STRESZCZENIE ZE SPRAWOZDANIA MERYTORYCZNEGO Z REALIZACJI
ZADANIA NA RZECZ POSTEPU BIOLOGICZNEGO W PRODUKCJI ROSLINNEJ
W 2024 ROKU
Tytul i numer zadania: Analiza genetycznych uwarunkowan zwigzanych z efektem heterozji
oraz odpornoscig na fuzarium u kukurydzy (Zea mays L.).

Opis tematow badawczych
Temat badawczy 1

Identyfikacja nowych markeréw sprz¢zonych z genami warunkujacymi plon ziarna,
dzicki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji, mapowania asocjacyjnego i
fizycznego oraz optymalizacja procedur diagnostycznych, stuzacych do identyfikacji 10
markerow molekularnych wytypowanych w 2023 roku sprzezonych z cechami struktury plonu.
Cel tematu badawczego 1

Celem tematu badawczego 1 jest identyfikacja nowych markerow sprz¢zonych z
genami warunkujacymi plon ziarna, dzigki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji,
mapowania asocjacyjnego 1 fizycznego oraz optymalizacja procedur diagnostycznych,
stuzacych do identyfikacji 10 markerow molekularnych wytypowanych w 2023 roku
sprzezonych z cechami struktury plonu
Materialy i metody
Material roslinny

Material ro§linny w temacie badawczym 1 stanowilo 20 genotypdéw referencyjnych

pochodzacych z Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR oraz Matopolskiej Hodowli
Roslin Sp. z 0.0. Zostaly one wykorzystane do identyfikacji wytypowanych w 2023 roku
markerow, sprzezonych z wysokoscig plonu. Do analiz ekspresji genow wykorzystano 10
genotypoéw referencyjnych dobrze i stabo plonujacych pochodzacych z podanych powyzej
spotek hodowlanych. W 2024 roku do sekwencjonowania nowej generacji zostato przestanych
ostatnie 186 mieszancow F1.
Metody
Doswiadczenie polowe, szklarniowe i w fitotronie

Doswiadczenie z genotypami referencyjnymi (20) zostato zatozone w jednym powto-
rzeniu w szklarni nalezacej do Katedry Genetyki i Hodowli Ro$lin oraz w trzech powtorzeniach
na poletkach, w rolniczym gospodarstwie Dton nalezagcym do UP w Poznaniu. Genotypy zo-
staly wysiane na poletkach o wielkosci 10m?, w uktadzie blokéw losowanych kompletnych, w
trzech powtorzeniach. Sposrod 20 genotypow referencyjnych 10 zostato wysiane w fitotronie,
w kontrolowanych warunkach. W szklarni i fitotronie ro$liny zostaty wysiane w donicach. W
trakcie oraz po zakonczeniu do§wiadczen prowadzone byly obserwacje cech morfologicznych.
Po zbiorach prowadzone byly obserwacje nastepujacych cech struktury plonu: dt. kolby, $red-
nica kolby, dt. rdzenia, $rednica rdzenia, ilo$¢ rzedow, ilos¢ ziarniakow w rz¢dzie oraz MTN.
Izolacja DNA

Izolacja DNA z 186 mieszancow Fi, ktore zostaly przekazane do sekwencjonowania
nowej generacji byla prowadzona przy uzyciu kitu z firmy Promega (w ubiegtych latach
izolowane byly linie rodzicielskie 1 pozostate mieszance). Izolacja DNA z 20 genotypow
referencyjnych byta prowadzona przy uzyciu kitu z firmy A&A Biotechnology.
Izolacja mRNA

Izolacja RNA z 30 roslin referencyjnych (10 genotypoéw x 3 powtorzenia), ktore byly
poddawane analizie ekspresji genow, byta prowadzona przy uzyciu kitu z firmy Promega.
Genotypowanie

Genotypowanie zostato wykonane z wykorzystaniem technologii DArTseq, opartej na
sekwencjonowaniu nowej generacji. Sekwencjonowanie wykonano za pomocg platformy do




NGS, Illuminy, wg metodyki opisanej szczegdtowo na stronie firmy Diversity Arrays Techno-
logy (https://www.diversityarrays.com/technology-and-resources/dartseq/).
Mapowanie asocjacyjne z wykorzystaniem analizy GWAS

Za pomocg analizy GWAS zostalo wykonane mapowanie asocjacyjne dla plonu oraz
cech struktury plonu 186 mieszancéw Fi kukurydzy. Mapowanie to zostalo wykonane na pod-
stawie wynikow uzyskanych z genotypowania oraz fenotypowania. Dane genotypowe zostaly
otrzymane z analizy DArTseq, natomiast dane fenotypowe stanowily wyniki polowe dotyczace
wielkosci plonu oraz cech struktury plonu.

Mapowanie fizyczne

Sekwencje markerow silicoDArT i SNP wybrane na podstawie analizy GWAS, zostaty
poddane analizie BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool), polegajacej na przeszu-
kaniu baz danych w celu znalezienia sekwencji o wysokiej homologi wzgledem wybranych
sekwencji markerow silicoDArT 1 SNP. Analizy te wykonane zostaty w serwisie URGI (Unité
de Recherche Génomique Info) z kompletnie sekwencjonowanym genomem kukurydzy. Pro-
gram URGI postuzyt do wskazania lokalizacji chromosomowych wyszukanych sekwencji po-
dobnych do sekwencji analizowanych i wyznaczyt ich lokalizacj¢ fizyczna.

Analiza funkcjonalna sekwencji genow

Analiza funkcjonalna wykonana zostala w programie Blast2GO. Analizie poddane zo-
staly sekwencje wszystkich gendw zlokalizowanych w obszarze chromosomow wyznaczonych
na podstawie wykonanej analizy BLAST w serwisie URGI.

Projektowanie starterow dla zidentyfikowanych polimorfizméw silicoDArT i SNP zwigzanych
z plonem i jego cechami

Dla kazdego markera zaprojektowano pary starterow celem przeprowadzenia reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR), przy czym jeden starter obejmowat zidentyfikowany Indel lub
SNP, a drugi byt komplementarny do sekwencji sgsiadujacej z analizowanym markerem. W
przypadku identyfikacji SNP, polimorficzne pozycje nukleotydoéw zlokalizowano na koncu 3'
odpowiedniego startera. Ponadto, aby zwickszy¢ roznice w wydajnosci inicjacji amplifikacji
pomigdzy sekwencjami markerowymi i niemarkerowymi zawierajagcymi rézne SNP, przedo-
statni nukleotyd na koncu 3' kazdego startera obejmujgcego SNP zostat zastapiony odpowied-
nim niekomplementarnym nukleotydem zgodnie z Little (2021).

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Identyfikacja nowych markeréw sprz¢zonych z genami zwigzanymi z analizowanymi
cechami struktury plonu zostata przeprowadzona z wykorzystaniem tancuchowej reakcji poli-
merazy (PCR).

Elektroforeza

Elektroforeza produktow reakcji PCR byta prowadzona w 2 % zelu agarozowym, z
dodatkiem 1 pl roztworu Midori Green, przez 2h pod napigciem 100 V. W celu identyfikacji
mas molekularnych uzyto marker wielkosci prazkéw O’RangeRuler 50bp 1 100bp firmy
Fermentas. Wizualizacja rozdzielonych fragmentow DNA odbywata si¢ z wykorzystaniem
promieni UV 1 zostata zarejestrowana na zdjgciach cyfrowych z zastosowaniem systemu
wizualizacji 1 dokumentacji zeli BIORAD.

Pobranie materialu roslinnego do izolacji

Materiat roslinny pobrano z roslin znajdujacych si¢ w fitotronie. Materiat stanowito 10
genotypow referencyjne kukurydzy (5 dobrze plonujacych oraz 5 stabo plonujacych). Genotypy
wysiane zostaty w trzech powtorzeniach biologicznych. Lacznie wysianych zostato 30 rosliny
(10 genotypow referencyjnych x 3 powtorzenia).

Izolacja mRNA

Do izolacji mRNA wykorzystano kit Maxwell® RSC Plant RNA Kit z firmy Promega.
Izolacja wykonana zostata zgodnie z procedura dotaczong do zestawu. Koncentracja mRNA
sprawdzona byta za pomocg spektrofotometru DeNovix.
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Synteza cDNA

Synteza cDNA przeprowadzona byta przy uzyciu zestawu iScript cDNA Synthesis Kit
z firmy BIO-RAD.

Analiza ekspresji z wykorzystaniem reakcji gPCR

Materiatem badawczym byto 30 prob otrzymanego wcze$niej cDNA z fragmentow
mRNA. Startery zostaty zaprojektowane bazujac na sekwencjach wybranych genéw kandydu-
jacych. Reakcja RT-qPCR przeprowadzona byla za pomocg zestawu iTaq Universal SYBR
Green Supermix przy uzyciu urzadzenia CFX Connect Real-Time PCR Detection System z
firmy BIO-RAD dostepnego w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin UP w Poznaniu.

Metoda HRM-PCR

Analiza HRM rozpoczeta si¢ od reakcji PCR, w ktorej nastgpita amplifikacja zdefinio-
wanego regionu DNA, bedacego przedmiotem badan, w obecnos$ci barwnika wiazacego si¢ z
dsDNA.

Wyniki

Obserwacje fenotypowe pozwolily zaobserwowac istotne zrdznicowanie pomigdzy ge-
notypami. Analiza wariancji wykazata rowniez istotne statystycznie zréznicowanie dla wszyst-
kich obserwowanych cech pomi¢dzy miejscowosciami, w ktorych byto zatozone doswiadcze-
nie polowe.

Analiza zmiennych kanonicznych wykazata, ze wszystkie obserwowane cechy charak-
teryzowatly si¢ rozktadem normalnym. Mozna zauwazy¢, ze niektore genotypy mieszancowe
pod wzgledem wartosci obserwowanych cech odbiegaty od §rednich warto$ci cech dla analizo-
wanej populacji (G22.03, G20.19, G20.18,G17.19, G16.20, G18.20 oraz G22.15).

Dla doswiadczen zalozonych w Smolicach i Kobierzycach analizowano korelacje po-
migdzy obserwowanymi cechami. Wykazano, ze najsilniej dodatnio skorelowane byty ze soba:
plon z poletka 1 plon z hektara (98%), dtugos¢ kolby 1 dlugos¢ rdzenia (97%), liczba ziaren w
rzedzie 1 MTZ (75%), srednica kolby i $rednica rdzenia (71%), dlugos$¢ rdzenia i liczba ziaren
w rzedzie (56%).

W wyniku sekwencjonowania nowej generacji otrzymano tacznie 45 876 istotnych dla
plonu i cech struktury plonu markeréw molekularnych SilicoDArT i SNP. Najwigcej markerow
w obu miejscowosciach (Smolice i Kobierzyce zwigzanych byto z: liczba rzedow (6 960), za-
wartoscig SM w czasie zbioru (6 616), liczbg ziarna w rzgdzie (6 721), MTZ (6 616) oraz dtu-
goscia kolby (6 564). Najmniej markeréw w obu miejscowosciach zwigzanych byto z plonem
t/ha przy 15% zawarto$ci wody (1 114) oraz plonem z poletka (1 237).

W oparciu o zidentyfikowane markery molekularne SNP i SilicoDArT wykonano den-
drogram podobienstwa genetycznego pomiedzy 186 analizowanymi mieszancami. Na dendro-
gramie mozna wyrozni¢ 7 wyraznie zaznaczonych grup podobienstwa. Do krzyzowan hetero-
zyjnych najlepiej dobiera¢ genotypy nalezace do roznych grup podobienstwa genetycznego.

Sposrod 45 876 markerow SilicoDArT 1 SNP istotnie zwigzanych z analizowanymi ce-
chami struktury plonu i plonem wybrano 10, ktére byty istotne, dla tych samych cech w obu
miejscowosciach (Kobierzyce i Smolice).

Sposrad 10 istotnych markerow wytypowanych w 2023 roku 3 (27435, 26607 1 56891)
réznicowaly analizowane genotypy wysoko i nisko plonujace. W przypadku markera numer
27435 specyficzny produkt amplifikacji o wielkos$ci 396pz pojawil si¢ u 7 genotypow wysoko
plonujacych (1wp, 2wp, 4wp, Swp, 6wp, 7wp oraz 10wp) oraz 2 nisko plonujacych (3np oraz
7np). Z kolei w przypadku markera numer 26607 specyficzny produkt amplifikacji o wielkosci
180pz pojawit si¢ u 5 genotypdéw wysoko plonujacych (2wp, 3wp, 4wp, 6wp oraz 7wp) a takze
2 nisko plonujacych (3np oraz 7np). Analiza markera numer 56891 wykazata, ze specyficzny
produkt amplifikacji o wielkosci 192pz pojawit si¢ u wszystkich genotypéw wysoko plonuja-
cych i1 u trzech genotypdw niskoplonujacych (4np, Snp oraz 10np).




W ramach zadania 1 analizowano ekspresje 6 genow kandydujacych wewnatrz, ktorych
zlokalizowane zostaty wyselekcjonowane w 2022 roku markery molekularne: Cinnamoyl-CoA
reductase 1 (CCR), WAT1-related protein At1g09380 (ArabidopsisWATI), Eukaryotic transla-
tion initiation factor 3 subunit (E/F3C), RNA polymerase II transcriptional coactivator KELP
(KELP 0), Aspartate aminotransferase (447). Dwa geny, CCR1 1 AAT, miaty istotny wptyw na
plon ocenianych genotypoéw w ciagu trzech lat obserwacji. Procent zmienno$ci plonu wyja-
$niony znormalizowang ekspresja genu CCRI wynosit 11,40% w 2022 r., 15,30% w 2023 1. 1
15,60% w 2024 r. W przypadku genu AAT procenty wynosity: 23,10% w 2022 r., 13,20% w
2023 1.122,80% w 2024 r. (Tabela 10). Ponadto gen SUT miat rowniez istotny wplyw na plon
kukurydzy, przy wielkos$ci efektu 0,33, wyjasniajac 10,00% zmienno$ci plonu wsérdd genoty-
pow.

Stwierdzono, ze poziomy transkryptow czterech genow, mianowicie LOC103639851
(marker 14506), LOC100285609 (marker 3233), LOC100282625 (marker 11657) i
LOC541615 (marker 12812) byt zwigkszony w ziarnie mi¢dzy innymi w owocni/aleuronie,
bielmie, zarodku i kietkujacych ziarnach. Ekspresja LOC100285609 (marker 3233) byta row-
niez zwigkszona w mi¢dzywezlach, podczas gdy ekspresja LOC541615 (marker 12812) byta
zwigkszona w korzeniach. Ekspresja genu LOC100282883 (marker 16703) byta zwickszona
glownie w migdzywezlach.

Aby potwierdzi¢ istotnos$¢ uzyskanych wynikow metoda qPCR w tym samym czasie
przeprowadzona analizy z wykorzystaniem metody ddPCR. W wyniku przeprowadzonych ana-
liz genami, ktére wykazywaly wyzsza ekspresje w przypadku genotypoéw wysoko plonujacych
byly tak samo jak w przypadku analiz qPCR: Cinnamoyl-CoA reductase 1 (CCRI) oraz aspar-
tate aminotransferase 1 (44 7). Dodatkowo wyzsza ekspresje w przypadku genotypow wysoko
plonujacych zaobserwowano dla genu eukaryotic translation initiation factor 3 subunit ¢
(EIF30).

Temat badawczy 2

Identyfikacja nowych markerow sprzezonych z genami warunkujacymi odpornos¢ ro-
$lin kukurydzy na fuzarium dzigki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji, mapo-
wania asocjacyjnego i fizycznego oraz optymalizacja procedur diagnostycznych, stuzacych do
identyfikacji 9 markeréw molekularnych wytypowanych w 2023 roku sprz¢zonych z odporno-
$cig roslin na fuzarium.

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu badawczego 2 jest identyfikacja nowych markeréw sprzezonych z ge-
nami warunkujacymi odporno$¢ roslin kukurydzy na fuzarium dzigki wykorzystaniu sekwen-
cjonowania nowej generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego oraz optymalizacja proce-
dur diagnostycznych, stuzacych do identyfikacji 9 marker6w molekularnych wytypowanych w
2023 roku sprzgzonych z odpornos$cig roslin na fuzarium
Materialy i metody
Material roslinny

Material ro§linny w temacie badawczym 2 stanowilo 20 genotypdéw referencyjnych
pochodzacych z Hodowli Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR oraz Matopolskiej Hodowli
Roslin Sp. z 0.0. Zostaly one wykorzystane do identyfikacji wytypowanych w 2023 roku
markerow sprzezonych z odpornoscig na fuzarium. Do analiz ekspresji gendw wykorzystano 5
genotypoéw referencyjnych (4 odporne na fuzarium i 1 podatna na fuzarium jako kontrola
negatywna). W 2024 roku do sekwencjonowania nowej generacji wyslano ostatnie 186
mieszancow F1.

Metody
Doswiadczenie polowe, szklarniowe i w fitotronie

Doswiadczenie z genotypami referencyjnymi (20) zostato zalozone w jednym powto-

rzeniu w szklarni nalezacej do Katedry Genetyki i Hodowli Ro$lin oraz w trzech powtorzeniach




na poletkach, w rolniczym gospodarstwie Dton nalezagcym do UP w Poznaniu. Genotypy zo-
staly wysiane na poletkach o wielkosci 10m?, w uktadzie blokéw losowanych kompletnych, w
trzech powtorzeniach. Sposrod 20 genotypdw referencyjnych 5 zostato wysiane w fitotronie, w
kontrolowanych warunkach. W szklarni i fitotronie ro$liny zostaty wysiane w donicach. W
trakcie oraz po zakonczeniu doswiadczen prowadzone byty obserwacje stopnia porazenia roslin
przez grzyby z rodzaju Fusarium.

Izolacja DNA

Izolacja DNA z ostatnich 186 mieszancow Fi, ktére zostaly przekazane do sekwencjo-
nowania nowej generacji byta prowadzona przy uzyciu kitu z firmy Promega (w ubiegtych la-
tach izolowane byly linie rodzicielskie i pozostate mieszance). Izolacja DNA z 20 genotypow
referencyjnych byta prowadzona przy uzyciu kitu z firmy A&A Biotechnology.

Izolacja mRNA

Izolacja RNA z 75 ro$lin referencyjnych (5 genotypow x 3 powtorzenia biologiczne x
5 czasow), ktore byly poddawane analizie ekspresji genow, byla prowadzona przy uzyciu ze-
stawu odczynnikow z firmy Promega. Do analiz ekspresji rosliny byty pobierane przed inoku-
lacjg oraz 6h, 12h, 24h 1 48h po inokulacji. Lacznie analizowano 75 prob.

Genotypowanie

Genotypowanie wykonano z wykorzystaniem technologii DArTseq, opartej na
sekwencjonowaniu nowej generacji. Sekwencjonowanie za pomocg platformy do NGS,
[Muminy odbywalo si¢ wg metodyki opisanej szczegétowo na stronie firmy Diversity Arrays
Technology (https://www.diversityarrays.com/technology-and-resources/dartseq/).
Mapowanie asocjacyjne z wykorzystaniem analizy GWAS

Za pomocg analizy GWAS zostalo wykonane mapowanie asocjacyjne dla plonu oraz
cech struktury plonu 186 mieszancéw F kukurydzy. Mapowanie to zostalo wykonane na pod-
stawie wynikoéw uzyskanych z genotypowania oraz fenotypowania (fenotypowanie dla anali-
zowanych w 2024 roku 186 mieszancéw Fi odbyto sie w roku 2022 1 2023). Dane genotypowe
zostaly otrzymane z analizy DArTseq, natomiast dane fenotypowe stanowity wyniki polowe
dotyczace stopnia porazenia roslin przez grzyby z fodzaju Fusarium.

Mapowanie fizyczne

Sekwencje markerow silicoDArT i SNP wybrane na podstawie analizy GWAS, zostaty
poddane analizie BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool), polegajacej na przeszu-
kaniu baz danych w celu znalezienia sekwencji o wysokiej homologi wzgledem wybranych
sekwencji markerow silicoDArT 1 SNP. Analizy te wykonane zostaty w serwisie URGI (Unité
de Recherche Génomique Info) z kompletnie sekwencjonowanym genomem kukurydzy.
Analiza funkcjonalna sekwencji genow

Analiza funkcjonalna wykonana zostala w programie Blast2GO. Analizie poddane zo-
staly sekwencje wszystkich gendw zlokalizowanych w obszarze chromosomow wyznaczonych
na podstawie wykonanej analizy BLAST w serwisie URGI. Celem bylo uzyskanie informacji
o biologicznej funkcji sekwencji gendw znajdujacych si¢ w wyznaczonym rejonie chromoso-
mow.

Projektowanie starterow dla zidentyfikowanych polimorfizméw silicoDArT i SNP zwigzanych
z odpornoscig roélin na grzyby z rodzaju fusarium.

Dla kazdego markera zaprojektowano pary starterow reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR), przy czym jeden starter obejmowat zidentyfikowany Indel lub SNP, a drugi byt kom-
plementarny do sekwencji sgsiadujgcej z analizowanym markerem. W przypadku identyfikacji
SNP, polimorficzne pozycje nukleotydow zlokalizowano na koncu 3' odpowiedniego startera.
Ponadto, aby zwigkszy¢ rdznice w wydajnosci inicjacji amplifikacji pomiedzy sekwencjami
markerowymi i niemarkerowymi zawierajacymi rozne SNP, przedostatni nukleotyd na koncu
3' kazdego startera obejmujacego SNP zostat zastgpiony odpowiednim niekomplementarnym
nukleotydem zgodnie z Little (2021).
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Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Identyfikacja nowych markerow sprz¢zonych z genami zwigzanymi z odpornos$cia ro-
$lin kukurydzy na grzyby z rodzaju Fusarium zostata przeprowadzona z wykorzystaniem tan-
cuchowej reakcji polimerazy (PCR).

Elektroforeza

Elektroforeza produktow reakcji PCR byta prowadzona w 2 % zZelu agarozowym, z
dodatkiem 1 pl roztworu Midori Green, przez 2 h pod napigciem 100 V. W celu identyfikacji
mas molekularnych uzyto marker wielkosci prazkéw O’RangeRuler 50bp 1 100bp firmy
Fermentas. Wizualizacja rozdzielonych fragmentow DNA odbywata si¢ z wykorzystaniem
promieni UV 1 zostata zarejestrowana na zdjgciach cyfrowych z zastosowaniem systemu
wizualizacji 1 dokumentacji zeli BIORAD.

Zatozenie doswiadczenia w fitotronie

Doswiadczenie zostato zatozone w kontrolowanych warunkach w fitotronie. Materia-
tem roslinnym uzytym do badan bylo 5 genotypdéw referencyjnych kukurydzy (4 odporne na
fuzarium oraz 1 podatny na fuzarium jako kontrola negatywna). Genotypy wysiane zostaty w
trzech powtdrzeniach biologicznych i zebrane w 5 terminach czasowych. Lacznie analizowa-
nych bylo 75 roslin (5 genotypdw referencyjnych x 3 powtorzenia biologiczne x 5 punktow
czasowych).

Izolacja mRNA

Do izolacji mRNA wykorzystany zostal zestaw odczynnikow Maxwell® RSC Plant
RNA Kit z firmy Promega. [zolacja wykonana byta zgodnie z procedurg dotaczong do zestawu.
Koncentracja mRNA sprawdzona byta za pomocg spektrofotometru DeNovix.

Synteza cDNA

Synteza cDNA przeprowadzona byta przy uzyciu zestawu iScript cDNA Synthesis Kit

z firmy BIO-RAD.
Analiza ekspresji z wykorzystaniem reakcji gPCR

Materiatem badawczym byto 75 prob otrzymanego wczesniej cDNA z fragnentow mRNA.
Startery zostaty zaprojektowane bazujac na sekwencjach wybranych genéw kandydujacych.
Reakcja RT-qPCR przeprowadzona byta za pomoca zestawu iTaq Universal SYBR Green Su-
permix przy uzyciu urzgdzenia CFX Connect Real-Time PCR Detection System z firmy BIO-
RAD dostepnego w Katedrze Genetyki i Hodowli Roslin UP w Poznaniu.

Metoda HRM-PCR

Analiza HRM rozpoczeta si¢ od reakcji PCR, w ktorej nastgpita amplifikacja zdefinio-
wanego regionu DNA, bedacego przedmiotem badan, w obecnos$ci barwnika wiazacego si¢ z
dsDNA.

Ocena przynalezno$ci gatunkowej patogenicznego grzyba

W sezonie wegetacyjnym z ro$lin kukurydzy z objawami fuzariozy byty pobierane frag-
menty roslin celem dokonania izolacji patogenéw powodujacych objawy chorobowe.
Wyniki

W celu analizy badanej zmiennej w obu miejscowosciach wykonano wykresy gestosci,
ktore obrazujg, w jakich przedziatach skoncentrowane sg wartosci analizowanej cechy. W
Smolicech najwiecej genotypdw posiada odpornos¢ na poziomie 71 9 (w skali 9% 1 — wrazliwe,
9 — odporne) natomiast w Kobierzycach najwigcej genotypdéw charakteryzuje si¢ odpornoscia
na poziomie 81 9.

Dla obydwu cech (fuzarium kolb i1 fuzarium todyg) zaobserwowano istotne
zrdznicowanie pomigdzy genotypami. Analiza wariancji wykazata réwniez istotne
statystycznie zréznicowanie dla wszystkich obserwowanych cech pomiedzy miejscowosciami,
w ktorych bylo zalozone do§wiadczenie polowe.

Analiza korelacji wykazata, ze w przypadku fuzarium kolb najsilniej dodatnio
skorelowane z ta choroba byly nastepujace cechy: masa ziarna z kolby (33%), plon t/ha (33%),




plon z poletka (32%), liczba rzgdow (27%) oraz srednica kolby (25%). Jezeli chodzi o fuzarium
todyg najsilniej dodatnio skorelowane z ta chorobg byty: plon z poletka (48%), plon t/ha (45%),
MTZ (32%) a takze zawarto$¢ suchej masy (31).

W oparciu o zidentyfikowane markery molekularne SNP i SilicoDArT wykonano
dendrogram podobienstwa genetycznego pomigdzy 186 analizowanymi mieszancami. Na
dendrogramie mozna wyrdzni¢ 7 wyraznie zaznaczonych grup podobienstwa. Pierwsza grupa
obejmuje 23 genotypy od numeru G21.17 do G16.09, druga grupa obejmuje 21 genotypdéw od
numeru G18.11 do G20.11. W sktad trzeciej grupy wchodzi 27 genotypoéw od numeru G22.10
do G22.15, w sktad czwartej grupy wchodzi 29 genotypoéw od numeru G19.21 do G22.01. Piata
grupe stanowi 26 genotypoéw od numeru G22.06 do G23.01, szosta grupe stanowi 18 genotypow
od numeru G19.04 do G20.06. W sktad siédmej ostatniej grupy wchodzi 29 genotypdéw od
numeru G19.02 do G21.05. Do krzyzowan heterozyjnych najlepiej dobiera¢ genotypy nalezace
do réznych grup podobienstwa genetycznego.

W wyniku sekwencjonowania nowej generacji otrzymano lacznie 6 709 istotnych
markerow SilicoDArT 1 SNP zwigzanych z odpornoscig kukurydzy na grzyby z rodzaju
Fusarium. Sposréd 6 709 markerow 5 714 markeréw zwigzanych byto odpornos$cia na fuzarium
kolb, a 995 z odpornos$cig na fuzarium todyg.

Sposrod 6 709 markerow SilicoDATT 1 SNP istotnie zwigzanych z odpornos$cia roslin
kukurydzy na grzyby z rodzaju Fusarium wybrano 10, ktore byly istotne w obu
miejscowosciach (Kobierzyce i Smolice).

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono, ze na 10 badanych markeréw
wytypowanych w 2023 roku, 1 marker (20376) réznicowat genotypy odporne i wrazliwe na
fuzarium. Specyficzny produkt amplifikacji o wielko$ci 657pz pojawil si¢ u wszystkich
genotypdéw odpornych oraz w o$miu genotypach wrazliwych (1w, 2w, 4w, 5w, 6w, 7w, Ow 1
11w).

Wstepne analizy statystyczne wykazaty, ze gen Putrescine hydroxycinnamyltransferase
(LOC103649226) charakteryzowat si¢ najwyzszym poziomem ekspresji po inokulacji. Wyniki
w przypadku tego genu pokrywaja si¢ z wynikami z roku 2023 co wskazuje na istotng rol¢ genu
Putrescine hydroxycinnamyltransferase (LOC103649226) w reakcji odpornosciowej na stres
zwigzany z porazeniem ro$lin przez grzyby z rodzaju Fusarium.



