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Genotypowanie kukurydzy z wykorzystaniem
markerow KASP=*

Maize genotyping using KASP markers

Genotypowanie w oparciu o markery SNP oznaczane metodg KASP jest szybkie, tanie
i wydajne. Pozwala na okreslenie genotypu dla duzej liczby obiektoéw hodowlanych w
stosunkowo krotkim okresie czasu przy niskim nakladzie kosztéw. Genotypowaniu
poddano linie wsobne kukurydzy, ktore pochodzity z polskich firm hodowlanych.
Genomowe DNA zostalo wyizolowane przy uzyciu kitow ze ztozem krzemionkowym
firmy Syngen i postuzyto do analiz molekularnych majacych na celu okreslenie dystansu
genetycznego pomig¢dzy badanymi genotypami kukurydzy. Genotypowanie metodg KASP
(ang. Kompetitive Allele Specific PCR) przeprowadzono z wykorzystaniem
zmodyfikowanego protokotu PCR oraz sond typu FRET (ang. Fluorescence Resonance
Energy Transfer) z barwnikami fluorescyjnymi (FAM i HEX). Analizy przeprowadzono w
urzadzeniu RT-PCR Ilumina Eco. W badaniach wykorzystano 50 par starterow KASP
wybranych z publicznie dost¢pnej bazy opracowanej dla kukurydzy, ktore pozwolity na
amplifikacje polimorficznych produktow na matrycy genomowego DNA wszystkich
badanych genotypdw, a przy ich wyborze brano pod uwage lokalizacje chromosomowa,
tak aby reprezentowaly wszystkie 10 chromosomow kukurydzy. Ponadto uwzgledniono
takze ich pozycje w genomie tak, aby byly reprezentatywne dla calego genomu oraz byly
rowno od siebie oddalone. Do okreslenia genotypu w kazdej probce i dla kazdego
analizowanego markera KASP wykorzystano oprogramowanie Ilumina Eco Study. Dzigki
zastosowanemu oprogramowaniu wygenerowany raport dla kazdego genotypu i dla
wszystkich testowanych markerow wyeksportowano do programu pyESGK, co pozwolito
na stworzenie matrycy z genotypem kazdej probki dla kazdego locus. Otrzymana matryca
danych (50 x 94) wyeksportowana zostata do programu R w ktéorym wykonane zostaly
analizy statystyczne. Zastosowane startery KASP pozwolily na efektywne zroznicowanie
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badanego materialu oraz potwierdzity swdj wysoki polimorfizm i powtarzalnosc.
Uzyskane wyniki wskazuja na duze zréznicowanie badanej kolekcji linii kukurydzy, a
obliczone podobienstwo genetyczne miescito si¢ w przedziale 0,40 do 0,90. Wykreslone
dendrogramy podobienstwa genetycznego grupuja linie na czterech osobnych
odgatezieniach (kladach), a genotypy tworzace poszczegodlne skupienia dzielg si¢ na
kolejne 2 gtowne podgrupy. Po jednej stronie dendrogramu grupujg sie linie SM11/17,
SM10/17 1 SM14/17, a po przeciwnej stronie ostatnia grupe tworzg linie SM8/17, SM52/18
oraz LK4 tworzac najbardziej odlegle od siebie skupiska. Przeprowadzona analiza
sktadowych gléwnych pozwolita na wyodrebnienie czterech grup skupisk linii podobnie
do dendrogramu. W kazdej z wydzielonych grup, niezaleznie od metody, zgrupowane sg
materialy pochodzace zarowno z jednej, jak i drugiej hodowli, co $wiadczy o podobnym
tle genetycznym polskich materiatdw hodowlanych kukurydzy. Uzyskane wyniki
stwarzaja takze mozliwo$¢ wykorzystania badanych genotypow w programach
hodowlanych do uzyskania mieszancow lub syntetykow o korzystnych kombinacjach cech
z ktorych mozna bedzie wyprowadza¢ nowe wartosciowe linie. Dodatkowo zastosowanie
markerow KASP o wiadomej lokalizacji chromosomowej stwarza mozliwosé
wykorzystania uzyskanych wynikow w pracach zwigzanych z mapowaniem asocjacyjnym
cech uzytkowych u kukurydzy.
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