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Wstęp
Niedostosowanie większości genotypów soi do szerokości geograficznej Polski wynika z faktu, że soja jest gatunkiem dnia krótkiego. Dlatego też, genotypy soi przeniesione w warunki dnia długiego wydłużają okres wegetacji i nie dojrzewają lub dojrzewają zbyt późno w warunkach Polski. Długość okresu wegetacji zależy od wielu genów (E1 – E10) i QTL kontrolujących czas kwitnienia i dojrzewania u soi, wpływających jednocześnie na reakcję fotoperiodyczną roślin. Drugą istotną cechą jest typ kończenia wzrostu pędu, rzutujący również na długość okresu kwitnienia roślin. W warunkach Polski do uprawy korzystny jest semizdeterminowany typ wzrostu warunkowany przez dominujący allel genu Dt2. Dodatkowo w warunkach globalnego ocieplenia i w związku z tym coraz częściej występujących upałów narastać będzie problem pękania strąków. Znajomość układu alleli genów wczesności, determinacji pędu i pękania strąków w materiałach wyjściowych pozwoli na lepsze dobranie genotypów do programów hodowli soi w warunkach Polski. Pomóc w tym może szerokie wykorzystanie markerów molekularnych do selekcji, zarówno tych znanych jak i nowych, które będą identyfikowane w ramach projektu. 
Cele zadania 

W ramach projektu w 2022 r. były realizowane 4 tematy badawcze z następującymi celami:

· określenie składu allelicznego materiałów kolekcyjnych (96 genotypów) soi dla sześciu genów wczesności, jednego genu zdeterminowania pędu i pękania strąków
·  przeprowadzenie obserwacji fenotypowych 200 genotypów kolekcyjnych soi w warunkach polowych 
· Fenotypowanie 280 genotypów soi (namnożonych w 2021 r.) w trzech lokalizacjach i 2 powtórzeniach
· krzyżowanie w celu otrzymania nasion mieszańcowych z kombinacji krzyżowania pomiędzy genotypami o różnym typie determinacji pędu i różnym stopniu pękania strąków oraz rozmnożenie pokolenia F1 i F2 uzyskanego w wyniku krzyżowań przeprowadzonych w roku 2021
Materiał, metody i wyniki

W pierwszym temacie badawczym materiałem do badań było następnych 96 nowych, dotychczas nie analizowanych molekularnie, genotypów soi wybranych z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roślin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (KG i HR), a zgromadzonych m. in. w ramach realizacji dotychczasowego zadania nr 43. Wszystkie genotypy pochodziły z kolekcji Katedry Genetyki i Hodowli Roślin UPP, a były wcześniej sprowadzone z banków genów i kolekcji soi z USA, Kanady, Japonii, Rosji, z wielu państw europejskich, Genotypy (96) do analizy w 2022 r. zostały wybrane z 200 genotypów fenotypowanych w 2022 r. w doświadczeniu polowym w Dłoni.
Analizy molekularne przeprowadzano w dwóch laboratoriach – w Instytucie Genetyki Roślin Polskiej Akademii Nauk (IGR) i Katedrze Genetyki i Hodowli Roślin Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (KG i HR) analizując dwa powtórzenia biologiczne. W 2022 r. wykonano analizę 31markerów. Analizowane były wszystkie markery na geny Dt1, E1, E2, E3, E4 i E9, dwa markery na gen E10 oraz 1 marker na gen qPHD1.
Badana kolekcja genotypów soi była bardzo zróżnicowana genetycznie pod względem obecności alleli genów wczesności, determinacji pędu i pękania strąków. Zastosowane markery pozwoliły na ocenę składu allelicznego dla wszystkich badanych genów. W analizowanych 96 genotypach soi zidentyfikowano następujące allele: 

Dominujące: Dt1, Dt1 (dt1-b), E1, E2-in, E3-Mi, E3-Ha, E3-Mo, E4, E9-Harosoy, E9-Hayahikari, E9-SNP#17, E9-indel10, E10, qPHD1(G)
Recesywne: dt1-tb, dt1-ab, dt1-ta, e1-as, e1-nl, e2, e3-ns, e3-fs, e3-tr, e4-kes, e4-kam, e4-SORE-1, e10-3UTRSNP, qPHD1(A).

Zróżnicowanie badanych 96 genotypów pod względem alleli badanych genów była bardzo duże: gen zdeterminowania wzrostu pędu Dt1 - 87 linii posiadało allel dominujący, zaś 9 allele recesywne (5 dt1-ab i po 2 dt1-tb lub dt1-ta). Gen E1 - 7 linii posiadało allel dominujący E1, zaś 89 allele recesywne (63 allel e1-as i 26 allel e1-nl): Gen E2 - 12 linii posiadało allel dominujący E2-in, zaś 82 linie allel recesywny e2. Dwie linie posiadały oba allele (dominujący i recesywny). Gen E3 - 35 linii posiadało allele dominujące (27 linii allel E3-Ha, 6 linii allel E3-Mi oraz 2 linie allel E3-Mo), zaś 58 linii allele recesywne (45 linii e3-tr, 11 linii e3-fs i 2 linie e3-ns). Trzy linie posiadały allele E3-Ha i e3-fs. Gen E4 - allel dominujący E4 (73 linie), 17 linii miały allel recesywny e4-SORE-1, zaś po 1 linii allel recesywny e4-kes lub e4-kam. Dla genu E9 wykazano występowanie kilku alleli w różnych układach, ale były to wyłącznie allele dominujące (E9-Harosoy – 82 linie, E9-Hayahikari + E9-indel10 – 8 linii, E9-Hayahikari + E9-SNP#17 + E9-indel10 – 4 linie, E9-Harosoy + E9-Hayahikari + E9-SNP#17 + E9-indel10 – 2 linie). Gen E10 - allel dominujący E10 (94 linie), natomiast 2 linie posiadały allel recesywny z regionu 3’UTR (e10-3UTRSNP). Gen pękania strąków qPHD1, - 17 linii posiadało dominujący allel (G) markera KSS-SNP5 związany z pękaniem strąków, zaś 79 linii posiadało recesywny allel (A) markera KSS-SNP5, warunkujący niepękanie strąków.

Dodatkowo wykonano analizę korelacji pomiędzy polimorfizmem markerów molekularnych na geny wczesności, zdeterminowania wzrostu pędu i pękania strąków a terminami faz fenologicznych soi (kwitnienia i dojrzewania) oraz cechami morfologicznymi i struktury plonu. Obliczono współczynnik korelacji punktowo-dwuseryjnej i wartość prawdopodobieństwa skojarzonego z rozkładem dwustronnym t-Studenta. Dla wysokości roślin najsilniejszą korelację zaobserwowano w przypadku genu Dt1 (allel dominujący 0,47 i 0,57). Gen ten wykazał także najwyższą korelację z plonem. Istotną korelację z dużą wysokością roślin wykazały również geny E3, E4 (allele dominujące) i qPHD1 (allel recesywny). Dla wysokości osadzenia pierwszego strąka największą korelację stwierdzono z genem E3. Liczba strąków i liczba nasion wykazały pozytywną korelację z allelami dominującymi genów Dt1, E3 i E4, zaś negatywną dla genów E10 i qPHD1. Termin kwitnienia był istotnie skorelowany z czterema genami wczesności (E2, E3, E4 i E10), a termin dojrzewania (długość okresu wegetacji) wykazał istotną pozytywną korelację z allelami dominującymi genu zdeterminowania pędu Dt1 i trzech genów wczesności (E2, E3 i E4) oraz allelem recesywnym genu qPHD1. Obliczenie przeprowadzone dla średniej wartości z markerów Dt1, E1, E2, E3, E4 i qPHD1 wykazały istotne wartości współczynnika korelacji dla wszystkich badanych cech w 2022 r. Najsilniejszą korelację uzyskano dla wysokości roślin (0,72, min. p-value 10-31), terminu dojrzewania (0,64, min. p-value 10-23), liczby nasion (0,58, min. p-value 10-18), oraz wysokości osadzenia pierwszego strąka, liczby strąków i terminu kwitnienia (0,55, p-value 10-16). 

W drugim temacie badawczym materiałem do badań było 200 genotypów, wybranych z kolekcji KG i HR, a które w poprzednich latach nie były analizowane molekularnie. Doświadczenie zostało założone 27.04.2022 r. na polu doświadczalnym KG i HR w Rolniczym Gospodarstwie Doświadczalnym Dłoń w 2 powtórzeniach. Rozstaw rzędów 50 cm, wielkość poletka 2 m2. Przeprowadzono obserwacje faz fenologicznych oraz cech morfologicznych i cech komponentów plonu.

W 2022 r. odnotowano rekordową liczbę 24 dni upalnych z temperaturą maksymalna powyżej 30 OC, w tym z temperaturą 37,4, 36,4, 35,3 i 35,1OC.  Suma opadów w okresie wegetacji soi była w tym roku znacznie wyższa od średniej sumy opadów z wielolecia (Tab. 7). W kwietniu jednak dawał się odczuć niedobór opadów z marca (0 mm), znaczące opady wystąpiły dopiero w ostatnich dniach lipca.

Pierwsze genotypy soi z w RGD Dłoń dojrzały znacznie wcześniej w porównaniu z 2021 r. – już 12 sierpnia (103 dni od siewu), a w sierpniu dojrzały 34 genotypy podczas gdy w 2021 r. pierwsze genotypy dojrzały dopiero we wrześniu. W bieżącym roku we wrześniu dojrzało 105 genotypów, ale w tym 48 dopiero w ostatnich 3 dniach miesiąca. Najpóźniejsze 5 genotypów dojrzało w drugiej połowie października – długość okresu wegetacji 172 – 181 dni. Wszystkie genotypy charakteryzowały się dużą zmiennością cech fenologicznych, morfologicznych i cech komponentów plonu. Dokładne wyniki obserwacji fenotypowych umożliwiły policzenie korelacji pomiędzy tymi cechami a układem alleli genów wczesności, determinacji pędu i genu pękania strąków przedstawionych w temacie 1.

W trzecim 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. Genotypy te zostały namnożone w RGD Dłoń w roku 2021. Wysiane zostały te genotypy, z których w 2021 r. zebrano masę nasion wystarczającą do założenia doświadczeń. 

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. 

W okresie wegetacji warunki termiczne były prawie takie same we wszystkich trzech lokalizacjach doświadczeń - średnia temperatura była taka sama. Jedynie kwiecień był w Strzelcach cieplejszy w porównaniu z Dłonią i Szelejewem, a z kolei wrzesień i październik niewiele chłodniejszy. We wszystkich miejscowościach odnotowano tak samo wysokie temperatury w czerwcu, lipcu i sierpniu (Tab. 10), ale różne wysokości opadów.

Fenotypowanie 280 genotypów dostarczyło bardzo dużą liczbę danych. Wyniki obserwacji z 3 lokalizacji doświadczeń wykazały duże zróżnicowanie zarówno pomiędzy lokalizacjami jak i pomiędzy genotypami. Zaplanowanie doświadczeń na 2 następne lata umożliwią zebranie wystarczających danych do analizy GWAS.
W czwartym temacie badawczym materiałem do krzyżowania były wybrane na podstawie obserwacji w poprzednich latach genotypy soi: o zdeterminowanym, semizdeterminowanym i niezdeterminowanym typie wzrostu, oraz genotypy o skłonnościach do pękania strąków i genotypy o niepękających strąkach. Krzyżowanie wybranych genotypów zostało przeprowadzone w szklarni w oddziale Szelejewo w DANKO Hodowla Roślin Sp. z o.o. Kastrowanie form matecznych odbywało się ręcznie w godzinach porannych. W trakcie dwóch cykli krzyżowań zapylono łącznie 418 kwiatów w 14 kombinacjach krzyżowania z których otrzymano 33 nasiona. Efektywność krzyżowania wyniosła 7,9%. Jest to w przypadku soi dobra efektywność, która pozwoliła otrzymać nasiona we wszystkich 6 zaplanowanych kombinacjach

Rozmnożono również pokolenia F1 i F2 uzyskanego z krzyżowań z roku 2021. Z roślin pokolenia F1 zebrano 965 nasion, które następnie wysiano 4 sierpnia 2022 r. do multipalet. W multipaletach rośliny rosły w dużym zagęszczeniu, dlatego z roślin zebrano średnio 2,4 strąka oraz 3,9 nasion. Jest to liczba wystarczająca do kontynuowania dalszego namnażania roślin i wyprowadzenia linii populacji mapującej metodą pojedynczych nasion (SSD). Razem z roślin pokolenia F2 zebrano 3297 nasion.

Najważniejsze wnioski
1. Zastosowane markery pozwoliły na ocenę składu allelicznego wszystkich 96 badanych genów, w których stwierdzono występowanie 14 alleli dominujących: Dt1, Dt1 (dt1-b), E1, E2-in, E3-Mi, E3-Ha, E3-Mo, E4, E9-Harosoy, E9-Hayahikari, E9-SNP#17, E9-indel10, E10, qPHD1(G) oraz 14 alleli recesywnych: dt1-tb, dt1-ab, dt1-ta, e1-as, e1-nl, e2, e3-ns, e3-fs, e3-tr, e4-kes, e4-kam, e4-SORE-1, e10-3UTRSNP, qPHD1(A).
2. W puli badanych 96 genotypów soi zidentyfikowano kilkadziesiąt różnych układów alleli genów wczesności E1, E2, E3, E4, determinacji pędu Dt1 i pękania strąków (qPHD1). To ogromne zróżnicowanie umożliwia analizę zależności wczesności kwitnienia i dojrzewania soi od układu alleli genów wczesności i rozpoznanie optymalnych kompozycji allelicznych warunkujących adaptację soi do występujących w Polsce warunków klimatycznych.

3. Najkorzystniejszy układ alleli, związany z wysokim plonem, to allele dominujące Dt1, E3 i E4 oraz allel recesywny qPHD1. Ponieważ taki układ jednocześnie warunkuje znaczną wysokość roślin i późny termin dojrzewania, może być on niekorzystny w regionach o krótszym okresie wegetacji oraz na glebach sprzyjających nadmiernemu wyleganiu roślin.

4. Zdobyta w trakcie realizacji projektu wiedza o układzie alleli oraz opracowana metodyka do analizowanych markerów umożliwi efektywną selekcję z wykorzystaniem markerów molekularnych (MAS). Jest to szczególnie ważne w bardzo zmiennych warunkach agroekologicznych w klimacie Polski, w których termin dojrzewania soi zmienia się zarówno w zależności od przebiegu pogody jak i rejonu Polski (od szerokości geograficznej). 

5. Znaczne skrócenie długości okresu wegetacji w 2022 r. wynikało zarówno z bardzo wysokich temperatur w czerwcu, lipcu i sierpniu oraz aż 24 dni upalnych, jak i długich okresów niedoboru opadów. Duże zróżnicowanie długości okresu wegetacji wśród 200 genotypów (103 - 181 dni) może umożliwić identyfikację zależności faz fenologicznych od układów alleli genów wczesności.

6. Wyniki fenotypowania 280 genotypów soi w 3 lokalizacjach pokazujące 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.

7. Pomimo zapewnienia w szklarni dobrych warunków krzyżowania efektywność krzyżowania wyniosła 7,91%, ale wystarczyła do otrzymania nasion we wszystkich zaplanowanych kombinacjach krzyżowania.

8. Rozmnożenie roślin pokolenia F1 i F2 w warunkach szklarniowych pozwoliło na otrzymanie wystarczającej liczby nasion do dalszego wyprowadzenia linii populacji mapującej z każdej kombinacji. 
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