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1. Streszczenie i stowa kluczowe

Odpowiedzig na potrzeby sektora rolniczego w XXI wieku jest wdrazanie do
produkcji rolniczej postepu biologicznego, ktoéry pozwala na podnoszenie produkcji
i jakoSci zywnosci przy jednoczesnej poprawie stopnia wykorzystania naktadow na
chemiczne i techniczne $rodki produkcji. Postgp biologiczny w branzy hodowlano-
nasiennej kukurydzy jest wyjatkowy pod wzgledem spotecznego i ekologicznego aspektu
innowacji. Ma wptyw na produktywno$¢ rolnictwa i dopasowanie uprawianych odmian
kukurydzy do wymagan rynkowych oraz zmieniajacych si¢ uwarunkowan
klimatycznych, nie czyni tego jednak kosztem $§rodowiska. Wspolczesna hodowla
kukurydzy na catym §wiecie opiera si¢ na szerokiej palecie technik badawczych z zakresu
genetyki molekularnej. Dzigki tym technologiom mozemy identyfikowac regiony
genomu powigzane z roéznymi cechami fenotypowymi, w tym z plonem, co ma
fundamentalne znaczenie dla poznania tych regiondw i manipulowania nimi. Wobec
powyzszego celem rozprawy doktorskiej byla identyfikacja nowych markerow
molekularnych sprzezonych z genami kandydujacymi, warunkujagcymi plon ziarna,
zdolnosci kietkowania ziarniakow oraz wezesny wigor kukurydzy, dzigki wykorzystaniu

sekwencjonowania nowej generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego.

W  wyniku przeprowadzonych analiz zidentyfikowano 20 markerow
molekularnych, ktore byty zwigzane ze zdolnos$cia kietkowania ziarniakow oraz wigorem
siewek. Sposrdd nich 6 markeréw znajdowato sie wewnatrz genow. W 4 przypadkach
zgodnie z doniesieniami literaturowymi geny te mogg mie¢ wptyw na kielkowanie
ziarniakow oraz wigor u kukurydzy. W kolejnym etapie badan zidentyfikowano lacznie
36 markerow molekularnych zwigzanych z cechami struktury plonu oraz plonem.
Sposrdd tych markerow 11 zlokalizowane jest wewnatrz genow. W 5 przypadkach
zgodnie z najnowszymi doniesieniami literaturowymi geny te sg odpowiedzialne za
wysoko$¢ plonu. Wszystkie zidentyfikowane, istotne statystycznie markery molekularne
mogg zosta¢ wykorzystane w procesie hodowli kukurydzy do selekcji komponentow
rodzicielskich do krzyzowan. Pozwoli to na skrocenie cyklu hodowlanego i jednoczesnie

pozwoli na oszczednos¢ srodkéw materialnych.

Stowa kluczowe: kukurydza, plon, sekwencjonowanie nowej generacji (NGS),

mapowanie asocjacyjne, mapowanie fizyczne, markery molekularne.



2. Summary and keywords

The answer to the needs of the agricultural sector in the 21st century is the
implementation of biological progress in agricultural production, which allows for the
improvement of food production and quality while improving the degree of utilization of
inputs on chemical and technical means of production. Biological progress in the corn
breeding and seed industry is unique in terms of the social and ecological aspects of
innovation. It influences agricultural productivity and adapts cultivated corn varieties to
market requirements and changing climatic conditions, but does not do so at the expense
of the environment. Modern corn breeding around the world is based on a wide range of
research techniques in the field of molecular genetics. Thanks to these technologies, we
can identify regions of the genome associated with various phenotypic traits, including
yield, which is fundamental to understanding and manipulating these regions. Therefore,
the aim of the doctoral dissertation was to identify new molecular markers coupled with
candidate genes that determine grain yield, kernel germination and early vigor of corn,

thanks to the use of next-generation sequencing, association and physical mapping.

As a result of the analyses, 20 molecular markers were identified that were related
to the germination capacity of grains and the vigor of seedlings. Of these, 6 markers were
located inside genes. In 4 cases, according to literature reports, these genes may affect
grain germination and vigor in maize. In the next stage of research, a total of 36 molecular
markers related to crop structure features and yield were identified. Of these markers, 11
are located inside genes. In 5 cases, according to the latest literature reports, these genes
are responsible for height of the yield. All identified, statistically significant molecular
markers can be used in the maize breeding process to select parental components for
crossbreeding. This will shorten the breeding cycle and at the same time save material

resources.

Keywords: corn, yield, next-generation sequencing (NGS), association mapping,

physical mapping, molecular markers.



3. Wstep

Kukurydza (Zea mays L.) zaliczana jest do jednego z najwazniejszych i
najstarszych gatunkoéw roslin uprawnych. Przyjmuje si¢, ze osrodkami pochodzenia
kukurydzy sa Meksyk i Ameryka Srodkowa, gdzie uprawiana jest od 4,5 tysiecy lat.
Roslina ta nalezy do plemienia Maydae, z rodziny Poaceae (Wiechlinowte) (Kennett i
in., 2020; Chavan i Smith, 2014; Awika, 2011). Jedna z teorii mowi, ze najbardziej
prawdopodobnym przodkiem kukurydzy jest teosinte (Zea mays ssp. parviglumis).
Genetyczne loci, takie jak thl (teosinte branched 1) oraz tgal (teosinte glume architecture
1) odegraly kluczowg role w przeksztatceniu teosinte we wspotczesng kukurydze (Mano
i Omori, 2013; Ellstrand i in., 2007; Fukunaga i in., 2005). Z centrow pochodzenia
kukurydza rozprzestrzenita si¢ pozniej do réznych czesci swiata, w tym do Ameryki,
Afryki 1 Azji. Do Europy kukurydza zostala sprowadzona przez Kolumba, a w ciaggu
kolejnych 300 lat stata si¢ bardzo popularna. Obecnie kukurydza wraz z pszenica oraz
ryzem nalezg do najwazniejszych gospodarczo gatunkéw zboz (Gupta i in., 2015). Zasieg

uprawy kukurydzy jest bardzo szeroki poniewaz uprawiana jest pomi¢dzy S0°N a 40°S.

Obecnie kukurydza na ziarno jest uprawiana na okoto 197 min ha gruntéw na
calym $wiecie, co czyni ja druga po pszenicy najwazniejsza gospodarczo rosling. Dla
poroOwnania powierzchnia uprawy pszenicy wynosi 216 mln ha, a ryzu 165 miln ha
(Erenstein i in., 2022). Roczna produkcja ziarna kukurydza na $wiecie wynosi obecnie
1137 mln ton i jest znacznie wyzsza niz produkcja ryzu 1 pszenicy. W ciggu ostatniego
¢wier¢wiecza produkcja kukurydzy wzrosta ponad dwukrotnie, czemu sprzyja zar6wno
znaczny wzrost plonoéw jak i ekspansja na coraz szersze obszary (Erenstein i in., 2022).
Sposrdd trzech wymienionych zb6z plony kukurydzy w ciagu 25 lat wzrosty o prawie 2
tony (z 3,9 do 5,8 ton/ha). Dynamika produkcji kukurydzy w ciggu ostatniego
¢wier¢wiecza opiera si¢ na wczesniejszych tendencjach. Od 1961 r. globalna
powierzchnia upraw kukurydzy wzrosta prawie dwukrotnie, ze 106 mln ha do obecnych
197 mln ha. Jezeli tendencje si¢ nie zmienig i1 nadal bedziemy obserwowaé stagnacje
jezeli chodzi o areal uprawy pszenicy, kukurydza wyprzedzi pozostate gatunki zbdz jako

najpowszechniej uprawiana roslina do 2030 r. (Erenstein i in., 2021).

Wspomniany wyzej intensywny wzrost plonéw kukurydzy nie bylby mozliwy,
gdyby nie postep biologiczny. Postep ten mozna okresli¢ jako ekologiczny sposdb

intensyfikacji produkcji rolniczej, polegajacy na doskonaleniu genetycznym roslin, ktore



stajg si¢ wydajniejsze w korzystaniu z sit przyrody i przemystowych srodkéw produkeji
(Zhang i 1in., 2021). Rosliny te sa réwniez lepsze jako$ciowo z punktu widzenia wymagan
cztowieka, co w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia kosztéw ponoszonych na ich
produkcje. Na rozwdj postepu biologicznego réznych gatunkéw roslin uprawnych
niewatpliwie wplywa wprowadzenie nowej zmiennosci genetycznej. Zmienno$¢ ta jest
wazna dla procesow doboru naturalnego i ewolucji biologicznej. Zmiany genetyczne,
ktore pojawiajg si¢ w populacji, sg przypadkowe, ale proces doboru naturalnego juz nie.
Selekcja naturalna jest wynikiem interakcji migdzy zmiennos$cig genetyczng w populacji
a Srodowiskiem (Guo 1 in., 2019). Dobdr naturalny okresla, ktéore odmiany genetycznie
sa bardziej korzystne lub lepiej przystosowane do przetrwania. Organizmy z tymi
wyselekcjonowanymi $rodowiskowo genami przezywaja i rozmnazaja si¢, a bardziej
korzystne cechy sa przekazywane catej populacji (Zhang i in., 2021). Poszukiwanie
nowych genéw, waznych z punktu widzenia gospodarczego to zadanie dla wspodtczesnej

hodowli roslin.

Obecnie przyjmuje si¢, ze do priorytetow hodowlanych w tym réwniez hodowli
kukurydzy nalezy wprowadzenie do produkcji odmian o wyzszej wartosci uzytkowe;j
czyli wigkszej plenno$ci 1 poprawionej wartosci zywieniowej, paszowej oraz
technologicznej uzyskiwanego plonu. Wazne jest rowniez zwigkszenie odpornosci roslin
zardwno na stresy biotyczne jak i abiotyczne (Zhu 1 in., 2021). Wspotczesna hodowla
kukurydzy na calym $wiecie opiera si¢ na szerokiej palecie technik badawczych z zakresu
genetyki molekularnej stosowanych gléwnie w dwoch obszarach. Pierwszy obszar
dotyczy podejmowania decyzji zwigzanych z selekcja, oparta na analizie sekwencji
nukleotydow DNA, a drugi obszar dotyczy poszerzania zmienno$ci genetycznej w
populacjach hodowlanych na drodze modyfikacji genetycznych. Modyfikacje te polegaja
przede wszystkim na kreowaniu organizméw roslinnych z obcymi gatunkowo genami
(Xu i in. 2017; Zenke-Philippi i in. 2017). Tworzy to nie tylko atrakcyjne perspektywy
uzyskiwania postgpu biologicznego, ale réwniez nowe mozliwosci w zakresie
wykorzystania nie tylko kukurydzy ale 1 innych roslin uprawnych (Cooper 1 in 2016).
Wprowadzenie do hodowli narzedzi molekularnych oraz szybki postgp w
sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS) umozliwil sekwencjonowanie genoméw
wielu gatunkdéw roslin uprawnych, w tym rowniez kukurydzy. Do tej pory do
najpowszechniejszych technik NGS nalezg pirosekwencjonowanie 454 (Roche, 2010),
technika Solex (llumina, San Diego USA), platforma SOLID (Life Technologies

10



Corporation, Carlsbad, USA), Polonator (Harvard University, Cambridge, USA), oraz
HeliScope Single Molecule Sequencer (Helicos BioSciences, Cambridge, USA).
Technologie te zapewniajg niedrogie odczyty sekwencji calego genomu za pomocg metod
takich jak chromatynowa immunoprecypitacja, mapowanie mutacji, wykrywanie
polimorfizmu i wykrywanie niekodujacych sekwencji RNA (Mardis, 2008). Metody
sekwencjonowania, takie jak RAD (ang. Restriction site Associated DNA) (Baird i in
2008), MSG (ang. Multiplexed Shotgun Genotyping) (Adolfatto i in. 2011) i BSRSEq
(RNA-Seq) (Liu i in. 2012) pozwalajg na identyfikacje duzej liczby markerow i
pozwalaja na dokladne badanie wielu loci w niewielkiej liczbie probek. Metoda z
wykorzystaniem [luminy data poczatek rozwojowi procedur GBS (Sansaloni i in. 2011)
oraz DArTseq (Elshire i in. 2011). Technologi¢ DArTseq wykorzystano w badaniach
wlasnych prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej, do identyfikacji markerow
molekularnych sprzgzonych z genami warunkujacymi plon ziarna oraz zdolnos¢

kietkowania ziarniakow i wigor kukurydzy.

Platforma DArT oferuje analizy w oparciu o technologie NGS-DArTseq (Akbari
i1in., 2006). Metoda DArTseq zmniejsza ztozono$¢ genomu poprzez trawienie enzymami
restrykcyjnymi, a nastgpnie sekwencjonowanie krotkich odczytow. Wybor kombinacji
enzymow restrykcyjnych pozwala na izolacj¢ wysoce informacyjnych fragmentow
genomu o niskiej liczbie kopii. Nawet 90% uzyskanych markeréw DArTseq jest
komplementarnych do unikalnych sekwencji genomu (Courtois i in., 2013; Cruz i in.,
2013). Analiza DArTseq generuje dwa zbiory danych. Pierwszy zawiera markery
dominujace, drugi obejmuje markery kodominujace z zaznaczonymi polimorfizmami
pojedynczych nukleotydéw. Uzyskuje si¢ co najmniej trzykrotnie wigcej markerow
dominujacych w poréwnaniu z konwencjonalng metoda DArT (Sansaloni 1 in., 2011).
Technologia DArT rowniez sprawdza si¢ jako wydajne narzedzie diagnostyczne do
badania réznorodnos$ci genotypowej (Wenzl i in., 2004). Markery DArT z powodzeniem
zostaty wykorzystane do badania r6znorodnosci genetycznej i struktury populacji nie
tylko kukurydzy ale rowniez chinskiej pszenicy zwyczajnej (Triticulum aestivum L).
Zbadano facznie 111 odmian 1 linii hodowlanych z pétnocnych Chin. Wyniki dostarczyty
informacji do dalszej selekcji form rodzicielskich dla potrzeb chinskiego programu
hodowli pszenicy (Zhang i in., 2012). Metoda DArT znalazta szerokie zastosowanie w
analizie pokrewienstwa np. u owsa (Avena sp.), gdzie zbadano 134 odmiany i wyr6ézniono

grupy odpowiadajace formom ozimym i jarym (Tinker i in., 2009). Natomiast badania

11



232 form grochu bengalskiego (Cajanus cajan) wykazaty niski stopien zréoznicowania
materiatdéw. Sposrod 696 markerow DArT tylko 64 okazato si¢ polimorficznych, przy
czym wykazano, ze formy dzikie sg najbardziej zroznicowane (Yang i in., 2006). Na
chwile obecng niewiele jest doniesien naukowych na temat wykorzystania technologii

DArTseq do analiz polskich materialéw hodowlanych kukurydzy.

Dzigki powyzszym technologiom mozemy identyfikowaé regiony genomu
powigzane z roznymi cechami fenotypowymi, w tym z plonem, co ma fundamentalne
znaczenie dla poznania tych regiondéw i manipulowania nimi. Pojawienie si¢ nowych
technologii sekwencjonowania genomu wraz z nowymi metodami obliczeniowymi
doprowadzitlo rowniez do zsekwencjonowania genomu referencyjnego kukurydzy.
Otrzymane w wyniku NGS obszerne dane genotypowe moga zosta¢ wykorzystane do
mapowania asocjacyjnego. Badania asocjacyjne catego genomu (GWAS, ang. — genome
wide association studies) staly si¢ zatem potgezng metodologia badania zmienno$ci
genetycznej 1 identyfikowania zwigzku miedzy cecha a podstawowa zmienno$cig
genetyczng poprzez wykorzystanie historycznych zdarzef rekombinacji (Sakhare 1 in.,
2022). Mapowanie asocjacyjne polega na poszukiwaniu korelacji genotyp—fenotyp u
niespokrewnionych osobnikdw przy uzyciu dedykowanych metod statystycznych
(Abdurakhmonov 1 in., 2008; Rafalski, 2010; Zhu 1 in., 2008). Podej$cie polegajace na
mapowaniu asocjacji zapewnia mozliwosci generowania dobrej jakosci markeréw do
selekcji wspomaganej markerami (MAS, ang. — marker assisted selection). Markery
funkcjonalne $cisle powigzane z cecha odzwierciedlajg polimorfizmy genow, ktore
bezposrednio powoduja zmienno$¢ fenotypowa. Mapowanie asocjacji zapewnia
mozliwo$ci znalezienia specyficznych markeréw, w szerokim spektrum zasobow
genetycznych. Potencjal mapowania asocjacyjnego wynika z prawdopodobienstwa
uzyskania wyzszej rozdzielczos$ci, dzigki zastosowaniu wigksze] liczby zdarzen
rekombinacyjnych w historii rozwoju plazmy zarodkowej (Rakoczy-Trojanowska i in.,
2017). Zatem mapowanie asocjacji stalo si¢ obiecujacym podejsciem w pordwnaniu z
tradycyjnym mapowaniem. Istniejg dwa gldwne typy mapowania asocjacji: mapowanie
asocjacji catego genomu (GWAM, ang. — genome wide association mapping) i
mapowanie asocjacji genéw kandydujacych (CGAM, ang. — candidate gene association
mapping). Podejscie GWAM bada zmienno$¢ genetyczng w calym genomie, w celu
znalezienia sygnatow asocjacyjnych dla ré6znych ztozonych cech, podczas gdy CGAM

koreluje polimorfizmy DNA w wybranych genach kandydujacych z interesujaca cechg
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(Rafalski, 2010; Zhu i in., 2008). Istnieje wiele przykladéw udanego zastosowania
analizy asocjacyjnej w zbozach, gtownie w kukurydzy. Ostatnio GWAM stat sie
poteznym narzedziem do analizy architektury genetycznej zlozonych cech rdéznych
gatunkow ro$lin uprawnych (Rakoczy-Trojanowska i in., 2017; Edwards i in., 2013).
Poczatkowo mapowanie asocjacyjne wykonane u kukurydzy (Bar-Heni in., 1995),
nie uwzglednialo struktury populacji. Btad ten zostal naprawiony przez Pritcharda, ktory
w 2001 roku w badaniach nad kukurydza uwzglednit strukture populacji (Pritchard,
2001).

Od kilku lat hodowla kukurydzy na catlym $wiecie jest wspomagana przez
przydatne markery molekularne co w znaczacy sposéb wptywa na wzrost plonow nie
tylko w USA, ale takze w innych krajach, oferujac ogromny potencjat w zakresie
zwigkszania produktywnosci i warto$ci plazmy zarodkowej kukurydzy (Dhliwayo 1 in.,
2009; Chander i in., 2008). Kukurydza, podobnie jak jeczmien i ryz, jest jednym z
najlepiej poznanych pod wzgledem genetycznym gatunkoéw zbdz. Posiada ponad 32 000
gendw na dziesigciu chromosomach, a wielkos¢ genomu wynosi 2,3 Gpz. Cecha
charakterystyczng genomu kukurydzy jest wysoki polimorfizm. W wielu loci wystepuje
kilka aktywnych alleli, a czestos¢ wystepowania duplikatéw sekwencji DNA, ktorych
znaczaca czg$¢ stanowig retrotranspozony i transpozony, wynosi okoto 58%. Regiony
genowe stanowig jedynie 7,5% catego genomu kukurydzy (Messing i in., 2004). W
ostatnim dwudziestoleciu wielu naukowcow (Baird 1 in., 2008; Guo 1 in., 2013; Benke 1
in., 2015) w swoich badaniach wykorzystalo metody biologii molekularnej do
wykrywania i zlokalizowania loci determinujacych plon ziarna i cechy struktury plonu u
kukurydzy. W zwiazku z tym, ze selekcja z wykorzystaniem markerow molekularnych
pozwala zaoszczedzi¢ czas 1 pienigdze nieustannie poszukuje si¢ nowych markerow,
ktore bylyby sprzezone z plonem 1 jego komponentami. Badania prezentowane przez
réoznych autoréw wskazuja, ze regiony QTL (ang. quantitatve trait loci) zwigzane z
plonem ziarna i jego komponentami roztozone sa po catym genomie. Prasanna (2010)
wraz ze swoim zespotem wykazali, ze najwigcej QTL zwigzanych z plonem ziarna
kukurydzy znajduje si¢ na chromosomach 1S, 1L, 2S, 5S, 6L oraz 8L. Podobne wyniki
przedstawil Beavis i in. (1994), ktérzy analizowali réwniez mase hektolitra, dla ktorej
zlokalizowali regiony QTL na chromosomach 1S, 2S, 3S oraz 5S. W swoich obszernych
badaniach Ribaut i in. (1996) oraz Veldboom i in. (1994) wykazali, ze regiony QTL

zwigzane z liczbg rzedow ziarniakéw znajdujg si¢ na chromosomach 1L, 4L, 5L, 9S
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natomiast QTL zwigzane z liczba kolb z rosliny znajduja si¢ na chromosomach 18, 1L,
3S, 3L, 6L, 8L. Ribaut i in. okreslili rowniez potozenie QTL dla dlugosci kolby
(chromosomy 18, 1L, 3S, 3L, 5S, 6L, 8L) oraz $rednicy kolby (chromosomy 1L, 2L, 4L,
7L, 8L). Badania zwigzane z identyfikacja QTL dla cech struktury plonu prowadzili
rowniez Austin i in. (2001) oraz Melchinger i in. (1998).

Jak opisano w publikacji nr 3, wspotczesnie w hodowli kukurydzy oprocz selekeji
z wykorzystaniem markerow molekularnych coraz czesciej wykorzystuje si¢ rowniez
selekcje genomowa. Po raz pierwszy selekcje genomowa (SG) opisat Meuwissen 1 in.
(2001). Wykorzystat w niej modele statystyczne oraz szeroko pojeta bioinformatyke wraz
z kompleksowag wiedzg na temat genomow roslin. Jedng z podstaw SG jest bardzo
precyzyjne fenotypowanie materiatdw hodowlanych, np. linii kukurydzy. Skrot GEBV
(ang. Genetic Estimated Breeding Value) okresla genomowsg szacunkowg warto$¢
hodowlang (Heffner i in., 2011). Im wyzsza warto$¢ tego wspodtczynnika, tym materiat
lub komponent jest bardziej pozadany do krzyzowan (Jonas i Koning, 2013). Chcac
wprowadzi¢ ta metode do programow hodowlanych, nalezy wyznaczy¢ liczbe
genotypow, tzw. populacje treningowa, w celu okreslenia GEBV. Populacja ta powinna
zawiera¢ minimum 500 linii (Jarska i in., 2015). Na wybranych formach niezbedne jest
dobrze zrobione fenotypowanie oraz genotypowanie. Zbiér tych danych zawiera
charakterystyke poszczeg6lnych linii. Do najczesciej stosowanych metod statystycznych
uzywa si¢ najblizsza liniowa nieobcigzong predykcje (BLUP, ang. Best Linear Unbiased
Prediction), rozszerzenie BLUP czyli RR-BLUP (Ridge Regression BLUP) , GBLUP
(Genomic BLUP) lub metod¢ Bayesian (Meuwiessen i in., 2001; Habier i in., 2013).
Metoda Bayesian zaktada, ze parametr taki jak wariancja okreslona przez dany locus
pochodzi z wczes$niejszego rozkladu. Wariancja moze si¢ rozni¢, w réznych loci. W
przypadku modelu BayesA, dane s3 modelowane na dwoch poziomach: na poziomie
danych oraz na poziomie sekwencji genéw. Na poziomie danych model jest taki sam jak
w przypadku metody BLUP. W metodzie BayesB rozklad wariancji genetycznych w loci
pokazuje, ze jest wiele loci bez wariancji genetycznej (niesegregujacych) i kilka z
wariancjg genetyczng. WartoSciowe linie do krzyzowan wybiera si¢ na podstawie
genotypowej wartosci hodowlanej oraz wspétczynnikowi GEBV, dzigki temu populacja
zawiera allele, ktore sa pozadane przez hodowcg. Na tym etapie pomija si¢
fenotypowanie. Aby tak uzyskana populacja byla wyréwnana i trwata, prowadzi si¢

nastepnie chow wsobny lub wykorzystuje metody in vitro (Jarska i in., 2015). Do zalet
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tej metody zalicza si¢ zachowanie wyj$ciowej zmienno$ci genetycznej, minimalizacje

fenotypowania oraz skrocenie cyklu hodowlanego (Jonas i Koning, 2013).

Prowadzone intensywnie analizy molekularne u kukurydzy skupiajg si¢ nie tylko
na identyfikacji nowych markerow oraz regionow QTL, ale rowniez w krggu
zainteresowan hodowcow analizami DNA lezy poszukiwanie metod umozliwiajacych
dobor komponentéw rodzicielskich do krzyzowan heterozyjnych (Tang i in., 2009). W
tym przypadku chodzi o znalezienie zwigzku pomie¢dzy plonem mieszanca Fi1 a
heterogennoscia loci — markerow dla jego form rodzicielskich. Powszechnie wiadomo,
ze o sukcesie hodowlanym decyduje dostep do materialdow wyjsciowych o duzej
roznorodno$ci genetycznej, poniewaz dobrze rozpoznany i podzielony na grupy
heterotyczne material wyjsciowy skutkuje obnizeniem kosztow catego procesu hodowli
mieszancow (Barata i in., 2006). Materialy roslinne mozemy podzieli¢ na grupy
heterotyczne wedhug nastepujacych kryteridw: pochodzenie genetyczne (rodowod),
wyniki krzyzowania w uktadach diallelicznych, pochodzenie geograficzne. Niestety
przedstawione kryteria podziatlu sg obarczone pewnymi wadami. W wyniku krzyzowania
w uktadzie diallelicznym otrzymujemy duzo informacji o posiadanym materiale, ale sa
to metody bardzo kosztowne. Wnioskowanie o zréznicowaniu genetycznym na podstawie
pochodzenia geograficznego jest rowniez zawodne ze wzgledu na wymiang
migdzynarodowg materialdéw hodowlanych. W przypadku pochodzenia genetycznego nie
zawsze mamy dostep do pelnej informacji rodowodowej. W zwigzku z powyzszym, w
ostatnich latach probuje sie selekcjonowaé¢ komponenty rodzicielskie do krzyzowan
heterozyjnych w oparciu o podobienstwo genetyczne pomiedzy liniami rodzicielskimi,

wyznaczone przy pomocy markerow molekularnych (Yang i in., 2006; Wenzl i in., 2004).

Aktualne osiggnigcia w dziedzinie biotechnologii ro$lin przekraczaja
dotychczasowe oczekiwania, a perspektywy ich wykorzystania sa jeszcze bardziej
obiecujace. Co wiecej, lepsze zrozumienie biologii ros$lin mozliwe dzigki zastosowaniu
technologii ,,omicznych”, wykorzystanie zasobow biologii molekularnej 1 nowych
platform analizy danych, zostato przetozone na praktyke rolnicza i umozliwito ulepszenie
wielu gatunkéw roslin uprawnych. W $wietle powyzszego intensyfikacja rozwoju
rolnictwa wymaga wydajnych technologii wytwarzania optacalnych ekonomicznie i
konkurencyjnych produktow roslinnych. Nie da si¢ tego osiggna¢ bez zaawansowanych
badan i rozwoju w dziedzinie biochemii, fizjologii, genomiki i agronomii. Dlatego

biotechnologia roslin moze w dalszym ciggu wplywa¢ na ewolucj¢ rolnictwa, aby
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sprosta¢ $wiatowemu zapotrzebowaniu zaréwno na dostawy zywnos$ci, jak 1 nowe

biomateriaty.

Powyzsze rozwazania pozwolity na sformutowanie hipotezy badawczej oraz celu

gléwnego i celow szczegodtowych rozprawy doktorskie;j.
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4. Hipotezy badawcze, cel glowny i cele szczegolowe rozprawy

doktorskiej

Hipotezy Badawcze

1. Zgodnie z gtéwng hipoteza badawczg wykorzystanie technik sekwencjonowania nowe;j
generacji (NGS) polaczonych z mapowaniem asocjacyjnym i fizycznym umozliwi
identyfikowanie skutecznych markerow molekularnych lub regionéw QTL sprz¢zonych
z plonem, cechami struktury plonu, zdolnoscig kietkowania ziarniakéw i wigorem

kukurydzy Zea mays L.

2. Wytypowanie, a nast¢gpnie wykorzystanie nowych, specyficznych markerow
molekularnych pozwoli na wstepna selekcje komponentdw rodzicielskich do krzyzowan

i dalszych prac hodowlanych.

3. Wykorzystanie zidentyfikowanych markerow molekularnych SilicoDArT i SNP
pozwoli ustali¢ stopien podobienstwa genetycznego migdzy liniami wsobnymi w
przypadku, kiedy nie posiadamy informacji o rodowodzie lub informacje te sg niepetne,
co ograniczy lub wyeliminuje kosztowne i pracochtonne krzyzowanie w uktadach

diallelicznych.

4. Wykorzystanie najnowszych technik biologii molekularnej pozwoli na ograniczenie

czasu 1 kosztow wyhodowania nowych odmian kukurydzy.

Cel glowny

Celem badan byta identyfikacja nowych markerow molekularnych sprzezonych z
genami kandydujacymi, warunkujacymi plon ziarna, zdolno$ci kietkowania ziarniakow
oraz wczesny wigor kukurydzy, dzigki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej

generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego.
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Cele szczegolowe

1. Okreslenie stopnia spokrewnienia pomigdzy analizowanymi genotypami dzigki
wykorzystaniu markerow molekularnych SilicoDArT i SNP otrzymanych w wyniku

sekwencjonowania nowej generacji (NGS).

2. Identyfikacja markeréw molekularnych SilicoDArT i SNP sprzgzonych z genami
warunkujagcymi plon ziarna, zdolno$¢ kietkowania ziarniakéw 1 wczesny wigor

kukurydzy.

3. Mapowanie fizyczne polegajace na przedstawieniu rzeczywistej pozycji

zidentyfikowanych markerow i sprzezonych z nimi genow.

4. Charakterystyka wytypowanych genéow kandydujacych warunkujacych plon ziarna,

zdolnosci kietkowania ziarniakow 1 wezesny wigor kukurydzy.

5. Projektowanie starterow stuzacych do identyfikacji wyselekcjonowanych markeréw
SilikoDATrT 1 SNP sprzezonych z genami kandydujacymi warunkujacych plon ziarna,

zdolnosci kietkowania ziarniakow 1 wezesny wigor kukurydzy.

6. Wykorzystanie tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) do testowania wybranych

markeréw molekularnych na roslinnych materiatach referencyjnych.
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5. Material roslinny i metodyka badan

Realizacja zatozonych celéow rozprawy wymagata przeanalizowania materiatu
roslinnego za pomocag zrdznicowanych metod badawczych, obejmujacych zarowno
obserwacje polowe jak i analizy laboratoryjne. Opracowanie otrzymanych wynikéw byto
mozliwe dzigki wykorzystaniu analiz  statystycznych i bioinformatycznych.
Przedstawione ponizej podrozdziaty opisuja poszczegdlne etapy badan polowych oraz

analiz molekularnych.
5.1. Material roslinny

Materiatlem ro§linnym uzytym do badan przedstawionych w publikacjach 1,2 1 4
byly facznie 392 genotypy kukurydzy Zea Mays L (250 linii wsobnych, 122 mieszance
F1 oraz 20 genotypow referencyjnych dobrze i stabo plonujacych). W publikacji 1
analizowano 152 linie wsobne, w publikacji 2 analizowano te same 152 linie, ktore
analizowano w publikacji 1 oraz dodatkowe 34 linie (razem 186), natomiast w publikacji
4 analizowano 64 linie wsobne, 122 mieszance oraz 20 genotypow referencyjnych.
Material roslinny pochodzil z Hodowli Roslin Smolice Sp. z o.0. Grupa IHAR
(51241023.1600 N 17°40 18,24100 E) oraz Matopolskiej Hodowli Ro$lin Sp. z o. o.
(50°58019,41100 N 16°55047,32300 E). Cze¢$¢ analizowanych linii charakteryzowata si¢
ziarnem typu flint, natomiast druga grupa charakteryzowata si¢ ziarnem typu dent. Linie
o ziarnie typu flint pochodzity miedzy innymi z Francji (populacja Lacaune), z Hiszpanii
(populacja wywodzaca si¢ z Pirenejow) i Niemiec (German Flint). Linie o ziarnie typu
dent pochodzity z r6znych grup ze Stanéw Zjednoczonych: Iowa Stiff Stalk Synthetic
(BSSS), lowa Dent (ID) i Lancaster.

5.2. Metodyka badan

5.2.1. Fenotypowanie

W publikacji 1 ocenie fenotypowej poddawano zdolnosci kietkowania ziarniakow
kukurydzy. Kietkowanie ziarniakdw oceniano zgodnie z zasadami Mig¢dzynarodowego
Stowarzyszenia Badania Nasion (ISTA) w laboratorium, w optymalnych warunkach
temperatury, wilgotnosci i jako$ci podtoza stuzacego do kietkowania (bibuta). W takich
warunkach, po 5 i1 10 dniach sprawdzano energi¢ kietkowania liczac ilo$¢ skietkowanych
roslin. Po 14 dniach oceniano zywotno$¢ ziarniakow, gdyz wszystkie ziarniaki (takze
stabe) zdolne do kietkowania powinny wykietkowaé. Przeprowadzono réwniez test
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wigoru siewek, ktory polegat na umieszczeniu 25 ziarniakow w rolce $redniej bibuty
filtracyjnej, w czterech powtorzeniach. Arkusze bibuty zwilzono wodg i umieszczono w
termostacie o temperaturze 20°C. Po zakonczeniu kietkowania mierzono diugosé
normalnie kietkujacych siewek (cm) i okreslono $rednig dlugos¢ siewek z rolki. Wigor
ziarniakdw oceniano w laboratorium oraz bezposrednio na polu, w stosunkowo niskiej
temperaturze. Oceniono wielkos¢ wschoddéw, ich szybko$¢ 1 jednorodnosc.
Doswiadczenie polowe z 152 liniami wsobnymi zalozono na poletkach o powierzchni 10

m? w uktadzie blokéw losowanych kompletnych, w trzech powtérzeniach.

W publikacji 2 1 4 ocenie fenotypowej poddano nastepujace cechy morfologiczne:
dtugos¢ kolby, srednica kolby, dtugos¢ rdzenia, $rednica rdzenia, liczba rzedow ziarna,
liczba ziaren w rzg¢dzie, masa tysigca ziaren (MTZ) oraz plon. Pomiary przeprowadzono
po zbiorach, w pierwszej potowie listopada, na dziesi¢ciu losowo wybranych kolbach z
trzech powtoérzen. Doswiadczenie polowe z liniami wsobnymi zalozono na poletkach o
powierzchni  10m? w systemie blokow losowanych kompletnych, w trzech

powtdrzeniach, w dwdch lokalizacjach (Kobierzyce i Smolice).
5.2.2. 1zolacja DNA

Izolacj¢ DNA przeznaczonego do sekwencjonowania nowej generacji (NGS) w
publikacji 1 przeprowadzono przy uzyciu zestawu do izolacji materiatu genetycznego z
ro§lin Plant DNA MAXI z firmy Syngen. W publikacji 2 i 4 do izolacji DNA
przeznaczonego do sekwencjonowania wykorzystano zestawu Wizard® Genomic DNA
Purification Kit firmy Promega. W publikacji 4 do izolacji DNA z 20 genotypow
referencyjnych, przeznaczonych do testowania wyselekcjonowanych markerow
molekularnych uzyto zestawu odczynnikow Genomic Mini AX Plant Spin zakupionego
od A&A Biotechnology. Stezenie i czysto$¢ wyizolowanych probek DNA oznaczono za
pomoca spektrofotometru DS-11 firmy DeNovix. Wyizolowang matryce DNA
doprowadzono do stezenia o réwnej wartosci 100 ng uLL —1 poprzez rozcienczenie woda

podwojnie destylowana (ddH20).
5.2.3. Genotypowanie

Wyniki z genotypowania przedstawione w publikacjach 1, 2 1 4 otrzymano dzigki
wykorzystaniu technologii DArTseq. Analizy przeprowadzita firma Diversity Arrays

Technology Pty Ltd. z Australii. W pierwszym kroku, w celu redukcji ztozono$ci genomu
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matryce DNA trawiono enzymami restrykcyjnymi. Wykorzystano nastgpujace enzymy:
Ape KI, Pst I, Msp I. W oryginalnej metodzie GBS stosowano jeden enzym Ape KI.
Potem metoda zostata rozszerzona o dwa enzymy: jeden rzadko tnacy Pst I w polaczeniu
z drugim cze¢sto tngcym genomowy DNA Msp 1. Dzigki takiemu podej$ciu mozliwe jest
tworzenie jednorodnej biblioteki oraz wykrywanie wiekszosci fragmentéw powigzanych
z enzymem rzadko tngcym. Cechg charakterystyczng wykorzystywanych enzymow jest
ich wrazliwo$¢ na metylacje, dzigki czemu mozliwe jest odfiltrowanie obszarow
niekodujacych oraz metylowanych sekwencji powtarzalnych, takich jak np. elementy
mobilne. W kolejnym kroku fragmenty genomowego DNA pocigte przez enzymy
restrykcyjne poddawane byty ligacji z adaptorami. Poniewaz ostatnie zawierajag w sobie
identyfikatory tak zwane barcode, pochodzenie kazdej proby bylo $cisle zdefiniowane, a
identyfikatory spetnialty odpowiednie kryteria. Uzyskane produkty po PCR byly
analizowane pod wzgledem rozmiaru i stanowity bibliotek¢ genomowa, ktéra byla
nastgpnie sekwencjonowana za pomocag najwazniejszej platformy do NGS, Illuminy
Hiseq2500 wg metodyki opisanej szczegdétowo na stronie firmy Diversity Arrays

Technology:

(https://www.diversityarrays.com/technology-and-resources/dartseq/).
5.2.4. Analizy statystyczne i mapowanie asocjacyjne

W publikacjach 1, 2 i 4 przeprowadzono dwukierunkowa analiz¢ wariancji
(ANOVA), w celu okreslenia wptywu interakcji linii oraz lokalizacji na zmienno$¢
badanych cech. Charakter rozktadu obserwowanych cech sprawdzono za pomocg testu
Shapiro -Wilka (1965), sprawdzajac, czy analiza wariancji (ANOVA) spehnita zatozenie,
ze reszty modelu ANOVA maja rozktad normalny. Jednorodnos$¢ wariancji zbadano za
pomoca testu Bartletta (1937). Podobienstwo genetyczne pomigdzy analizowanymi
liniami i mieszancami oszacowano na podstawie wspotczynnika zaproponowanego przez
Nei 1 Li (1979). Linie pogrupowano hierarchicznie, stosujac metod¢ Srednich
arytmetycznych grup niewazonych par (UPGMA) w oparciu o obliczone wspotczynniki.
Zaleznosci pomiedzy liniami przedstawiono w formie dendrogramu. Zaleznosci
pomiedzy obserwowanymi cechami oceniano w oparciu o wspdiczynniki korelacji
Pearsona (2007) i sprawdzano za pomoca testu t, niezaleznie dla do$wiadczen w
Kobierzycach 1 Smolicach. Wyniki analizowano takze metodami wieloczynnikowymi.

Zastosowano analiz¢ zmiennych kanonicznych (CVA), aby przedstawi¢ wielocechowg
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ocen¢ podobienstwa badanych linii 1 mieszancOw w mniejszej liczbie wymiarow, przy
mozliwie najmniejszej stracie informacji. Jako miar¢ podobienstwa fenotypowego linii
zaproponowano odleglo§¢ Mahalanobisa, ktorej istotno$¢ weryfikowano za pomoca
wartosci krytycznej Da, zwanej takze ,,odlegloscig najmniej znaczaca”. Ten parametr

obliczono dla wszystkich linii.

Dzigki wykorzystaniu analizy GWAS wykonano mapowanie asocjacyjne.
Mapowanie to przeprowadzono na podstawie wynikow uzyskanych z genotypowania i
fenotypowania. Dane genotypowe uzyskano z analizy DArTseq, natomiast dane
fenotypowe stanowily wyniki zdolno$ci kietkowania ziarniakoéw kukurydzy (Publikacja
1) oraz wyniki dotyczace wielkosci analizowanych cech struktury plonu i plonu
kukurydzy (Publikacje 2 i 4). Analizowanymi sktadnikami plonu byty: dtugos¢ kolby,
srednica kolby, dtugos$¢ rdzenia, $rednica rdzenia, liczba rzgdow ziaren, liczba ziaren w
rz¢dzie, masa tysigca ziaren oraz plon. Na podstawie analizy GWAS do dalszych badan
wybrano markery silicoDArT 1 SNP o najwyzszym poziomie istotno$ci, czyli te, ktore
najsilniej zwigzane byly ze zdolnoscig kietkowania ziarniakéw, wigorem siewek,
cechami struktury plonu oraz plonem. Wszystkie analizy przeprowadzono w programie
Genstat 18.2 (VSN International Ltd., Hemel Hempstead, Wielka Brytania).

5.2.5. Mapowanie fizyczne

Wyselekcjonowane w oparciu 0o GWAS sekwencje markerow silicoDArT 1 SNP
poddano analizie BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), ktora polegata na
przeszukiwaniu baz danych pod katem sekwencji wysoce homologicznych do wybranych
markeréw SilicoDArT i SNP. Wykorzystano w tym celu nastepujace publicznie dostgpne
przegladarki internetowe: Baza danych typu CEPH Geno
http://www.cephb.fr/en/cephdb/, NCBI Map Viewer http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/projects/mapview/, UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu/,
Ensembl Map View http://ensembl.fugu-sg.org/common/helpview? kw=mapview;ref.
Zastosowane programy pomogly w identyfikacji lokalizacji uzyskanych sekwencji na
poszczegdlnych chromosomach oraz w okresleniu ich fizycznej lokalizacji, co
zaprezentowano w publikacjach 1, 2 i 4. Nastepnie analizowano sekwencje wszystkich

gendw znajdujacych si¢ w wyznaczonym regionie chromosomow.
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5.2.6. Analiza funkcjonalna sekwencji genow

Analize funkcjonalng przeprowadzono przy uzyciu programu Blast2GO (NCBI).
Analizie poddano sekwencje wszystkich gendéw znajdujacych si¢ w regionie
chromosomoéw, okreslone metoda analizy BLAST przeprowadzonej na stronie NCBI.
Celem bylo uzyskanie informacji na temat funkcji biologicznej sekwencji genow

zlokalizowanych w wyznaczonym regionie chromosomu.

5.2.7. Projektowanie starterow dla zidentyfikowanych markerow
SilicoDArT i SNP, sprz¢zonych ze zdolnoscia kielkowania ziarniakow,

wigorem siewek oraz cechami struktury plonu i plonem kukurydzy.

Do projektowania starterow wykorzystano program Primer 3 Plus (Publikacje 1,
2 14). Dostep do programu mozna uzyska¢ online i nie wymaga instalacji. W programie
wykorzystano wiele funkcji, miedzy innymi rézne sposoby okreslenia sekwencji, dla
ktorej startery maja zosta¢ zaprojektowane. Ustalano rowniez wiasciwosci starterow,
migdzy innymi ich dlugo$¢, temperatur¢ topnienia, procentowy udziat zasad GC,

komplementarno$¢, itp.).

5.2.8. Identyfikacja wybranych markerow SilicoDArT i SNP
sprz¢zonych z genami kandydujacymi, warunkujacymi plon kukurydzy

wraz z jego komponentami.

Identyfikacja wybranych markerow SilicoDArT i1 SNP sprze¢zonych z genami
kandydujacymi warunkujacymi plon wraz z jego komponentami (Publikacja 4) zostala
przeprowadzona, z wykorzystaniem tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) wykonanej

w termocyklerze C1000 firmy Biorad.

Mieszanina reakcyjna zawierata nastgpujace sktadniki: 1 pl matrycy DNA (50 ng
uL-1), 4 uL buforu reakcyjnego (5%), 1,6 uL ANTP (10 mM), 1,6 uL MgClz (25 mM),
0,5 pL startera forward (10 uM), 0,5 pL startera reverce (10 uM), 0,2 puL polimerazy
GoTaq (5 U pL - 1) 1 10,6 pL H20. Sktad ten byt modyfikowany, w zalezno$ci od
identyfikowanego markera. Warunki PCR zostaty indywidualnie okreslone dla kazdego
ze zidentyfikowanych markerdéw i roznity si¢ pod wzgledem temperatury przytaczania

starterow, ktora byta okreslona na podstawie temperatury ich topnienia.
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Zastosowano nastgpujacy profil lancuchowej reakcji polimerazy (PCR):
denaturacja poczatkowa przez 5 min w 95 °C, nastepnie 35 cykli (denaturacja przez 45 s
w 95 <C), przytaczanie starterow przez 1 min (dla kazdej pary starteréw zastosowano inng
temperature, zgodng z temperaturg ich topnienia), wydtuzanie nici DNA przez 1 min w

72 C oraz koncowe wydluzanie przez 5 min w 72 °C. Ostatni etap to chtodzenie do 4 -C.
5.2.9. Elektroforeza

Elektroforeza produktow amplifikacji PCR byta prowadzona w 2,5 % zelu
agarozowym, z dodatkiem 1 pl roztworu Midori Green, przez 2 h pod napigciem 100 V.
W celu identyfikacji wielkos$ci otrzymanych produktow amplifikacji uzyty byt wzorzec
O’RangeRuler 50bp firmy Fermentas. Wizualizacja rozdzielonych fragmentéw DNA
odbywala si¢ z wykorzystaniem promieni UV 1 zostata zarejestrowana na zdjeciach

cyfrowych z zastosowaniem systemu wizualizacji, i dokumentacji zeli BIORAD.
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6. Wyniki
6.1. Doswiadczenie polowe i analizy fenotypowe

Doswiadczenie polowe opisane w publikacji 1 zostato zatozone na poletkach
do$wiadczalnych nalezacych do HR Smolice Sp. z 0.0. Grupa IHAR (51°42'58.904" N,
17°13'29.13" E) natomiast doswiadczenie polowe opisane w publikacjach 2 i 4 zatozono
na poletkach do$§wiadczalnych nalezacych do HR Smolice i Matopolskiej Hodowli Roslin
Sp. z o0.0. z siedzibg w Kobierzycach (50°58'19.411" N, 16°55'47.323" E).
Doswiadczenia pozwolily na wykonanie i analize¢ pomiaréw biometrycznych 392
genotypow lacznie. W publikacji 1 analizowano zdolnos$¢ kietkowania ziarniakow i wigor
siewek Kkukurydzy natomiast w publikacjach 2 i 4 analizie poddano plon oraz jego
komponenty: dtugos¢ kolby, $rednica kolby dtugos¢ rdzenia, $rednica rdzenia, liczba
rzedow, liczba ziaren w rzgdzie, masa ziarna z kolby, MTZ. Wyniki pomiaré6w zostaty

wykorzystane do mapowania asocjacyjnego.

W publikacji 1 obie obserwowane cechy (zdolno$¢ kietkowanie ziarniakow i
wigor) charakteryzowaly si¢ rozkladem normalnym. Analiza wariancji wykazata, ze
gléowny wptyw linii byt istotny dla obu badanych cech. Srednie wartoéci kietkowania
ziarniakow wahaty sie od 3 (dla linii nr 137) do 9 (dla 60 linii) ze $rednia 8,12. Srednie
wartosci wigoru siewek kukurydzy wahaty si¢ od 3 (dla linii: nr 50 1 nr 85) do 9 (dla 57
linii) przy $redniej 7,55. Zaobserwowano dodatnia (r = 0,41), statystycznie istotna (p <

0,001) korelacj¢ miedzy kietkowaniem nasion a wigorem siewek.

W publikacji 2 po zbiorze okreslono plon oraz jego komponenty (dlugos¢ kolby,
srednice¢ kolby, dtugos$¢ rdzenia, $rednice rdzenia, liczbe rzedow ziarna, liczbe ziaren w
rzgdzie, mas¢ ziarna z kolby, mase tysigca ziaren). Wszystkie obserwowane cechy,
podobnie jak cechy analizowane w publikacji 1, charakteryzowaty si¢ rozktadem
normalnym. Analiza wariancji wykazata, ze gtowne efekty linii i lokalizacji, a takze
interakcji linia x lokalizacja byly istotne dla wszystkich badanych cech. Trzy cechy
(Srednica kolby, dlugo$¢ rdzenia i liczba rzedéw ziarna) charakteryzowaty si¢ wicksza
zmienno$cig w Kobierzycach niz w Smolicach. W warunkach polowych obserwowano
zréznicowanie w zakresie §redniej warto$ci wybranych cech, np. $rednia dlugos$¢ kolby
dla wszystkich linii w Smolicach wynosita 13,1 cm, a $rednia dtugos$¢ kolby dla tych
samych linii w Kobierzycach wynosita 15,4 cm lub $rednia masa ziarna dla linii w

Smolicach wynosita 91,2 g, a w Kobierzycach 111 g. Powyzsze wyniki wskazuja na
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wystepowanie interakcji genotypowo-srodowiskowych. W celu zbadania rozkladu
wszystkich analizowanych zmiennych w obu lokalizacjach skonstruowano roéwniez
wykresy gestosci. Szczyty na wykresach gestosci ilustrujg zakresy, w ktorych koncentrujg
si¢ wartosci analizowanych cech, np. dla wigkszos$ci analizowanych genotypow w obu
lokalizacjach (Smolice, Kobierzyce) dlugos¢ kolby miescita si¢ w zakresie 17-19 cm.
Réwniez w publikacji 2 na podstawie cech fenotypowych okreslono podobienstwo
pomiedzy analizowanymi liniami. W tym celu zastosowano technike wielowymiarowa,
czyli analiz¢ zmiennych kanonicznych oraz odlegtosci Mahalanobisa. Stwierdzono, ze
linie, ktdre najbardziej r6znig si¢ od siebie pod wzgledem analizowanych cech to linie z
numerami 59 1 71 (odlegto$¢ migdzy nimi wynosita 15,366). Najwicksze podobienstwo
stwierdzono miedzy liniami 31 1 122, gdzie odleglo$¢ pomigdzy nimi wynosita 0,520. W
publikacji tej nie zaobserwowano grupowania si¢ linii pod wzgledem analizowanych
cech, jezeli chodzi o pochodzenie z danej firmy hodowlanej. Dane z do$wiadczen
polowych pozwolily rowniez na analize korelacji badanych cech. Dodatnie, statystycznie
istotne korelacje w obu lokalizacjach (Smolice, Kobierzyce) zaobserwowano migdzy 25

parami cech (widoczne jest to na ryc. 2 i 3 w publikacji 2).

W publikacji 4 przeprowadzono analiz¢ wariancji mi¢dzy genotypami dla
analizowanych cech i podobnie jak w publikacjach 1 i 2 zaobserwowano istotne
zréznicowanie pomiedzy cechami. Analiza wariancji wykazata rowniez statystycznie
istotne zréznicowanie dla wszystkich badanych cech miedzy lokalizacjami, w ktorych
przeprowadzono doswiadczenie polowe. Interakcja linie-lokalizacja nie byla istotna,
jedynie w przypadku liczby rzedow. W celu okreslenia zalezno$ci miedzy grupami
zmiennych w zbiorze danych, tj. obserwacjami cech struktury plonu i plonu w obu
lokalizacjach, podobnie jak w publikacjach 1 1 2 zastosowano technike wielowymiarowa,
a mianowicie analize¢ zmiennych kanonicznych. Wszystkie cechy charakteryzowaty si¢
rozkladem normalnym. W publikacji 4 mozna zaobserwowaé grupowanie genotypow na
linie 1 mieszance. W publikacji 4 analizowano réwniez korelacje migdzy obserwowanymi
cechami w obu lokalizacjach, tj. w Smolicach i Kobierzycach. Wykazano, ze w
Smolicach najsilniej dodatnio skorelowanymi cechami byly: dtugos¢ kolby 1 dtugos¢
rdzenia (97%), masa ziarna z kolby 1 plon (92%), dtugos$¢ kolby i masa ziarna z kolby
(89%) oraz dtugos¢ kolby i plon (87%). W przypadku Kobierzyc silnie dodatnio
skorelowane byty nastepujace cechy: dlugos¢ kolby i dtugosc¢ rdzenia (98%), masa ziarna
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z kolby 1 plon (97%), $rednica kolby i $rednica rdzenia (94%), $rednica kolby i masa
ziarna z kolby (93%) oraz $rednica kolby i plon (93%).

6.2. Genotypowanie i mapowanie asocjacyjne

W publikacji 1 w wyniku sekwencjonowania nowej generacji (NGS) uzyskano
facznie 81 602 markery molekularne (53 031 SilicoDArT i 28 571 SNP). W wyniku
mapowania asocjacyjnego z calej dostgpnej puli markerow wybrano 15 409 (1 559
SilicoDArT i 13 850 SNP), ktore byly zwigzane z analizowanymi cechami czyli
zdolnoscig kietkowania ziarniakéw kukurydzy 1 wigorem. Istotnie zwigzane ze
zdolnoscig kietkowania ziarniakéw kukurydzy byly 1 323 markery molekularne (1 115
SilicoDArT i 208 SNP). Efekty poszczegdlnych markeréw wahaly si¢ od -0,639 (dla
markera SilicoDArT 2,382,757) do 0,637 (dla markera SNP 2,386,217). Z wigorem
istotnie zwigzanych bylo 890 markerow molekularnych (758 SilicoDArT i 132 SNP).
Efekty poszczegélnych markeréw dla wigoru wahaty si¢ od -0,801 (dla markera
SilicoDArT 25,947,631) do 0,714 (dla markera SNP 4,770,911). Aby zawezi¢ pulg
markerow, ktére zostang wykorzystane do mapowania fizycznego wybrano tylko te, ktore
byly istotne dla obu cech jednocze$nie (zdolno$¢ kietkowania ziarniakow 1 wigor). W
zwiazku z tym dla obu cech istotnych byto piecdziesiat szes¢ markeréw (47 SilicoDATT
1 9 SNP). Sposrdd tych 56 markerow na drodze analiz statystycznych wybrano 20
najbardziej istotnych (pi¢¢ z tych marker6w byto istotnych na poziomie 0,001 dla wigoru
siewek i na poziomie 0,05 dla kietkowania ziarniakow, kolejne pigé markerow byto
istotnych na poziomie 0,001 dla kietkowania ziarniakow 1 na poziomie 0,05 dla wigoru
nasion, nastgpne pie¢ markerow bylo istotne na poziomie 0,001 tylko dla wigoru siewek
i ostatnie pie¢ byto istotne na poziomie 0,001 tylko dla kietkowania ziarniakow). Markery
te zostaly wykorzystane do mapowania fizycznego w celu okreslenia ich lokalizacji na

mapie genetycznej.

W publikacji 2 wykorzystano te same wyniki sekwencjonowania nowej generacji
(NGS) co w publikacji 1, ale korelowano je z cechami struktury plonu i z plonem.
Najwigksza liczba markeréw molekularnych byla zwigzana z dlugoscia kolby (1203),
srednicg kolby (1759), dlugoscig rdzenia (1201) 1 $rednica rdzenia (2326). Najmniej
markeréw byto zwigzanych z liczba rzgdow ziarna (321) i liczba ziaren w rzedzie (130).

W celu zawezenia liczby markeréw do mapowania fizycznego, sposrdéd wszystkich
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znaczacych wybrano 16, ktore byly zwigzane z tymi samymi czterema cechami w obu

lokalizacjach (Kobierzyce i Smolice).

W publikacji 4, w wyniku sekwencjonowania nowej generacji (NGS) uzyskano
tacznie 92 614 markeréw molekularnych, w tym 60 436 markeréw SilicoDArT 1 32 178
SNP. Jako kryteria okre$lajace przydatnos¢ zidentyfikowanych markeréw zastosowano
MAF > 0,25 1 liczbe brakujacych obserwacji <10%, co pozwolilo na zmniejszenie liczby
markerow do 32 900 (26 234 SilicoDATrT 1 6666 SNP), ktore nastepnie wykorzystano do
mapowania asocjacyjnego. Wigkszo§¢ markeréw SNP i SilicoDArT byta zwigzana z
plonem (18 352-Kobierzyce i 18 751-Smolice), masg ziarna z kolby (17 685-Kobierzyce
i 18 314-Smolice) oraz srednicg rdzenia (17 787-Kobierzyce i 16 018-Smolice). Niewiele
markerow bylo powigzanych z liczbg rzedow ziarniakow (12 757-Kobierzyce i 11 714-
Smolice) oraz liczbg ziaren w rzedzie (13 265-Kobierzyce i 13 981-Smolice). Aby
zawezi¢ liczbe markeréw do mapowania fizycznego, sposrod wszystkich istotnych
markeréw wybrano 20 markeréw, ktore byly zwigzane z tymi samymi cechami w obu

lokalizacjach (Kobierzyce i Smolice).
6.3. Mapowanie fizyczne

W publikacji 1 do mapowania fizycznego wytypowano 20 istotnych markerow
molekularnych (Tab.
wytypowanie sze$ciu markeréw (pie¢ S ilicoDArT - 2,435,784, 4,772,587, 4,776,334,
2,507,310, 25,981,291 i jeden SNP - 2,386,217), ktore zlokalizowane sg wewnatrz

1). Analiza ogo6lnodostepnych baz danych pozwolita na

genOw.  Analiza doniesien literaturowych  wykazata, Ze istnieje  duze

prawdopodobienstwo, ze geny te tzw. kandydujace moga wptywacé zaréwno na zdolnos¢
kietkowania ziarniakow, jak i na wigor siewek.
Tabela 1.

Dwadziescia statystycznie istotnych markerow zwigzanych ze zdolnoscig kietkowania
ziarniakow kukurydzy oraz wigorem

Marker Typ Cechy Chrom | Lokalizacja Gen kandydujacy
marker osom markera
a
4,589,607 | DArT | Wigor (0.001), Zdolnos¢ | Chr2 | 168,930,481 | 128 bp at 5’
kietkowania (0.05) uncharacterized
protein loc 100272672
84,601 bp at 3’ side:
diacylglycerol lipase-
beta
7,059,320 | DArT | Wigor (0.001), Zdolno$¢ | Chr2 | 168,930,481 | 128 bp at 5’ sied:
kietkowania (0.05) uncharacterized
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protein loc 100272672
84,601 bp at 3’ side:
diacylglycerol lipase-
beta

2,435,784

DArT

Wigor (0.001), Zdolnosé
kietkowania (0.05)

Chrl

56,888,568

sucrose synthase 4
isoform x 2
sucrose

isoform x 1

synthase

4,776,334

DArT

Wigor (0.001), Zdolnosé
kietkowania (0.05)

Chr2

129,929,222

phosphoinositide
phosphatase
isoform x 1
phosphoinositide
phosphatase
isoform x 2

sac’

sac’

25,000,251

DArT

Wigor (0.001), Zdolnos¢
kietkowania (0.05)

Chrl

89,047,678

110,109 bp at 5; side:
ndrl/hinl-like protein
10552 bp at 3; side:
translocase of
chloroplast 120,
chloroplastic

4,765,935

DArT

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001), Wigor (0.05)

Chr8

22,460,192

5781 bp at 5° side:
uncharacterized
protein loc 100279368
1404 bp at 3° side:
uncharacterized
protein loc 100280975

4,772,587

DArT

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001), Wigor (0.05)

Chr4

141,172,070

Putative  set-domain
containing protein
family isoform x 1
Putative  set-domain
containing protein
family isoform x 2

2,500,039

DArT

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001), Wigor (0.05)

Chr2

190,086,478

12,544 bp at 5’ side:
atp-dependent dna
helicase pifl-like 2947
bp at 3 side:
uncharacterized

protein loc 100217048

16,726,826

DArT

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001), Wigor (0.05)

Chr2

190,140,760

821 bp at 5 side:
uncharacterized
protein loc 100283853
438 bp at 3; side: alpha
carbonic anhydrase 4

25,943,049

DArT

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001), Wigor (0.05)

Chr2

62,908,172

86,280bp at 5’ side:
uncharacterized

protein 10c100273593
isoform x 1 1726 bp at
3’ side: inhibitor of
apoptosis-like protein

4,580,898

DArT

Wigor (0.001)

Chrl

159,125,630

30,617 bp at 5’ side:
uncharacterized

protein 10c103644989
isoform x 1 161,136 bp
at 3’ side:

29




uncharacterized
protein loc 100274710
isoform x 2

2,507,310

DArT

Wigor (0.001)

Chr2

69,438,881

grx_c8-glutaredoxin
subgroup iii

9,699,056

DArT

Wigor (0.001)

Chrl

159,575,935

228,802 bp at 5’ side:
scarecrow-like protein
34 154,620 bp at 3’
side: uncharacterized
protein loc 103640060

25,981,291

DArT

Wigor (0.001)

Chrl

86,637,007

a-agglutinin anchorage
subunit-like

25,947,631

DArT

Wigor (0.001)

Chr8

143,760,900

5439 bp at S5’side:
protein quirky 78,137
bp at 3 side:
uncharacterized

protein loc 100284991

2,382,757

DArT

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001)

Chr3

32,582,513

672 bp at 5 side:
probable mitochondrial
import receptor subunit
tom20 21,113 bp at 3’
side: uncharacterized
protein loc 100276184

2,386,217

SNP

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001)

Chr3

32,204,938

probable 3-beta-
hydroxysteroid-
delta(8), delta(7)-
isomerase

4,770,719

SNP

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001)

Chr3

32,126,239

uncharacterizde
protein loc 100272990
uncharacterized
protein loc 100272990
isoform x 1

7,059,241

DArT

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001)

Chr3

32,125,561

uncharacterized
protein loc 100272990
uncharacterized
protein loc 100272990
isoform x 1

2,565,888

DArT

Zdolnos¢ kietkowania
(0.001)

Chr3

33,897,068

11,124 bpat 5’cside:
gdsl esterase/lipase at
12338116976 bp at 3’
side: uncharacterized
protein loc 100273387

W publikacji 2, sposrod 15 409 (1 559 SilicoDArT i 13 850 SNP) markeréw

istotnie zwigzanych z analizowanymi cechami struktury plonu i plonem, wybrano 16,

ktore byly istotne dla tych samych czterech cech w obu lokalizacjach (Kobierzyce i

Smolice) (Tab. 2). Analiza bioinformatycznych baz danych pozwolita na ustalenie

lokalizacji wybranych markeréw molekularnych. W wyniku analiz stwierdzono, ze 6 z

16 (1818; 14506; 2317; 3233; 11657; 12812) znajduje si¢ wewnatrz genow, jak
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przedstawiono w tabeli 2. Dla pozostatych 10 markerow okreslono ich lokalizacje i

pokazano odlegto$¢ od najblizej zlokalizowanych genow.

Tabela 2.

Szesnascie statystycznie istotnych markeréw zwigzanych z cechami struktury plonu i

lonem kukurydzy

Marker Typ Cechy Chromosom | Lokalizacja Gen kandydujacy
markera markera
17,300 DAIT $rednica kolby, Chrl 2.15x 108 | 40,523 bp at 5 side:
liczba gdul 68,570 bp at 3’
rzedow ziaren, masa side:  receptor like
ziarna z kolby, plon protein kinase isoform
18,852 DArT $rednica kolby, Chr3 1.02 x 108 | 25,4293 bp at 5’ side:
liczba low quality protein:
rzedow ziaren, masa peptidyl-prolyl cis-
ziarna z kolby, plon trans isomerase 18,563
bp at 3 side:
uncharacterized
protein loc 103650335
1818 DArT $rednica kolby, Chr8 15x108 | A marker that s
liczba anchored to the gene
rzedow ziaren, masa cinnamoyl-CoA
ziarna z kolby, plon reductasel
16,474 DArT dhugosc¢ kolby, Chr3 19,789,904 | 1270 bp at 5 side:
$rednica kolby, uncharacterized
dhugosc¢ rdzenia, protein loc 100382383
srednica rdzenia precursor 4772 bp at 3’
side: uncharacterized
protein loc 100279241
precursor
14,506 DArT srednica kolby, Chr9 28,978,769 | A marker that is
liczba anchored (WAT1-
rzedow ziaren, masa realted protein
ziarna z kolby, plon At1909380)
13,517 DAIT dtugo$¢ kolby, Chr9 1.31x10% | 8016 bp at side:
dhugos¢ rdzenia, uncharacterized
liczba rzedow protein 10c103639077
ziarna, MTZ isoform 1450 bp at 3’
side: allene-
oxidecyclase2.
2317 DArT $rednica kolby, Chr7 1.38x10® | A marker that is
liczba anchored (eukaryotic
rzedow ziaren, masa translation initiation
ziarna z kolby, plon factor 3 subunit c)
7950 DArT srednica kolby, Chr2 43,524,954 | 233,907 bp at 5’ side:
liczba actin binding protein
rzgdow ziaren, masa precursor 5461 bp at 3’
ziarna z kolby, plon side: mads-box
transcription factor 27
isoform 2
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16,703 DArT srednica kolby, Chr2 1.68x10® | A marker that is
liczba anchored
rzedow ziaren, masa (uncharacterized
ziarna z kolby, plon protein loc 100282883
17,490 DArT dhugosc¢ kolby, Chr10 1.39x10® | 91,320 bp at 5° side:
srednica kolby, scarecrow-like protein
dhugos$¢ rdzenia, 8 6776 bp at 3’ side:
liczba uncharacterized
rzedow protein loc 100383502
17,843 DAIT | dlugos¢ kolby, liczba Chr3 2.25x10% | 1290 bp at 5 side:
ziarna w rzedzie, uncharacterized
masa protein loc 100192921
ziarna z kolby, plon isoform 1 6791 bp at 3’
side: uncharacterized
protein loc 100276743
18,664 DArT srednica kolby, Chrb 2.11x 108 | 85,540 bp at 5 side:
liczba uncharacterized
rzedow ziaren, masa protein loc 100278506
ziarna z kolby, plon 101,692 bp at 3’ side:
delta-12 fatty acid
desaturasefad2 isoform
1
3233 DArT $rednica kolby, Chr3 21x10% | A marker that is
liczba anchored RNA
rzedow ziaren, masa polymerase Il
ziarna z kolby, plon transcriptional
coactivator KELP
4205 DArT $rednica kolby, Chr5 2.26 x 108 | 42,608 bp at 5 side:
liczba uncharacterized
rzedow ziaren, masa protein loc 118472127
ziarna z kolby, plon 46,806 bp at 3’ side:
callose synthase
11,657 DArT srednica kolby, Chrb 2.22x10% | A marker that is
$rednica rdzenia, anchored aspartate
masa ziarna aminotransferase
z kolby, plon
12,812 DArT dhugos¢ kolby, Chrl 15,198,950 | A marker that is
dhugos¢ rdzenia, anchored sucrose
liczba rzgdow transporter 1
ziarna, MTZ

W publikacji 4 sposrod 32 900 markerow (26 234 DArT 1 6666 SNP) istotnie

powigzanych z analizowanymi cechami struktury plonu i plonem wybrano 20, ktére byty

istotne dla tych samych cech w obu lokalizacjach (Kobierzyce i Smolice) (Tab. 3).

Podobnie jak w poprzednich publikacjach kreslono lokalizacje wybranych markerow

SNP. Niestety nie udato si¢ ustali¢ potozenia jednego markera. Kolejnym krokiem bylo

zaprojektowanie starterow do identyfikacji 19 wyselekcjonowanych i zlokalizowanych

markerow. Szes¢ sposrod 19 markerow SNP znajduje si¢ wewnatrz scharakteryzowanych

genow.
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Tabela 3.

Dziewigtnascie statystycznie istotnych markerow zwigzanych z cechami struktury plonu

i plonem kukurydzy

Marker Typ Chromosom Gen kandydujacy
markera

28629 SNP Chr. 8 probable leucine-rich repeat receptor-like protein
Kinase

28630 SNP Chr. 8 637 bp at 5' side: putative protein phosphatase 2c
4658414 bp at 3’ side: metallothionein-like protein
type 2

28631 SNP Chr. 4 99861 bp at 5' side: uncharacterized protein
loc1002769903113 bp at 3’ side: disease resistance
protein rpm1 isoform x1

28632 SNP Chr. 7 uncharacterized atp-dependent helicase ypra

28633 SNP Chr. 7 4486 bp at 5' side: lon protease homolog 2,
peroxisomal54848 bp at 3' side: uncharacterized
protein 1oc100280671

28634 SNP Chr. 7 132577 bp at 5’ side: isoamylase-type starch
debranching enzyme iso3 isoform x135136 bp at 3’
side: uncharacterized protein loc100272620

31977 SNP Chr. 1 1394 bp at 5’ side: 60 s ribosomal protein 132-
like68287 bp at 3' side: uncharacterized protein
loc100193765 isoform x1

29503 SNP Chr. 4 uncharacterized protein 10c¢103655564

28625 SNP Chr. 1 probable arabinosyltransferase aradl

28640 SNP Chr. 9 probable sugar phosphate/phosphate translocator

28648 SNP Chr. 1 uncharacterized protein 10¢100502264

28639 SNP Chr. 8 3130 bp at 5’ side: protein senescence-associated gene
21, mitochondrial91 bp at 3’ side: uncharacterized
protein loc100382335

28649 SNP Chr. 4 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 15 isoform
x2ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 15 isoform
X3

28654 SNP Chr. 5 318 bp at 5 side: uncharacterized protein
loc100383290 isoform x12155 bp at 3’ side:
uncharacterized protein 10¢111589274

30773 SNP Chr.4 30080 bp at 5’ side: uncharacterized protein
1oc103653173940 bp at 3'side: uncharacterized
protein 10¢100193686 isoform x1

30772 SNP Chr.3 1814 bp at 5’ side: uncharacterized protein
loc100192805 isoform x240087 bp at 3’ side:
uncharacterized protein 10100278501

29294 SNP Chr. 5 hydroxyproline o-galactosyltransferase galt6

28262 SNP Chr. 9 uncharacterized protein
loc100383550uncharacterized protein 1oc100383550
isoform x1

28263 SNP Chr. 3 uncharacterized protein 10c103650272
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6.4. Projektowanie starterow

Kolejnym krokiem po mapowaniu fizycznym w publikacjach 1, 2 i 4 bylo

zaprojektowanie starteréw do identyfikacji wybranych i zlokalizowanych markerow

zwigzanych z analizowanymi cechami (zdolno$¢ kietkowania ziarniakoéw, wigor, plon i

jego komponenty). Startery prezentowane w publikacji 1 zamieszczono w tabeli 4,

startery prezentowane w publikacji 2 przedstawiono w tabeli 5, natomiast startery

wymienione w publikacji 4 przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 4.

Startery zaprojektowane do identyfikacji statystycznie istotnych markeréw zwigzanych
ze zdolnoscig kietkowania ziarniakdéw 1 wigorem siewek kukurydzy

Marker Sekwencje starterow m Wielko$é
Forward Reverse (°O) produktu

4,589,607 | ACGGGAGAGGAACGCTGCAG GCCTAAACACAAGCAAGTGGGC 63 70
7,059,320 | ACGGGAGAGGAACGCTGCAG | TCTGAAGAGCCATGGCAAAAGC 62 483
2,435,784 GGTATTTCTGAGTACTGCAG no

4,776,334 AACATTTACATCATCTGCAG AATTGATCACAAATGTTATT 56 161
25,000251 GAGAGTGCAGAGTGCAG TGGGCATGCTACTGAGTTTT 54 207
4,765,935 AACAGACAACTACTGTAG TCGAAACAAATTAGGATCAAACTCT 57 199
4,772,587 TACCTTGTGAAACTGCAG ACCTGCTCGGGTCATCAAAT 52 149
2,500,039 GCTCTGTTTTCGTGCTGCAG ACAAGATCTGTGGTGCCGAG 60 531
16,726826 AGCCAAGGGTAGCTGCAG CGTAGCAGCTGCATTCAAGAC 59 151
25,943049 ATTAATAAGTGCTGCTGCAG CGACCATTTTCGATAGCAGTA 54 74
4,580,898 | ACGGTAGCAACGAACTGCAG TACAGGTTGCAGGCTTCCAG 60 86
2,507,310 | TGATGATCGAAGGGCTGCAG TAAAGCTACTTGCGCCCACA 60 192
9,699,056 CCATCGCCATTTCCCTGCAG TTACCCACCCCAGTACACCA 60 173
25,981291 CTCTGCGCCTCCGTCTGCAG AGCGCAAGCAACGTGAGAGA 62 197
25,947631 | TATCAATGTAACATCTGCAG CCTGTTCTACTTCGTCACCGCG 60 185
2,382,757 TGCATTGCCTACATCTGCAG GCGCAAGTAGCCCAAATACG 60 97
2,386,217 CGTACGGCCACATCCTGCAG GGTACGCGGTGACGAAGTAG 60 78
4,770,719 | CCGTACGGCCACATCCTGCAG TTGCCGACGAAATACGCCCA 63 137
7,059,241 ATAGTAGGTGATTGCTGCAG GGCCTGTTTGCGATTCATTT 57 153
2,565,888 | TCCCCACAGCACAGCTGCAC CCGGTTCAGTTTTTCCGGCG 62 88

Tabela 5.

Startery zaprojektowane do identyfikacji statystycznie istotnych markerow zwigzanych z
cechami struktury plonu i plonem kukurydzy

Marker Sekwencja Tm | Dlugos¢

Forward Reverse [°CT | produktu
17,300 CGCCTTGACCTGATCTGCAG AGCCTTCTCAACACACTCGG 56 329
18,852 TCCTCAAAAATCGTTTATGCAT CTCTCCCTCTGCAACATGAG 53 230
1818 TTTGCAGGCTGAAACTGCAG TGGAGGCACGGGAGAAGTAT 59 186
16,474 GTGAGGAGAAAAAACTGCAG TGCTTCTTGATAACACCGCA 53 321
14506 | TCAGATGATACGATAATTACTGCAG TGTCCTGCGTAGAAATCCACA 58 151
2317 AGGAACGAAGAAACCTGCAG ACGAGGAATGCTACACACCA 58 216
7950 GTAAAGGTCTGTTTCTGCAG CAGCTGTTTGCTGAGTGC 55 153
16,703 GTAGTGGTAGTGGCCTGCAG TCACTCGAAGAACCAAGCCC 56 500
17,490 | GCATTTTCTATTAATTATTTACTGCAG AAGTGGCCGGTTACCATATC 55 282
17,843 CCTCAATTATATGGTACTGCAG TCAGAAATTATGTCCGACGGT 55 159
18,664 GATCCTGTTAGCCTCTGCAG AATCAGGAGCAGAAAAGGCTCT | 58 385
3233 GTACATTTCATTCTCCTGCAG ACGGTGGAAATGTGCTTTTG 56 388
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4205 AGCATAGCGAGACCCTGCAG GGTGAATCCAGACTGTGGCA | g0 255
11,657 ATAGGACAGAAGAGCTGCAG TTGCTTTGTTAAACGCGGCT 58 291
12,812 GTAGAGCAATTGACTGCAGA AGGGCCCAACTGGGTG 57 150

Tabela 6.

Startery zaprojektowane do identyfikacji statystycznie istotnych markerow zwigzanych z
cechami struktury plonu i plonem kukurydzy

Sekwencje starteréw Tm  Wielkos¢
Marker Forward Reverse [C] produktu
28629 CACCTGGAGAGGCCCTGCAG TGAAGACTGGACTCGGTCGC 61 437
28630 AGGGACAACATACACTGCAG ACGGTAAAGAGACACAATTCCCT 58 189
28631 AAATCTGCGATCAACTGCAG GACTGGAGAGCCAGAACCTG 55 291
28632 AGAGAAGTATTGTCTTTCTGCAG GCTGTCCTTGATGCCAAGTC 57 437
28633 GATTATCCTTCGAGCTGCAG ACATGAATGTTGCAGGCAGG 61 423
28634 TTTATTCCTCACTGCTGCAG  AGAAAGAAGGAATGTAACAACACG 56 342
31977 CCACTTGCTCTCTGCTGCAG CTCTCTATGGCTCGTCGCTG 59 207
29503 ACTCAGTAGCAGCACTGCAG GTAGCTGCTGCCTCTTCCAA 59 455
28625 GCGCGCTTGTGAAGCTGCAG TTTCAGGGCGGGAAGGTTCG 56 488
28640 TACTCTGTTAACACCTGCAG ATGCGCAGTTGCCTACTTAT 62 158
28648 AATAAGAGCTTTTGCTGCAG AGCGACGAGTAATCAATCCC 54 453
28639 GGCTTCCAGCTTGGCTGCAG ATACGTGACGCACGAGACAAAC 58 189
28649 TGGAGCAAAAGTATCTGCAG TTTTTCACCTCTTGACGGGC 61 471
28654 GGAATCCATCAGTTCTGCAG CTTCCCCGAGTGCATATCCT 59 169
30773 AAACCAAACCGCCGCTGCAG CAGGCAGAGCTCAGTCCGAA 61 411
30772 GCATTTTACGGGGTCTGCAG AGAGCTTGCTCCCTTGAACG 57 500
29294 GTTTGTGGGACAAACTGCAG AGGGCTTAATTTATTTCCAGCCA 57 184
28262 TAAGAATGAGAAGCCTGCAG GAATGCACTGTTGTTCTGCC 59 454
28263 GCCGGGAATAACTTCTGCAG GTTCTTACTTCCGCCAGGCT 59 358

6.5. Identyfikacja wybranych markerow SilicoDArT i SNP sprzezonych
z genami kandydujacymi, warunkujgcymi plon kukurydzy wraz z jego

komponentami

W publikacji 4, sposrod 19 wybranych markerow dwa (28629 1 29294), dawaty
polimorficzne produkty amplifikacji na zelach agarozowych. Na podstawie obserwacji
fenotypowych 20 genotypdw referencyjnych pogrupowano na dobrze i stabo plonujace.
Pierwsze 10 genotypow sklasyfikowano jako najwyzej plonujgce, natomiast genotypy z
numerami od 11 do 20 jako dajace najnizszy plon. W przypadku markera 28629
zaobserwowano specyficzny produkt o dlugosci 189 bp dla genotypéw 1, 4 1 10. Dla
pozostatych genotypdéw otrzymano niespecyficzne produkty o dtugosci 200 bp (Figura
1). Marker ten znajduje si¢ na chromosomie 8, oddalony jest o 3130 bp od genu
zwigzanego ze starzeniem si¢ biatka mitochondrialnego 1 oddalony o 91 bp od
niescharakteryzowanego biatka 1loc100382335. W przypadku markera 29294
zaobserwowano specyficzny produkt o diugosci 189 bp dla genotypéw 1 1 10. Dla

pozostalych genotypow otrzymano niespecyficzne produkty o dtugosci 200 bp (Figura
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2). Marker ten znajduje si¢ na chromosomie 5 wewnatrz genu hydroksyproliny O-
galaktozylotransferazy (galt6). Oba markery zostang poddane dalszym testom na
wiekszej liczbie skrajnych genotypdw, ktore zostang wykorzystane do wstgpnej selekcji

genotypow wysoko plonujacych.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

200 bp—>
150 bp—>

100 bp—P|
50 bp ¥

Rycina 1. Elektroferogram przedstawiajacy produkty amplifikacji o dtugosci 189
bp, charakterystyczne dla markera SNP 28639
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Rycina 2. Elektroferogram przedstawiajacy produkty amplifikacji o dtugosci 184
bp, charakterystyczne dla markera SNP 29294

6.6. Analiza polimorfizmu pomi¢dzy badanymi genotypami

W publikacji 2 do sekwencjonowania nowej generacji wystano tacznie 186 linii
wsobnych, ktore analizowano rowniez w warunkach polowych. W wyniku
sekwencjonowania zidentyfikowano markery molekularne SilicoDArT (53 031) i SNP
(28 571), na podstawie ktorych oszacowano podobienstwo genetyczne pomiedzy

analizowanymi liniami (Ryc. 3). Analizowane linie utworzyly cztery gldéwne grupy



podobienstwa genetycznego. W grupie I znalazty si¢ dwie linie (K037 i KO038) z
Matopolskiej Hodowli Roslin w Kobierzycach, ktére byly do siebie podobne w 63%.
Linie te byly w 41% podobne do pozostatych 184 genotypow. Do drugiej grupy
przynaleza dwie linie (S145 1 S132) nalezace do Hodowli Roslin Smolice. Linie te byly
do siebie podobne w 51% 1 w 45% do pozostatych linii. Trzecia grupa zlozona byta z 73
linii. W ramach trzeciej grupy mozna byto wyr6zni¢ trzy zasadnicze podgrupy. Pierwsza
podgrupa ztozona byta z 25 linii (2 nalezace do Matopolskiej Hodowli Roslin i1 23 do
Hodowli Roslin Smolice). Drugg podgrupe¢ tworzyty 23 linie (2 nalezg do Matopolskiej
Hodowli Roslin 1 21 do Hodowli Roslin Smolice). Pierwsza i druga podgrupa byty
podobne w 58%. Trzecia podgrupa byla w 49% podobna do pierwszej i drugiej i
obejmowata 25 linii (5 nalezacych do Matopolskiej Hodowli Roslin 1 20 nalezacych do
Hodowli Roslin Smolice). Czwarta grupa réwniez sklada si¢ z trzech podgrup (tacznie
109 linii). Pierwsza podgrupa sktada si¢ z 23 linii (14 nalezacych do Matopolskiej
Hodowli Roslin i 9 nalezacych do Hodowli Ro$lin Smolice). Linie z Matopolskiej HR
byty do siebie podobne w 59% 1 w 49% do linii z HR Smolice. Druga podgrupe tworzyto
26 linii (11 z matopolskiej Hodowli Roslin i 15 z Hodowli Ro$lin Smolic). Linie z
Hodowli Ros$lin Smolice byty do siebie podobne w 60%, natomiast do linii z Matopolskie;j
Hodowli Roslin byly podobne w 51% (ryc. 3). Do trzeciej, najliczniejszej podgrupy
zaliczono 59 linii z Hodowli Roslin Smolice 1 1 z Matopolskiej Hodowli Roslin (K008).
Linie z Hodowli Ros$lin Smolice byty do siebie podobne od 59% do 95%. Analizujac
dendrogram mozna zauwazy¢, ze linie ze Smolic wykazuja do siebie wigksze
podobienstwo niz do linii z Malopolskiej HR 1 odwrotnie, linie z Matopolskiej HR byly

do siebie bardziej podobne niz do linii ze Smolic (Ryc. 3).
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Rycina 3. Dendrogram podobienstwa genetycznego analizowanych linii, okreslony na

podstawie wszystkich zidentyfikowanych markeréw molekularnych SilicoDArT i SNP

W publikacji 4, podobnie jak w publikacji 2 na podstawie zidentyfikowanych
markerow molekularnych SNP 1 SilicoDArT skonstruowano dendrogram podobienstwa
genetycznego dla 188 analizowanych genotypow (Ryc. 4). Dendrogram bardzo wyraznie
pokazat dwie odregbne grupy podobienstwa. Pierwsza grupe stanowito 65 linii wsobnych
z Malopolskiej] HR w Kobierzycach, natomiast druga grupe stanowity 122 analizowane
mieszance 1 1 linia wsobna. Takie idealne grupowanie pokazuje przydatno$¢ markerow
SNP i SilocoDArT do grupowania genotypow wedtug podobienstwa genetycznego (Ryc.
4).
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Rycina 4. Dendrogram podobienstwa genetycznego analizowanych linii mieszancow,
okreSlony na podstawie wszystkich zidentyfikowanych markeréw molekularnych

SilicoDArT i SNP
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7. Podsumowanie

Od potowy lat 90. XX w. w wielu osrodkach naukowych na calym $wiecie,
wykorzystujagc nowoczesne metody biotechnologii i biologii molekularnej prowadzone
sg intensywne badania nad strukturg i1 funkcjag genomu kukurydzy. W wyniku
kompleksowych eksperymentdow hodowlanych, obserwacji fenotypowych i analiz
genetycznych zidentyfikowano do tej pory wiele QTL zwigzanych z okreslonymi
cechami ilo$ciowymi takimi jak plon, cechy struktury plonu, zdolno$¢ kietkowania
ziarniakdw oraz wigor. Ponadto jak opisano w publikacji 3 hodowla heterozyjna
kukurydzy konsekwentnie zmierza do wykorzystania potencjatu wigoru mieszancow,
skrocenia procesu hodowlanego (np. poprzez wykorzystanie linii podwojonych
haploidoéw) oraz poprawy jakosci i zmniejszenia kosztow zwigzanych z produkcja nasion.
Priorytetem dla wszystkich hodowcow jest uzyskanie wysokowydajnych i odpornych na
choroby odmian kukurydzy (Wan i in., 2021). W niniejszej rozprawie doktorskiej
analizowano linie i mieszance kukurydzy zarowno pod wzgledem fenotypowym jak i
genotypowym, w celu zidentyfikowania marker6w molekularnych sprz¢zonych z genami
warunkujacymi plon jak i jego komponenty oraz zdolno$¢ kietkowania ziarniakow i
wigor siewek. W oparciu o obserwacje fenotypowe (zwigzane z plonem, cechami
struktury plonu, zdolnos$cig kietkowania i wigorem) przeprowadzono analiz¢ wariancji.
W publikacjach 1, 2 i 4 dla wszystkich cech zaobserwowano istotne rdéznice pomigdzy
genotypami. Analiza wariancji wykazala rowniez statystycznie istotne zréznicowanie,
dla wszystkich badanych cech pomigdzy lokalizacjami w ktérych przeprowadzono
doswiadczenie polowe. W celu okreslenia zaleznosci pomiedzy grupami zmiennych w
zbiorze danych, czyli obserwacjami cech struktury plonu, wysokosci plonu, zdolnos$ci
kietkowania ziarniakéw oraz wigoru zastosowano analiz¢ zmiennych kanonicznych.
Wszystkie cechy charakteryzowaty si¢ rozktadem normalnym. Mozna byto
zaobserwowac grupowanie genotypow, np. na linie i mieszance (publikacja 4). Analiza
fenotypowa nie pozwala jednak na selekcje komponentow rodzicielskich do krzyzowan
heterozyjnych, gdyz w dobie postepu technologicznego tradycyjne metody stosowane w
hodowli sg niewystarczajagce. W $wietle tego wyzwania, w nowoczesnych programach
hodowlanych wykorzystywane sa wysokowydajne techniki analizy genomoéw roslin
uprawnych, w celu ulepszania nowych odmian, w tym kukurydzy (Liu i in., 2015). Takie
podejécie zorientowane na genomike pozwala uzyska¢ informacje o regionach

kodujacych, ktore dostarczaja informacji o strukturze biatka (genu), a takze o regionach
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migdzy genowych (Andorf i in., 2016). Jak podano w publikacji 3, wraz z postepem w
rozwoju wysokowydajnych metod sekwencjonowania DNA, umozliwiajacych poznanie
sekwencji calych genomow 1 transkryptomow, pojawila si¢ nowa jako$¢ badan wielu
gatunkow ros$lin, w tym Kkukurydzy (Aurus i Cairns, 2014; Godfray, 2014).
Wprowadzenie metod sekwencjonowania nowej generacji (NGS) umozliwito odkrycie
sekwencji nukleotydowej roslin innych niz organizmy modelowe o matym genomie, takie
jak Arabidopsis thaliana. Gtéwnymi obszarami zainteresowania sg gatunki uprawne,
takie jak zboza, kawa, kukurydza i trzcina cukrowa (Dell’Acqua 1 in., 2015). Od czasu
sekwencjonowania genomu pierwszej rosliny modelowej w 2000 roku zarejestrowano
sekwencje ponad 100 innych gatunkoéw roslin (Shendure i Ji, 2008; Michael i VanBuren,
2015). Jak podano w publikacji 4 dzieki tym badaniom mozliwa jest detekcja
polimorfizméw SNP 1 ich korelacji z okreslonymi cechami, a takze tzw. selekcja
genomowa, ktora umozliwia monitorowanie catych segmentéw genomu w programach
hodowli rekombinacyjnej. Wazne jest, aby cele praktyczne zakladaly podjecie
kompleksowych badan podstawowych, wnoszacych istotny wktad w rozwoéj wiedzy z

zakresu genetyki, fizjologii i biochemii ro$lin.

W  ostatnich latach wielu autorow prébowato zidentyfikowaé markery
molekularne powigzane funkcjonalnie z waznymi cechami kukurydzy. Bocianowski 1 in.
(2023) wykorzystali technologic NGS 1 mapowanie asocjacyjne do identyfikacji
markerow zwigzanych z efektem heterozji u kukurydzy. Stosujac te same metody,
Sobiech 1 in. (2023) zidentyfikowali markery powigzane z odpornoscia roslin kukurydzy
na fuzarium. Technologi¢ NGS wykorzystuje si¢ do sekwencjonowania genomow i
transkryptomow, badania interakcji biatko-DNA/RNA, oceny poziomu metylacji,
odkrywania nowych polimorfizméw DNA 1 prowadzenia badan metagenomicznych
(Soto 1 in., 2016). Technologia ta pozwala na analiz¢ réznych fragmentow DNA
reprezentowanych przez wiele kopii podczas pojedynczej reakcji, przygotowanie
biblioteki, a nastgpnie zebranie gigabaz danych genomowych z jednego przebiegu
sekwencjonowania (Addo-Quaye i in., 2017; Anandhakumar i in., 2019). Zwigksza to nie
tylko liczbg badanych probek ale takze zwieksza wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow
sekwencjonowania. Jest to szczegélnie cenne, gdy rdéznice migdzy okreslonymi
genotypami s3 niewielkie (Liu 1 in., 2015). Koszty 1 czas potrzebny na
sekwencjonowanie, w przeliczeniu na jednostke uzyskanej informacji sg znacznie nizsze

w porownaniu z kosztami analiz prowadzonych przy uzyciu tradycyjnych sekwenatorow
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kapilarnych (Michael, 2009). Inng strategia sekwencjonowania, stosowang gtownie do
badania interakcji miedzy roslinami a srodowiskiem, jest zastosowanie metod NGS do
charakteryzowania transkryptomu roslinnego w réznych stanach fizjologicznych.
Analiza sekwencji cDNA dostarcza informacji o sekwencjach, ktore ulegaja transkrypcji
w okreslonych tkankach lub narzadach, i pomimo pewnych ograniczen dane te sg bardzo
przydatne dla hodowcow (Liu i in., 2015; Perez-de-Castro i in., 2012; Huang i in., 2011).
Techniki sekwencjonowania nowej generacji umozliwiajg takze jako$ciowe i iloSciowe
analizy genow ulegajacych ekspresji w roznych warunkach, a wyniki tych analiz
wykorzystywane sg do mapowania asocjacji (Ding i in., 2015; Thompson i Milos, 2011;
Jiaoiin., 2017; Eganiin., 2012). W artykutach 1, 2, 3 i 4, wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej  zaprezentowano uzyteczno$¢ analiz  polowych, molekularnych,
bioinformatycznych i statystycznych w identyfikacji genéw kandydujacych sprzezonych
z genami zwigzanymi z plonem, cechami struktury plonu, zdolno$cia kietkowania
ziarniakéw oraz wigorem. Ponadto zaproponowano metody shuzace do identyfikacji
genow kandydujacych, ktére beda mogty zosta¢ wykorzystane do selekcji genotypow o
pozadanych cechach. Pozwoli to na zaoszczedzenie srodkéw finansowych, ktére byty
niezbedne na wyhodowanie odmian kukurydzy metodami tradycyjnymi. Ponizej

przedstawiono posumowanie wynikow badan indywidualnie dla kazdej publikacji.

W publikacji 1 wykazano, ze rozw06j nowoczesnych technologii molekularnych,
zwigkszenie zdolnosci kietkowania nasion 1 wigoru siewek oraz maksymalizacja zyskow
sg obecnie podstawg zréwnowazonego rolnictwa. Wigor siewek i1 zdolnos¢ kietkowania
nasion kukurydzy to bardzo ztozone whasciwosci odmian, zdeterminowane genetycznie i
fizjologicznie. Cechy te nie sg tatwe do zdefiniowania, jednak dobrym wigorem
charakteryzujg si¢ odmiany o intensywnym wzro$cie poczatkowym, mniej wrazliwe na
przymrozki, a takze posiadajace wigksza zdolnos¢ do pobierania sktadnikow w niskich
temperaturach. Wyraza si¢ to bardziej zielong barwa i mniejszym zotknigciem lub
zasychaniem lisci (Rodrigues i in., 2017). Dzigki technologii sekwencjonowania nowej
generacji (NGS) mozemy wygenerowac¢ ogromne ilosci danych dotyczacych sekwencji
DNA, ktore stang si¢ narzedziem do identyfikacji markeréw molekularnych sprzezonych
z cechami, takimi jak wigor 1 zdolnos¢ kietkowanie ziarniakéw (Zing i in., 2015; Tang 1
in., 2015; Nannas i Dawe, 2015). W badaniach dotyczacych rozprawy doktorskiej, w
wyniku sekwencjonowania nowej generacji (NGS) 152 linii wsobnych kukurydzy
uzyskano tgcznie 81 602 markery molekularne (53 031 SilicoDArT 1 28 571 SNP). W

42



kolejnym etapie badan markery te oraz obserwacje cech fenotypowych w zakresie wigoru
1 zdolnosci kietkowania ziarniakéw wykorzystano do mapowania asocjacyjnego. W
wyniku analizy asocjacji wyselekcjonowano 15 409 (1559 SilicoDarT i 13 850 SNP)
markerow molekularnych istotnie powigzanych z dwiema analizowanymi cechami.
Ostatecznie wybrano 20 najbardziej istotnych (pi¢¢ z nich bylo istotnych na poziomie
0,001 dla wigoru ziarniakdw i na poziomie 0,05 dla kietkowania ziarniakéw, kolejnych
pie¢ markeréw byto istotnych na poziomie 0,001 dla kielkowania ziarniakow 1 na
poziomie 0,05 dla wigoru siewek, pig¢ markeréw bylo istotnych na poziomie 0,001 tylko
dla wigoru siewek, a pie¢ bylo istotnych na poziomie 0,001 tylko dla kietkowania
ziarniakéw). Markery te wykorzystano do mapowania fizycznego w celu okreslenia ich
lokalizacji na mapie genetycznej. Stwierdzono, ze sze$¢ z tych markeréw (pigé
SilicoDAIT — 2 435784, 4 772 587, 4 776 334, 2 507 310, 25 981 291 i jeden SNP —
2 386 217) zlokalizowanych jest wewnatrz gendw, ktorych dzialanie moze wpltywaé
zardwno na kietkowanie ziarniakow, jak i wigor siewek. Marker SilicoDArT 2,435,784
jest zlokalizowany na chromosomie 1 wewnatrz genu syntazy sacharozy 4. Gen ten
prawdopodobnie b¢dzie miat wptyw na wigor, poniewaz Stein i Granot. (2019) wykazali,
ze rosliny o obnizonej aktywnos$ci syntazy sacharozy (SUS) maja zmniejszony wzrost,
zmniejszong syntez¢ skrobi, celulozy lub kalozy, zmniejszona tolerancj¢ na warunki
stresu niedoboru tlenu oraz zmieniong funkcje merystemu wierzchotkowego pedu i
morfologi¢ lisci. Rosliny wykazujace nadekspresje SUS wykazaty zwigkszony wzrost,
zwigkszong powierzchni¢ ksylemu 1 szerokos¢ $cian komorkowych ksylemu oraz
zwigkszong zawarto$¢ celulozy 1 skrobi, co czyni SUS genami kandydujacymi o wysokim
potencjale jezeli chodzi o poprawg istotnych cech rolniczych roslin uprawnych. Wedtug
Zhuiin. (2017) syntaza sacharozy jest powszechnie uwazana za kluczowy enzym bioracy
udziat w metabolizmie cukrow roslinnych, ktéry ma kluczowe znaczenie dla wzrostu i
rozwoju roslin, zwlaszcza ich jakos$ci. Kolejny istotny marker molekularny SilicoDArT
4,776,334 znajduje si¢ na chromosomie 2 wewnatrz genu fosfatazy fosfoinozytydowej
sac7 1 moze rowniez wplywa¢ zar6wno na wigor, jak 1 kietkowanie ziarniakoéw
kukurydzy. Badania Mao i Tan. (2021) potwierdzily, ze ostatnio pojawita si¢ rodzina
fosfataz fosfoinozytydowych jako wazne regulatory wielu procesOw wzrostu i rozwoju
roslin. Trzeci istotny marker molekularny SilicoDArT 4,772,587 jest zlokalizowany na
chromosomie 4 wewnatrz biatka z konserwatywna domeng SET. Wedlug Thorstensen 1
in. (2011) wigkszo$¢ metylotransferaz lizyny histonowej (HKMTazy) to biatka z

konserwatywna domeng SET odpowiedzialng za aktywno$¢ enzymatyczng. Biatka
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domeny SET w roslinie modelowej Arabidopsis thaliana mozna przypisa¢ do klas
ewolucyjnie konserwatywnych o roznej specyfice. Wedlug Ng i in. (2007) biatka domeny
SET biorg udziat w procesach rozwojowych. Doniesienia literaturowe wykazaly, ze
biatka SET u Arabidopsis i kukurydzy dzielg si¢ na pie¢ klas w zaleznosSci od ich
sekwencji i architektury domen. Czwarty istotny marker molekularny SilicoDArT
2,507,310 znajduje si¢ na chromosomie 2 wewnatrz genu grx _c8 — glutaredoksyny
podgrupy iii. Glutaredoksyny (GRX) to mate, wszechobecne oksydoreduktazy zalezne
od glutationu (GSH), ktore katalizujg odwracalng redukcje mostkéw dwusiarczkowych
biatek. Coraz wigcej dowodow wskazuje, ze roslinne GRX biorg udziat w wielu szlakach
komorkowych, w tym w kontroli czasu kwitnienia oraz rozwoju korzeni i pedéw (Li i in.,
2017). Piaty istotny marker molekularny SilicoDArT 25,981,291 jest zlokalizowany na
chromosomie 1 wewnatrz genu a-aglutyniny. Ostatni istotny marker molekularny SNP
2,386,217 jest zlokalizowany na chromosomie 3 wewnatrz genu 3-beta-
hydroksysteroidu-delta(8),delta(7)-izomerazy. Wedtug Coppoli i in. (2015) gen ten moze
posrednio uczestniczy¢ w odpowiedzi immunologicznej pomidoréw na owady. Z analizy
doniesien literaturowych wynika, ze pierwsze cztery opisane markery SilicODArT
2,435,784, 4,776,334, 4,772,587 1 2,507,310 sa powigzane z genami, ktdére moga
znaczaco wptywaé zaro6wno na wigor siewek, jak i na kietkowanie nasion. Autorzy
wykorzystujac te same techniki molekularne, identyfikowali markery molekularne
sprzezone z innymi genami kandydujacymi. Sobiech i in. (2022) zidentyfikowali dwa
istotne markery SiliciDArT 1 SNP, ktore mozna wykorzysta¢ do selekcji odmian
odpornych na fuzarium. W wyniku analizy autorzy stwierdzili, ze dwa z siedmiu
wyselekcjonowanych markerow (15 097 — SilicoDarT i 58 771 — SNP) znajduja si¢
wewnatrz gendw. Markery te identyfikowali odpowiednio na chromosomach 2 i 3.
Marker 097 jest zakotwiczony w genie kodujacym N-hydroksycynamylotransferaze
putrescyny, natomiast marker 58771 jest zakotwiczony w genie kodujacym prekursor
peroksydazy 72. Poszukiwanie markeréw molekularnych zwigzanych z poprawa wigoru
1 zdolno$ci kietkowania ziarniakdw w niekorzystnych warunkach jest obecnie waznym
zagadnieniem w hodowli kukurydzy. Cechy te sa bardzo istotne dla rozwoju produkcji
roslinnej ale réwniez dla lepszej odpornosci roslin na stresy biotyczne i abiotyczne.
Zhang 1 1in. (2012) zidentyfikowali 25 regionow QTL zwigzanych z tolerancjg kukurydzy
na gleboki siew. Autorzy opisali 179 markerow molekularnych SSR. Dlugosé
mezokotylu jest rOwniez wazna cechg wptywajaca na wschody siewek kukurydzy. Zhao

1 in. (2022) wykorzystujac sekwencjonowanie RNA wybrali 15 genéw kandydujacych
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w regionie cQMES4, ktore mozna wykorzysta¢ do badania kontroli genetycznej
kietkowania ziarniakéw kukurydzy i wzrostu siewek w warunkach glgbokiego siewu.
Wedlug Li (2014), oligosacharydy z rodziny rafinoz (RFO), ktére kumulujg si¢ w
nasionach podczas dojrzewania wielu gatunkow roslin, moga by¢ odpowiedzialne za

wigor siewek kukurydzy.

W publikacji 2 w wyniku sekwencjonowania nowej generacji (NGS) otrzymano
81 602 markery molekularne (53 031 SilicoDArT i 28 571 SNP). W wyniku mapowania
asocjacyjnego wybrano 15 409 markeréw (1 559 SilicoDArT i 13 850 SNP) istotnie
zwigzanych z plonem i cechami struktury plonu. Najwigcej markeréw molekularnych
zwiazanych bylto z dlugoscig kolby (1 203), srednicg kolby (1 759), dtugoscia rdzenia (1
201) 1 $rednicg rdzenia (2 326). Sposrdéd 15 409 markeréw wybrano 16 markerow
SilicoDArT, ktore byly istotne dla tych samych czterech cech w obu lokalizacjach
(Kobierzyce i Smolice). Markery te wykorzystano do mapowania fizycznego. W wyniku
analiz stwierdzono, ze 6 z 16 (1 818; 14 506; 2 317; 3 233; 11 657; 12 812) wybranych
markeréw zlokalizowanych jest wewnatrz genéw. Markery te znajduja si¢ odpowiednio
na chromosomach 8, 9, 7, 3, 5 i 1. Dla pozostalych markeréw podano ich lokalizacje¢ i
odleglto$¢ od najblizszych gendw. Pierwszy istotny marker 1818 znajduje si¢ wewnatrz
genu reduktazy cynamoilo-CoA. Reduktaza cynamoilo-CoA (CCR) jest uwazana za
kluczowy enzym kontrolujacy ilo$¢ 1 jako$¢ ligniny. Pierwsze ro§liny transgeniczne o
obnizonej aktywno$ci CCR uzyskano dla tytoniu. Zawartos¢ ligniny zostata zmniejszona
0 50% w pordéwnaniu do ilosci ligniny u typu dzikiego. Jednak spadek zawarto$ci ligniny
mial szkodliwy wplyw na rozwdj roslin tytoniu. Biosynteze¢ CCR szczegdlowo
scharakteryzowano u roslin dwulisciennych, niestety niewiele jest doniesien na temat
ro$lin jednolisciennych (Tamasloukht i in., 2011). Drugi istotny marker ma numer 14,506
1 znajduje si¢ wewnatrz genu WATI. Na podstawie danych transkryptomicznych,
metabolomicznych i fizjologicznych stwierdzono, ze WAT]1 bierze udziat w tworzeniu
wtornej $§ciany komorkowej u Arabidopsis (Philippe i in., 2013). Wewnatrz genu znajduje
si¢ takze inny istotny marker 2317 sprzezony z genem warunkujacym inicjacj¢ translacji
u eukariota (elF3). W ciggu ostatnich 20 lat przeanalizowano kilka roslinnych
podjednostek elF3, gtéwnie wykorzystujac Arabidopsis jako organizm modelowy (Raabe
1 in., 2019). Czwarty istotny marker 3233 znajduje si¢ wewnatrz genu koaktywatora
transkrypcji polimerazy RNA Il (KELP). U Arabidopsisie thaliana KELP ma zdolnos¢

wigzania si¢ z wirusem mozaiki pomidora (ToMV) 1 moze zaktoca¢ przemieszczanie si¢
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wirusa do komorki, bierze zatem udzial w reakcji odpornosciowej (Matsushita i in.,
2001). Piaty istotny marker 11,657 jest zakotwiczony wewnatrz genu aminotransferazy
asparaginianowej. Prowadzac badania nad ryzem, pszenicg i jeczmieniem stwierdzono,
ze dziatanie aminotransferazy asparaginianowej zwigksza plon (Oddy i in., 2022). Ostatni
z wytypowanych istotnych markerow 12,812 jest zakotwiczony wewnatrz genu
transportera sacharozy 1. Na podstawie danych dotyczacych analizy genomu
zidentyfikowano dziewie¢ biatek transportujacych sacharoz¢ u Arabidopsis, siedem u
kukurydzy, pig¢ w topoli i pie¢ w ryzu. Geny kodujgce transportery sacharozy sg zwykle
nazywane SUT lub SUC (Jin i in., 2022). Wymienione powyzej markery, zwlaszcza
11,657, zwiazane z aminotransferazg asparaginianowa, ktora moze zwigkszac¢ plon, moga
zosta¢ wykorzystane do selekcji dobrze plonujacych genotypow kukurydzy. Nowoczesne
narzedzia biotechnologiczne moga przyspieszy¢ hodowle nowych odmian, przyczyniajac

si¢ w ten sposob do s§wiatowego bezpieczenstwa zywnosciowego.

W publikacji 4 dzigki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji (NGS)
uzyskano tacznie 92 614 markero6w molekularnych, w tym 60 436 markerow SilicoDArT
132 178 SNP. Aby zawezic¢ pule markerow do najistotniejszych przyjeto MAF > 0,25 i
liczbe brakujacych obserwacji <10%. W ten sposob otrzymano 32 900 markerow (26 234
DArT 1 6666 SNP), ktore wykorzystano do mapowania asocjacyjnego. W publikacji 4
stwierdzono, ze najwigksza liczba markerow SNP 1 SilicoDArT byta zwigzana z plonem
z poletka (18 352 — Kobierzyce i 18 751 — Smolice), masg ziarna z kolby (17 685 —
Kobierzyce i 18 314 — Smolice) oraz $rednicg rdzenia (17 787 — Kobierzyce i 16 018 —
Smolice). Najmniej markeréw zwigzanych byto z liczba rzgdéw (12 757 — Kobierzyce i
11 714 — Smolice) i liczbg ziaren w rzg¢dzie (13265 — Kobierzyce i 13981 — Smolice).
Aby zawezi¢ liczbe markeréw do mapowania fizycznego, sposrod wszystkich istotnych,
wybrano 19, ktore byly zwigzane z tymi samymi cechami w obu lokalizacjach
(Kobierzyce i Smolice). Pig¢ z tych markerow (28629, 28625, 28640, 28649 i 29294) jest
zlokalizowanych w genach, ktére mozna uzna¢ za geny kandydujace zwigzane z plonem
1 cechami struktury plonu. Istotny marker 28629 znajduje si¢ na chromosomie 8§ wewnatrz
genu receptoropodobnej kinazy biatkowej. Kinazy receptoropodobne (RLK) to
zrdznicowana grupa biatek transbtonowych charakteryzujaca si¢ domeng wiazaca ligand
do odbierania sygnatéw (Walker, 1994). Wedlug doniesien literaturowych po raz
pierwszy RLK wyizolowano z kukurydzy, a nastepnie zidentyfikowano liczne RLK u
ponad 20 gatunkéw roslin (Walker 1 Zhang, 1990). RLK moga posrednio wptywac¢ na
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plon kukurydzy, poniewaz posrednicza w wielu reakcjach sygnalizacyjnych na
powierzchni komodrki i dzialaja jako kluczowe regulatory podczas procesow
rozwojowych (Afzal i in., 2008; Gish i Clark, 2011; Johnson i Ingram, 2005) . Badania
genetyczne i biochemiczne prowadzone przez innych naukowcow wykazaty rowniez, ze
ro§linne LRR-RLK odgrywaja wazng role w réznych procesach wzrostu i rozwoju
(Dievart i Clark, 2004; Butenko 1 Aalen, 2012). Stwierdzono rowniez, ze CLV 1 RPK2 sg
kinazami receptoropodobnymi niezbednymi do tworzenia i utrzymywania merystemu
wierzchotkowego pedu (Matsushima i Miyashita, 2012; Dey i in., 2023). Drugim
istotnym markerem byl SNP 28625, zlokalizowany na chromosomie 1 wewnatrz genu
arabinozylotransferazy (aradl). Jak podano w publikacji Belanger i in. (1996), gen
kodujacy arabinozylotransferaze aradl katalizuje polimeryzacje arabinozy do arabinanu
arabinogalaktanu podczas tworzenia wtornej $ciany u sosny. Badania wskazuja na
zwiazek pomiedzy arabinogalaktanem a biosyntezg biatek i ligniny w procesie tworzenia
sciany komorkowej. Powszechnie wiadomo, ze lignina wystepuje w $cianie komorkowej
1 jest niezb¢dna do transportu wody i sktadnikow odzywczych w todygach roslin.
Polisacharydowe sktadniki $cian komorkowych roslin sg hydrofilowe 1 dlatego
przepuszczalne dla wody, natomiast lignina jest hydrofobowa. Usieciowanie
polisacharydow przez lignine zapobiega wchtanianiu wody przez $ciang komorkowa.
Dzigki temu lignina umozliwia tkance przewodzacej ro$liny sprawne przewodzenie
wody, co jest bardzo istotne dla prawidtowego funkcjonowania a takze wzrostu i rozwoju
ros$liny oraz wptywa posrednio na jej plon (Zhang i in., 2003). Istnieje zatem duze
prawdopodobienstwo, ze gen arabinozylotransferazy aradl moze wpltywaé na plon
kukurydzy (Wojtaszek, 2000; Lucas i Lee, 2004; Fleming, 2005). Trzeci istotny marker
SNP (28640) znajduje si¢ na chromosomie 9 wewnatrz genu syntazy sacharozy i
fosforanu (SPS). Gen ten jest kluczowym enzymem w szlakach metabolicznych cukru u
ros$lin. SPS katalizuje konwersj¢ fruktozo-6-fosforanu i urydynodifosforanu-glukozy
(UDP-glukozy) do sacharozo-6-fosforanu, ktory jest substratem w syntezie sacharozy
(Winter 1 in., 1997; Chen i in., 2005). SPS wystepuje w wielu izoformach, ktére moga
peni¢ rézne funkcje i sg specyficzne dla roznych tkanek i etapow rozwoju. Szczegdlnie
pozadana jest wiedza na temat zwigzku lokalizacji poszczegolnych form tych enzymow
zich rola w odpowiedzi roslin na rozne stresy (Lutfiyya i in., 2007). Czwarty istotny SNP
(28649) znajduje si¢ na chromosomie 4 wewnatrz genu izohydrolazy ubikwityny (UCH).
W literaturze nie opisano funkcji tego genu u kukurydzy. Ostatni istotny SNP (29294)

znajduje si¢ na chromosomie 5 wewnatrz genu galt6 o-galaktozylotransferazy
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hydroksyproliny. Z naszych badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej i
danych literaturowych wynika, ze gen ten moze mie¢ zwigzek z plonem kukurydzy, gdyz
wedtug Kaura i in. (2023) odgrywa on wazng role w roznych stadiach wzrostu i rozwoju
roslin. Obecno$¢ wyzej wymienionych markerow testowano na genotypach
referencyjnych wysoko i nisko plonujacych. W wyniku badan wyselekcjonowano dwa
markery (28629 1 29294) roéznicujace badane genotypy. Dla markera 28629
zaobserwowano specyficzny produkt o dtugosci 189 bp dla genotypow 1, 41 10. W
przypadku markera 29294 zaobserwowano specyficzny produkt o dlugosci 189 bp dla
genotypoéw 1 1 10. Markery te moga by¢ wykorzystane do selekcji genotypdéw dobrze
plonujacych.

48



8. WhniosKi

1. Zgodnie z gtéwnym celem pracy, dzigki wykorzystaniu sekwencjonowania nowej
generacji, mapowania asocjacyjnego i fizycznego zidentyfikowano nowe markery
molekularne sprz¢zone z genami kandydujacymi, warunkujacymi plon ziarna, zdolnos¢

kietkowania ziarniakow oraz wigor siewek kukurydzy.

2. W publikacji 1 wytypowano 20 istotnych markerow molekularnych, zwigzanych ze
zdolno$cig kietkowania ziarniakoéw 1 wigorem siewek. Sposrdd tych markeréw 6
zlokalizowanych jest wewnatrz gendw (pie¢ SilicoDArT — 2,435,784; 4,772,587,
4,776,334; 2,507,310; 25,981,291 i jeden SNP — 2,386,217). Markery te znajduja si¢

odpowiednio na chromosomach 1, 2, 4, 2, 1, 3.

3. Sposréd 6 markerow zwigzanych ze zdolnoscig kietkowania ziarniakoéw i wigorem
siewek znajdujacych si¢ wewnatrz gendw, 4 z nich zgodnie z doniesieniami
literaturowymi moga mie¢ wplyw na kietkowanie ziarniakow oraz wigor u kukurydzy.
Nalezg do nich: marker SilicoDArT 2,435,278 zlokalizowany na chromosomie 1,
wewnatrz genu syntazy sacharozy; marker SilicoDArT 4,776,334 zlokalizowany na
chromosomie 2, wewnatrz genu fosfatazy fosfoinozytydynowej (SAC 7); marker
SilicoDAIT 4,772,587 zlokalizowany na chromosomie 4, wewnatrz genu kodujacego
biatko z konserwatywng domeng SET oraz marker SilicoDArT 2,507,310 zlokalizowany

na chromosomie 2, wewnatrz genu grx_c8 glutaredoksyny podgrupy iii (GRX).

4. W publikacji 2 wytypowano 16 istotnych markeréw molekularnych, zwigzanych z
cechami struktury plonu oraz z plonem kukurydzy. Sposrod tych markerow 6
(SilicoDArT - 1818; 14,506; 2317; 3233; 11,657; 12,812) zlokalizowanych jest wewnatrz

genow. Markery te znajduja si¢ odpowiednio na chromosomach 8,9, 7,3, 51 1.

5. Jeden sposrod 6 markerow opisanych w publikacji 2 zwigzanych z cechami struktury
plonu i plonem kukurydzy znajdujacych si¢ wewnatrz gendéw, zgodnie z doniesieniami
literaturowymi moze mie¢ wptyw na plonowanie kukurydzy. Markerem sprz¢zonym z
tym genem kandydujacym jest marker SilicoDATT o numerze 11,657 znajdujacy si¢ na

chromosomie 5, wewnatrz genu aminotransferazy asparginianowe;j.

6. W publikacji 4 wytypowano 20 istotnych markeréw molekularnych, zwigzanych z

cechami struktury plonu oraz z plonem kukurydzy. Spos$rod tych markeréw 5 (SNP -
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28629, 28625, 28640, 28649 1 29294) zlokalizowanych jest wewnatrz genéw. Markery te

znajduja si¢ odpowiednio na chromosomach 8, 7, 1, 9, 4, 5.

7. Cztery spos$rdd 5 markerdéw opisanych w publikacji 4, zwigzanych z cechami struktury
plonu i plonem kukurydzy znajdujacych si¢ wewnatrz genow, zgodnie z doniesieniami
literaturowymi moga mie¢ wplyw na plonowanie kukurydzy. Naleza do nich marker SNP
28629 znajdujacy si¢ na chromosomie 8, wewnatrz genu receptoropodobnej kinazy
biatkowej (RLK), marker SNP 28625 znajdujacy si¢ na chromosomie 1, wewnatrz genu
arabinozylotransferazy (aradl), marker SNP 28640 znajdujacy si¢ na chromosomie 9,
wewnatrz genu syntazy sacharozy i fosforanu (SPS) oraz marker SNP 29294
zlokalizowany na chromosomie 5, wewnatrz genu chydroxyproliny o-

galaktozylotransferazy (galat6).

8. Markery molekularne wymienione we wniosku 3, 5 1 7 moga zosta¢ wykorzystane w
programach hodowlanych do selekcji genotypdw charakteryzujacych si¢ dobrymi

wschodami 1 wysoko plonujacych.

9. Wyselekcjonowane w publikacjach 1, 2, i 4 markery molekularne SilicoDArT i SNP
moga zosta¢ wykorzystane do podzialu materiatow hodowlanych na grupy heterotyczne

1 tym samym do selekcji komponentow rodzicielskich do krzyzowan heterozyjnych.

10. W publikacji 4 wyselekcjonowano dwa markery SNP (28629, 29294), ktdre roznicuja
genotypy stabo i1 dobrze plonujace na zelach agarozowych. Marker 28629 znajduje si¢
na chromosomie 8, oddalony jest o0 3130 bp od genu zwigzanego ze starzeniem si¢ biatka
mitochondrialnego 10 91 bp od niescharakteryzowanego biatka loc100382335, natomiast
marker 29294 znajduje si¢ na chromosomie 5 wewnatrz genu hydroksyproliny O-
galaktozylotransferazy (galt6). Markery te moga zosta¢ wykorzystane do selekcji
genotypow dobrze plonujacych.
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10. Oswiadczenia doktoranta oraz wspolautorow dotyczace ich
wkladu w przygotowanie opublikowanych artykulow

naukowych
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BARTOSZ NOWAK

imie¢ i nazwisko doktoranta

Oswiadczenie autora rozprawy doktorskiej

Niniejszym o$wiadczam, ze przedtozong rozprawe doktorska pt.:

Wielowymiarowa analiza molekularnych mechanizméw zwigzanych z plonowaniem
kukurydzy zwyczajnej Zea Mays

napisatem samodzielnie, tj.:
— nie zlecilem opracowania rozprawy lub jej czgsci innym osobom,
— nie przepisatem rozprawy lub jej czgsci z innych opracowan i prac zwigzanych

tematycznie z moja praca,
— korzystatem jedynie z niezbednych konsultacji,

— wszystkie elementy rozprawy, ktore zostaly wykorzystane do jej realizacji
(cytaty, ryciny, tabele, programy itp.), a nie bedace mojego autorstwa, zostaty
odpowiednio zaznaczone wraz z podaniem zrodta ich pochodzenia,

— rozprawa nie byta wczesniej przedmiotem procedur zwigzanych z uzyskaniem
stopnia naukowego.

Oswiadczam ponadto, Ze niniejsza wersja rozprawy jest identyczna z zatagczong wersja
elektroniczng.

Mam $wiadomos¢, ze ztozenie nieprawdziwego oswiadczenia skutkowaé bedzie
niedopuszczeniem do dalszych czynnosci postgpowania w sprawie nadania stopnia
doktora lub cofnigciem decyzji o nadaniu mi stopnia doktora oraz wszczeciem
postepowania dyscyplinarnego.

Data 18.03.2024 Podpis autora rozprawy
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AGNIESZKA TOMKOWIAK
Pesel

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Dojazd 11,
60-632 Poznan

Adres do korespondenciji:
Nr telefonu

agnieszka.tomkowiak@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [Nowak B., Tomkowiak A., Sobiech A.,
Bocianowski J., Kowalczewski P.L., Spychata J., Jamruszka T., 2024, Identification and
Analysis of Candidate Genes Associated with Yield Structure Traits and Maize Yield
Using Next-Generation  Sequencing Technology, Genes 2024, 15, 56,
https://doi.org/10.3390/genes15010056] mdj indywidualny udziat w jej powstaniu
polegat na wspottworzeniu koncepcji badawczej oraz nadzorze merytorycznym.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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ALEKSANDRA SOBIECH
Pesel

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Dojazd 11,
60-632 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

aleksandra.sobiech@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [Nowak B., Tomkowiak A., Sobiech A.,
Bocianowski J., Kowalczewski P.L., Spychata J., Jamruszka T., 2024, Identification and
Analysis of Candidate Genes Associated with Yield Structure Traits and Maize Yield
Using Next-Generation  Sequencing Technology, Genes 2024, 15, 56,
https://doi.org/10.3390/genes15010056] moj indywidualny udzial w jej powstaniu
polegat na wspotudziale w izolacji DNA.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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JAN BOCIANOWSKI
Pesel

Katedra Metod Matematycznych i Statystycznych, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 28, 60-637 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

jan.bocianowski@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [Nowak B., Tomkowiak A., Sobiech A.,
Bocianowski J., Kowalczewski P.L., Spychata J., Jamruszka T., 2024, Identification and
Analysis of Candidate Genes Associated with Yield Structure Traits and Maize Yield
Using Next-Generation  Sequencing Technology, Genes 2024, 15, 56,
https://doi.org/10.3390/genes15010056] m¢j indywidualny udzial w jej powstaniu
polegatl na analizie statystycznej zwigzanej z mapowaniem asocjacyjnym.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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PRZEMYSLAW LUKASZ KOWALCZEWSKI
Pesel

Katedra Technologii Zywno$ci Pochodzenia Roslinnego, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

przemyslaw.kowalczewski@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy [Nowak B., Tomkowiak A., Sobiech A.,
Bocianowski J., Kowalczewski P.L., Spychata J., Jamruszka T., 2024, Identification and
Analysis of Candidate Genes Associated with Yield Structure Traits and Maize Yield
Using Next-Generation  Sequencing Technology, Genes 2024, 15, 56,
https://doi.org/10.3390/genes15010056] mdj indywidualny udziat w jej powstaniu
polegat na wspotudziale w izolacji DNA.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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JULIA SPYCHALA
Pesel

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Dojazd 11,
60-632 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

julia.spychala@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [Nowak B., Tomkowiak A., Sobiech A.,
Bocianowski J., Kowalczewski P.L., Spychata J., Jamruszka T., 2024, Identification and
Analysis of Candidate Genes Associated with Yield Structure Traits and Maize Yield
Using Next-Generation  Sequencing Technology, Genes 2024, 15, 56,
https://doi.org/10.3390/genes15010056] mdj indywidualny udziat w jej powstaniu
polegatl na przygotowaniu publikacji zgodnie z wymogami redakcyjnymi.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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TOMASZ JAMRUSZKA
Pesel

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Dojazd 11,
60-632 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

tomasz.jamruszka@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [Nowak B., Tomkowiak A., Sobiech A.,
Bocianowski J., Kowalczewski P.L., Spychata J., Jamruszka T., 2024, Identification and
Analysis of Candidate Genes Associated with Yield Structure Traits and Maize Yield
Using Next-Generation  Sequencing Technology, Genes 2024, 15, 56,
https://doi.org/10.3390/genes15010056] mdj indywidualny udziat w jej powstaniu
polegat wspoétudziale w przygotowaniu rozcienczen DNA.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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AGNIESZKA TOMKOWIAK
Pesel

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Dojazd 11,
60-632 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

agnieszka.tomkowiak@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$§wiadczam, ze w pracy [Nowak B.. Tomkowiak A., Bocianowski
J., Sobiech A., Bobrowska R., Kowalczewski P.L., Bocianowska M., 2022, The Use of
DArTseq Technology to Identify Markers Linked to Genes Responsible for Seed
Germination and Seed Vigor in Maize, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23(23), 14865,
https://doi.org/10.3390/ijms232314865] moj indywidualny udzial w jej powstaniu
polegat na wspottworzeniu koncepcji badawczej, nadzorze merytorycznym.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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ALEKSANDRA SOBIECH
Pesel

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Dojazd 11,
60-632 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

aleksandra.sobiech@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$§wiadczam, ze w pracy [Nowak B.. Tomkowiak A., Bocianowski
J., Sobiech A., Bobrowska R., Kowalczewski P.L., Bocianowska M., 2022, The Use of
DArTseq Technology to Identify Markers Linked to Genes Responsible for Seed
Germination and Seed Vigor in Maize, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23(23), 14865,
https://doi.org/10.3390/ijms232314865] moj indywidualny udzial w jej powstaniu
polegat na wspotudziale w izolacji DNA.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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JAN BOCIANOWSKI
Pesel

Katedra Metod Matematycznych i Statystycznych, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 28, 60-637 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

jan.bocianowski@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$§wiadczam, ze w pracy [Nowak B.. Tomkowiak A., Bocianowski
J., Sobiech A., Bobrowska R., Kowalczewski P.L., Bocianowska M., 2022, The Use of
DArTseq Technology to Identify Markers Linked to Genes Responsible for Seed
Germination and Seed Vigor in Maize, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23(23), 14865,
https://doi.org/10.3390/ijms232314865] moj indywidualny udzial w jej powstaniu
polegatl na analizie statystycznej zwigzanej z mapowaniem asocjacyjnym.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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ROKSANA BOBROWSKA
Pesel

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Dojazd 11,
60-632 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

roksana.bobrowska@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy [Nowak B.. Tomkowiak A., Bocianowski J.,
Sobiech A., Bobrowska R., Kowalczewski P.L., Bocianowska M., 2022, The Use of
DArTseq Technology to Identify Markers Linked to Genes Responsible for Seed
Germination and Seed Vigor in Maize, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23(23), 14865,
https://doi.org/10.3390/ijms232314865] mdj indywidualny udziat w jej powstaniu
polegat na wspdtudziale w przygotowaniu rozcienczen DNA.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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PRZEMYSLAW LUKASZ KOWALCZEWSKI
Pesel

Katedra Technologii Zywno$ci Pochodzenia Roslinnego, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

przemyslaw.kowalczewski@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [Nowak B.. Tomkowiak A., Bocianowski J.,
Sobiech A., Bobrowska R., Kowalczewski P.L., Bocianowska M., 2022, The Use of
DArTseq Technology to Identify Markers Linked to Genes Responsible for Seed
Germination and Seed Vigor in Maize, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23(23), 14865,
https://doi.org/10.3390/ijms232314865] moj indywidualny udziat w jej powstaniu
polegat na wspotudziale w izolacji DNA.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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MARIANNA BOCIANOWSKA
Pesel

Wydziat Technologii Chemicznej, Politechnika Poznanska, Piotrowo 3A, 60-965
Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

E-mail

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy [Nowak B.. Tomkowiak A., Bocianowski J.,
Sobiech A., Bobrowska R., Kowalczewski P.L., Bocianowska M., 2022, The Use of
DArTseq Technology to Identify Markers Linked to Genes Responsible for Seed
Germination and Seed Vigor in Maize, Int. J. Mol. Sci. 2022, 23(23), 14865,
https://doi.org/10.3390/ijms232314865] mdj indywidualny udziat w jej powstaniu
polegat na wspdtudziale w analizach statystycznych dotyczacych doswiadczenia
polowego.

[] wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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AGNIESZKA TOMKOWIAK
Pesel

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Dojazd 11,
60-632 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

agnieszka.tomkowiak@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [Tomkowiak A., Nowak B., Sobiech A.,
Bocianowski J., Wolko L., Spychata J.,2022, The Use of DArTseq Technology to
Identify New SNP and SilicoDArT Markers Related to the Yield-Related Traits
Components in Maize, Genes 2022, 13, 848. https://doi.org/10.3390/genes13050848]
moj indywidualny udziatl w jej powstaniu polegat na wspottworzeniu koncepcji
badawczej, nadzorze merytorycznym.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)
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ALEKSANDRA SOBIECH
Pesel

Katedra Genetyki i Hodowli Roslin, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Dojazd 11,
60-632 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

aleksandra.sobiech@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym oswiadczam, ze w pracy [Tomkowiak A., Nowak B., Sobiech A.,
Bocianowski J., Wolko L., Spychata J.,2022, The Use of DArTseq Technology to
Identify New SNP and SilicoDArT Markers Related to the Yield-Related Traits
Components in Maize, Genes 2022, 13, 848. https://doi.org/10.3390/genes13050848]
m¢j indywidualny udziat w jej powstaniu polegat na wspotudziale w izolacji DNA.

[1 wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow i
sformutowanie wnioskow, obliczenia statystyczne, opracowanie grafik, opracowanie
manuskryptu, inne (nalezy wskazac)

78



JAN BOCIANOWSKI
Pesel

Katedra Metod Matematycznych i Statystycznych, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 28, 60-637 Poznan

Adres do korespondencji
Nr telefonu

jan.bocianowski@up.poznan.pl

Oswiadczenie o wspolautorstwie

Niniejszym o$wiadczam, ze w pracy [Tomkowiak A., Nowak B., Sobiech A.,
Bocianowski J., Wolko L., Spychata J.,2022, The Use of DArTseq Technology to
Identify New SNP and SilicoDArT Markers Related to the Yield-Related Traits
Components in Maize, Genes 2022, 13, 848. https://doi.org/10.3390/genes13050848]
moj indywidualny udziatl w jej powstaniu polegat na analizie statystycznej zwigzanej z
mapowaniem asocjacyjnym.

[ wpisa¢ wlasciwe: autorstwo koncepcji, przygotowanie projektu badan, opracowanie
krytycznego przegladu literatury, opracowanie zatozen i metod, przeprowadzenie
badan, w tym zbieranie danych, analiza wynikow, interpretacja wynikow 1
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11. Artykuly naukowe wchodzace w sklad zbioru

11.1 The Use of DArTseq Technology to Identify Markers Linked to
Genes Responsible for Seed Germination and Seed Vigor in Maize
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