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Cele projektu w roku 2025

Czy zrealizowany

Walidacja poprawnosci funkcjonowania zaprojektowanych markeréw dla SNP

, . : - , TAK
zlokalizowanych w obrebie transkryptow asocjowanych z tendencjg do pospiechowatosci
Analiza iloSciowa wybranych transkryptdéw, ktorych zmiany wykazaty najsilniejsza TAK
asocjacje z tendencjg do pos$piechowatosci
Oszacowanie efektu heterozji na podstawie analizy plonowania pokolenia F; uzyskanego TAK

w wyniku krzyzowan w oparciu o zidentyfikowane uprzednio grupy heterogenne




Materiat i metody

Materiat badawczy:

O

Linie hodowlane buraka pochodzace z kolekcji spétki Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0.0. - pojedyncze rosliny rosngce w
warunkach doswiadczenia polowego — oddzielnie rosliny pospiechowate i rosliny nie tworzace pospiechdw [temat badawczy 1],

Linie hodowlane buraka cukrowego pochodzace z kolekcji spotki 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 markerow typu GEM asocjowanych z tendencjg do poSpiechowatosci [ temat badawczy 2],

staw danych SNP uzyskanych dla form rodzicielskich wytypowanych do oceny efektu heterozji [ temat badawczy 3.

Metody badawcze:

O

Izolacja genomowego DNA, amplifikacja petnej sekwencji trzech transkryptow, sekwencjonowanie NGS potaczone z analizami jakosci
odczytu, analiza sekwencji, projektowanie sond TagMan dla pieciu SNPs [ temat badawczy 1];

Izolacja RNA, ocena ilosciowa i jakoSciowa otrzymanych preparatow, odwrotna transkrypcja RNA na cDNA, projektowanie systemu
analizy ekspresiji dla 10 transkryptéw, analiza ekspresji technikg qPCR [temat badawczy 2];

Analizy bioinformatyczne — filtrowaniu pod katem czestosci alleli (MAF), brakdw danych oraz informatywnosci markerdw, okreslenie
poziomu heterozygotycznoSci genomowej oraz wyznaczenie dystansu genetycznego miedzy liniami, oszacowanie pokrewienstwa
genomowego przy uzyciu macierzy G obliczanej metodg VanRadena, symulacja architektury genetycznej cech z wykorzystaniem
Srodowiska R (pakiet AlphaSimR), obliczenie przewidywanej heterozygotycznosci genomowej F, oraz wartosci genetycznych G_F;,
analizy PCA, MDS oraz UPGMA [temat badawczy 3.



Wyniki — temat badawczy 1.

Sekwencjonowanie wybranych transkryptow asocjowanych z pospiechowatoscia

W pierwszym etapie badan z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji uzyskano petne sekwencje
transkryptéw KMT 14391, KMT 00925 oraz KMT 14205 oraz dokonano ich analizy sekwencyjnej.

Parametr Srednia Zakres
Odczyty po filtracji (%) 91.6% 85.3% - 97.5%
Zasady Q30 (%) 92.2% 85.7% - 95.2%
Duplikacja (%) 7.0% 2 5% - 17.9%
Ddczyty z adapterami (%) 27 .2% 14.5% - 42.8%

Parametry jakosciowe sekwencjonowania NGS dla zestawu badanych probek.
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Frekwencja iloSci odczytow o najlepszej jakosci dla badanych Charakterystyka odczytow sekwencji po filtrowaniu za pomocg
transkryptow. oprogramowania fastp.
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Projektowanie systemow detekcji

Dla kazdego transkryptu zidentyfikowano wstepnie po 3 SNPs rdznicujgce formy pos$piechowate i nie tworzace
pospiechdw, a nastepnie sposrdéd nich wybrano w sumie 5 zmiennosSci z przeznaczeniem do projektowania
systemow detekgji:

= 2 w obrebie sekwencji KMT 14391;

= 1 w obrebie sekwencji KMT 00925;

= 2 w obrebie sekwencji KMT 14205.

Przed projektowaniem systemu detekcji potwierdzono specyficzno$¢ kazdej z sekwencji zaplanowanych do
wykorzystania jako matryca do projektowania systemu detekcji, wykluczajgc mozliwos¢ wystepowania w genomie
buraka cukrowego sekwencji homologiczne;j.

Whnioski

1. Zaproponowana metodyka badawcza pozwolita na charakterystyke strukturalng badanych gendw
i identyfikacje zmiennosci typu SNP z zastosowaniem sekwencjonowania nowej generaciji.

2. Uzyskane wyniki pozwolity na opracowanie systemow detekcji zmiennosci typu SNP dla trzech transkryptéw
asocjowanych z tendencjg do pospiechowatosci. Opracowane systemy poddane zostang walidacji na kolejnym
etapie realizacji projektu.
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W ramach realizacji zadania opracowano i zwalidowano metodyke analizy ekspresji dla 10 transkryptdw asocjowanych z

pospiechowatoscig roslin buraka cukrowego:

“lp | Symboltansiyr | Proauktgen
1 KMT 03505 Isocitrate lyase
2 KMT 01115 BHLH domain-containing protein
3 KMS 95718 DOMON domain-containing protein
4 KMT 12652 DUF5734 domain-containing protein
5 KMT 06609 RING-H2 finger protein ATL46-like
6 KMT 00976 Aa_trans domain-containing protein
7 KMT 07868 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein
8 KMT 17921 KIX_2 domain-containing protein
9 KMT 16665 PHD-type domain-containing protein
10 KMT 08034 Hydrolase_4 domain-containing protein

W ramach zadania zaprojektowano zestawy primeréw do analiz ekspresji oraz przeprowadzono ich walidacje /n silico pod katem
potencjalnego tworzenia struktur drugorzedowych, przyjmujac dla parametru AG wartos$¢ graniczng -9,0 kcal/mol.
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Sekwenci Starter F Starter R Hetero dimer Self dimer Self dimer Hairpin starter  Hairpin starter
elwencja arter arter AG starter F AG starter R AG FAG RAG
TTTGGTGCTTTGGACCCTGT TAGGGACTGTGTCGTAGGGG -1,34—>-7,74 -4,41—>-1,34 -3,61—>-0,96 -0,79 -1,21»-0,25
KMT 03505
TATGTCTCGGGGTGGCAATG TAGGGACTGTGTCGTAGGGG -3,61—-0,96 -3,61—-0,96 -3,61—-0,96 0,65—-1,61 -1,21—-0,96
AATCCATTCCTGACGAGGGC TGACCAGAAATCAGCACCGT -5,13—-1,47 -4,67—-1,47 -3,61—-1,34 -1,49 0,43—-0,55
KMT 01115
TGGGTCGGGTAAAGAATCCG GGTGGACCCCATTTCTGGTT -9,06—-1,94 -6,68—-1,47 -5,02—-1,47 -1,9 -1,53—-0,61
CAACCCCTCCAATTCCTCCC TGTGAGCCAACAGTGCTTGA -3,9>-1,34 -5,02—-1,47 -3,9—>-1,34 2,2 -0,95—0,01
KMS 95718
CAAGGGTGAGTCAACGGTCA GCAGGTCCGCTATTTGGACT -6,68—-1,34 -3,61»>-1,34 -5,99—>-1,47 0,35—0,98 -3,57—>-2,48
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Krzywe dysocjacji potwierdzajgce specyficznos¢ reakcji gPCR dla
transkryptu KMT01115.

Whioski
jego integralnoscig i czystoscia.

2.
buraka cukrowego.

Sekwencje starteréw zaprojektowanych do analizy ekspresji wybranych genéw oraz wyniki ich walidacji in silico.

towane pary primerdw zastosowano w reakdgi gqPCR oraz dokonano optymalizacji parametrow reakgi. W efekcie jego dla kazdego z 10
badarfych trakskryptdw opracowano wydajny system profilowania ekspresji w tkance buraka cukrowego charakteryzujgcy sie specyficznoscig
(pgfedynczy sygnat na krzywej topnienia) oraz optymalng wydajnoscig (C, w zakresie 20-30).

Amplification Plot
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Krzywe amplifikacji uzyskane w reakcji qPCR dla transkryptu
KMTO01115.

Wybrana metodyka izolacji RNA pozwala na uzyskanie preparatéw charakteryzujgcych sie wysokim stezeniem kwasu nukleinowego oraz wysoka

Zaprojektowana w ramach zadania metodyka RTg-PCR pozwala na wiarygodng analize zmian ekspresji analizowanych transkryptdw w tkance roslin
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Modelowanie architektury genetycznej mieszancow F,

Od danych markerowych do przewidywanej wartosci mieszancow

Model symulacyjny: Zastosowano model przypisujacy efekty addytywne i dominacyjne do licznych loci, co pozwolito odtworzy¢ potencjalng
architekture cech o znaczeniu hodowlanym.
Szeroka zmiennos$¢ F,: Wygenerowano genotypy wszystkich kombinacji krzyzowan. Uzyskany zakres heterozygotycznosci (0,20-0,88)
potwierdza duzg réznorodno$¢ genomowg w analizowanym materiale.

§€ G_F;: Oszacowano przewidywang wartoS¢ genetyczng mieszancdw, co umozliwito ich rankingowanie przed wykonaniem krzyzowan

Kluczowa obserwacja: Z analizy wynika, ze przewidywana warto$¢ hybryd wynika z ich unikalnych uktadéw alleli, a nie tylko z prostego

uSrednienia wartosci rodzicow.
Co lezy u podstaw przewagi F, nad liniami rodzicielskimizg

Rola dominacji: Analiza rozktadu efektéw markerowych wskazuje, ze w czesci loc efekt dominacji ma znaczacy udziat w ksztattowaniu
wartosci mieszancow, wzmacniajgc dziatanie korzystnych efektéw addytywnych.

Zroznicowanie F;: Analizy relacji genetycznych ujawnity istnienie grup mieszancdw réznigcych sie poziomem heterozygotycznosci i udziatem
komponentéw genetycznych, co odzwierciedla komplementarnos¢ pul rodzicielskich.

Przewaga nad MPV: Poréwnanie wartosci G_F; z wartoSciami rodzicow potwierdzito, ze cze$¢ kombinacji uzyskuje przewage typowa dla
efektu heterozji dzieki korzystnym interakcjom alleli w wybranych regionach genomu.

Znaczenie hodowlane: Zrozumienie udziatu addytywnosci i dominacji w potencjale F; umozliwia przejScie od intuicyjnego do swiadomego
projektowania kombinacji krzyzowan o najwyzszej wartosci uzytkowej.
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Analizy struktury genetycznej przeprowadzone z wykorzystaniem PCA, MDS oraz klasteryzacji UPGMA wykazaty
istnienie stabilnych i powtarzalnych podgrup w obrebie badanej populacji form rodzicielskich, co potwierdza, ze
materiat nie stanowit jednorodnej puli genetycznej.

Niewielki klaster form rodzicielskich identyfikowany jako klaster 4 w PCA oraz klaster 9 w MDS wyrdzniat sie
wyraznym oddzieleniem od pozostatych genotypdw, co wskazuje na jego odmienny profil genetyczny i potencjalnie
odmienne pochodzenie hodowlane.

Dystans genetyczny pomiedzy formami rodzicielskimi byt istotnym czynnikiem wptywajgcym na poziom
heterozygotycznosci mieszancow F;, przy czym zaleznosS¢ ta ulegata wzmocnieniu wraz ze wzrostem dystansu w
analizie catej populacji kombinaciji.

W przypadku naijlepszych kombinacji F; (TOP20) zaleznos¢ liniowa pomiedzy dystansem genetycznym a wartoscig
heterozji byta wyraznie stabsza, co wskazuje, ze wysoki efekt heterozji nie wynika wytgcznie z duzego zréznicowania
genomowego rodzicow.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze kluczowe znaczenie dla uzyskania wysokiej heterozji ma tgczenie konkretnych,
komplementarnych wariantéw allelicznych oraz ztozona architektura genetyczna cech, obejmujgca jednoczesny
udziat efektow addytywnych i dominacyjnych, a nie sam dystans genetyczny traktowany jako wskaznik globalny.



Mierniki realizacji projektu w roku 2025

Stopien
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Miernik podana w opisie : realizacji
zadania zrealizowana zadania
Temat badawczy 1
Liczba zaprojektowanych markerow identyfikujgcych SNPs
1.1. asocjowane z tendencjg roslin buraka cukrowego do 5 5 1,00
pospiechowatosci
Temat badawczy 2
21 Liczba gendw buraka cukrowego z opracowanym i zwalidowanym 10 10 1.00
. systemem analizy ekspresji technikg gPCR v
Temat badawczy 3
3.1 Zestaw mieszancow scharakteryzowanych pod katem 1 1 1.00
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