SPRAWOZDANIE

z realizacji w 2021 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 KS.zb.802.10.2021 z dnia 14 czerwca 2021 r.

Zadanie nr 20
Kierownik zadania: prof. UPP dr hab. Jerzy Nawracała
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Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Katedra Genetyki i Hodowli Roślin: prof. UPP dr hab. Danuta Kurasiak-Popowska, prof. UPP dr hab. Janetta Niemann, dr hab. Agnieszka Tomkowiak, dr hab. Dorota Weigt,

Instytut Genetyki Roślin PAN w Poznaniu: dr hab. Michał Książkiewicz, dr Sandra Rychel-Bielska, dr Wojciech Bielski,

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

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. Znajomość układu alleli genów wczesności i determinacji pędu 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 2021 r. były realizowane 4 tematy badawcze z następującymi celami:

· analiza polimorfizmu (układów allelicznych) markerów do genów wczesności i determinacji pędu 96 genotypów soi 

· przeprowadzenie doświadczenia polowego (fenotypowanie) z 200 genotypami soi analizowanymi pod kątem układu alleli genów wczesności i determinacji pędu rozmnożenie 
· rozmnożenie 300 genotypów soi wybranych do dalszych doświadczeń fenotypowania i genotypowania (GWAS) do ilości zapewniającej materiał siewny do założenia w 2022 r. zasadniczych doświadczeń w trzech lokalizacjach 
· krzyżowanie wybranych genotypów w celu otrzymania nasion mieszańcowych z kombinacji krzyżowania pomiędzy genotypami o różnym typie determinacji pędu i różnym stopniu pękania strąków
Materiał, metody i wyniki

W pierwszym temacie badawczym materiałem do badań było 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 2021 r. zostały wybrane z 200 genotypów fenotypowanych w 2021 r. w doświadczeniu polowym.

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 2021 r. wykonano analizę 30 markerów. 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, E7, E9-Harosoy, E9-Hayahikari, E9-SNP#17, E9-indel10, E10, qPHD1(G)
Recesywne: e1-as,e1-fs, e1-nl, e2, e3-ns, e3-fs, e3-tr, e4-kes, e4-SORE-1, e7, e9-Toyomusume, e10-3UTRSNP, e10-exonSNP, dt1-b/dt1-tb, dt1-b/dt1-ab, dt1-ta, qPHD1(A)

Biorąc pod uwagę zróżnicowanie alleliczne badanych genotypów względem genu zdeterminowania wzrostu pędu Dt1, 60 linii posiadało allel dominujący, zaś 36 allele recesywne. Zróżnicowanie składu allelicznego stwierdzono również w przypadku genów wczesności. Gen E1 - 16 linii posiadało allel dominujący E1, zaś 80 allele recesywne; gen E2 - 10 linii posiadało allel dominujący E2-in, zaś 86 linii allel recesywny e2; gen E3 - 16 linii posiadało allele dominujące, a 80 linii allele recesywne; gen E4 - allel dominującego E4 (61 linii), 35 linie miały allele recesywne; gen E9 – wszystkie 96 genotypów miało różne allele dominujące; gen E10 - allel dominującygo E10 (92 linie), natomiast 4 linie posiadały allele recesywne. W przypadku genu pękania strąków qPHD1, to 31 linii posiadało dominujący allel (G) markera KSS-SNP5 związany z pękaniem strąków, zaś 65 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. Analiza korelacji pomiędzy allelami genu determinacji pędu (Dt1), genów wczesności (E1 – E4) oraz genu pękania strąków (qPHD1) traktowanych łącznie wykazała, że allele dominujące tych genów w największym stopniu są skorelowane z wysokością i dojrzewaniem roślin (opóźniają dojrzewania) oraz są dodatnio skorelowane z wszystkimi ocenianymi cechami morfologicznymi i cechami komponentów plonu z wyjątkiem liczby nasion w strąku.


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 27.04.2021 r. na polu doświadczalnym KG i HR w Rolniczym Gospodarstwie Doświadczalnym Dłoń. Rozstaw rzędów 50 cm, wielkość poletka 2 m2. Przeprowadzono obserwacje faz fenologicznych oraz cech morfologicznych i cech komponentów plonu.

Rok 2021 charakteryzował się zróżnicowanym przebiegiem warunków pogodowych. Średnia temperatura powietrza w miesiącach kwiecień-październik w okresie wegetacji soi była tylko o 0,7°C wyższa od średniej z wielolecia 1956-2009 (Tab. 6). Był to w ciągu ostatnich lat jeden z najchłodniejszych lat ze średni a temperaturą maja niższą od średniej z wielolecia. Dodatkowo w pierwszych dniach maja spadło 83 mm deszczu (na polu stała woda). Przebieg warunków pogodowych spowodował, że wysiane genotypy dojrzewały znacznie później w porównaniu z poprzednimi latami. Pierwsze genotypy soi z w RGD Dłoń zebrano 1 września, a najdłuższy okres wegetacji obserwowano w przypadku 19 genotypów (zbiór nastąpił między 3 a 12 listopada). Ponad połowa genotypów była bardzo późna - 101 zebrano po 15 października. Wszystkie genotypy charakteryzowały się dużą zmiennością cech fenologicznych, morfologicznych i cech komponentów plonu. 

W trzeci temat badawczym Materiałem do rozmnożenia było 300 genotypów wybranych z kolekcji KG i HR. Genotypy wybrano z całej kolekcji KG i HR (>700 genotypów), nie tylko z genotypów zgromadzonych w trakcie realizacji zadania 43 ponieważ duża liczba zgromadzonych w zadaniu genotypów charakteryzowała się zbyt długim okresem wegetacji. Do rozmnożenia wybrano przede wszystkim genotypy soi bardzo wczesne należące do „000” lub”00” grupy dojrzałości (MG) oraz inne genotypy dojrzewające w warunkach klimatycznych Polski.

Doświadczenie założono na polu doświadczalnym KG i HR w RGD Dłoń w 1 powtórzeniu. Siew przeprowadzono 26.04.2021. Rozstaw rzędów 50 cm, wielkość poletka 30 m2. Powierzchnia doświadczenia około 1 ha.

Przebieg warunków pogodowych w 2021 r., opisany wcześniej w zadaniu 2, nie sprzyjał rozwojowi soi. Nieliczne genotypy dojrzewały na początku września (2 – 7.09), a do końca września dojrzało 111 genotypów. Bardzo późno, pomiędzy 19 i 28 październikiem zebrano aż 80 genotypów. Doświadczenie polegało na namnożeniu odpowiedniej ilości nasion do założenia w przyszłym roku 3 doświadczeń. Tylko 6 genotypów z 300 miało plon w przeliczeniu na 1 ha powyżej 4 ton a 71 genotypów powyżej 3 t/ha. Sto dwa genotypy charakteryzowały się plonem poniżej 2 t/ha. Z 20 genotypów zebrano poniżej 3 kg nasion z poletka.

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. Wybrano ostatecznie 16 genotypów. Przeprowadzono krzyżowania w pomiędzy genotypami o następujących cechach: zdeterminowany x semizdeterminowany, semizdeterminowany x niezdeterminowany, semizdeterminowany x zdeterminowany, niezdeterminowany x semizdeterminowany,  niepękające strąki x pękające, pękające x niepękające

Krzyżowanie przeprowadzono w szklarni w DANKO Hodowli Roślin, w ZHR oddz. Szelejewo w dwóch cyklach. Wykastrowano i zapylono łącznie 328 kwiatów w 16 kombinacjach krzyżowania. W 9 kombinacjach krzyżowania zebrano strąki mieszańcowe, z których otrzymano 20 nasion. 
Najważniejsze wnioski
1. 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. 

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. Wśród analizowanych 96 genotypów, pomimo późnego w 2021 r. dojrzewania roślin, dla genów wczesności E1, E2, E3 przeważały układy alleli recesywnych.

4. Obecność alleli dominujących genów wczesności E1, E2, E3 lub E4 opóźniała zakwitanie roślin (istotna dodatnia korelacja). Dominujący allel genu E4 był w największym stopniu dodatnio skorelowany z dojrzewaniem roślin soi. 

5. 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)

6. Duże zróżnicowanie długości okresu wegetacji (127 – 199 dni) może umożliwić identyfikację zróżnicowanych układów genów wczesności.

7. W doświadczeniach polowych (temat 1 i 2) w wyniku niekorzystnych warunków pogodowych dla wzrostu i rozwoju soi wysiane genotypy charakteryzowały się opóźnionym dojrzewaniem i niskim plonem nasion.

8. Z wysianych 300 genotypów z 280 genotypów zebrano wystarczającą ilość nasion do założenia w przyszłym roku 3 doświadczeń w 3 lokalizacjach.
9. Otrzymano nasiona we wszystkich zaplanowanych kombinacjach krzyżowania jednak pomimo zapewnienia w szklarni dobrych warunków krzyżowania efektywność krzyżowania wyniosła 6,1%.
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