SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postgpu biologicznego w produkcji roslinnej w 2014roku

Tytut zadania: OKreslenie zréznicowania genetycznego linii wsobnych kukurydzy za
pomoca markeréw molekularnych

Celem tematu badawczego bylo okreslenie zréznicowania genetycznego linii wsobnych
kukurydzy za pomoca markerow molekularnych. W tym celu przeprowadzono oceng fenotypowa linii
wsobnych kukurydzy oraz wykorzystano dwa typy markerow RAPD i SSR do oceny zréznicowania
genetycznego materiatlow kukurydzy.

Materiat badawczy stanowito 100 linii wsobnych kukurydzy, ktére wysiano w do$wiadczeniu
polowym, bez powtorzen. Linie wsobne, zostaty wyprowadzone w polskich spotkach hodowlanych i
charakteryzuja si¢ zréznicowanym pochodzeniem. Nasiona wysiano na poletkach a nastgpnie
wykonano pomiary cech bonitacyjnych i morfologicznych. Oceny bonitacyjne i morfologiczne roslin
wykonywano zgodnie z kolejnoscia pojawiania si¢ cech w czasie wegetacji. W celu oceny zmiennosci
fenotypowej linii kukurydzy przeprowadzono obserwacje 22 cech, z czego 11 to cechy morfologiczne
ocenione w skali 9-cio stopniowej, a pozostate 11 stanowia cechy uzytkowe. Wartoéci obserwacji oraz
pomiarow cech biometrycznych zostaty poddane opracowaniom statystycznym, co pozwolito na
poznanie zakresu zmienno$ci cech badanych u linii oraz na wstgpne ich pogrupowanie z
wykorzystaniem analizy skupien. Dla kazdej z cech obliczono zakres zmienno$ci, S$rednia
arytmetyczna, odchylenie standardowe i wspotczynnik zmienno$ci. Zastosowana analiza
wielowymiarowa pozwolila na obliczenie wartosci odlegtosci euklidesowych, ktére obrazuja
podobienstwo wielocechowe badanych linii. Pozwolito to na utworzenie macierzy odleglosci
pomigdzy badanymi liniami. Wykonano takze aglomeracj¢ badanych linii, co pozwolito na
wykres$lenie dendrograméw podobienstwa pomigdzy liniami. Aglomeracje¢ wykonano stosujac metode
pojedynczych wiazan pomigdzy gal¢ziami drzewa.

Materiat badawczy do analiz molekularnych stanowity siewki linii wsobne kukurydzy,
pochodzace z kolekcji roboczych firm hodowlanych w duzym stopniu homozygotyczne
wyprowadzone z materialdow wyjsciowych o réznym pochodzeniu. Genomowe DNA do badan
wyizolowane zostato przy uzyciu zestawow kolumienkowych firmy Qiagen do izolacji DNA z tkanek
ro§linnych. Wyizolowane DNA genomowe postuzylo do analiz molekularnych majacych na celu
okreslenie dystansu genetycznego pomigdzy badanymi genotypami kukurydzy. Do analizy
zroéznicowania genetycznego wykorzystano polimorfizm losowo powielonych fragmentéw DNA, czyli
markery RAPD (Random Amplifield Polymorphic DNA) oraz amplifikowane sekwencje
mikrosatelitarne, czyli markery molekularne SSR dostgpne w bazie danych MaizeGDB
(www.maizegdb.org). W pierwszym etapie badan przetestowano startery na wybranych 12
genotypach. Na podstawie uzyskanych wartosci wspotczynnika PIC dla wybrano testowane startery do
dalszych. Uzyskane produkty polimorficzne przeksztalcono na system binarny, a otrzymane macierze
poddana zostaty analizom statystycznym. Wykryty polimorfizm DNA pozwolit na obliczenie
wspotczynnikow podobienstwa genetycznego pomigdzy badanymi liniami kukurydzy, a nastepnie
wykres$lenie dendrogramow obrazujacego dystans genetyczny pomigdzy nimi. Dendrogramy
podobienstwa genetycznego linii kukurydzy zostaty wykonane z zastosowaniem metody UPGMA na
podstawie podobienstwa genetycznego obliczonego wedhug wzoru Nei (1978). Dodatkowo, aby lepiej
zobrazowa¢ zroznicowanie w badanym materiale wykonano analizg sktadowych gtéwnych (PCA).
Obliczenia wykonano w programie NTsys ver 2.2.

Na podstawie cech morfologicznych i uzytkowych stwierdzono wyrazne zréznicowanie
badanych linii wsobnych kukurydzy. Zréznicowanie linii byto wigksze dla cech morfologicznych, o
czym $wiadcza wartoSci wspoOtczynnikow zmienno$ci oraz zakresy zmiennosci cech. Najnizsza
zmienno$¢ badane linie kukurydzy wykazuja dla zawartosci suchej masy oraz liczby dni od siewu do
pylenia i znamionowania.

Zastosowane markery RAPD charakteryzowaly si¢ duza specyficzno$cia w okreslaniu
polimorfizmu DNA badanych linii kukurydzy, a uzyskane wyniki, ktére pozwolilty na utworzenie
postaci binarnej macierzy zero jedynkowej, sa wiarygodne i powtarzalne i pozwolity na na efektywne



genotypowanie badanego materialu. Wykazaly duze zréznicowanie genetyczne badanych linii
kukurydzy, jednak genotypy zgromadzone w kolekcji Hodowli Ro$lin Smolice i Matopolskiej
Hodowli Roslin charakteryzuja si¢ podobnym ttem genetycznym. Linie kukurydzy K510A i K493A
byly najbardziej oddalone genetycznie od pozostaltych. Dendrogram podzielit badane genotypy na dwa
gtéwne klastry, jeden zawieral dwa genotypy, drugi dzielit si¢ na 2 kolejne podgrupy, natomiast
analiza sktadowych gtéwnych pozwolila na wyrdznienie 2 zroznicowanych grup linii kukurydzy.

Uzyte startery SSR pozwolity na amplifikacje od dwoch do siedmiu produktéw amplifikacji.
Wielkos$ci produktow amplifikacji miescity si¢ w przedziale 65 — 300 pz. Markery te pozwolity takze
na efektywne genotypowanie badanych linii kukurydzy i wykazaty duze zréznicowanie genetyczne
badanego materiatu. Najbardziej oddalone genetycznie od pozostatych, wedtug tych analizy, okazaty
si¢ linie kukurydzy SM43 i SM51. Wykreslony dendrogram podzielit badane linie na dwie glowne
galezie, jeden zawieral dwa genotypy, drugi dzielit si¢ na 3 kolejne podgrupy. Najliczniejsze skupisko
zawieralo 69 genotypow (linii) pochodzacych ze zarowno Smolice, jak i Kobierzyc. Analiza
sktadowych gtéwnych pozwolita na wyrdznienie 3 grup skupiajacych linie pochodzace z jednej firmy
hodowlangj.
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