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Cele projektu w roku 2023

Czy

zrealizowany

Walidacja poprawnosci funkcjonowania zaprojektowanego uprzednio markera dla SNP

zlokalizowanego w obrebie sekwencji kodujacej genu BvBT7CI na szerokim zakresie materiatdw TAK
hodowlanych, obejmujgcym 200 linii o zréznicowanej tendencji do poSpiechowatosci
Projektowanie markerdow molekularnych pozwalajgcych na identyfikacje zmian typu SNP
zidentyfikowanych w transkryptomie buraka cukrowego, ktére wykazaty najsilniejsza asocjacje TAK
z tendencjg do pospiechowatosci
Genotypowanie 100 form buraka cukrowego z wykorzystaniem markerow SNP przeznaczonych TAK

do identyfikacji grup heterogennych




Materiat i metody

Materiat badawczy:

o Linie hodowlane buraka cukrowego (200) pochodzace z kolekcji spétki Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0.0., ktore zostaty
uprzednio scharakteryzowane pod katem tendencji do uzyskiwania roslin pospiechowatych [tematy badawcze 17 2],

o ~ Dane dotyczace SNP zidentyfikowanych w obrebie transkryptéw asocjowanych z tendencjg do poSpiechowatosci [ temat badawczy 2],

o Dane transkryptomiczne uzyskane w wyniku sekwencjonowania transkryptomu 100 genotypdw buraka cukrowego [ temat badawczy 3].

Metody badawcze:

Genotypowanie 200 form technikg gPCR z wykorzystaniem rdznicujgcych sond molekularnych typu TagMan. Zastosowano zestaw
sktadajacy sie z dwoch primerédw flankujgcych region, w ktorym zlokalizowany jest SNP oraz dwdch sond molekularnych. Sondy
zaprojektowano uprzednio w dwoch wariantach (dla kazdego z nukleotyddw rdznicujgcych) i znakowano barwnikami
fluorescencyjnymi: FAM lub VIC [ temat badawczy 1];

Amplifikacji kompletnych sekwencji wybranych gendw i konstrukcja bibliotek do sekwencjonowania. Sekwencjonowanie biblioteki za
pomocg techniki sekwencjonowania nowej generacji (NGS) firmy Illumina na aparacie iSeq100, kontrola jakosci i obrobka danych
[ temat badawczy 2);

Analiza sekwencyjna i projektowanie systeméw detekcji sktadajacych sie z dwdch primerdw flankujacych region, w ktérym
zlokalizowany jest SNP oraz dwdch sond molekularnych w obrebie sekwencji ktérych jest on zlokalizowany. Sondy zaprojektowano w
dwoch wariantach (dla kazdego z nukleotyddw rdznicujgcych) i wyznakowano barwnikami fluorescencyjnymi FAM oraz VIC [temat
badawczy 2);

Analizy bioinformatyczne, wybdr markerow SNP o najwiekszej informatywnosci i obliczenie uzytecznosci kombinacji krzyzéwkowej, co
pozwolito na ocene potencjatu hodowlanego réznych par genotypdw buraka cukrowego [ temat badawczy 3).



Wyniki — temat badawczy 1.

Genotypowanie analizowanych form buraka cukrowego

Poczatkowo do genotypowania zastosowano zaprojektowany w roku 2022 system oparty o identyfikacje modyfikacji
typu SNP zlokalizowanej w pozycji 380 eksonu 8. genu BvBT7TC1. W wyniku przeprowadzonych prac wykazano, ze marker
ten poprawnie identyfikowat formy pospiechowate w przypadku gdy odsetek poSpiechow byt bardzo duzy, natomiast w
przypadku mniejszej ilosci roslin poSpiechowatych nie pozwolit na odrdznienie tych genotypéw od form dla ktérych nie
stwierdzono pojawiania sie poSpiechow.
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Analiza sekwencyjna genu BvBTC! dla genotypu IHAR 7/20 (gora) oraz KTA 1802 (dot).
W goérnej czesci schematu pionowymi kreskami oznaczono lokalizacje SNPs w poréwnaniu z formg niepo$piechowata.




Wyniki — temat badawczy 1.

Analiza sekwencyjna genu BvBT7CI dla genotypu KTA 1802 (L) oraz IHAR 7/20 (P).

Genotypowanie analizowanych form buraka cukrowego
Zaprojektowano dwa systemy detekcji stosujgc  jako

zmiennoSci roznicujgce SNP zlokalizowane w pozycji 164
7 164 G/T G>V eksonu 7. oraz pozycji 79 eksonu 8. genu BvBTCl1.
8 79 C/A T>K
9 29 G/A G>S
WNIOSKI:

1. Zaprojektowany marker pozwolit na identyfikacje zmian strukturalnych typu SNP w obrebie sekwencji
kodujgcej genu BvBT7C1, odpowiedzialnego za regulacje kwitnienia roslin buraka cukrowego.

2. ZmiennoS¢ w BvBTClI stanowi jeden z mechanizméw determinujgcych tendencje roslin buraka cukrowego do
pospiechowatosci, niemniej do petnego poznania uwarunkowania tego zjawiska konieczna jest szersza analiza
innych modyfikacji o podtozu strukturalnym i/lub funkcjonalnym.

3. Uzyskane wyniki sugerujg, ze nagromadzenie modyfikacji strukturalnych w obrebie sekwencji kodujgcej genu
BvBTC1 skutkowa¢ moze zwiekszeniem tendencji roslin buraka cukrowego do pospiechowatosci i wiekszym
odsetkiem genotypdw pospiechowatych w populacji, niemniej wymaga to dalszej weryfikacji.




Wyniki — temat badawczy 2.

W ramach dotychczasowych prac dokonano amplifikacji petnej sekwencji dla wszystkich 8 badanych gendw, uzyskano ponadto biblioteki do
NGS, wykonano sekwencjonowanie oraz zaprojektowano system detekcji w oparciu o sondy znakowane fluorochromami. Zastosowana
metodyka pozwolita na uzyskanie amplikonédw o oczekiwanych dtugosciach dla wszystkich 8 analizowanych gendw.

Zastosowanie zaplanowanej metodyki badawczej umozliwito uzyskanie bibliotek do sekwencjonowania o wysokiej jakosci i oczekiwanej

dystrybucji fragmentdw, a analiza QC uzyskanych wynikéw sekwencjonowania potwierdzita bardzo wysoka jakos¢ uzyskanych odczytow.

23456789 1519 20-34 4549 6064 7579 9064 105109 120-124 135139 150-151
Posttion in read (bp)

Analiza poprawnosci amplifikacji petnej sekwencji genu KMT 14391
dla 8 badanych genotypdéw buraka cukrowego (P — formy
pospiechowate; BP — formy nie tworzgce pospiechow).

Analiza jakosci uzyskanych odczytow sekwencji
wykonana w programie FastQC.



Wyniki — temat badawczy 2.

Na podstawie wynikow analizy sekwencyjnej scharakteryzowano strukture kazdego z analizowanych gendéw. W oparciu o uzyskane wyniki dla
analizowanych transkryptdw opracowany zostat system detekcji SNPs. Opracowane rozwigzania poddane zostang walidacji na kolejnym etapie
realizacji projektu.

Charakterystyka strukturalna analizowanych genéw w obrebie ktorych zidentyfikowano SNPs
asocjowane z tendencjg roslin buraka cukrowego do pospiechowatosci.

Ekson w obrebie
Symbol Liczba Pozycja ktorego Wariant Wariant
transkryptu eksonow SNP zlokalizowany jest  niepoSpiechowaty  poSpiechowaty
SNP
KMT 14391 3 1942 3. G T
/ KMT 14391 3 479 1. T C WNIOSKI:
1. Zaproponowana metodyka badawcza pozwolita na

KMT 14391 3 1557 3. C T , q
charakterystyke strukturalng badanych genow i

KT 00925 A . N G S |dentyf|kac1§ zmiennosci - typu _ SNP Z
zastosowaniem sekwencjonowania nowej

KMT 14205 7 1383 6. T C generaC]l.

ALY " 170 ™ € 5 2 Zidentyfikowang Polimorﬁzmy typu SNP stanowic
mogg nowe zrodto genetyczne powigzane z

KMT 07885 5 703 L G S regulacjg kwitnienia u buraka cukrowego,
determinujgce tendencje roslin do

KMT 18416 4 599 2. A R poépiechowatoéci.

KMT 04841 11 1185 5. G R

KMT 09597 7 344 1. G R




Wyniki — temat badawczy 3.

W wyniku genotypowania populacji 100 genotypéw buraka cukrowego metodami /in silico otrzymano 214168 wysoce wiarygodnych
polimorfizméw SNP. Do dalszych analiz zdecydowano o wyborze markeréw o wspétczynniku zmiennosci powyzej 0.32, aby wykorzystac
tylko najbardziej informatywne warianty. Po selekcji uzyskano 53274 wysoce wiarygodnych i wysoce informatywnych wariantéw

pojedynczego polimorfizmu. Selekcja markerow nie wplyneta na rozmieszczenie markerdw i wyselekcjonowany zestaw nadal
rozmieszczony jest w catym genomie.

Rozmieszczenie markeréw SNP w genomie
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markerdw o wysokiej wartosci wspdtczynnika PIC.



Wyniki — temat badawczy 3.

Na podstawie wynikéw uzyskanych z wyselekcjonowanej frakcji markerédw mozna zaobserwowac, ze w analizowanej populacji wystepuje
stosunkowo wysoka zmienno$¢, wartosci dystansu w przedziale 0,4 — 0,5. Niemniej jednak mozna wyrdzni¢ 4 klastry genotypdw o niskim
dystansie, co sugeruje, ze sg one ze sobg spokrewnione i nie powinny by¢ wykorzystywane w dalszych programach hodowlanych. W
ramach klastrow zgrupowane sg genotypy:

. SD_1454xDH_17-68; SD_1454xDH_17-66; SD_1454xDH_17-61; SD13 5 x RWD18 17; SD13 5 x RWD18 18

. SD13 5 x RWD18 20; SD_1454xDH_17-73; SD_1454xDH_17-74

. SD_1454xDH_17-47; SD_1454xDH_17-34

. RWD12_290_x_FMS09_4; RWD12_258_x_FMS09_4

Histogram wartosci uzytecznosci

iekszo$¢ kombinacji krzyzowan przyjmuje wartosci 100 i mniej, jednak istniejg
artosci kombinacji, dla ktérych warto$¢ uzytecznosci przyjmuje wartosci ok
110. Takie kombinacje majg potencjat osiggng¢ ok 10% wyzsze wartosci plonu
w stosunku do pokolenia rodzicielskiego. Pie¢ najlepszych kombinacji krzyzowan

Czestotliwosé

. [SD_1454xDH_17-35] x [SD1454xRWD17-13] uzytecznoé¢: 109.7415
. [SD_1454xDH_17-45] x [SD1454xRWD17-13] uzytecznoét: 109.6994
. [SD_1454xDH_17-4] x [SD1454xRWD17-13] uzytecznoéé: 109.6582

[SD1454xRWD17-13] x [SD1454xRWD17-162] uzytecznos¢: 109.6508
[SD1454xRWD17-13] x [SD1454xRWD17-217] uzytecznos¢: 109.6508

Uzytecznosc

Histogram wartos$ci uzytecznosci

WNIOSKI:

1. Analiza krzyzowan wskazuje, ze istniejg specyficzne kombinacje genotypdw, ktére moga przynies¢ wyzsze plony. Piec
najlepszych kombinacji krzyzowan sugeruje istotny potencjat hodowlany dla tych par genotypdéw, co moze prowadzi¢ do
zwiekszenia wydajnosci plonéw w przysztych pokoleniach.




Publikacja wynikow projektu

Doniesienia konferencyjne (prezentacja):

»Analiza zmiennosci allelicznej genu BvBTCI warunkujgcego pospiechowatos¢ roslin buraka cukrowego (Beta vulgaris L. subsp.
vulgaris)” - XII Miedzynarodowe Sympozjum ,Genetyka Ilosciowa i Hodowla Roslin Uprawnych”, 28.02-03.03 2023 r., Karpacz

Mierniki realizacji projektu w roku 2023

Wartos¢ miernika Stopien
realizacji

zadania

Wartos¢ miernika
zrealizowana

Miernik podana w opisie
zadania

Temat badawczy 1

Liczba linii hodowlanych buraka cukrowego zgenotypowanych z
1.1. wykorzystaniem markera SNP zlokalizowanego w obrebie genu 200 200 1,00
BvBTC1

Temat badawczy 2
Liczba zaprojektowanych markeréw identyfikujgcych SNPs
2.1 asocjowane z tendencjg roslin buraka cukrowego do 10 10 1,00
po$piechowatosci

Temat badawczy 3

Ranking indeksu uzytecznosci dla kombinacji krzyzéwkowych

3.1 materiatow kolekcyjnych

1 1 1,00

% REALIZACII

ZADANIA 100,0%




