STRESZCZENIE ZE SPRAWOZDANIA MERYTORYCZNEGO Z REALIZACJI ZADANIA NA RZECZ POSTĘPU BIOLOGICZNEGO W PRODUKCJI ROŚLINNEJ W 2022 ROKU
Tytuł zadania nr 16 : Analiza genetycznych uwarunkowań związanych z efektem heterozji oraz odpornością na fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.).
Temat badawczy 1
1. Cel tematu badawczego
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 16 markerów molekularnych wytypowanych w 2021 roku, sprzężonych z cechami struktury plonu. 

2. Materiał roślinny
W skład materiału roślinnego zaplanowanego w doświadczeniach polowych weszło 250 linii matecznych, 2 linie ojcowskie, 500 mieszańców F1 oraz 30 genotypów referencyjnych pochodzących z: Hodowli Roślin Smolice Sp. z o. o. Grupa IHAR (15 genotypów) oraz Małopolskiej Hodowli Roślin Sp. z o.o. (15 genotypów). W 2022 roku do sekwencjonowania nowej generacji zostały przesłane 64 linie, które nie były analizowane w 2021 roku, dwie linie, których analizy wymagały powtórzenia oraz 122 losowo wybrane mieszańce F1 (razem 188 genotypów).
3. Metodyka badań
Doświadczenie polowe

Doświadczenie w warunkach polowych z 250 liniami matecznymi i 2 liniami ojcowskimi zostało założone w jednym powtórzeniu, w dwóch miejscowościach (Smolice i Kobierzyce). Doświadczenie z 500 mieszańcami zostało założone w trzech powtórzeniach, w dwóch miejscowościach (Smolice i Kobierzyce). Doświadczenie z 30 genotypami referencyjnymi 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 obserwcje następujących cech struktury plonu: dł. kolby, średnica kolby, dł. rdzenia, średnica rdzenia, ilość rzędów, ilość ziarniaków w rzędzie oraz MTN. Analizowany był również plon z każdego poletka.  
Izolacja DNA
Izolacja DNA prowadzona była przy użyciu kitu z firmy Promega.
Sekwencjonowanie
Sekwencjonowanie wykonane zostało z wykorzystaniem technologii DArTseq, opartej na sekwencjonowaniu nowej generacji. Analizy zostały wykonane w Diversity Arrays Technology, University of Canberra w Australii.
Mapowanie asocjacyjne
Dla plonu oraz cech struktury plonu 188 genotypów kukurydzy zostało wykonane za pomocą analizy GWAS. 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. Analizowane były następujące cechy struktury plonu: dł. kolby, średnica kolby, dł rdzenia, średnica rdzenia, ilość rzędów, ilość ziarniaków w rzędzie, MTN. Na podstawie wykonanej analizy GWAS do dalszych badań wybrano markery silicoDArT i SNP o największym poziomie istotności, czyli te, które były najsilniej asocjowane z cechami struktury plonu i plonem.
Mapowanie fizyczne
Mapowanie fizyczne polegało na tym, że sekwencje markerów silicoDArT i SNP, które zostały wybrane na podstawie analizy GWAS, poddawano 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. Analizy te wykonane zostały w serwisie URGI (Unité de Recherche Génomique Info) z kompletnie sekwencjonowanym genomem kukurydzy.
Analiza funkcjonalna sekwencji genów i projektowanie starterów 

Analizy te zostały wykonane przy wykorzystaniu programu Blast2GO oraz Primer 3 Plus. Analizie poddane zostały sekwencje wszystkich genów zlokalizowanych w obszarze chromosomów wyznaczonych na podstawie wykonanej analizy BLAST w serwisie URGI. Celem było uzyskanie informacji o biologicznej funkcji sekwencji genów znajdujących się w wyznaczonym rejonie chromosomów. Następnie zaprojektowano startery do identyfikacji wyselekcjonowanych markerów.
Analizy PCR


Łańcuchowa reakcja polimerazy wykonana została przy wykorzystaniu termocyklera firmy BIOMETRA
4. Wyniki i wnioski
Wykresy gęstości wskazały, w jakich przedziałach skoncentrowane są wartości analizowanych cech. Rozkład analizowanych zmiennych różnił się pomiędzy miejscowościami dla następujących cech: średnica rdzenia, liczba rzędów, liczba ziarna w rzędzie, masa ziarna z kolby i plon z poletka. 

Analiza wariancji wykazała istotne statystycznie zróżnicowanie dla wszystkich obserwowanych cech pomiędzy miejscowościami, w których było założone doświadczenie polowe. Interakcja linie-miejscowości nie była istotna tylko dla liczby rzędów. 

Analiza zmiennych kanonicznych wykazała, że wszystkie obserwowane cechy charakteryzowały się rozkładem normalnym. Można zauważyć pogrupowanie genotypów na linie i mieszańce. 

W Smolicach najsilniej dodatnio skorelowane były ze sobą długość kolby i długość rdzenia (96%), masa ziarna z kolby i plon z poletka (91%), długość kolby i masa ziarna z kolby (88%) oraz dłgość kolby i plon z poletka (87%). 

Najwięcej markerów SNP i Silico DArT związanych było z plonem z poletka (18 352-Kobierzyce i 18 751-Smolice), masą ziarna z kolby (17 685-Kobierzyce i 18 314-Smolice) i średnicą rdzenia (17 787-Kobierzyce i 16 018-Smolice).

Spośród wyselekcjonowanych 32 900 (26 234 DArT i 6 666 SNP) markerów, które posłużyły do mapowania asocjacyjnego wytypowano 20, które były istotne, dla tych samych cech w obu miejscowościach (Kobierzyce i Smolice). Markery te będą analizowane i testowane w roku 2023, w celu wybrania tych, które będą użyteczne w selekcji genotypów dobrze plonujących. 

Analiza podobieństwa genetycznego pozwoliła na wyodrębnienie 2 zasadniczych grup. W skład pierwszej grupy wchodzi 65 linii wsobnych pochodzących z HR w Kobierzycech, w skład drugiej grupy wchodzą 122 analizowane mieszańce i 1 linia wsobna. Tak idealne pogrupowanie świadczy o użyteczności markerów SNP i Silico DArT do grupowania genotypów pod kątem podobieństwa genetycznego.

Spośród 16 testowanych markerów DArT, które wytypowano w 2021 roku 4 (16474, 17490, 3233 i 11657) wyraźnie różnicowały analizowane genotypy wysoko plonujące i słabo plonujące. Markery te mogą być użyteczne w selekcji genotypów dobrze plonujących. Pozostałe 12 markerów wymagać będzie dodatkowego testowania na wiekszej i bardziej zróżnicowanej populacji roślin, ponieważ w wielu przypadkach pojawił się jeden nie różnicujący monomorficzny produkt reakcji PCR. Wskazana jest również analiza ekspresji badanych genów. 

Temat badawczy 2
1. Cel tematu badawczego
Celem tematu badawczego 2 jest identyfikacja nowych markerów sprzężonych z odpornością roślin na fuzarium dzięki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego oraz optymalizacja procedur diagnostycznych, służących do identyfikacji 7 markerów molekularnych wytypowanych w 2021 roku sprzężonych z odpornością roślin na fuzarium.

2. Materiał roślinny
W skład materiału roślinnego zaplanowanego w doświadczeniach polowych weszło 250 linii matecznych, 2 linie ojcowskie, 500 mieszańców F1 oraz 30 genotypów referencyjnych pochodzących z: Hodowli Roślin Smolice Sp. z o. o. Grupa IHAR (15 genotypów) oraz Małopolskiej Hodowli Roślin Sp. z o.o. (15 genotypów). W 2022 roku do sekwencjonowania nowej generacji zostały przesłane 64 linie, które nie były analizowane w 2021 roku, dwie linie, których analizy wymagały powtórzenia oraz 122 losowo wybrane mieszańce F1 (razem 188 genotypów).
3. Metodyka badań
Doświadczenie polowe

Doświadczenie w warunkach polowych z 250 liniami matecznymi i 2 liniami ojcowskimi zostało założone w jednym powtórzeniu, w dwóch miejscowościach (Smolice i Kobierzyce). Doświadczenie z 500 mieszańcami zostało założone w trzech powtórzeniach, w dwóch miejscowościach (Smolice i Kobierzyce). Doświadczenie z 30 genotypami referencyjnymi zostało założone w jednym powtórzeniu w szklarni należącej do Katedry Genetyki i Hodowli Roślin. W trakcie doświadczeń prowadzone były obserwacje stopnia porażenia roślin przez fuzarium.
Izolacja DNA

Izolacja DNA prowadzona była przy użyciu kitu z firmy Promega.
Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie wykonane zostało z wykorzystaniem technologii DArTseq, opartej na sekwencjonowaniu nowej generacji. Analizy zostały wykonane w Diversity Arrays Technology, University of Canberra w Australii.
Mapowanie asocjacyjne

Dla plonu oraz cech struktury plonu 188 genotypów kukurydzy zostało wykonane za pomocą analizy GWAS. 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 przez fuzarium. 
Mapowanie fizyczne

Mapowanie fizyczne polegało na tym, że sekwencje markerów silicoDArT i SNP, które zostały wybrane na podstawie analizy GWAS, poddawano 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. Analizy te wykonane zostały w serwisie URGI (Unité de Recherche Génomique Info) z kompletnie sekwencjonowanym genomem kukurydzy.
Analiza funkcjonalna sekwencji genów i projektowanie starterów 

Analizy te zostały wykonane przy wykorzystaniu programu Blast2GO oraz Primer 3 Plus. Analizie poddane zostały sekwencje wszystkich genów zlokalizowanych w obszarze chromosomów wyznaczonych na podstawie wykonanej analizy BLAST w serwisie URGI. Celem było uzyskanie informacji o biologicznej funkcji sekwencji genów znajdujących się w wyznaczonym rejonie chromosomów. Następnie zaprojektowano startery do identyfikacji wyselekcjonowanych markerów.

Analizy PCR


Łańcuchowa reakcja polimerazy wykonana została przy wykorzystaniu termocyklera firmy BIOMETRA
4. Wyniki i wnioski
Wykres gęstości wskazał, w jakim przedziałach skoncentrowane są wartości analizowanej cechy. Rozkład analizowanej zmiennej różnił się pomiędzy miejscowościami (Smolice i Kobierzyce). W Smolicach większość roślin była porażona 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 wykazała istotne zróżnicowanie w odporności roślin kukurydzy na fuzarium pomiędzy genotypami. Analiza wariancji wykazała również istotne statystycznie zróżnicowanie tej cechy pomiędzy miejscowościami, w których było założone doświadczenie polowe. 

Wykazano, że w Smolicach stopień porażenia roślin przez fuzarium najsilniej dodatnio skorelowany był z masą ziarna z kolby (16%) – im mniejsze porażenie tym większa masa ziarna z kolby oraz liczbą ziarna w rzędzie (10%). W przypadku Kobierzyc stopień porażenia roślin przez fuzarium najsilniej dodatnio skorelowany był z plonem, z poletka (42%) - im mniejsze porażenie tym większy plon, a także z masą ziarna z kolby (41%) oraz MTZ (33%). 

Istotnie związanych z odpornością na fuzarium było 6 816 markerów molekularnych SNP i Silico DArT (5985 – Kobierzyce, 531 – Smolice). W celu zawężenia liczby markerów do mapowania fizycznego spośród wszystkich wybrano 10, które były istotne w obu miejscowościach (Kobierzyce i Smolice). 

Spośród 32 900 (26 234 DArT i 6 666 SNP) istotnych markerów, wytypowanych do mapowania asocjacyjnego wybrano 10, które były istotnie związane z odpornością roślin na fuzarium zarówno w Kobierzycach jak i Smolicach. Rola poszczególnych białek zostanie określona w kolejnym roku badań po dokładnej analizie doniesień literaturowych. 

Analiza podobieństwa genetycznego pozwoliła na wyodrębnienie 2 zasadniczych grup. W skład pierwszej grupy wchodzi 65 linii wsobnych pochodzących z HR w Kobierzycach, w skład drugiej grupy wchodzą 122 analizowane mieszańce i 1 linia wsobna. Tak idealne pogrupowanie świadczy o użyteczności markerów SNP i Silico DArT do grupowania genotypów pod kątem podobieństwa genetycznego.

W przypadku 2 (553 i 13242) spośród 7 analizowanych markerów są przesłanki do wykorzystania ich w selekcji genotypów odpornych na fuzarium ponieważ charakterystyczne dla tych markerów produkty reakcji PCR w większości pojawiały się u genotypów odpornych. Pozostałe markery wymagają dalszego testowanie. Warto byłoby w kolejnym roku badań przeanalizować ekspresję genów sprzężonych z markerami istotnymi dla analizowanej cechy.  
