STRESZCZENIE ZE SPRAWOZDANIA MERYTORYCZNEGO Z REALIZACJI ZADANIA NA RZECZ POSTĘPU BIOLOGICZNEGO W PRODUKCJI ROŚLINNEJ W 2023 ROKU
Tytuł zadania nr 16 : Analiza genetycznych uwarunkowań związanych z efektem heterozji oraz odpornością na fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.).
Temat badawczy 1
Identyfikacja nowych markerów sprzężonych z genami warunkującymi plon ziarna dzięki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego oraz optymalizacja procedur diagnostycznych, służących do identyfikacji 20 markerów molekularnych wytypowanych w 2022 roku sprzężonych z cechami struktury plonu.

1. Cel tematu badawczego 1 

Celem tematu badawczego 1 jest identyfikacja nowych markerów sprzężonych z genami warunkującymi plon ziarna dzięki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego oraz optymalizacja procedur diagnostycznych, służących do identyfikacji 20 markerów molekularnych wytypowanych w 2022 roku, sprzężonych z cechami struktury plonu. 
2. Materiały i metody
Materiał roślinny


Materiał roślinny w temacie badawczym 1 stanowiło 500 mieszańców pokolenia F1 oraz 20 genotypów referencyjnych pochodzących z Hodowli Roślin Smolice Sp. z o. o. Grupa IHAR oraz Małopolskiej Hodowli Roślin Sp. z o.o. Mieszańce (500) zostały wysiane w trzech powtórzeniach, w dwóch miejscowościach i były poddawane obserwacjom w warunkach polowych. Genotypy referencyjne (20) zostały wysiane w szklarni należącej do Katedry Genetyki i Hodowli Roślin. W 2023 roku do sekwencjonowania nowej generacji zostało przesłanych 188 kolejnych mieszańców F1 wybranych losowo. 
Metody
Doświadczenie polowe

Doświadczenie w warunkach polowych z 500 mieszańcami zostało założone w trzech powtórzeniach, w dwóch miejscowościach. Doświadczenie z genotypami referencyjnymi (20) zostało założone w jednym powtórzeniu w szklarni należącej do Katedry Genetyki i Hodowli Roślin. W trakcie oraz po zakończeniu doświadczeń prowadzone były obserwacje cech morfologicznych. Po zbiorach prowadzone były obserwacje następujących cech struktury plonu: dł. kolby, średnica kolby, dł. rdzenia, średnica rdzenia, ilość rzędów, ilość ziarniaków w rzędzie, masa ziarna z kolby oraz MTN. Analizowany był również plon z każdego poletka.  

Izolacja DNA 
Izolacja DNA z kolejnych 188 mieszańców F1, które zostały przekazane do sekwencjonowania nowej generacji była prowadzona przy użyciu kitu z firmy Promega Izolacja DNA z 20 genotypów referencyjnych była prowadzona przy użyciu kitu z firmy A&A Biotechnology. Stężenie oraz czystość wyizolowanych prób DNA była określana przy użyciu spektrofotometru DS-11 firmy DeNovix. Wyizolowana matryca DNA została doprowadzona do jednakowego stężenia wynoszącego 100 ng/μl poprzez rozcieńczenie wodą destylowaną.
Genotypowanie

Genotypowanie wykonano z wykorzystaniem technologii DArTseq, opartej na sekwencjonowaniu za pomocą najważniejszej platformy do NGS, Illuminy wg metodyki opisanej szczegółowo na stronie firmy Diversity Arrays Technology:
(https://www.diversityarrays.com/technology-and-resources/dartseq/). 
Mapowanie asocjacyjne z wykorzystaniem analizy GWAS

Za pomocą analizy GWAS zostało wykonane mapowanie asocjacyjne dla plonu oraz cech struktury plonu 188 mieszańców F1 kukurydzy. Mapowanie to zostało wykonane na podstawie wyników uzyskanych z genotypowania oraz fenotypowania. Dane genotypowe otrzymane zostały z analizy DArTseq, natomiast dane fenotypowe stanowiły wyniki polowe dotyczące wielkości plonu oraz cech struktury plonu. Były analizowane następujące cechy struktury plonu: dł. kolby, średnica kolby, dł rdzenia, średnica rdzenia, ilość rzędów, ilość ziarniaków w rzędzie, masa ziarna z kolby oraz MTN. 
Mapowanie fizyczne 
Sekwencje markerów silicoDArT i SNP wybrane na podstawie analizy GWAS, zostały poddane analizie BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool), polegającej na przeszukaniu baz danych w celu  znalezienia sekwencji o wysokiej homologi względem wybranych sekwencji markerów silicoDArT i SNP. 

Analiza funkcjonalna sekwencji genów
Analiza funkcjonalna wykonana została w programie Blast2GO. Analizie poddane zostały sekwencje wszystkich genów zlokalizowanych w obszarze chromosomów wyznaczonych na podstawie wykonanej analizy BLAST. Celem było uzyskanie informacji o biologicznej funkcji sekwencji genów znajdujących się w wyznaczonym rejonie chromosomów.

Projektowanie starterów dla zidentyfikowanych polimorfizmów silicoDArT i SNP związanych z plonem i jego cechami

Do projektowania starterów został wykorzystany popularny program Primer 3 Plus. 
Łańcuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Identyfikacja nowych markerów sprzężonych z genami związanymi z analizowanymi cechami struktury plonu została przeprowadzona z wykorzystaniem łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR). Niestety nie udało się określić położenia markera SNP 67225685 dlatego do dalszych analiz wykorzystano 19 markerów. Startery do identyfikacji 19 nowych markerów zostały zaprojektowane przez zespół w 2022 roku. 

Elektroforeza
Elektroforeza produktów reakcji PCR była prowadzona w 2 % żelu agarozowym, z dodatkiem 1 µl roztworu Midori Green, przez 2 h pod napięciem 100 V. W celu  identyfikacji mas molekularnych użyto marker wielkości prążków O’RangeRuler 50 bp firmy Fermentas. Wizualizacja rozdzielonych fragmentów DNA odbywała się z wykorzystaniem promieni UV i została zarejestrowana na zdjęciach cyfrowych z zastosowaniem systemu wizualizacji i dokumentacji żeli BIORAD.

Analiza ekspresji genów

Izolacja mRNA

Pobrane liście z genotypów referencyjnych (z każdego powtórzenia) zostały zamrożone w ciekłym azocie, a następnie umieszczone w probówkach typu eppendorf i przechowywane w kriozamrażarce, w -80 stopni Celcjusza do momentu izolacji mRNA. Do izolacji mRNA wykorzystano kit Maxwell® RSC Plant RNA Kit z firmy Promega. Izolacja wykonana była zgodnie z procedurą  dołączoną do zestawu. Koncentracja mRNA sprawdzona była za pomocą spektrofotometru DeNovix.
Synteza cDNA 

Synteza cDNA przeprowadzona była przy użyciu zestawu iScript cDNA Synthesis Kit z firmy BIO-RAD. Synteza prowadzona była dla 60 prób wyizolowanego wcześniej mRNA. W skład mieszaniny reakcyjnej wchodziło mRNA, H2O  oraz RT Supermix. Przygotowane próby były poddawane inkubacji zgodnie z poniższym protokołem:
Przygotowanie


5 min. 250C

Odwrotna transkrypcja
20min. 460C

Inaktywacja

 
1 min. 950C

Analiza ekspresji z wykorzystaniem reakcji qPCR

Materiałem badawczym było 60 prób otrzymanego wcześniej cDNA z fragmentów mRNA. Startery zostały zaprojektowane bazując na sekwencjach wybranych genów kandydujących. Reakcja RT-qPCR przeprowadzona była za pomocą zestawu iTaq Universal SYBR Green Supermix przy użyciu urządzenia CFX Connect Real-Time PCR Detection System z firmy BIO-RAD dostępnego w Katedrze Genetyki i Hodowli Roślin UP w Poznaniu.
3. Wyniki i Wnioski
1. W celu zbadania rozkładu wszystkich analizowanych zmiennych w obu miejscowościach wykonano wykresy gęstości. Figury na zamieszczonych wykresach gęstości w rozdziale „Wyniki” obrazują, w jakich przedziałach skoncentrowane są wartości analizowanych cech np. długość kolby u większości analizowanych genotypów, w obu miejscowościach (Smolice, Kobierzyce) znajduje się w przedziale 16cm – 18cm, średnica kolby u większości analizowanych genotypów dla Smolic znajduje się w przedziale 4,25cm – 4,50cm a dla Kobierzyc 4,5cm – 4,75cm. Z obserwacji wynika, że rozkład analizowanych zmiennych różnił się pomiędzy miejscowościami dla: średnicy rdzenia, liczby rzędów, liczby ziarna w rzędzie, masy ziarna z kolby, plonu z poletka oraz plonu t/h przy 15% zawartości wody.

2. Przeprowadzono analizę wariancji pod kątem obserwowanych cech pomiędzy genotypami. Dla wszystkich cech zaobserwowano istotne zróżnicowanie pomiędzy genotypami. Analiza wariancji wykazała również istotne statystycznie zróżnicowanie dla wszystkich obserwowanych cech pomiędzy miejscowościami, w których było założone doświadczenie polowe.
3. Aby określić relacje pomiędzy grupami zmiennych w zbiorze danych czyli obserwacji wielkości cech struktury plonu oraz plonu z poletka w obu miejscowościach zastosowano technikę wielowymiarową czyli analizę zmiennych kanonicznych. Wszystkie obserwowane cechy charakteryzowały się rozkładem normalnym. Można zauważyć pogrupowanie genotypów w zależności od pochodzenia. Genotypy pochodzące z Hodowli Roślin Smolice grupują się razem podobnie jak genotypy pochodzące z Małopolskiej Hodowli Roślin  .
4. Wykorzystując dane z doświadczenia polowego prowadzonego niezależnie w obu miejscowościach (Smolice i Kobierzyce) sprawdzono jaki jest rozkład analizowanych cech w obrębie badanej populacji. Analizy statystyczne wykazały, że dla wszystkich analizowanych cech w obu miejscowościach rozkład cech przyjmuje symetryczny kształt dzwonu, średnia i mediana były sobie równe (obie miary zlokalizowane były w środku rozkładu), 68% danych znajdowało się w przedziale do 1 odchylenia standardowego od średniej, 95% danych znajdowało się w przedziale do 2 odchyleń standardowych od średniej, 99% danych znajdowało się w przedziale do 3 odchyleń standardowych od średniej. Wobec powyższego można wywnioskować, że cechy charakteryzują się rozkładem normalnym a analizowanej populacji.
5. W przypadku obu miejscowości (Smolice, Kobierzyce) analizowano korelacje pomiędzy obserwowanymi cechami. Wykazano, że w Smolicach najsilniej dodatnio skorelowane były ze sobą: plon z poletka i plon z hektara (96%), długość kolby i długość rdzenia (86%), średnica kolby i średnica rdzenia (74%), średnica kolby i masa ziarna z kolby masa ziarna z kolby. W przypadku Kobierzyc silnie dodatnio skorelowane były: plon z poletka i plon z hektara (98%),  średnia kolby i średnica rdzenia (76%), średnica kolby i masa ziarna z kolby (74%) oraz długość kolby i długość rdzenia (62%). 
6. W  oparciu  o zidentyfikowane markery molekularne SNP i SilicoDArT wykonano dendrogram podobieństwa genetycznego pomiędzy 188 analizowanymi mieszańcami. Na dendrogramie bardzo wyraźnie widać dwie wyodrębnione grupy podobieństwa. Mieszańce, które powstały w wyniku krzyżowania linii matecznych z tą samą formą ojcowską stworzyły jedna grupę podobieństwa i mieszańce, które powstały z przekrzyżowania linii matecznych z drugą formą ojcowską stworzyły drugą grupę podobieństwa.
7. W wyniku sekwencjonowania nowej generacji otrzymano łącznie 48 835 istotnych markerów molekularnych SilicoDArT i SNP (22 345 Smolice, 26 490 Kobierzyce). Najwięcej markerów w obu miejscowościach (Smolice i Kobierzyce) związanych było z: liczbą rzędów (Smolice – 5 710, Kobierzyce – 5 826), MTZ (5 702 – Smolice, 5 819 – Kobierzyce) oraz liczbą ziarna w rzędzie (3 282 – Smolice, Kobierzyce – 5 083). Najmniej markerów w obu miejscowościach związanych było z liczbą ziaren w rzędzie (Smolice – 29, Kobierzyce – 24).  W celu zawężenia liczby markerów do mapowania fizycznego spośród wszystkich istotnych wybrano 10, które były związane z tymi samymi cechami w obu miejscowościach (Kobierzyce i Smolice).

8. Określono położenie wyselekcjonowanych markerów oraz zaprojektowano startery, które posłużą do identyfikacji 7 z 10 wytypowanych markerów, ponieważ nie udało się zaprojektować starterów do identyfikacji trzech markerów (25386, 52996 oraz 56891).
9. Przeprowadzono testowanie zidentyfikowanych w 2022 roku 20 markerów molekularnych sprzężonych z potencjalnymi genami, związanymi z cechami struktury plonu i plonem. Jeden z markerów (67225685) został odrzucony ponieważ nie udało się do niego zaprojektować efektywnych starterów. 
10. Spośród 19 markerów 2 (28629 i 29294) różnicowały analizowane genotypy dobrze i słabo plonujące. Na podstawie obserwacji polowych pierwsze 10 genotypów klasyfikowane były jako wysoko plonujące, natomiast genotypy o numerach 11–20 jako słabo plonujące. W przypadku markera 28629 zaobserwowano specyficzny produkt o długości 189 bp dla genotypów 1, 4 i 10. Dla pozostałych genotypów otrzymano niespecyficzne produkty o wielkości 200 bp. Marker ten znajduje się na chromosomie 8. W przypadku markera 29294 zaobserwowano specyficzny produkt o długości 189 bp dla genotypów 1 i 10. Dla pozostałych genotypów otrzymano niespecyficzne produkty o wielkości 200 pz. Marker ten zlokalizowany jest na chromosomie 5. Oba markery mogą być wykorzystane do selekcji odmian dobrze plonujących.

11. W wyniku analiz qPCR stwierdzono, że najwyższą ekspresją charakteryzowały się geny: Transporter sacharozy oraz polimeraza RNA koaktywator transkrypcji KELP. W przypadku obu genów obserwowano zdecydowanie niższą ekspresję tych genów dla genotypów słabo plonujących. Analizując pozostałe geny nie stwierdzono istotnych różnic w ich ekspresji pomiędzy genotypami słabo i dobrze plonującymi.
Temat badawczy 2

Identyfikacja nowych markerów sprzężonych z genami warunkującymi odpornością roślin kukurydzy na fuzarium dzięki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego oraz optymalizacja procedur diagnostycznych, służących do identyfikacji 10 markerów molekularnych wytypowanych w 2022 roku, sprzężonych z odpornością roślin na fuzarium. 
1. Cel tematu badawczego 1 

Celem tematu badawczego 2 jest identyfikacja nowych markerów sprzężonych z genami warunkującymi odpornością roślin kukurydzy na fuzarium dzięki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego oraz optymalizacja procedur diagnostycznych, służących do identyfikacji 10 markerów molekularnych wytypowanych w 2022 roku, sprzężonych z odpornością roślin na fuzarium

2. Materiały i metody
Materiał roślinny


Materiał roślinny w temacie badawczym 1 stanowiło 500 mieszańców pokolenia F1 oraz 20 genotypów referencyjnych pochodzących z Hodowli Roślin Smolice Sp. z o. o. Grupa IHAR oraz Małopolskiej Hodowli Roślin Sp. z o.o. Mieszańce (500) zostały wysiane w trzech powtórzeniach, w dwóch miejscowościach i były poddawane obserwacjom w warunkach polowych. Genotypy referencyjne (20) zostały wysiane w szklarni należącej do Katedry Genetyki i Hodowli Roślin. W 2023 roku do sekwencjonowania nowej generacji zostało przesłanych 188 kolejnych mieszańców F1 wybranych losowo. 
Metody
Doświadczenie polowe

Doświadczenie w warunkach polowych z 500 mieszańcami zostało założone w trzech powtórzeniach, w dwóch miejscowościach. Doświadczenie z genotypami referencyjnymi (20) zostało założone w jednym powtórzeniu w szklarni należącej do Katedry Genetyki i Hodowli Roślin. W trakcie oraz po zakończeniu doświadczeń prowadzone były obserwacje stopnia porażenia roślin kukurydzy przez grzyby z rodzaju Fusarium.
Izolacja DNA 
Izolacja DNA z kolejnych 188 mieszańców F1, które zostały przekazane do sekwencjonowania nowej generacji była prowadzona przy użyciu kitu z firmy Promega Izolacja DNA z 20 genotypów referencyjnych była prowadzona przy użyciu kitu z firmy A&A Biotechnology. Stężenie oraz czystość wyizolowanych prób DNA była określana przy użyciu spektrofotometru DS-11 firmy DeNovix. Wyizolowana matryca DNA została doprowadzona do jednakowego stężenia wynoszącego 100 ng/μl poprzez rozcieńczenie wodą destylowaną.
Genotypowanie

Genotypowanie wykonano z wykorzystaniem technologii DArTseq, opartej na sekwencjonowaniu za pomocą najważniejszej platformy do NGS, Illuminy wg metodyki opisanej szczegółowo na stronie firmy Diversity Arrays Technology:
(https://www.diversityarrays.com/technology-and-resources/dartseq/). 
Mapowanie asocjacyjne z wykorzystaniem analizy GWAS

Za pomocą analizy GWAS zostało wykonane mapowanie asocjacyjne dla plonu oraz cech struktury plonu 188 mieszańców F1 kukurydzy. Mapowanie to zostało wykonane na podstawie wyników uzyskanych z genotypowania oraz fenotypowania. Dane genotypowe otrzymane zostały z analizy DArTseq, natomiast dane fenotypowe stanowiły wyniki polowe dotyczące stopnia porażenia roślin kukurydzy przez grzyby z rodzaju Fusarium.
Mapowanie fizyczne 
Sekwencje markerów silicoDArT i SNP wybrane na podstawie analizy GWAS, zostały poddane analizie BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool), polegającej na przeszukaniu baz danych w celu  znalezienia sekwencji o wysokiej homologi względem wybranych sekwencji markerów silicoDArT i SNP. 

Analiza funkcjonalna sekwencji genów
Analiza funkcjonalna wykonana została w programie Blast2GO. Analizie poddane zostały sekwencje wszystkich genów zlokalizowanych w obszarze chromosomów wyznaczonych na podstawie wykonanej analizy BLAST. Celem było uzyskanie informacji o biologicznej funkcji sekwencji genów znajdujących się w wyznaczonym rejonie chromosomów.

Projektowanie starterów dla zidentyfikowanych polimorfizmów silicoDArT i SNP związanych z plonem i jego cechami

Do projektowania starterów został wykorzystany popularny program Primer 3 Plus. 
Łańcuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Identyfikacja nowych markerów sprzężonych z genami związanymi z odpornością roślin na grzyby z rodzaju Fusarium została przeprowadzona z wykorzystaniem łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR). Startery do identyfikacji 10 nowych markerów zostały zaprojektowane przez zespół w 2022 roku. 

Elektroforeza
Elektroforeza produktów reakcji PCR była prowadzona w 2 % żelu agarozowym, z dodatkiem 1 µl roztworu Midori Green, przez 2 h pod napięciem 100 V. W celu  identyfikacji mas molekularnych użyto marker wielkości prążków O’RangeRuler 50 bp firmy Fermentas. Wizualizacja rozdzielonych fragmentów DNA odbywała się z wykorzystaniem promieni UV i została zarejestrowana na zdjęciach cyfrowych z zastosowaniem systemu wizualizacji i dokumentacji żeli BIORAD.

Analiza ekspresji genów

Izolacja mRNA

Pobrane liście z genotypów referencyjnych (z każdego powtórzenia) zostały zamrożone w ciekłym azocie, a następnie umieszczone w probówkach typu eppendorf i przechowywane w kriozamrażarce, w -80 stopni Celcjusza do momentu izolacji mRNA. Do izolacji mRNA wykorzystano kit Maxwell® RSC Plant RNA Kit z firmy Promega. Izolacja wykonana była zgodnie z procedurą  dołączoną do zestawu. Koncentracja mRNA sprawdzona była za pomocą spektrofotometru DeNovix.
Synteza cDNA 

Synteza cDNA przeprowadzona była przy użyciu zestawu iScript cDNA Synthesis Kit z firmy BIO-RAD. Synteza prowadzona była dla 75 prób wyizolowanego wcześniej mRNA. W skład mieszaniny reakcyjnej wchodziło mRNA, H2O  oraz RT Supermix. Przygotowane próby były poddawane inkubacji zgodnie z poniższym protokołem:
Przygotowanie


5 min. 250C

Odwrotna transkrypcja
20min. 460C

Inaktywacja

 
1 min. 950C

Analiza ekspresji z wykorzystaniem reakcji qPCR

Materiałem badawczym było 75 prób otrzymanego wcześniej cDNA z fragmentów mRNA. Startery zostały zaprojektowane bazując na sekwencjach wybranych genów kandydujących. Reakcja RT-qPCR przeprowadzona była za pomocą zestawu iTaq Universal SYBR Green Supermix przy użyciu urządzenia CFX Connect Real-Time PCR Detection System z firmy BIO-RAD dostępnego w Katedrze Genetyki i Hodowli Roślin UP w Poznaniu.
3. Wyniki i wnioski
1. W celu analizy badanej zmiennej w obu miejscowościach wykonano wykresy gęstości. Figury na zamieszczonych wykresach gęstości znajdujące się w rozdziale „Wyniki” obrazują, w jakich przedziałach skoncentrowane są wartości analizowanej cechy. W Smolicach najwięcej genotypów posiada odporność na poziomie 7 i 9 (w skali 9⁰; 1 – wrażliwe, 9 – odporne)  natomiast w Kobierzycach najwięcej genotypów charakteryzuje się odpornością na poziomie 8 i 9.
2. Przeprowadzono analizę wariancji pod kątem stopnia porażenia roślin kukurydzy przez fuzarium. Zaobserwowano istotne zróżnicowanie pomiędzy analizowanymi genotypami. Analiza wariancji wykazała również istotne statystycznie zróżnicowanie pomiędzy miejscowościami, w których było założone doświadczenie polowe.

3. Wykorzystując dane z doświadczenia polowego prowadzonego niezależnie w obu miejscowościach (Smolice i Kobierzyce) sprawdzono jaki jest rozkład stopnia porażenia roślin kukurydzy przez fuzarium w obrębie badanej populacji. Analizy statystyczne wykazały, że w przypadku tej cechy mamy do czynienia z rozkładem Poissona odwróconym.

4. W przypadku obu miejscowości (Smolice, Kobierzyce) analizowano korelacje pomiędzy obserwowanymi cechami struktury plonu i plonem a stopniem porażenia roślin przez fuzarium. Wykazano, że w Smolicach najsilniej dodatnio skorelowane z porażeniem roślin przez fuzarium były MTZ (36%) oraz masa ziarna z kolby (15%) (Rys. 6, Tab. 5). W przypadku Kobierzyc silnie dodatnio skorelowane z porażeniem roślin przez fuzarium były liczba rzędów (10%) oraz liczna ziaren w rzędzie (12%).

5. W  oparciu  o zidentyfikowane markery molekularne SNP i SilicoDArT wykonano dendrogram podobieństwa genetycznego pomiędzy 188 analizowanymi mieszańcami. Na dendrogramie bardzo wyraźnie widać dwie wyodrębnione grupy podobieństwa. Mieszańce, które powstały w wyniku krzyżowania linii matecznych z tą samą formą ojcowską stworzyły jedna grupę podobieństwa i mieszańce, które powstały z przekrzyżowania linii matecznych z drugą formą ojcowską stworzyły drugą grupę podobieństwa. 
6. W wyniku sekwencjonowania nowej generacji otrzymano łącznie 1 613 istotnych dla odporności na fuzarium markerów molekularnych SilicoDArT i SNP (1 468 Smolice, 145 Kobierzyce). Aby określić przydatność zidentyfikowanych markerów zastosowano MAF>0.25 oraz liczbę obserwacji brakujących <10%. W celu zawężenia liczby markerów do mapowania fizycznego spośród wszystkich istotnych wybrano 9, które były istotne w obu miejscowościach (Kobierzyce i Smolice).
7. Spośród 1 613 (1 468 Smolice i 145 Kobierzyce) markerów SilicoDArT i SNP istotnie związanych z odpornością roślin kukurydzy na fuzarium wybrano 9, które były istotne w obu miejscowościach (Kobierzyce i Smolice). Określenia także położenie wyselekcjonowanych markerów w genomie. Kolejnym krokiem było zaprojektowanie starterów, które posłużą do identyfikacji 7 wytypowanych markerów ponieważ pomimo wielu prób nie udało się zaprojektować starterów do identyfikacji dwóch markerów (20376 oraz 27770).
8. W 2023 roku identyfikowano obecność markerów (wytypowanych w roku 2022) dla genotypów referencyjnych. W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, że na 10 badanych, 2 markery (11801 i 20607) różnicowały genotypy odporne i wrażliwe. Marker nr 11801 okazał się najskuteczniejszy ponieważ w przypadku genotypów 1, 3, 5, 9 i 10 identyfikowano charakterystyczny produkt o wielkości 237 bp. Genotypy te charakteryzowały się odpornością polowa wynoszącą 4–6 w skali 9° (1 oznaczało wrażliwe, a 9 odporne). Charakterystyczny produkt pojawił się również dla wszystkich genotypów z wyjątkiem 16 i 20, które charakteryzowały się odpornością polową wynoszącą 9. Odporność roślin na fuzarium jest cechą wielogenową i wybrane markery mogą służyć do selekcji genotypów wraz z markerami innych genów zaangażowanych w reakcje immunologiczną.

9. W tym roku nieznacznie wyższy poziom ekspresji obu analizowanych genów (Hydroksycynamoilotransferaza putrescyny, Prekursor peroksydazy 72) odnotowano u wszystkich genotypów odpornych. Genotypy wrażliwe charakteryzowały się niższym poziomem ekspresji tych genów. Wyniki wskazują na związek Hydroksycynamoilotransferaza putrescyny, Prekursor peroksydazy 72 z reakcją odpornościową kukurydzy, w odpowiedzi na porażenia przez grzyby z rodzaju Fusarium. Markery sprzężone z tymi genami mogą być wykorzystane do wstępnej selekcji genotypów odpornych na grzyby z rodzaju Fusarium.
10. Przebadane próbki zairniaków różnych genotypów kukurydzy różniły się znacznie pod względem zasiedlenia przez grzyby rodzaju Fusarium. Najliczniej występowały grzyby Fusarium poae. Pojedyncze próbki (421, 571, 807, 992, 1304, 364, 434, 2365) były bardzo słabo zasiedlone przez Fusarium lub nie stwierdzono obecności tego grzyba.
