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Cele projektu w roku 2024

Czy zrealizowany

Walidacja poprawnosci funkcjonowania zaprojektowanych markerdw dla SNP

zlokalizowanych w obrebie transkryptéw asocjowanych z tendencjg do pospiechowatosci TAK

Analiza ilosciowa wybranych transkryptdw, ktérych zmiany wykazaty najsilniejsza TAK
asocjacje z tendencjg do pospiechowatosci

Oszacowanie efektu heterozji na podstawie analizy plonowania pokolenia F, uzyskanego TAK

w wyniku krzyZzowan w oparciu o zidentyfikowane uprzednio grupy heterogenne




Materiat i metody

Materiat badawczy:

O

Linie hodowlane buraka cukrowego (200) pochodzace z kolekcji spétki Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0.0., ktére zostaty
uprzednio scharakteryzowane pod katem tendencji do uzyskiwania roslin poSpiechowatych [temat badawczy 1];

Linie hodowlane buraka cukrowego (85) pochodzace z kolekcji spdtki Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0.0,
scharakteryzowane pod katem tendencji do uzyskiwania roslin pospiechowatych oraz dane dotyczace zidentyfikowanych uprzednio w
transkryptomie buraka cukrowego markeréw typu GEM asocjowanych z tendencjg do pos$piechowatosci [temat badawczy 2],

Dane uzyskane w wyniku analizy uzytecznosci dla kazdej mozliwej kombinacji krzyzowan uzyskane w ramach realizacji projektu
poprzednim roku oraz dane transkryptomiczne uzyskane w wyniku sekwencjonowania transkryptomu 100 genotypdw buraka
cukrowego [temat badawczy 3.

Metody badawcze:

O

Izolacja genomowego DNA, genotypowanie badanych form technikg qPCR z wykorzystaniem rdznicujgcych sond molekularnych typu
TagMan dla trzech SNPs zlokalizowanych w obrebie transkryptu KMT 14391 [temat badawczy 1];

Izolacja RNA, ocena ikoSciowa i jakoSciowa otrzymanych preparatdw, odwrotna transkrypcja RNA na cDNA, projektowanie systemu
analizy ekspresji dla 10 potencjalnych gendw referencyjnych, wybdr dwdch gendw referencyjnych o najwyzszej stabilnosci ekspresji w
badanym materiale [ temat badawczy 2];

Analizy bioinformatyczne — genotypowanie i predykcja hybryd /n silico, ocena heterozygotycznosci dla markeréw typu SNP, analiza
dystansu genetycznego oraz Skitadnikdw Gtéwnych (PCA) i wielowymiarowe skalowanie (MDS). Krzyzowanie wytypowanych form
buraka cukrowego w celu uzyskania mieszancéw F; [temat badawczy 3.



Wyniki — temat badawczy 1.

Genotypowanie analizowanych form buraka cukrowego

Analiza obecnosci SNPs w pozycjach: 479, 1557 i 1942 transkryptu KMT 14391, asocjowanych z tendencjg do
pospiechowatosci wykazata, ze cze$¢ form charakteryzujacych sie tendencjg do pospiechowatosci posiada modyfikacje
strukturalne w badanych pozycjach, a zaprojektowane systemy detekci pozwolity na skuteczne genotypowanie
badanych form buraka cukrowego za pomocg qPCR.
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Przyktadowy wykres dystrybucji genotypow dla SNP w pozycji 1942 transkryptu KMT 14391.



Wyniki — temat badawczy 1.

Genotypowanie analizowanych form buraka cukrowego

W wyniku przeprowadzonych prac badawczych potwierdzono obecnos¢ SNPs charakterystycznych dla form

pospiechowatych w nastepujacej liczbie genotypow buraka cukrowego: poz. 479 — 11 genotypdw [5,5%]; poz.
1557 — 9 genotypdw [4,5%]; poz. 1942 — 24 genotypy [12%].

Dystrybucja SNP w poz. 479. Dystrybucja SNP w poz. 1557. Dystrybucja SNP w poz. 1942.

WNIOSKI:

1. Zmienno$¢ w sekwencji transkryptu KMT 14391 stanowi jeden z mechanizméw determinujgcych tendencje roslin buraka cukrowego do
pos$piechowatosci. Mechanizm ten nie zostat dotychczas poznany i opisany.

Zaprojektowane markery typu TagMan pozwolity na identyfikacje zmian strukturalnych typu SNPs w obrebie badanego transkryptu i stanowic¢
mogg skuteczne narzedzie predykgcji tendencji do pospiechowatosci.

2.




Wyniki — temat badawczy 2.

Do analizy w gPCR wybrano 10 potencjalnych gendw referencyjnych. CzeS¢ z nich stanowity ‘standardowe’ geny

referencyjne wykorzystywane w badaniach ekspresji gendw u roslin kodujgce m.in. aktyne, GAPDH oraz tubuline. Drugi

zestaw stanowity geny wyselekcjonowane na podstawie danych dostepnych w literaturze i bazach danych wykazujgce

najwiekszg stabilnoS¢ ekspresji w roslinach buraka cukrowego.

Charakterystyke wybranych potencjalnych gendw referencyjnych zaprezentowano w tabeli.

Zestawienie potencjalnych genow referencyjnych analizowanych w ramach zadania.

- Symbol transkryptu Symbol genu Produkt genu

1 KMT18305 Actin-1

2 KMT09016 TUB-o Tubulin alpha-1

3 KMT05146 TUB-B Tubulin beta-1

4 KMT11247 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydogenase

5 KMT 14345 PP2A Serine/threonine-protein phosphatase PP2A

6 KMT15492 elF2A Eukaryotic translation initiation factor 2A

7 KMT10292 H1 Histone H1

8 KMT11780 CRSH Ca2+-activated RelA-spot homolog

9 KMT01642 CSLA15 Cellulose synthase like A15

10 KMT07060 NPF GDA1/CD39 nucleoside phosphatase family protein




Wyniki — temat badawczy 2.

W ramach dotychczasowych prac opracowano krzywe standardowe oraz oceniono stabilnos¢ ekspresiji w badanym materiale dla 10

potencjalnych gendw referencyjnych. StabilnoS¢ ekspresji badanych gendw oceniano w oparciu o 4 rézne algorytmy: geNorm,
BestKeeper, NormFinder oraz RefFinder.
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Ranking stabilnosci ekspresji gendw referencyjnych uzyskany za pomoca 4 algorytmow.

WNIOSKI:

1.

W oparciu o zastosowang metodyke dokonano
wyboru gendéw  charakteryzujgcych  sie
najwyzszg stabilnoscig ekspresji w badanym
materiale, ktdre wykorzystane zostang jako
geny referencyjne w dalszych pracach w
projekcie (PP2A oraz GAPDH).

Wsréd gendw o najwyzszej stabilnosci
ekspresji znajdowat sie gen kodujacy biatko
nalezace do rodziny fosfataz nukleozydowych
GDA1/CD39 (NPF), ktdry moze w przysztosci
znalez¢ zastosowanie jako gen referencyjny
specyficzny dla roslin buraka cukrowego.

Wykazano, ze poziom ekspresji niektdrych

gendw  kodujacych biatka  metabolizmu
podstawowego (eIF2A oraz  TUB-a)
charakteryzuje  sie  duzg  zmiennoscig

pomiedzy genotypami buraka cukrowego.



Wyniki — temat badawczy 3.

Przeprowadzone analizy heterozygotycznosci mieszancéw F; wybranych do krzyzowania wykazaty, ze kombinacje o wysokiej uzytecznosci
mialy wyzsze wartosci uzyskanego poziomu heterozygotycznosci na poziomie F;. Najwyzszg warto$¢ uzyskano dla kombinacji 2SRhF1M15

17 x SCrB114 4.
Dla badanych kombinacji, za wyjatkiem 2SRhF1IM15 30 x F3SWR13 1, zaobserwowano wysoky korelacje miedzy $rednig

heterozygotycznosci form rodzicielskich, a populacjami F;.

Korelacja heterozygotyczno$é rodzicéw i F1
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Histogram poziomu heterozygotycznosci w poszczegdlnych Korelacja miedzy Srednim poziomem
chromosomach buraka cukrowego dla kombinacji krzyzowan heterozygotycznosci form rodzicielskich, a
2SRhF1M15 17 x SCrB114 4 oraz form rodzicielskich. analizowanych kombinacji F, - $rednia dla populaciji.



Wyniki — temat badawczy 3.

Analiza grupowania obiektdw za pomocg metod PCA, MSD i UPGMA wykazata istotne rdznice i podobienstwa w wynikach, ktére pozwolity
scharakteryzowac strukture genetyczng badanych populacji. Przeanalizowano 79 populacji, ktére zostaty pogrupowane na rdzng liczbe grup w
zaleznosci od zastosowanej metody.

Podczas analizy wynikéw udato sie zidentyfikowac dziesie¢ zestawdw populacji, ktdére zawsze grupowaty sie razem niezaleznie od
zastosowanej metody. Przyktady takich populacji obejmujg 2SRhF1IM15 17 x DH_17-35, 2SRhF1M15 17 x DH_17-45, 2SRhF1M15 30 x
2SRhF1M15 97 oraz 2SRhF1M15 82 x DH_17-71. Obserwacja ta sugeruje, ze pewne obiekty majg wyrazng strukture genetyczng, ktora jest
stabilna i niezalezna od przyjetej metody grupowania. Co wiecej, formy rodzicielskie, takie jak DH_17-66, 2SRhF1M15 30 i 2SRhF1M15 82,
rowniez wykazywaty spojnos¢ grupowania, co potwierdza ich bliskie pokrewienstwo genetyczne z ich potomstwem, czyli populacjami F;.

Wykres PCA 2D Wykres MDS 2D

Na podstawie uzyskanych wynikéw analiz in

PC2
2

silico wykonano krzyzowania wytypowanych

- . ) ‘ form buraka cukrowego w celu potwierdzenia
' =) wynikéw predykgji dla form mieszaricowych
Mapa PCA na podstawie wysoce polimorficznych Mapa MDS na podstawie dystansu genetycznego
markeréw SNP dla populacji F, i ich form obliczonego dla najbardziej informatywnych markeréow
rodzicielskich. SNP dla populacji F; oraz ich form rodzicielskich.
WNIOSKI:

1. Dotychczasowe analizy /in silico pozwolity na wytypowanie form buraka cukrowego przeznaczonych do krzyzowania i wykonanie krzyzowan
w celu uzyskania mieszancow F, z przeznaczeniem do oceny skutecznosci predykcji wystgpienia zjawiska heterozji.




Publikacja wynikow projektu

Doniesienia konferencyjne (poster):

»Genetic variation analysis of the BvBTC1 gene determining bolting tendency in sugar beet (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris) plants” -
Miedzynarodowa konferencja naukowa ,EUCARPIA General Congress”, 18.08-23.08.2024 r., Lipsk, Niemcy

Mierniki realizacji projektu w roku 2024

Wartos¢ miemika Stopien

Wartos¢ miemika o
realizacji

zrealizowana

Miernik podana w opisie
zadania zadania

Temat badawczy 1

Liczba linii hodowlanych buraka cukrowego scharakteryzowanych
ihaily pod wzgleden obecnosci SNPs zlokalizowanych w obrebie 200 200 1,00
transkryptéw asocjowanych z tendencjg do pos$piechowatosci

Temat badawczy 2

2.1 Liczba przetestowanych potencjalnych genéw referencyjnych 10 10 1,00

Temat badawczy 3

3.1 Liczba wykonanych kombinacji krzyzéwkowych 45 45 1,00

% REALIZACII

o
ZADANIA 100,0%
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