigkszona w korzeniach.
Ekspresja genu LOC100282883 (marker 16703) byta zwigkszona gldwnie w migdzywezlach.

10. Aby potwierdzi¢ 1stotnos¢ uzyskanych wynikéw metoda qPCR w tym samym czasie przeprowadzona analizy z wykorzystaniem metody ddPCR. W wyniku
przeprowadzonych analiz genami, ktére wykazywaty wyzszg ekspresje W przypadku genotypow Wysoko plonujacych byty tak samo jak w przypadku analiz qPCR:
Cinnamoyl-CoAl reductase 1 (CCR1) oraz aspartate aminotransferase 1 (AAT). Dodatkowo wyzsza ekspresje W przypadku genotypéw wysoko plonujacych
zaobserwowano (dla genu eukaryotic translation initiation factor 3 subunit ¢ (EIF3C).
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L.p. Miernik? Wartos¢ Wartos¢
miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana
1. Liczba genotypow referencyjnych, na ktéorych bedg testowane 20 20
nowo zidentyfikowane w 2023 roku markery SilicoDArT i SNP
zwigzane z cechami struktury plonu.
2. Liczba genotypow referencyjnych, ktére bedg poddawane analizie 10 10
ekspresji wybranych genow.
3. Liczba mieszancéw F; poddanych sekwencjonowaniu nowej 186 186
generacji, z ktérego wyniki zostang wykorzystane do mapowania
asocjacyjnego i fizycznego.
4. Liczba wyselekcjonowanych w 2024 roku markerdw zwigzanych z 10 10

cechami struktury plonu, dla ktorych w 2025 roku bedg podjete
proby opracowania warunkéw PCR i multiplex PCR.
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Doswiadczenie 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, umozliwilo
ono wykonanie obserwacji stopnia porazenia roslin kukurydzy przez fuzarium. Obserwacje te
zostaly wykorzystane do mapowania asocjacyjnego. W celu analizy badanej zmiennej w obu
miejscowosciach wykonano wykresy gestosci (Rys.1). Figury na zamieszczonych wykresach
gestosci obrazujg, w jakich przedziatach skoncentrowane sg wartosci analizowanej cechy. W
Smolicech najwiecej genotypow posiada odpornosc¢ na poziomie 7 1 9 (w skali 9°; 1 — wrazliwe,
9 — odporne) natomiast w Kobierzycach najwi¢cej genotypow charakteryzuje si¢ odpornoscia
na poziomie 81 9 (Rys. 1).

STOFRFIEN PORAZEMNMLA ROSLIN PRZEZ FUZARIUN

SVMOLICE

Lok

KOBIERZYCE /

> B s & - a o
L1221

Rys. 1. Wykresy gestosci obrazujagce rozktad analizowanej zmiennej (stopien odpornosci roslin
kukurydzy na fuzarium.
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odpornosciag na fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.). . . . . .
_ Wykorzystujac dane z doswiadczenia polowego prowadzonego niezaleznie w obu

/ i | miejscowosciach (Smolice 1 Kobierzyce) sprawdzono jaki jest rozktad stopnia porazenia roslin
— — — kukurydzy przez fuzarium w obrgbie badanej populacji. Podobnie jak w roku 2023 analizy
\ statystyczne wykazaty, ze w przypadku tej cechy mamy do czynienia z rozkladem Poissona
| O odwroconym .
o ||\
0 Przeprowadzolm analize wariancji pod katem stopnia porazenia obserwowanych cech O |
pomigdzy genotypami. Dla obydwu cech (fuzarium kolb i fuzarium todyg) zaohserwowano
istotne zroznicowanie pomiedzy genotypami. Analiza wariancji wykazala rOwniez istotne e
statystyczni¢ zroznicowanie dla wszystkich obserwowanych cech pomigdzy miejscowosciami, .
w ktorych byto zatozone doswiadczenie polowe (Tab. 3). .
Tabela3. Srednie kwadraty z analizy wariancii dla stopnia porazenia kukurydzy przez grzyby e
Z rodzaju kusarium . .
, |Zréd10 zmienrosci Mieszaniec Btad B o o e a0 oo oo
~ |Liczbastopni Swobody 172 346 Rysunek 2. Rozklad stopnia porazenia roslin kukurydzy przez fuzarium (kolby).
— |Fusarium kolb skala 1-9] 0.393***  0.2004
usatium todyg [%] 896.6 *** 400.4
e <0001 ol

=200 -

s0 80 100

i
| | | ‘ | | I // Rysunek 3. Rozklad stopnia porazenia roslin kukurydzy przez fuzarium (todygi).



Wyniki 1 Whnioski - temat badawczy 2 Zadanie nr 16. Analiza genetycznych uwarunkowan zwigzanych z efektem heterozji oraz
odpornoscig ha fuzariumvu kukurydzy (Zea mays L.).

/ V&I przypadk|1 obu miejscowosci (Smolice, Kobierzyce) analizowano korelacje

. pomigdzy obserwowanymi cechami struktury plonu i plonem a stopniem porazenia roslin przez

fuzariu olb 1 fuzarium todyg. Analiza korelacji wykazata, ze w przypadku fuzarium kolb
najsilniej /dodatnio skorelowane z ta choroba byly nastepujace cechy: masa ziarna z kolby

' (33%), pl\gn ha (33%), plon z poletka (32%), liczba rzedow (27%) oraz srednica kolby (25%).

/

-~

/

~ al - {[7]

Jezeli chodzijo fuzarium todyg najsilniej dodatnio skorelowane z tg chorobg byty: plon z poletka
(48%), plon t/ha (45%), MTZ (32%) a takze zawarto$é suchej masy (31)(Rys. 4 i Tab. 7).

Tabela 7. Korelacje pomigdzy analizowanymi cechami struktury plonu, a stopniem porazenia
. Dlugosé kolby przez grzyby z rodzaju Fusarium (w Smolicach i Kobierzycach).
- Srednica kolby t[1] t2] t[3] t[4] t[5] t[6] t[7] t[8] t[9] t[10] t[11] t[12]
- Dlugos¢ rdzenia
. Srednica rdzenia t[1]
5. Liczba rzedow -
. Liczba ziaren w rzedzie I[Z] 0.12
. Masa ziarna z kolby :
. MTZ 3]
. Plon z poletka

10. Zawartos¢ SM w czasie zbiorow
& 11. Plon t/ha [[4]
| 12. Fuzarium kolb
7 13. Fuzarium lodyg t[5]

a @
i.
CONANE WN -

-~ . 1 18]
1 - 9]

=~ - -—.— {[10]

1 2 3 “ 5 6 F 8 9 10 11 12 t[ll]

| , L {[12] 0.05
0.50 0.75 1.00

-1.00 -0.75 -0.50 -0.25 0.00 0.25

0.04

0.14 0.04
(3] 0.04 0.09 0.04 0.11 0.1

M @ (@ @ G 8 (] 08 (o) (0] (1] 1]

0.02 0.15

OmL, a st porazenia przez grzyby z rodzaju Fusarium (w Smolicach i Kobierzycach).

sunek 4. HzFa ciepla przeédstawiajaca korelacje pomig¢dzy analizowanymi cechami struktury
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W wyniku sekwencjonowania nowej generacji otrzymano lacznie 6 709 istotnych
markeréw SilicoDArT 1 SNP zwigzanych z odpornos$cig kukurydzy na grzyby z rodzaju
Fusarium. Spos$rod 6 709 markerow 5 714 markerow zwigzanych bylo odpornoscia na
fuzarium kolb, a 995 z odpornoscig na fuzarium lodyg. Aby okresli¢ przydatnosc
zidentyfikowanych markerow zastosowano MAF>0.25 oraz liczbe obserwacji brakujgcych
<10% (Tab.6).

Tabela 6. Markery molekularne SilicoDArT 1 SNP istotnie zwigzane z odpornoscig kukurydzy
na grzyby z rodzaju Fusarium w miejscowosciach Kobierzyce i Smolice (istotne powigzania
wybrane przy p<<0,001 z poprawkag na wielokrotne testowanie metodg Benjamini-Hochberg)

Efekt Procent. wWYj af’,n_ianej LOD
ZImMiennoscCi
Liczba
Cecha m?rkeréw
S"'icgleﬁ‘rT Min. Max. Srednia | Min. | Max.| Srednia | Min. | Max. | Srednia
Fusarium
kolb [skala 1- 5714 -0,2759 0,2999 -0,016 1,7 13,3 4,65 1,3 | 6,33 2,59
9]
FUSErILTT 995 16,31 13,68 0,72 1,7 |20,7 3.1 13| 97 | 1,93
lodyg [%]
Suma 6709
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1. W celu analizy badanej zmiennej w obu miejscowos$ciach wykonano wykresy gestosci, ktore
obrazujg, w jakich przedziatach skoncentrowane sg wartosci analizowanej cechy. W Smolicech
najwiecej genotypow posiada odpornos¢ na poziomie 7 1 9 (w skali 9°; 1 — wrazliwe, 9 —
odporne) natomiast w Kobierzycach najwiecej genotypow charakteryzuje si¢ odpornoscig na
poziomie 81 9.

2. Dla obydwu cech (fuzarium kolb i1 fuzarium todyg) zaobserwowano istotne zréznicowanie
pomiedzy genotypami. Analiza wariancji wykazala roéwniez istotne statystycznie
zroznicowanie dla wszystkich obserwowanych cech pomiedzy miejscowosciami, w ktorych
bylo zatlozone doswiadczenie polowe.

3. Analiza korelacji wykazata, ze w przypadku fuzarium kolb najsilniej dodatnio skorelowane
z ta chorobg byly nastepujace cechy: masa ziarna z kolby (33%), plon t/ha (33%b), plon z poletka
(32%), liczba rzedow (27%) oraz Srednica kolby (25%). Jezeli chodzi o fuzarium todyg
najsilniej dodatnio skorelowane z ta choroba byty: plon z poletka (48%0), plon t/ha (45%), MTZ
(32%0) a takze zawartos$¢ suchej masy (31).

4. W oparciu o zidentyfikowane markery molekularne SNP i SilicoDArT wykonano
dendrogram podobienstwa genetycznego pomiedzy 186 analizowanymi mieszancami. Na
dendrogramie mozna wyrozni¢ 7 wyraznie zaznaczonych grup podobienstwa. Pierwsza grupa
obejmuje 23 genotypy od numeru G21.17 do G16.09, druga grupa obejmuje 21 genotypow od
numeru G18.11 do G20.11. W sktad trzeciej grupy wchodzi 27 genotypow od numeru G22.10
do G22.15, w sktad czwartej grupy wchodzi 29 genotypow od numeru G19.21 do G22.01. Piatg
grupe stanowi 26 genotypow od numeru G22.06 do G23.01, szdstg grupe stanowi 18 genotypow
od numeru G19.04 do G20.06. W sktad siddmej ostatniej grupy wchodzi 29 genotypow od
numeru G19.02 do G21.05. Do krzyzowan heterozyjnych najlepiej dobiera¢ genotypy nalezace
do réznych grup podobienstwa genetycznego.
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Whioski

5. W wyniku sekwencjonowania nowej generacji otrzymano tagcznie 6 709 istotnych markerow
SilicoDArT 1 SNP zwigzanych z odpornoscig kukurydzy na grzyby z rodzaju Fusarium.
Sposrod 6 709 markerow 5 714 markerow zwigzanych bylo odpornoscig na fuzarium kolb, a
995 z odpornoscig na fuzarium todyg.

6. Sposrod 6 709 markerow SilicoDArT i SNP istotnie zwigzanych z odpornoscig roslin
kukurydzy na grzyby z rodzaju Fusarium wybrano 10, ktére byly istotne w obu
miejscowosciach (Kobierzyce 1 Smolice).

7. W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze na 10 badanych markerow
wytypowanych w 2023 roku, 1 marker (20376) r6znicowal genotypy odporne 1 wrazliwe na
fuzarium. Specyficzny produkt amplifikacji o wielkosci 657pz pojawil sie¢ u wszystkich
genotypow odpornych oraz w osSmiu genotypach wrazliwych (1w, 2w, 4w, Sw, 6w, 7w, 9w i
11w).

8. _Wstepne analizy statystyczne wykazaty, ze gen Putrescine hydroxycinnamyltransferase
(LOC103649226) charakteryzowal si¢ najwyzszym poziomem ekspresji po inokulacji. WyniKi
w przypadku tego genu pokrywajg si¢ z wynikami z roku 2023 co wskazuje na istotng role genu
Putrescine hydroxycinnamyltransferase (LOC103649226) w reakcji odpornosciowej na stres
zwigzany z porazeniem ros$lin przez grzyby z rodzaju Fusarium.
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podana w zrealizowana

opisie zadania

1. Liczcba genotypow referencyjnych, na ktérych beda 20 20

testowane nowo zidentyfikowane w 2023 roku markery
SilicoDArT i SNP zwigzane z odpornoscig na fuzarium.

2. |Liczba genotypow referencyjnych, ktére beda poddawane 5 5

analizie ekspresji wybranych gendw.

3. |Liczba mieszaricow F, poddanych sekwencjonowaniu nowe; 186 186

generacji, z ktorego wyniki zostang wykorzystane do
mapowania asocjacyjnego i fizycznego.
4. Liczba wyselekcjonowanych w 2024 roku markerow 10 10

zwigzanych z odpornoscig roslin na grzyby z rodzaju
Fusarium, dla ktérych w 2025 roku bedg podjete préby
opracowania warunkoéw PCR i multiplex PCR.
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