SPRAWOZDANIE

z realizacji w 2023 r. zadania nr 20 pt.

„Analiza molekularna układów allelicznych genów wczesności oraz opracowanie i identyfikacja markerów funkcjonalnych dla genów determinacji pędu, pękania strąków, cech plonotwórczych i jakościowych nasion soi”

Prace zostały wykonane w ramach badań podstawowych na rzecz postępu biologicznego w produkcji roślinnej na podstawie decyzji MR i RW nr DHR.hn.802.12.2023 z dnia 18.09.2023 r.
Kierownik zadania: prof. UPP dr hab. Danuta Kurasiak-Popowska 
Wykonawcy: 

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Genetyki i Hodowli Roślin: prof. UPP dr hab. Jerzy Nawracała, prof. UPP dr hab. Agnieszka Tomkowiak, dr Wojciech Bielski,

Instytut Genetyki Roślin PAN w Poznaniu: dr hab. Michał Książkiewicz, 
Uniwersytet Przyrodnicze we Wrocławiu, Katedra Genetyki, Hodowli Roślin i Nasiennictwa:
dr Sandra Rychel-Bielska, 

DANKO Hodowla Roślin Sp. z o. o.: dr Agnieszka Kaczmarek

Hodowla Roślin Strzelce Grupa IHAR: dr Przemysław Matysik, mgr Piotr Stefański
Wstęp
Bardzo duża kolekcja zróżnicowanych genetycznie form soi pochodzących ze wszystkich najważniejszych rejonów uprawy soi zgromadzona w KG i HR stała się bazą do poszukiwania markerów związanych z genami determinującymi cechy komponentów plonu, determinację pędu czy pękanie strąków. Współczesna zaawansowana hodowla soi prowadzona np. w USA, oparta jest na genotypowaniu olbrzymiej liczby genotypów poprzez ich sekwencjonowanie i poszukiwaniu markerów molekularnych powiązanych z ważnymi cechami agronomicznymi i użytkowymi. W ostatnich latach wystąpił znaczący postęp w zakresie sekwencjonowania genomów linii pozyskanych ze światowej kolekcji soi, co z kolei przyczyniło się do opracowania nowych narzędzi umożliwiających wysokoprzepustowe genotypowanie przy zachowaniu relatywnie niskiego (jak na tego typu analizy) kosztu za próbę. W roku 2023 realizowane zostały 3 tematy badawcze: 1. wysokoprzepustowe genotypowanie materiałów kolekcyjnych soi (tych samych, które będą fenotypowane) w celu uzyskania zestawu markerów do mapowania asocjacyjnego;n 2. fenotypowanie -doświadczenie polowe z 280 genotypami soi w 3 lokalizacjach (2 powtórzenia); 3. rozmnożenie pokolenia F 1, F2, F3 i F4 do otrzymania populacji mapujących do poszukiwania markerów na geny determinacji pędu i pękania strąków.
Cele zadania 

W ramach projektu w 2023 r. były realizowane 3 tematy badawcze z następującymi celami:

·  uzyskanie zestawu markerów polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP) do mapowania asocjacyjnego zaplanowanego w kolejnych latach realizacji projektu
·  fenotypowanie 280 genotypów soi (namnożonych w 2021 r. i analizowanych w doświadczeniach polowych po raz pierwszy w 2022) w trzech lokalizacjach i 2 powtórzeniach

·  rozmnożenie pokolenia F3 i F4 oraz F1 i F2 uzyskanych w wyniku krzyżowań przeprowadzonych w roku 2021 i 2022 pomiędzy genotypami o różnym typie determinacji pędu i różnym stopniu pękania strąków.

Materiał, metody i wyniki
W pierwszym temacie badawczym materiałem do obserwacji polowych były 192 genotypy (linie) soi wybrane z kolekcji KG i HR, z zestawu 280 linii poddanych fenotypowaniu w warunkach polowych w trzech lokalizacjach w ramach realizacji zadania (nr 20) w latach 2022-23. Dla tych linii w latach 2021-2022 w toku realizacji tego zadania (nr 20) oraz w latach 2019-2020 w poprzednim programie MRiRW ukierunkowanym na osiągnięcie postępu biologicznego w produkcji roślinnej (zadanie nr 43) określono skład alleliczny dla sześciu genów wczesności kwitnienia (E1, E2, E3, E4, E9 i E10), jednego genu zdeterminowania wzrostu (Dt1) i jednego genu pękania strąków (qPHD1) przy użyciu 31 markerów molekularnych. W roku 2023 wykonano wysokoprzepustowe genotypowanie tych linii przy użyciu mikromacierzy NJAU 355 K SoySNP Array.

Dla wszystkich linii uzyskano wartości “quality control call rate” powyżej 90%, zaś średnia wartość tego współczynnika wyniosła 99,6%. Dla płytki PCR nr 1 (pierwszy zestaw 96 linii soi) uzyskano ponad 195 tysięcy markerów polimorficznych wysokiej jakości, zaś dla płytki nr 2 (drugi zestaw 96 linii soi) ponad 211 tysięcy takich markerów. Markerów monomorficznych wysokiej jakości było odpowiednio około 80 i 71 tysięcy, zaś markerów heterozygotycznych po około 30 tysięcy na płytkę. Markery o allelach częściowo niezgodnych z referencyjnymi, markery o odmiennych wariantach allelicznych, a także markery o jakości odczytu (call rate) poniżej progu odrzucono z dalszych analiz. Takich markerów było łącznie 49 240 dla płytki nr 1 oraz 43 069 dla płytki nr 2, czyli odpowiednio 13,8% i 12,1% analizowanych loci. Liczba markerów spełniających kryteria jakościowe wyniosła 306 355 dla płytki nr 1 oraz 312 526 dla płytki nr 2, co stanowi odpowiednio 86.2% i 87.9% liczby analizowanych loci (355 595). Z tej puli ponad 295 tys. markerów było wspólnych dla obu zestawów linii. Uzyskano markery dla wszystkich chromosomów z genomu soi (od 12 633 markerów dla chromosomu Gm11 do 21 567 markerów dla chromosomu Gm18) oraz markery na 67 skafoldów nieprzypisanych do sekwencji chromosomów.
W drugim temacie badawczym materiałem do fenotypowania było 280 genotypów soi należących przede wszystkim do „000” lub ”00” grupy dojrzałości (MG) wybranych z kolekcji KG i HR na podstawie obserwacji przeprowadzonych w latach poprzednich również w trakcie realizacji zadań nr 43 i 105. W roku 2023 przeprowadzono drugi rok fenotypowania. Wysiane zostały te genotypy, które były analizowane polowo po raz pierwszy w 2022 roku. Doświadczenia zostały założone w trzech lokalizacjach: na polu doświadczalnym KG i HR w Rolniczym Gospodarstwie Doświadczalnym Dłoń, w Szelejewie (DANKO Hodowla Roślin, ZHR oddz. Szelejewo) i w Strzelcach (Hodowla Roślin Strzelce Grupa IHAR oddz. Strzelce). Układ doświadczeń - bloki losowane w 2 powtórzeniach. Wielkość poletek 10 m2. W czasie wegetacji przeprowadzono obserwacje fenologiczne, morfologiczne oraz determinacji pędu, wylegania, pękania strąków. Obliczono potencjał plonowania oraz oznaczono MTN, zawartość białka i tłuszczu w nasionach. 

Rok 2023 był cieplejszy w porównaniu z 2022 r. W okresie wegetacji warunki termiczne były prawie takie same we wszystkich trzech lokalizacjach doświadczeń – tylko w Strzelcach średnia temperatura w okresie wegetacji była nieznacznie wyższa. Opady w 2023 r. były niższe w porównaniu z 2022 r. i różniły się znacznie pomiędzy lokalizacjami doświadczenia. Różnice w długości okresu wegetacji pomiędzy lokalizacjami były bardzo duże. Średnia długość okresu wegetacji wszystkich 280 genotypów była najmniejsza w Strzelcach -133,7 dnia; o 13,9 i 15,3 dnia mniejsza niż odpowiednio w Dłoni i Szelejewie. W 2023 r. plony soi były wyższe w porównaniu z 2022 r.. Pomimo zróżnicowanych warunków pogodowych, różnic w długości okresu wegetacji i wysokości roślin pomiędzy lokalizacjami doświadczenia średni potencjał plonowania badanych 280 genotypów był podobny i wynosił 30,8 dt/ha w Dłoni, 32,79 dt/ha w Szelejewie i 33,59 dt/ha w Strzelcach. Podstawowym czynnikiem różnicującym wyniki pomiędzy lokalizacjami był różny przebieg warunków pogodowych. Różne warunki nie są całkowicie niepożądane ponieważ umożliwiają pełną ekspresję niektórych cech dopiero w odmiennym środowisku. Niestety, niekorzystnym zjawiskiem było występowanie zjawisk ekstremalych. Przykładem były warunki pogodowe w Dłoni: długie okresy bez deszczu a następnie gwałtowne ulewy, wyjątkowe upały – w 2023 roku odnotowano rekordowe temperatury we wrześniu (ponad 18OC). Negatywny wpływ tych zjawisk na fenotypowanie może zostać ograniczony przez wieloletnie doświadczenia i dlatego właśnie zostały takie same zaplanowane na 3 lata.
W trzecim temacie badawczym materiałem roślinnym były nasiona pokolenia F1, F2 oraz F3 uzyskane z krzyżowań z roku 2021 i 2022 genotypów soi: o zdeterminowanym, semizdeterminowanym i niezdeterminowanym typie wzrostu, oraz genotypów o skłonnościach do pękania strąków i genotypów o niepękających strąkach oraz nasiona. Nasiona F1 uzyskane na drodze krzyżowań w 2022 roku wysiano 1 marca.. Zebrane nasiona jako materiały F2 wysiano do multidoniczek 3 czerwca, a zbierano od 24 do 31 sierpnia. Następnie uzyskane nasiona F3 z poszczególnych roślin wysiano 4 września. Zbiór nastąpił od 27 listopada do 1 grudnia. Rozmnożenia pokolenia F1 i F2 zebrano z każdej kombinacji krzyżowania jako ramsz. Rozmnożenie pokolenia F3 i F4 prowadzono w multipaletkach i zbierano po jednym nasieniu z każdej rośliny, która zawiązała strąk. Resztę nasion zbierano jako ramsz, który będzie stanowił materiał do wykorzystania w przyszłych pracach hodowlanych.

Najważniejsze wnioski
1. Zastosowana metodyka genotypowania pozwoliła na uzyskanie zestawu ponad 300 tysięcy markerów spełniających kryteria jakościowe, z których ponad 134 tysiące posiada częstość rzadszego allela (minor allele frequency) między 10% a 50% i niski poziom heterozygotyczności.

2.  Uzyskana liczba i stopień polimorfizmu markerów w badanym zestawie linii są zbliżone do danych prezentowanych w doniesieniach literaturowych i umożliwiają genomowe mapowanie asocjacyjne o wysokiej rozdzielczości, zaplanowane w kolejnych latach realizacji zadania.
3. Różnice w przebiegu faz fenologicznych oraz wartości prawie wszystkich obserwowanych cech pomiędzy lokalizacjami doświadczeń potwierdzają konieczność prowadzenia fenotypowania badanych genotypów przynajmniej w następnych dwóch latach.
4. Olbrzymie zróżnicowanie wszystkich badanych cech 280 genotypów soi dowodzi, że jest to materiał odpowiedni do zaplanowanych analiz molekularnych.
5. Zapewnienie optymalnych warunków wzrostu i rozwoju soi w warunkach szklarni w Szelejewie pozwoliło na otrzymanie 2 pokoleń w roku, a w przypadku kombinacji krzyżowania przeprowadzonego w 2022 r nawet 3 pokoleń w 2023 r..
6. Rozmnożenie roślin wszystkich pokoleń F1 – F4 w warunkach szklarniowych pozwoliło na otrzymanie wystarczającej liczby nasion do dalszego wyprowadzenia linii populacji mapującej z każdej kombinacji krzyżowania. 
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