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D. OPIS ZADANIA
1. Cele zadania

Proponowane badania maja na celu poszerzenie wiedzy na temat uwarunkowan
genetycznych i epigenetycznych oraz mechanizméw ksztaltujacych zmiany w wysokosci
plonowania. Plon jest niezwykle ztoZzong cecha, a hipoteza badawcza zaklada, ze czes¢ tej
zmiennosci jest ksztaltowana przez zmiany epigenetyczne. Realizacja przewidzianych
badan pozwoli na okreslenie udziatu i roli tych zmian w ksztalttowaniu plonu.

Podjetym kierunkom odpowiadaja 3 cele badawcze tj. a) walidacja systemu selekcji
genomowej pszenicy, b) prace nad konstrukcja bibliotek ukierunkowanych do
genotypowania z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania trzeciej generacji i ¢)
optymalizacja systemu selekcji genomowej (w zakresie zmiany systemu selekcji, panelu
markerow lub efektow selekcyjnych).

Informacje o przewidywanych efektach selekcyjnych zwigzanych z wystepowaniem
markeréw DArTseq zostang wykorzystane do szybkiej selekcji komponentéw do
krzyzowan sposrod genotypow testowanych w doswiadczeniu poréwnawczym w celu
zainicjowania cyklu hodowlanego z mozliwo$cig wspomagania selekcja genomowa.
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Lp. | Cel Czy cel zostat zrealizowany
(tak/nie'/czesciowo?)

Przewidywanie warto$ci genetyczne;j. TAK
Izolacja DNA i charakterystyka 500 linii markerami
DArTseq

Ocena fenotypowa 171 rodoéw pszenicy zwyczajnej TAK
(zestaw do mapowania asocjacyjnego) w doswiadczeniu
polowym (1 rok)

Optymalizacja konstrukcji bibliotek do NGS i TAK
charakterystyka epigenetyczna wybranego genotypu
metoda sekwencjonowania

Konwersja wybranych 20 markerow na system bazujacy na | TAK
4 | PCR (HRM, KASP lub STS)

2. Harmonogram realizacji zadania

Termin rozpoczecia — Przewidvwane
zakonczenia realizacji koszt ré/alizac'i
Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w temat{; ¢
miesigcach od rozpoczecia badawczedo
realizacji zadania g
Przewidywanie wartos$ci genetyczne;j.
01
1 |lzolacja DNA i charakterystyka 500 linii | = ===—m=mmmmmmmmeme- 90 000
markerami DArTseq 12
Ocena fenotypowa 171 rodoéw pszenicy 01
zwyczajnej (zestaw do mapowania asocjacyjnego)
2 . At et e B 116 000
w do$wiadczeniu polowym (1 rok) 09
Optymalizacja konstrukcji bibliotek do NGS i 01
5 |Charakterystyka epigenetyczna wybranego | 76 000
genotypu metoda sekwencjonowania 12
Konwersja wybranych 20 markerow na system 01
4 |bazujacy na PCR (HRM, KASP Iub STS) | e 30 000
12
Razem 312 000

W pozycji ,,wynagrodzenia wraz z pochodnymi od wynagrodzen” przekroczono koszty o 0.02
zt ze wzgledu na zaokraglenia sktadek ZUS.

1 Jedli dotyczy — prosze opisaé pod tabela, w jakim stopniu cel zostal osiagniety i podaé przyczyny
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3. Opis tematow badawczych

3. 1. Temat badawczy 1: Przewidywanie wartosci genetycznej

Cel tematu badawczego 1

Przez dtugi czas selekcja genomowa byta zdominowana przez bazujacy na hybrydyzacji DNA
system DArT. Wraz z upowszechnianiem si¢ technik sekwencjonowania nast¢gpnej generacji
(NGS), system ten zostal dostosowany (DArTseq) i pozwala na uzyskiwanie okoto 30000
markeréow. Technologia DArTseq opiera si¢ na sekwencjonowaniu nastgpnej generacji
fragmentéw uzyskanych w procedurze podwojnej redukcji ztozonosci. W tym podejsciu
fragmenty DNA uzyskane po zastosowaniu kombinacji enzyméw restrykcyjnych Pstl-Hpall i
Pstl-Hhal z adapterami sg trawione za pomoca Taql. Jest to podejscie analogiczne do
proponowanego w ramach rozwijania wilasnych systemoéw markerowych w projekcie
realizowanym w latach 2018-2019. Obecnie stosowane technologie GBS stanowig wydajne
narzgdzie identyfikacji mutacji punktowych (SNP) i zmian wynikajacych z obecnos$ci lub braku
fragmentu DNA.

Celem tematu badawczego nr 1 bylo wykorzystanie sekwencjonowania NGS do
charakterystyki genetycznej 500 genotypéw pszenicy metoda DArTseq. Uzyskane dane
postuzyty do weryfikacji efektow selekcyjnych ustalonych dla populacji treningowej oraz do
selekcji genotypow do krzyzowan.

Materialy i metody
Material badawczy stanowity 2-tygodniowe siewki pszenicy zwyczajnej uzyskane z
otrzymanych nasion (Tabela S1.1). Izolacje DNA z 500 linii wykonano zgodnie z metodyka
zalecang przez Diversity Arrays Technology. Stezenie probek okreslano na fluorymetrze Qubit
oraz spektrofotometrycznie a jakos¢ oceniano po rozdziale na 1.5% zelu agarozowym.

Markery DArTseq dla populacji 500 linii badanych w 2023 roku zostaty zmapowane do
aktualnego genomu referencyjnego (Wheat Chinese Spring IWGSC RefSeq v2.1 genome
assembly (2021)). Usunieto rowniez markery, dla ktorych brakowato segregacji dla > 30%
genotypow oraz markery z czgstoscia rzadszego allela ponizej 0.05%.

Analizy asocjacyjne dla populacji treningowej wykonano z wykorzystaniem programu Tasel
5.0 oraz iPAT2. Asocjacje przeliczono dla markeréw silicoDArT, SNP oraz modeli GLM,
MLM. Obliczenia dla modeli CMLM i FarmCPU wykonano w programie iPAT. W selekcji
markerow istotnych dla serii wybrano takie, ktore miaty istotne efekty dla najwigkszej liczby
srodowisk, stabilnosci plonowania, $redniego plonu i plonu wzglgdem standardow. W
kolejnym etapie selekcji markery istotne dla serii pordwnywano i wybrano markery o istotnych
efektach ze stabilnoscig i % standardu dla wiecej niz 1 srodowisk. W celu dostosowania do
programu Tasel 5.0 segregacje dominujacych markeréw silicoDArT przepisywano domyslnie
na SNP zastgpujac 110 przez A 1 C odpowiednio. W matrycy SNP oznaczenia ,,0” zastgpowano
przez allel dziki, ,,1” na allel zmutowany natomiast ,,2” na heterozygote.

W ramach optymalizacji selekcji genomowej przeprowadzono autowalidacje predykcji
genomowej dla roéznych modeli statystycznych stuzacych do przewidywania wartosci
hodowlanej ocenianej genetycznie (genetic estimated breeding values, GEBV). Testowano
modele gBLUP (genomic Best Linear Unbiased Prediction), rrBLUP (ridge regression BLUP)?
oraz BRR (Gaussian regression), Bayes A, Bayes B, Bayes C i BL (Bayesian Lasso)®.

2 Chen CJ, Zhang Z. iPat: intelligent prediction and association tool for genomic research. Bioinformatics. 2018
Jun 1;34(11):1925-1927. doi: 10.1093/bioinformatics/bty015.
3 Endelman,J. (2011) Ridge regression and other kernels for genomic selection in the R package rrBLUP. Plant
Genome, 4, 250-255.
4 Pérez, Paulino. et al. (2014) Genome-wide regression and prediction with the BGLR statistical package.
Genetics, 198, 483-495.
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Wyniki
W ramach realizacji zadania nr 1, 500 genotypow pszenicy scharakteryzowano przy pomocy
markerow DArTseq (tabele S1.2, S1.4). Uzyskano 42519 markeréow SNP, sposrod ktorych
usuni¢to 6592 markery o liczbie danych brakujacych przekraczajacych 30% oraz 21423
markery o czgstosci wystepowania ponizej 5% 1 136 o zdublowanych pozycjach. Sposrod
25938 markerow SilicODAIT odrzucono 42 markery o powyzej 30% danych brakujacych i
11230 markery o niskim polimorfizmie oraz markery o zdublowanych pozycjach i uzyskano
14660 markerow silicoDArT. Dla panelu materiatdbw badanych w 2023 roku, do analiz
asocjacyjnych i predykcji genomowej pozostawiono wszystkie markery silicoDArT i 10531
markerow SNP (tabele S1.3, S1.5).

Dane genotypowe uzyskane metodg DArTseq dla materiatow badanych w 2023 wykorzystano
do identyfikacji markerow zwigzanych z plonem i cechami jako$ciowymi (tabela S1.6).
Zidentyfikowano 9 gltéwnych rejondw zwigzanych z plonowaniem i 3 zwigzane z zawarto$cig
skrobi (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 Gtowne loci zwigzane ze zmiennoscia plonu ziarniakoéw i zawarto$cia skrobi.

SNP

flankujgce IWGSC_v2.1 (Mpz) R2
MTA M1 M2 Chro M1 M2 GY_BLUP GY_STD Inne
QGY1 1674 1683 2A 36216026 39201857 - 14.04 GLM: NAD/SMH 11.8-13.7
QGY2 5225 5230 3D 18936183 19197634 - G/MLM: KOH 15.8-19.7
QGY3 6675 - 5A 464270897 15.5 16.6 GLM: NAD13.3-15.5
QGY4 6704 6719 5A 473807772 476894853 16.9 18.5 GLM: NAD12.7-15.3
QGY5 6840 5A 543698374 134 19.7 G/MLM: KBP17.1-18.3
QGY6 7388 7398 5B 433164266 436384186 - GLM: SMH12.5-16.8
QGY7 8480 8490 6A 587432118 587965598 - G/MLM: KBP 16.2-16.6
QGY8 8507 6A 598415823 11.2 17.3 G/MLM: STH14.4
QGY9 11478 11494 7D 4215386 5670027 G/MLM: RAH/KRZ15.3-18.03
QS1 2784 2789 2B 643625410 644612105 GLM: SMO: 12.8-14.1
QS2 5022 5026 3B 802550956 803229423 GLM: STH: 13.7-18.9
QS3 7105 7106 5A 691649147 691655672 GLM: KOB: 14.2-15.9

GY_BLUP — plon ziarna dla BLUP, GY_STD — plon ziarna w procentach standardu, G/MLM
wyniki istotne w modelach GLM i MLM odpowiednio.

Dane o $redniej wysokosci plonu w 5 miejscowos$ciach z dos§wiadczen na poziomach Al 1 A2
oraz o plonowaniu wzgledem standardow wykorzystano o walidacji r6znych modeli predykcji
genowej (Tabela 1.2.). Modele testowano oddzielnie dla 14367 markeréw SNP i 14660
markerow silicoDArT. Stwierdzono, ze dla obu typéw markeréw i1 wszystkich badanych modeli
predykcji genomowej doswiadczenia prowadzone na poziomie A2 pozwalaja uzyska¢ dane o
wyzszej przydatnosci do przewidywania warto$ci hodowlanej u pszenicy zwyczajnej. Dla
danych z 2022/2023 lepsza jest tez przewidywalnos$¢ plonowania w odniesieniu do wzorca.



Tabela 2.1. Wartos$ci wspotczynnikow determinacji dla plonowania w 5 miejscowo$ciach na
poziomach Al i A2 oraz w odniesieniu do standardow.

R2 dla cech

Model Plon Al Plon A2 Plon%STD Al Plon%STD A2
SNP
gBLUP 0.06 0.09 0.05 0.13
rrBLUP 0.06 0.10 0.05 0.13
BL 0.08 0.10 0.07 0.12
BRR 0.06 0.09 0.05 0.10
BayesA 0.08 0.10 0.07 0.13
BayesB 0.08 0.10 0.06 0.13
BayesC 0.06 0.11 0.05 0.12
silicoDAIT
gBLUP 0.06 0.09 0.04 0.13
rrBLUP 0.04 0.11 0.03 0.17
BL 0.06 0.11 0.06 0.11
BRR 0.03 0.10 0.04 0.12
BayesA 0.06 0.12 0.08 0.14.
BayesB 0.06 0.15 0.05 0.13
BayesC 0.05 0.13 0.05 0.14
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Rys. 1.1. Rozktad warto$ci przewidywanych do obserwowanych w modelu rrBLUP dla
plonowania wzgledem standardéw na poziomie A2 dla markerow SNP i silicoDATrT.

Dyskusja

Selekcja genomowa (SG) pozwala na przyspieszenie hodowli poprzez selekcj¢ genotypow o
skumulowanych korzystnych allelach. Skutecznos$¢ przewidywan plonu w selekcji genomowej
zalezy w duzej mierze od puli genetycznej wykorzystywanej do skalowania wartosci markeréw
oraz od puli genetycznej populacji, w ktorej przewidywana jest warto§¢ cechy. W jednym z
wariantoOw zastosowania selekcji genomowej, dla wybranego krzyzowania, wartosci selekcyjne
przypisywane markerom sa oceniane dla potowy populacji a nastgpnie markery te sa
wykorzystywane do przewidywania warto$ci dla pozostalej czegsci populacji ktéra nie ma
fenotypu. Poprzez odpowiednie zintegrowanie SG z procesem hodowlanym, mozliwa jest
selekcja komponentéw do krzyzowan wylgcznie w oparciu o genomowe szacunkowe warto$ci
hodowlane, zanim materiaty hodowlane zostang wprowadzone do szkotek i prob polowych. Ze
wzgledu na skrocenie czasu cyklu selekcji, przewiduje si¢, ze roczny zysk genetyczny w



przypadku SG jest dwa do trzech razy wigkszy niz w przypadku konwencjonalnego programu
selekcji fenotypowej®.

W przypadku plonu, Belamkar i wsp (2018) stwierdzili, ze u pszenicy ozimej $rednia zdolno$¢
predykcyjna na podstawie danych genomowych w zbiorze treningowym wahata si¢ od 0,23 do
0,55. Zdolno$¢ predykeyjna oszacowana dla nowego roku przy uzyciu pozostatych lat wahata
sie od 0,17 do 0,28%. W badaniach wtasnych uzyskano podobne wartosci korelacji w roku 2022
natomiast w 2023 dla autowalidacji modelu uzyskano wartosci ponizej 0.17. Lozada i wsp.
(2019)7 stwierdzil, ze selekcja genomowa byta korzystniejsza niz selekcja oparta na markerach
pod wzgledem selekcji na wzrost plonu. Uzupehlienie selekcji fenotypowej o selekcje
genomow3g dato okoto 10% wzrost skutecznosci selekcji w poréwnaniu do zastosowania same;j
tylko selekcji fenotypowe;j.

W przypadku innych cech pszenicy, o mniej ztozonym podtozu genetycznym, zastosowanie
selekcji genomowej moze by¢ bardziej skuteczne. W programie hodowlanym pod katem
zwigkszenia zawartosci fruktanéw uzyskano zwigkszenie ich zawartosci o 25% bez
wspomagania selekcjg genomowa a wykorzystanie danych genomowych pozwolito zwickszy¢
postep genetyczny do 34%8. Maksymalna warto$¢ predykcji w hodowli pszenicy zwyczajne;
pod katem trzech rdzy wynosita wewnatrz populacji od 0.45 do 0.80, natomiast dla fuzariozy
od 0.42 do 0.90%.

Populacja kalibracyjna zostata scharakteryzowana w doswiadczeniu 3 letnim w okreslonych
warunkach $rodowiska i bedzie wykorzystana do stworzenia populacji treningowej. Analizy
asocjacyjne przeprowadzone na liniach stuzgcych do walidacji (z danymi fenotypowymi z lat
2020 i 2021) zostang wykorzystane do wyboru dodatkowych markerow, ktore beda stanowity
uzupetnienie 1 rozwinigcie panelu markerowego. Reasumujac, bezposrednio populacja
kalibracyjna stanowi odrebny panel doswiadczalny, natomiast na poziomie wynikow analiz
asocjacyjnych zestaw markerow do selekcji genomowej bedzie optymalizowany i uzupetniany.
Perspektywicznym celem jest opracowanie systemu selekcji bazujacego na zmienno$ci w
genach regulujacych procesy prowadzace do wydajnej akumulacji energii i zasobow w postaci
plonu ziarniakow i skrobi.

W celu maksymalnego wykorzystania selekcji genomowej, powinna by¢ ona zintegrowana z
prowadzonymi pracami hodowlanymi, przewidywane wartosci selekcyjne moga traci¢ lub
zyskiwa¢ na znaczeniu w zalezno$ci od wybranych komponentow rodzicielskich. Proces ten
wymaga ciaggtych modyfikacji tj. uzupeilniania zestawu markerow 1 korekty wartosci
predykatywnej poszczegélnych markerow. Ewolucja populacji treningowej jest zatem
niezbe¢dna nie tylko w skali optymalizacji ogélnego zestawu markeréow lecz wydaje sie, ze
powinna by¢ dostosowana réwniez do programow hodowlanych.

Dane fenotypowe dla populacji treningowej 1 kolejnych populacji obejmowaty rowniez
obserwacje przezimowania, wczesnosci, wysoko$ci, wylegania, MTZ oraz choréb (rdzy
brunatnej, rdzy z6ltej, maczniaka, fuzariozy i septoriozy). W ramach kontynuacji badan analizy
dla tych cech zostaty przeprowadzone w kierunki identyfikacji dodatkowych markerow.
Ponadto, zebrane dane umozliwia ocene zwigzku wytypowanych markeréw cech
fenologicznych 1 odpornos$ciowych z plonowaniem.

5 Haile J.K., N’Diaye A., Sari E. et al. 2020 Potential of Genomic Selection and Integrating “Omics” Data for
Disease Evaluation in Wheat. Crop Breed Genet Genom. 2(4):€200016.
¢ Belamkar V, Guttieri MJ, Hussain W, et al. Genomic Selection in Preliminary Yield Trials in a Winter Wheat
Breeding Program. G3 (Bethesda). 2018;8(8):2735-2747. Published 2018 Jul 31. doi:10.1534/93.118.200415
" Lozada, D.N., Mason, R.E., Sarinelli, J.M. et al. Accuracy of genomic selection for grain yield and agronomic
traits in soft red winter wheat. BMC Genet 20, 82 (2019). https://doi.org/10.1186/5s12863-019-0785-1
8 Veenstra L.D., Poland J, Jannink J-L, Sorrells M.E. 2020. Recurrent genomic selection for wheat grain
fructans. Crop Sci. 60 1499-1512.
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Wykonano sumaryczne analizy wtasciwosci markerow silicoDArT i SNP do przewidywania
warto$ci hodowlanych (GEBV) dla danych z lat 2020-2023 (Tabela S5.1-2). Obliczono rowniez
wartosci GEBV dla linii i odmian z zestawow walidacyjnych badanych w tych latach (Tabela
S5.3). Dla 4 lat uwzglednionych w zestawieniu wykorzystano 17979 markeréw SNP w tym
7520 (42%) markerow byto unikalnych dla wybranego pojedynczego roku. Pozostate markery
byty wykorzystane do predykcji plonu w 2 (21.1%), 3 (13.1%) lub 4 (24%) latach. W sumie,
sposrod 4302 markeréw segregujacych w badanych populacjach w 4 latach okoto potowa
dawata w miarg stabilne Kierunki efektow dla $redniego plonu (BLUP) i plonu wzgledem
standardow (tj. 8, 7 i 6 efektow dodatnich lub ujemnych w 4-leciu, Tabela S5.2).

Do przewidywania plonu wykorzystano rowniez 23283 markery silicoDArT w latach 2020-
2023. W tej grupie 9909 (42.6%) markerow wystepowato w jednym roku badan, 7214 (31.0%)
w 2 latach, natomiast 3163 i 2997 markeréw wystepowato w 3 i 4 latach, odpowiednio.
Podobnie jak w przypadku markerow SNP, okoto potowa (1622) markerow silicoDArT
wystepujacych w 4 latach miata stabilne (od 8 do 6) kierunki efektow zwigzanych z plonem
pszenicy w doswiadczeniach prowadzonych na poziomie A2 (Tabela S5.1).

Powyzsze analiz nalezy traktowac jako wstepne. Dodatkowe elementy jakie mozna uwzglgdnié
w celu poprawy modelu to przewidywanie plonu na podstawie haplotypow. Podejscie to
powinno z jednej strony pozwoli¢ na wyeliminowanie z modelu markeréw niewtasciwe
zmapowanych w wyniku homeologii genoméw pszenicy, a z drugiej strony powinno umozliwic¢
prawidlowe uzupelnienie brakujacych segregacji. Drugim elementem jest optymalizacja
populacji wykorzystanych do budowy modeli czastkowych w poszczegolnych latach —
eliminacja wybranych genotypow daje szanse, na uzyskanie lepiej oszacowanych efektow
mniej zaleznych od struktury populacji.

Efekty markerow zlokalizowanych w wybranych rejonach genomu istotnie zwigzanych z
wysoko$cig plonu (Tabela 1.1.) przeanalizowano w latach 2020-2023 (Tabela S5.4). Dla
wigkszosci badanych rejonow wybrano markery SNP wystepujace w 3 lub 4 latach badan. W
przypadku marker QGY1 i QGY7 efekty stwierdzone w 2023 roku nie potwierdzity si¢ w
pozostatych latach. Natomiast markery z rejonu QGY2 byly dos$¢ stabilnie pozytywne,
podobnie jak marker 1218808 z rejonu QGY6 i marker 2248056 z rejonu QGY9. Jesli chodzi
0 QGY3, QGY4, QGY5 1 QGYS to wybrane markery wykazywaty stabilne efekty negatywne
(Tabela S5.4).

Whnioski
Uzyskane dane wykorzystano do analiz asocjacyjnych w celu wytypowania rejonow
zwigzanych z plonowaniem. Wybrany zestaw markeréw moze by¢ przydatny do wspomagania
hodowli lub optymalizacji selekcji genomowe;j.
W celu poprawy skutecznosci selekcji genomowej wymagana jest optymalizacja populacji
treningoweyj.

Mierniki dla tematu badawczego 1.

Lp. miernik® wartos¢ warto$¢
miernika miernika
podana w opisie | zrealizowana
zadania
1 Liczba genotypow (Ng) z ktorych wyizolowano DNA | 500 500
2 Liczba probek analizowanych metodg DArTseq 500 500

9 Podaé miernik — np. ilo$¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.2 Temat badawczy 2 Ocena fenotypowa

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu bylo uzyskanie jak najbardziej kompleksowych danych fenotypowych ze
szczegblnym uwzglednieniem plonu.

Materialy i metody

W celu uzyskania danych fenotypowych w 5 lokalizacjach (Konczewice, Modzuréw, Krzemlin,
Radzikow i1 Kobierzyce) zalozono doswiadczenie obejmujace pordwnanie 171 linii w uktadzie
blokow losowych z wzorcami (Artist, Kilimanjaro i Symertia) w trzech powtorzeniach w
warunkach agrotechnicznych A2.

Gloéwng oceniang zmienng byt plon, natomiast ocena fenotypowa w wybranych lokalizacjach
obejmowata oprocz masy ziarna z poletka rowniez obserwacje takie jak: liczbe dni do
ktoszenia, wysokos$¢, wyleganie i mase tysigca ziaren. W roku 2023 analizy rozszerzono o
cechy jakosciowe bazujace na NIR tj. zawarto$¢ biatka i skrobi, glutenu mokrego,
wodochtonnosci i twardosci. Wdrozono réwniez procedury analizy zawartosci L-asparaginy
oraz folianow. W warunkach naturalnej infekcji przeprowadzono ocen¢ wybranych chorob
grzybowych. Uzyskane dane stanowig komponent fenotypowy analiz asocjacyjnych i postuza
do identyfikacji dodatkowych regionéw odpowiedzialnych za cechy plonowania pszenicy.

WyniKi

W ramach przeprowadzonych badan zatozono do$wiadczenia w 5 lokalizacjach. Okreslono
wysokos$¢ plonu ziarna o wilgotnos$ci 15% dla 171 genotypow badanych w 3 seriach w
odniesieniu do 3 wzorcow w uktadzie blokéw niekompletnych (Tabela S.2.1). We wszystkich
seriach stwierdzono istotne efekty zwigzane z genotypem badanych linii, $srodowiskiem i
interakcje genotypowo-srodowiskowa (Tabela 2.1). Niezaleznie, dodatkowo, wprowadzono
charakterystyke jakosciowa zawartosci i sktadu skrobi.

Tabela 2.1. Analiza wariancji zmiennosci plonu porownywanych linii pszenicy zwyczajnej na
poziomie A2.

Stopnie  Srednie  Stopnie  Srednie

Zrédto swobody kwadraty swobody kwadraty
zmiennosci Efekt  efektu  efektu bledu btedu F p
Seria 1

Genotyp (G) Losowe 59 223.5 236 113.1 2.0 0.00019
Lokalizacja (E) Stale 4 66279.4 236 113.1 586.0  0.00000
G*E Losowe 236 113.1 600 57.2 2.0 0.00000
Seria 2

Genotyp (G) Losowe 59 278.8 236 107.3 2.6 0.00000
Lokalizacja (E) State 4 31012.0 236 107.3 289.2  0.00000
G*E Losowe 236 107.3 600 44.0 2.4 0.00000
Seria 2

Genotyp (G) Losowe 59 341.2 236 135.6 2.5 0.00000
Lokalizacja (E) State 4 39866.8 236 135.6 293.9  0.00000
G*E Losowe 236 135.6 600 109.1 1.2 0.02030




Tabela 2.2. Stabilno$¢ plonowania i plonowanie 60 genotypdw testowanych w serii S1 na poziomie A2.

Ranking Sredni plon
Odmiana/rod stabilnosci  Stabilno$¢  (dt/ha) Plon (% wzorca)
AND 19057 22 1.59 135.76 102.83
AND 19068 15 2.09 134.65 101.99
AND 19249 57 0.37 129.74 98.27
AND 19569 26 1.51 134.47 101.85
AND 19791 51 0.71 136.39 103.31
AND 19797 27 1.46 129.06 97.75
ARTIST wl 31 1.42 131.47 99.58
C 19104 1 5.00 123.54 93.57
C 19573 16 2.07 131.92 99.92
C2738/14-14 50 0.71 139.34 105.54
DD 197/19 48 0.85 137.72 104.31
DD 531/19 34 1.27 134.53 101.90
DD 559/19 35 1.27 132.55 100.40
DD 868/19 8 2.58 134.18 101.63
DI 2/38 24 1.55 129.47 98.06
DL 1027/19 20 1.61 134.11 101.58
DL 1028/19 54 0.54 129.86 98.36
DL 1091/19 53 0.55 139.06 105.33
DL 1095/19 32 1.36 129.02 97.72
KBP 21.16 28 1.46 137.83 104.40
KBP 21.25 13 2.16 133.43 101.07
KBP 21.28 36 1.25 132.00 99.98
KBP 21.41 46 0.88 133.39 101.04
KBP 21.47 21 1.60 132.91 100.67
KILIMANJARO w2 59 0.35 131.09 99.29
MIB 0245 10 2.29 132.96 100.71
MIB 0534 12 2.20 135.99 103.00
NAD_Z190674 29 1.44 135.91 102.94
NAD_Z190702 3 4.83 132.74 100.54
NAD_Z 19008 52 0.56 130.23 98.64
NAD_Z 19040 37 1.20 133.29 100.96
NAD_Z 19581 14 2.16 135.85 102.90
NAD_Z 19647 42 1.01 133.08 100.80
POB 0122 41 1.03 130.69 98.99
POB 0222 2 4.85 123.51 93.55
POB 0322 44 0.92 134.12 101.59
SMH 497 7 2.69 128.39 97.24
SMH 524 6 2.99 133.27 100.94
SMH 553 40 1.11 132.57 100.41
SMH 576 45 0.91 131.80 99.83
SMH 578 58 0.36 135.60 102.71
SMH 643 47 0.86 134.93 102.20
SMH 710 56 0.43 130.04 98.50
SMH 761 23 1.56 134.32 101.74
SMH 796 17 1.95 132.58 100.42
SMH 804 60 0.25 133.00 100.74
SMH 825 30 1.44 131.45 99.56
STH 0244L1 39 1.15 136.97 103.75
STH 024412 49 0.74 133.79 101.34
STH 0307 38 1.18 131.63 99.70
STHD 0411 5 3.15 135.13 102.35
STHD 0424 9 2.36 132.65 100.48
STHD 0430 55 0.52 129.70 98.24
STHD 0441 43 0.93 132.77 100.56
STHD 0549 33 1.35 135.34 102.51
STHD 1121 18 1.69 133.56 101.16
STHD 1126 25 1.53 131.82 99.84
STHD 1438 19 1.63 137.31 104.00
STHD 1447 4 3.68 130.91 99.15
SYMETRIA w3 11 2.27 133.51 101.13
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Tabela 2.3. Stabilno$¢ plonowania i plonowanie 59 genotypdw testowanych w serii S2 na poziomie A2.

Ranking Sredni plon
Odmiana/réd stabilno$ci  Stabilno$¢  (dt/ha) Plon (% wzorca)
AND 19073 39 1.43 134.79 101.91
AND 191003 32 1.96 132.67 100.30
AND 191004 5 3.25 138.16 104.45
AND 191009 55 0.68 135.42 102.38
AND 19799 33 1.94 130.82 98.91
AND 19829 43 1.32 132.66 100.30
AND 19862 7 3.04 135.90 102.75
ARTIST wl 28 2.14 131.85 99.69
C 16 397 4 3.27 138.39 104.63
C 17 263 9 2.92 136.19 102.96
C 19186 24 2.43 133.93 101.26
C 3279/160s 56 0.62 130.09 98.35
DD 198/19 18 2.59 138.77 104.92
DD 530/19 29 2.14 132.63 100.27
DD 561/19 31 2.06 134.85 101.95
DD 909/19 45 1.24 134.11 101.40
DL 1102/19 48 1.20 133.94 101.27
DL 1121/19 57 0.61 131.75 99.61
DL 1156/19 12 2.80 131.00 99.05
DL 1175/19 36 1.77 129.20 97.68
DL 1220/19 21 2.56 137.30 103.81
KBP 21.17 46 1.21 136.56 103.25
KBP 21.32 49 1.16 130.21 98.45
KBP 21.42 14 2.75 131.13 99.14
KBP 21.43 51 1.03 127.50 96.40
KBP 21.50 8 2.92 130.07 98.34
KBP 21.9 20 2.58 132.37 100.08
KILIMANJARO w2 52 0.84 130.12 98.38
MIB 01007 41 1.38 135.15 102.18
NAD_Z 191004 15 2.75 136.24 103.00
NAD_Z_ 191036 6 3.20 142.12 107.45
NAD_Z 191090 37 1.66 141.55 107.02
NAD_Z 19377 35 1.90 135.80 102.67
NAD_Z 19796 10 2.91 133.44 100.89
POB 0422 11 2.81 127.50 96.39
POB 0522 44 1.29 124.05 93.79
POB 0622 27 2.40 129.79 98.12
SMH 520 25 2.42 134.65 101.80
SMH 530 58 0.44 132.55 100.21
SMH 574 60 0.39 133.01 100.56
SMH 592 16 2.71 132.70 100.33
SMH 644 47 121 133.96 101.28
SMH 733 17 2.68 136.26 103.02
SMH 786 50 1.15 133.25 100.74
SMH 797 53 0.83 133.96 101.28
SMH 816 22 2.52 135.37 102.34
SMH 829 13 2.76 132.95 100.52
SMH 840 54 0.77 135.87 102.72
STHD 1461 3 3.50 132.87 100.45
STHD 1464 26 241 135.09 102.13
STHD 1468 30 2.09 138.12 104.43
STHD 1471 59 0.44 138.26 104.53
STHD 1472 38 1.56 136.42 103.14
STHD 1474 23 2.50 139.67 105.59
STHD 1475 42 1.34 143.12 108.20
STHD 1476 40 1.38 135.37 102.34
STHD 1477 34 1.93 136.48 103.19
STHD 1479 19 2.59 129.33 97.78
STHD 2001 1 4.26 131.65 99.54
SYMETRIA w3 2 3.82 134.83 101.94

11



Tabela 2.4. Stabilno$¢ plonowania i plonowanie 59 genotypdw testowanych w serii S3 na poziomie A2.

Ranking Sredni plon
Odmiana/réd stab. Stabilnos¢ (dt/ha) Plon (% wzorca)
AND 19019 4 291 142.46 106.72
AND 19026 29 1.38 135.98 101.87
AND 19337 43 0.95 137.68 103.14
AND 19803 17 2.03 133.78 100.22
AND 267/16 9 2.47 133.70 100.16
AND 27/16 12 2.23 141.10 105.70
AND 33/16 60 0.37 139.35 104.39
ARTIST wl 42 0.96 132.40 99.18
C 18 238 16 2.06 135.18 101.27
C 1854/17-4 40 1.10 125.52 94.03
C 19318 52 0.78 133.25 99.82
C2815/15-21 1 3.57 131.15 98.25
DD 470/19 35 1.23 136.03 101.90
DD 522/19 37 1.16 132.44 99.22
DD 800/19 36 1.20 139.32 104.37
DD 910/19 45 0.94 135.29 101.35
DL 1278/19 47 0.94 135.09 101.20
DL 1348/19 30 1.34 135.44 101.46
DL 1359/19 56 0.64 137.62 103.09
DL 1410/19 38 1.15 132.65 99.37
DL 1552/19 20 1.85 137.51 103.01
KBP 21.10 33 1.32 129.87 97.29
KBP 21.19 27 1.40 132.95 99.60
KBP 21.20 51 0.79 131.33 98.38
KBP 21.33 13 2.18 130.67 97.89
KBP 21.56 15 2.08 136.30 102.11
KILIMANJARO w2 26 1.40 131.77 98.71
KOH 03221 44 0.94 131.14 98.24
KOH 12020 48 0.94 134.08 100.44
KOH 18619 58 0.57 138.40 103.68
MIB 01152 57 0.63 136.78 102.47
NAD_Z190876 7 2.53 145.15 108.73
NAD_Z 19110 19 1.92 139.65 104.61
NAD_Z 19565 8 251 135.86 101.78
NAD_Z 19628 55 0.64 135.39 101.42
NAD_Z_ 19649 50 0.81 137.76 103.20
POB 0722 2 3.34 135.64 101.61
POB 0822 46 0.94 127.98 95.87
POB 0922 32 1.32 127.32 95.38
POB 1022 25 1.48 131.04 98.16
SMH 521 24 1.57 134.22 100.55
SMH 533 41 1.04 133.84 100.26
SMH 575 28 1.39 136.01 101.89
SMH 577 59 0.51 133.97 100.36
SMH 633 10 2.40 133.64 100.12
SMH 652 5 2.74 128.84 96.52
SMH 754 23 1.71 133.63 100.11
SMH 798 22 1.72 129.53 97.03
SMH 820 18 1.98 132.86 99.53
SMH 839 31 1.33 133.46 99.98
STH 2008 21 1.82 137.74 103.18
STH 2009 34 1.28 134.84 101.01
STH 2010 39 1.12 137.71 103.16
STHD 2002 11 2.37 132.87 99.54
STHD 2003 54 0.73 137.11 102.72
STHD 2004 53 0.77 141.63 106.10
STHD 2005 49 0.89 136.74 102.44
STHD 2006 3 3.17 131.63 98.61
STHD 2007 14 2.13 135.36 101.40
SYMETRIA w3 6 2.61 136.30 102.10
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Tabela 2.5. Zestawienie wybranych dodatkowych cech badanych na genotypach w trzech seriach (S1-
S3). WYS — wysokos¢ roslin, LDK — liczba dni do kwitniecia, WYL2 - wyleganie, HL — masa hektolitra,
MTZ — masa tysigca ziaren, BLK — zawartosc¢ biatka.

Zmienna Nwaznych Srednia Minimum Maksimum Odch.std Wsp.zmn. Sko$no$¢ Kurtoza

Seria 1

WYS 420 96.40 74 133 9.923 10.294 0.479 0.550
LDK 300 150.96 144 157 2.496 1.654 -0.273 0.019
WYL2 300 8.26 2.33 9 1.252 15.166 -2.256 5.470
HL 360 76.76 8.2 85.2 4,925 6.417 -7.629 103.868
MTZ 360 47.13 324 65.5 4.594 9.748 0.017 0.461
BLK 120 12.60 105 14.1 0.744 5.902 -0.333 0.031
Seria 2

wYS 420 9481 72 124 9.362 9.875 0.347 0.087
LDK 300 150.90 144 157 2.193 1.453 -0.558 1.031
WYL2 300 8.52 3.67 9 0.928 10.897 -2.353 5.727
HL 360 76.83 62.7 82.9 2.576 3.352 -0.666 1.639
MTZ 360 46.30 33.8 64 4.502 9.724 0.064 0.416
BLK 120 12.34 104 14.3 0.937 7.596 0.176 -0.618
Seria 3

WYS 420 97.11 72 128 10.432 10.742 0.280 -0.110
LDK 300 151.29 144.33 161 2.398 1.585 0.072 0.949
WYL2 300 8.26 3 9 1.194 14.444 -1.846 3.002
HL 360 77.08 70.5 83 2.271 2.946 -0.238 -0.315
MTZ 360 46.56 35.2 62.5 4.954 10.638 0.367 0.100
BLK 120 11.89 9.3 13.5 0.796 6.696 -0.997 1.875

W pierwszej serii sposrod rodéw plonujacych powyzej wzorca wysoka stabilnoscia cechowaty sie
C2738/14-14, DL 1091/19, KBP 21.16 i DD 197/19 (Tabela 2.2). W drugiej serii wysoki plon i
stabilno$¢ miaty rody STHD 1475, NAD_Z_ 191036 i NAD_Z_191090 (Tabela 2.3). W trzeciej serii
rodow wysokim i stabilnym plonem cechowaty si¢ NAD_Z190876, AND 19019 i STHD 2004 (Tabela
2.4). Rody oceniono rowniez pod wzglgdem wysokosci, wezesnosci, MTZ oraz zawarto$ci biatka
(Tabela 2.5). Ponadto w 2023 roku ocene fenotypowa uzupelniono o oznaczenia cech jakosciowych
(Tabela 2.6).

Dyskusja

Dane fenotypowe sg istotnym elementem opracowania i testowania systemu markerow w optymalizacji
metody selekcji genomowej. Zebranie kompleksowych danych fenotypowych obejmujacych informacje
o stopniu porazenia przez choroby, wybranych cechach fenologicznych oraz wysokosci plonu pozwoli
na ustalenie zwigzkow pomigdzy tymi cechami. Wykorzystanie podzbiorow istotnych markerow z
mapowania asocjacyjnego moze utrzymywac¢ wysoka doktadnos¢ (64-70%) dla plonu ziarna, ale moze
przyczyni¢ si¢ do spadku doktadnosci przewidywania cech o wysokiej odziedziczalnosci, takich jak
wysoko$¢ ro$lin’®,

Czgstym argumentem przemawiajagcym przeciwko stosowaniu selekcji genomowej jest stosunkowo
niska odziedziczalnos$¢ plonu. Z punktu widzenia przydatnosci do systemu selekcji genomowej istotny
jest udziat wariancji genetycznej w catkowitej zmienno$ci fenotypowej. W przypadku programu
hodowlanego pszenicy ozimej Uniwersytetu Stanowego Kansas, odziedziczalno$¢ plonu sensu lato
ziarna wynosi ponizej 0,3'. Natomiast w badaniach wiasnych, odziedziczalnos¢ liczona na podstawie
srednich kwadratow odchylen i w kolejnych seriach 1-3 populacji kalibracyjnej wyniosta ona
odpowiednio 62%, 62%, i 70%.

10 ozada, D.N., Mason, R.E., Sarinelli, J.M. et al. Accuracy of genomic selection for grain yield and agronomic
traits in soft red winter wheat. BMC Genet 20, 82 (2019). https://doi.org/10.1186/s12863-019-0785-1
11 Calvert M, Evers B, Wang X, Poland J. 2020. Breeding Program Optimization for Genomic Selection in
Winter Wheat. https://doi.org/10.1101/2020.10.07.330415
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Tabela 2.6. Zestawienie wybranych dodatkowych cech jako$ciowych zbadanych w probach z 3

lokalizacji (Strzelce, Kobierzyce i Smolice)

Zmienna Nwaznych Srednia Minimum Maksimum Odch.std Wsp.zmn. Skos$no$é¢ Kurtoza
KOB

biatko 540 10.92 8.40 13.70 0.965 8.841 0.044 -0.360
popiot 540 141 1.30 1.60 0.067 4.785 0.296 0.190
ttuszcz 540 1.58 1.10 2.30 0.178 11.284 0.440 0.201
wtdkno sur. 540 2.66 2.20 3.20 0.176 6.619 0.073 -0.007
skrobia 540 61.09 57.90 63.30 0.818 1.339 -0.284 0.512
gluten mokry 540 24.20 17.00 32.20 2.629 10.864 0.110 -0.320
wodochfonnos¢ 540 52.67 46.40 60.25 2.512 4.769 0.196 -0.199
twardos¢ 540 52.06 29.90 69.00 7.413 14.241 -0.172  -0.194
SMO

biatko 540 11.71 8.70 14.80 1.155 9.859 0.050 -0.383
popiot 540 1.50 1.20 1.80 0.094 6.235 0.109 0.085
ttuszcz 540 151 1.10 2.00 0.154 10.168 0.251 0.012
wtdkno sur. 540 2.41 1.90 3.10 0.238 9.849 0.381 -0.641
skrobia 540 60.49 56.20 64.20 1.239 2.049 0.002 0.126
gluten mokry 540 27.90 17.00 40.30 3.885 13.925 0.059 -0.319
wodochtonnosé 540 54.52 46.35 59.64 2.171 3.982 -0.344  0.130
twardos¢ 540 62.90 28.30 81.30 9.048 14.386 -0.406 -0.357
STH

biatko 538 9.61 8.10 11.70 0.648 6.746 0.362 -0.105
popiot 538 141 1.20 1.60 0.068 4.799 -0.101  -0.467
ttuszcz 538 1.69 1.30 2.20 0.173 10.264 0.260 -0.375
wtdkno sur. 538 2.48 2.00 3.00 0.168 6.785 0.008 -0.085
skrobia 538 62.27 60.00 65.60 0.722 1.159 0.462 0.727
gluten mokry 538 20.76 14.60 27.30 1.989 9.580 0.394 0.369
wodochfonnos¢ 538 50.78 45.81 56.78 2.128 4.190 0.125 -0.459
twardos¢ 538 49.39 25.90 72.50 7.881 15.958 0.059 -0.134
Whioski

Uzyskano dane o plonowaniu oraz cechach plonotwoérczych dla 171 linii pszenicy ozimej, ktore postuza

do walidacji modelu selekcji genomowe;j.

Lp. miernik? warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zadania zrealizowana
2.1. | Liczba genotypéw pszenicy z oceng plonu w | 171 171
przynajmniej 5 lokalizacjach
2.2. | Liczba ocenianych cech pszenicy 4

12 podaé miernik — np. ilo§¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.3 Temat badawczy 3 Optymalizacja konstrukcji bibliotek

Cel tematu badawczego 3

Klasyczne systemy markerowe nie sg na tyle czute zeby wychwyci¢ zmiany metylacyjne. W obecnych
metodach, zastosowanie enzymow restrykcyjnych wrazliwych na metylacj¢ pozwala na wykrycie
jedynie czesci zmian metylacyjnych. Technologie sekwencjonowania trzeciej generacji stanowia
narzedzie do poznania zmiennosci epigenetycznej w skali catego genomu. W ramach zaplanowanych
badan technologie trzeciej generacji zastosowano do sekwencjonowania catego genomu pszenicy i do
badania zmienno$ci w wybranych fragmentach genomu.

Celem tematu byto: 1) sekwencjonowanie wybranego genotypu za pomoca metody sekwencjonowania
calogenomowego W celu uzyskania danych niezb¢dnych do opracowania sekwencji referencyjnej
pszenicy - analiza ta powinna dostarczy¢ danych pozwalajacych na identyfikacje rejonéw podlegajacych
metylacji; 2) optymalizacja metodyki tworzenia bibliotek z selekcja docelowych rejonéw przy pomocy
CRISPR/Cas8 do sekwencjonowania hanoporowego.

Sekwencjonowanie wybranego genotypu w technologii Illumina

Analizy obejmowaty sekwencjonowanie catogenomowe w technologii Illuminy. Prace sa
kontynuowane na polskiej odmianie Euforia. Wybor odmiany do sekwencjonowania byt losowy, jedyne
kryteria selekcji to data wpisu do rejestru w ciggu ostatnich 5 lat i pochodzenie z polskiej hodowli.
Sekwencjonowanie catogenomowe wykonano ustlugowo, po dostarczeniu DNA wyizolowanego
zgodnie z wymogami serwisu. Serwis obejmowat przygotowanie biblioteki zgodnie z IDT xGen DNA
EZ kit.

Dalsza obrobka surowych danych polegata na usunig¢ciu pozostato$ci adaptoréw i ocenie jakosci
odczytow. W dalszym etapie analizy uzyskane sekwencje zostang wykorzystane do korekty odczytow
PacBio i1 zlozenia sekwencji genomowej odmiany Euforia na bazie zdeponowanych genomow
referencyjnych. Z uwagi na wymagania obliczeniowe analizy beda kontynuowane w IGR PAN z
wykorzystaniem programéw zainstalowanych na komputerach duzej mocy w Poznanskim Centrum
Superkomputerowo-Sieciowym i na platformie Cyverse.

Optymalizacja metodyki tworzenia bibliotek z selekcjq docelowych rejonow przy pomocy CRISPR/Cas8
do sekwencjonowania nanoporowego

Do optymalizacji metodyki wybrano szes¢ odmian ozimych pszenicy o znanej sekwencji (Cadenza
(PANGO0002-PG-10), Claire (PANG0005-PG-8), Kronos (PANG0008-PG-6), Lancer (PANG0009-PG-
7), Paragon (PANGO0013-PG-7), Weebill (PANG0016-PG-8)). Do przygotowania biblioteki wybrano
20 genow (Tabela 3.1). W celu lepszego wyboru odcinkéw kierujacych, sekwencje gendw poszerzono
0 5 tys nukleotydow z koncow 3’ i 5° na podstawie danych z bazy Plants Ensembl dla wybranych 6
zsekwencjonowanych odmian pszenicy. Zaprojektowane crRNA, zostaty nastepnie wykorzystane go do
syntezy czasteczek gRNA. Z uwagi na wysokie koszty zakupu syntetycznych czasteczek RNA (20x
wyzsze od DNA) sekwencje DNA dla crRNA wykorzystano do transkrypcji in vitro gRNA zestawem
EnGen sgRNA Synthesis Kit, S.pyrogenes Protocol (NEB, #E3322). Uzyskane sondy pod defosforylacji
i oczyszczeniu zostaty zastosowane do redukcji ztozonosci biblioteki przeprowadzonej zgodnie z
metodykg Cas9 Sequencing Kit (SQK-CS9109). Stezenie DNA w probkach pszenicy i
zsyntetyzowanego gRNA okre§lono na fluorymetrze Qubit 1 spektrofotometrycznie a integralnosé
oceniono na zelu agarozowym.
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Tabela 3.1. Geny wybrane do przygotowania biblioteki ukierunkowanej.

Oznaczenie gen Chromosom Zakres Gen adnotacja Cas9/PCR
CBF-7 2B 624355817..624354731 TraesCS2B01G434300 PCR -
CBF-A10 5A 523610162..523608286 TraesCS5A01G311900 PCR
CBF-A13 5A 523565873..523567727 TraesCS5A02G311795 PCR
CBF-A14 5A 523017139..523014908 TraesCS5A01G311300 PCR
CBF-A15 5A 523136185..523137961 TraesCS5A01G311500 PCR
CBF-A18 6A 601134858..601132820 TraesCS6A01G381200 PCR
CBF-A3 5A 523588694..523586767 TraesCS5A01G311800 PCR
CBF-A5 7A 27906197..27904137  TraesCS7A01G057800 PCR
CBF-D1 5D 410843807..410842099 TraesCS5D01G317700 PCR

Dem 6D/6B 434787533..434790099 TraesCS6D01G332400 PCR
Dhn1 5D 450378814..450380741 TraesCS5D01G379300 PCR
PPD-B1 2B 293694474..293688451 TraesCSU01G196100 Cas9, PCR
PPD-D1 2D 33956129..33951962  TraesCS2D01G079600 Cas9, PCR
QTL_4A 4A 122735562..122736397 TraesCS4A01G107100 PCR
Tacr7 2B 680447236..680445475 TraesCS2B01G483000 PCR
VRN-A1 5A 587424204..587411179 TraesCS5A01G391700 Cas9,PCR
VRN-B1 5B 573817387..573802529 TraesCS5B01G396600 Cas9,PCR
VRN-B3 7B 9701869..9704470 TraesCS7B01G013100 Cas9,PCR
VRN-D1 5D 467185262..467176178 TraesCS5D01G401500 Cas9,PCR
VRN-D2 4D 509284733..509281917 TraesCS4D01G364400 Cas9, PCR
Wyniki

Sekwencjonowanie wybranej odmiany

W wyniku sekwencjonowania losowych sekwencji reprezentujacych genom odmiany Euforia uzyskano
ponad 5 miliardow sekwencji (2 x 2.585.707.686) o tacznej dtugosci 2 x 390.4 Gbp (odczyty w dwoch
kierunkach). Jako$¢ wickszo$ci sekwencji byta wysoka i warto$¢ Phred wyniosta $rednio 39 (Rys 3.1).
Oznacza to, ze w uzyskanych danych mozliwy jest blad sekwencjonowania w okoto jednym
nukleotydzie na 1000 odczytanych. Btedy odczytu kumulowaty si¢ gtdéwnie w sekwencjach o dtugosci
151 par zasad i zostaly zredukowane po usunieciu adaptorow (Rys. 3.2). Sekwencje byty
zanieczyszczone glownie sekwencjami transpozazy Nextera oraz w mniejszym stopniu sekwencjami
adaptorowymi Illumina (Rys 3.3). Srednia zawarto$¢ GC wyniosta 46% i cechowata si¢ duza zgodnoscia
z przewidywanym rozktadem (Rys. 3.4). W uzyskanych odczytach o dlugosci 151 nt nie wystgpowaty
dane brakujace.

Oczyszczanie sekwencji przeprowadzono w programie TrimGalore. W procesie tym odrzucono
sekwencje, ktore po sparowaniu i usunigciu adapterow byty krotsze niz 20 bp (okoto 1% sekwencji
wejsciowych). Kontrolna analiza jako$ci po tym procesie potwierdzita skutecznos¢ eliminacji
adapterow. Oczyszczone sekwencje dopasowano do genomu referencyjnego RefSeq v2.1 pozyskanego
z strony The International Wheat Genome Sequencing Consortium (IWGSC) przy uzyciu programu
bowtie2'*4. W wyniku mapowania okoto 10% oczyszczonych sekwencji stwierdzono, ze 93.16% byto
wlasciwie sparowanych | wszystkie znalazty rejony homologiczne na genomie Chinese Spring. Na
przyktadowym obrazie mapowania sekwencji do chromosomu 4B wida¢, ze niektore rejony sa
nadreprezentowane (Rys. 3.5.). Przyktadowo do pozycji 16 957 444 i 604 435 760 na chromosomie 4B
zmapowalo si¢ odpowiednio 8434 i 5220 fragmentow, CO 0znacza nierbwnomierny rozktad sekwencji
przy zaktadanym $rednim ponad 50-krotnym pokryciu genomu. Na podstawie danych z mapowania do
genomow referencyjnych zostang wybrane markery SNP. Lokalizacje tych markeréw zostang
poréwnane z informacjami dostgpnymi w bazach i efektami zwiazanymi z plonowaniem w celu

13 Langmead B, Wilks C, Antonescu V, Charles R. Scaling read aligners to hundreds of threads on general-
purpose processors. Bioinformatics. 2018 Jul 18. doi: 10.1093/bioinformatics/bty648.
14 Langmead B, Salzberg SL. Fast gapped-read alignment with Bowtie 2. Nature Methods. 2012 Mar 4;9(4):357-
9. doi: 10.1038/nmeth.1923.
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wzbogacenia mozliwosci ich wykorzystania selekcji. Szczegdtowa analiza poréwnawcza sekwencji
(Rys 3.6.) moze stanowi¢ punkt wyjscia do zdefiniowania liczby mutacji punktowych wymaganych do
wyznaczenia SNP. Miejsca wystepowania pojedynczych mutacji mozna uznaé¢ z przypadkowe efekty
btedu w sekwencjonowaniu, natomiast obecno$¢ 3 mutacji punktowych moze nie mie¢ charakteru
losowego. Analizy te wymagajg kontynuacji i opracowania naukowego.

Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read
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Rys. 3.1. Wartosci jakosci sekwencjonowania Phred dla uzyskanych sekwencji.
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Rys. 3.2. Wartosci Phred jakosci sekwencjonowania w zaleznosci od dtugosci sekwenciji przed (a) i po
usunieciu adaptoréw (b).
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Rys. 3.3. Zawarto$¢ adaptorow w danych surowych.
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Rys. 3.4. Zawartos¢ GC dla uzyskanych sekwencji.
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Rys. 3.5. Obraz mapowania uzyskanych sekwencji do chromosomu 4B pszenicy. Wybrane rejony sg
pokryte przez okoto 6 sekwenciji (dla 10% przeanalizowanych danych).
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Rys. 3.6. Przyktad mapowania odczytéw w rejonie 0 wysokim pokryciu na chromosomie 4B obrazujgcy
wystepowanie pojedynczych réznic w odniesieniu do sekwencji referencyjnej oraz réznic wielokrotnych,
ktére mogg $swiadczy¢ o obecnosci mutacji punktowych w odmianie Euforia.

Optymalizacja konstrukcji biblioteki

W ramach przygotowania do realizacji zadania sprowadzono z kolekcji odmiany referencyjne o znanej
sekwencji genomu i wykonano z nich izolacjc DNA. Wykorzystano sekwencje do syntezy gRNA
zaprojektowane w 2022 roku dla sekwencjonowania genéw Ppd-B1, Ppd-D1, Vrn-B1, Vrn-D2, Vrn-Al,
Vrn-D1 i Vrn-B3. Przeprowadzono synteze i oczyszczanie kierujacego RNA. Biblioteki przygotowano
zgodnie z metodyka opracowang w 2021 roku.

Tabela 3.3. Sekwencje starterow wykorzystanych do syntezy gRNA.

Starter Sekwencja

1 PPD-B1_F20 TTCTAATACGACTCACTATAGGTTTGACCGAACTCTCGTTGTTTTAGAGCTAGA
1 _PPD-B1_R16 TTCTAATACGACTCACTATAGAAACTTCTGAGTGGCAATTGTTTTAGAGCTAGA
2 PPD-D1_F2 TTCTAATACGACTCACTATAGGAATCTACACAGTGGATGGGTTTTAGAGCTAGA
2_PPD-D1_R30 TTCTAATACGACTCACTATAGACATTTGGCTACGTCACTTGTTTTAGAGCTAGA
3_Vrn-B1_F111 TTCTAATACGACTCACTATAGCGTCCATCCGTCCTCTCACGTTTTAGAGCTAGA
3 Vi-B1_R1 TTCTAATACGACTCACTATAGACTCAATACCTGAATCGGTGTTTTAGAGCTAGA
4 Vrn-D2_F16 TTCTAATACGACTCACTATAGCATTATTGGCGTTGCGTGGGTTTTAGAGCTAGA
4 Vm-D2_R74 TTCTAATACGACTCACTATAGACATCGTTGGATTGAAATGGTTTTAGAGCTAGA
5 vrn-Al_F41 TTCTAATACGACTCACTATAGCTCAAACTGCATAGTTCATGTTTTAGAGCTAGA
5 vin-A1_R44 TTCTAATACGACTCACTATAGCTTGACAACAGTGTATTGAGTTTTAGAGCTAGA
6_vrn-D1_F8  TTCTAATACGACTCACTATAGAGTTGTCATTACACGAGTGGTTTTAGAGCTAGA
6_vrn-D1_R38 TTCTAATACGACTCACTATAGCTTGAGAACAGTGTATTGAGTTTTAGAGCTAGA
7_vn-B3_F20 TTCTAATACGACTCACTATAGGGAGTCAACGCAGAATGGAGTTTTAGAGCTAGA
7_vrn-B3_R487 TTCTAATACGACTCACTATAGTTTGATCGAGCATACATATGTTTTAGAGCTAGA

Dyskusja

Obecnie obok genomu referencyjnego pszenicy jarej Chinese Spring dostepnych jest 49 genomow
réznych odmian pszenicy (w porownaniu do 20 w 2023 roku). Uzyskanie jak najbardziej kompletnego
genomu referencyjnego nowoczesnej odmiany pszenicy ozimej jest waznym elementem identyfikacji
zmiennosci epigenetycznej oraz optymalizacji systemu adnotacji i selekcji markeréw. Uzyskane dane o
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zmienno$ci metylacyjnej u odmiany Euforia pozwola na identyfikacje rejonow regulowanych
metylacyjnie w nowoczesnych odmianach w odniesieniu do innych odmian jarych i ozimych. W wyniku
analiz przeprowadzonych w 2023 roku uzyskano 2x390.4 Gb danych sekwencyjnych, czyli przyjmujac
wielko$¢ genomu pszenicy 14.23 Gb uzyskano prawie 55-krotne pokrycie sekwencji genomu odmiany
Euforia, co powinno umozliwi¢ po potaczeniu z danymi z PacBio z 2021 roku na ztozenie genomu
pszenicy do poziomu kontigéw lub skafoldow.

Wydajno$¢ wzbogacania pozostawia jeszcze wiele do zyczenia wymaga analizy parametrow sekwencji
kierujacych nukleaze na wybrane rejony. W celu zwigkszenia mozliwosci sekwencjonowania
wybranych genow ze wzbogacaniem sekwencji docelowych w technologii Cas9, poszerzono zakres
sekwencji skierowanych w dot i gore od genu do 5 tys nukleotydow. Wyniki uzyskane w 2021 roku
pokazuja mozliwosci wykorzystania bibliotek wzbogacanych i sekwencjonowania najnowszej generacji
do analizy wybranych genow wraz z rejonami regulatorowymi z uwzglednieniem zmienno$ci
epigenetycznej. Prezentowane doniesienie dotyczace sekwencjonowania bibliotek wzbogacanych
nukleazg Cas9 u pszenicy jest pionierskie. W wyniku przeprowadzonych badan nie udato si¢ poprawic
jakosci uzyskiwanych sekwencji.

Whioski

Uzyskanie doktadnych informacji o genomie referencyjnym jest podstawg opracowania wydajnego
systemu selekcji genomowej.

Dane z sekwencjonowania bibliotek wzbogacanych o sekwencje docelowe przy wykorzystaniu
nukleazy Cas9 w nanoporach nie pozwolity na ustalenie zmian metylacyjnych.

Mierniki dla tematu badawczego 3 (podaé w tabeli)

Lp. Miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania
3.1 | Liczba genotypéw sekwencjonowanych pod katem 1 1

identyfikacji zmienno$ci metylacyjnej

3.2 | Liczba genotypdéw dla ktorych przygotowano biblioteki 6 6
wzbogacone o wybrane rejony genomu i
zsekwencjonowano w technologii ONT

15 Poda¢ miernik — np. ilo$¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.4 Temat badawczy 4 Konwersja wybranych markerow

Cel tematu badawczego 4

Celem tematu badawczego nr 4 bylo wydobycie informacji z danych genotypowych
(z sekwencjonowania NGS) oraz fenotypowych w postaci identyfikacji markerow o istotnych
efektach zwigzanych z wysokoscig plonowania w celu ich zastosowania do charakterystyki
genetycznej 94 genotypOw pszenicy.

Materialy | metody

W ramach realizacji tego zadania wykorzystano DNA z wybranych 94 genotypow pszenicy
zwyczajnej przygotowane w ramach zadania nr 1 (Tabela S4.1). Do konwersji wybrano 20
markeré6w pochodzacych z 12 rejonow zidentyfikowanych na podstawie analiz asocjacyjnych.
Sekwencje wybranych markeréw (Tabela 4.1) wykorzystano do zaprojektowania starterow do
metod STS-PCR i HRM (Tabela 4.2). Markery STS zaprojektowano dla delecji znajdujacych
si¢ w poblizu markeréw DArTseq o najwyzszych efektach ze zmienno$cig plonu oraz
znajdujacych si¢ w poblizu genéw kandydujacych. Dodatkowo zaprojektowano réwniez
markery do badania zmienno$ci pojedynczych nukleotydow technikqa HRM.

W sklad reakcji o objetosci 20uL wchodzity 10X st¢zony bufor do PCR, 2 lub 3 startery 200
nM, 2.5 mM MgCI2, dNTP 200uM, spermidyna 0.4 pM, Taq 0.75 U i 40 ng gDNA.
Amplifikacje prowadzono przy temperaturze przylaczania startera 60°C. Optymalizacja
polegata na testowaniu innej polimerazy (Phire) z towarzyszacym buforem. Oznaczenia HRM
z wykorzystaniem HOT FIREPol® EvaGreen® HRM Mix przeprowadzono zgodnie z
zaleceniami producenta dla oznaczen nr 16 1 20.

Tabela 4.1. Sekwencje do wykrywania zmienno$ci typu insercja-delecja w 20 loci.

Wielkos¢

Chrom Region CS.V1 PAV Start PAV PAV bp  Polimorfizm
chr2A  QGY1: 31701481..34644288 TraesCS2A02G074900 chr2A:33175034 1,954 17+4
chr2B QS1: 635781189..636771112 TraesCS2B02G443200 chr2B:636459540 288 16+5
chr3A QGY5:113701552..113701484 TraesCS3A02G136000 chr3A:113709059 222 20+1
chr3B QS2: 786107976..786793186 TraesCS3B02G551700 chr3B:786600877 897 20+1
chr3D QGY2:18933765..19162675 TraesCS3D02G048600 chr3D:18731221 607 20+1
chrbA  QGY3:463766590..463766658 TraesCS5A02G250000 chr5A:464634640 288 20+1
chr5A  QGY4:473308564..476407996 TraesCS5A02G259000 chr5A:473426209 769 17+4

TraesCS5A02G261100 chr5A:474949193 2,122 20+1
chrbA  QS3:689505744..689512342 TraesCS5A02G531000 chr5A:689484038 216 20+1
chr5B  QGY6:430290797..433526933 TraesCS5B02G248800 chr5B:431060311 156 19+2

TraesCS5B02G250700 chr5B:432877724 424 19+2
chr6A QGY7:584522666..585062630 TraesCS6A02G352100 chr6A:584758054 1,399 17+4
chr6A QGY8:595578925..595578859 TraesCS6A02G370900 chr6A:595510452 222 17+4
chr7iD QGY9:3842517..5310945 TraesCS7D02G010400 chr7D:4984740 2,648 18+3
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Tabela 4.2. Sekwencje starteréw dla 20 markeréw i oczekiwane wielko$ci produktow.

Rejon MTA Produkt
delecj insercj
PCR Starter L Starter R a a
1 2A QGY1l AAAAAGGACCGGAGGGAGTA  ATCGGCAGGATGAATTTGTT 113 2067
AAAAAGGACCGGAGGGAGTA  GCTGCCTACCATCTTTGAGC - 223
15 2A QGY1l GTGTTCTGCACCAGCATCAT  GGAACTCCCCTCCTATTCCA 396 1627
CAAGAGGCGGAGGATCATT - 221
2 2B QS1 CAACGCATAAACCATAAAGCA  AAGGTCATCCTTGCATCGAA 92 380
3 3A QGYS5  GTCGGCCAGAGATGCTTTTA  TGCTGGCATCCTGAGAACTA 138 360
4 3B QS2 CTCGGCTAGGAGCTCTTTCA TTTTTCTTCGGAACCACCTG 313 1210
CTCGGCTAGGAGCTCTTTCA  CTTCGGCTTGTTCCTCGAC - 274
5 3D QGY2 GGCCTTGCTAAACTGTGTCG  TGAGCCTGTTCAACATCTGAAT 87 694
6 5A QGY3 AGGACGACGTGCTGATGAC AGAGGCCGTAGACCTCAGTG 96 384
16 5A QGY3 TGGAGGGAAGATAACCCAATC CTTCATTTTGAGCCGGAAATTTTA T 87
CTTCATTTTGAGCCGGAAATTTTC G
7 5A QGY4  GCTGCAGCTTATGCATTTGA  TGTCGACAGCAGATGGAATC 191 959
GCTGCAGCTTATGCATTTGA CCCCTGTTTGGCATTACTGT - 164
8 5A QGY4  CGATGCCGGACCTTAGTTTA  GCATCTCAAACCTTGCACCT 331 2453
CGATGCCGGACCTTAGTTTA  AAGGGCTTCGTCATCAGAGA - 244
17 5A QGY4  TCTCTCTCCCTCACAACACG CTGGGTCAGCAGAGGAGAAC 148 370
18 5A QGY4  CCCAGGAAAGATCTACCGAAC CACGTGCGTAGTTCAGCTTC 96 471
9 5A QS3 ATCACGGGTGCATCCTATTC ~ CAGACACTTTGTCGGTGTGG 148 364
10 5B QGY6 TCTCCGTTGCCGTGATATAG  GAGGGGTTCGTGGACTTTGT 124 280
11 5B QGY6  TTTTTCCTTCCTTGAATCCTTT  CCGAGCCATAGTAATTGCAC 174 598
19 5B QGY6 CCATGAGAGAAGCACAGAGG TGGTAGCCCTCCCATTAACT 55 232
12 6A QGY7  GCTATCACCCTCCGTCTGTC ~ GGGCCCCATCATTACCTTAT 223 1622
GCTATCACCCTCCGTCTGTC ~ AGACGGGAGACCTGTCTTGA - 153
13 6A QGY8 ATGAAACTCCACGCCTAAGC  GCGAACGAAGCTGAAGTCAA 154 375
20 6A QGY8 ATGGCGTCCGTGAAGCTC ATGGCCTGCGTCTTGCAG C 119
ATGGCCTGCGTCTTGCAT T
14 7D QGY9  GAAGCAAAGCATCTCCCCAA  GGAGGGAGTACATAACAAGCG 264 2912
GAAGCAAAGCATCTCCCCAA ATCAGACTGCCCTCTCCAAC - 193
WyniKki

W ramach badan zbadano segregacje 20 markerow z 12 rejonow zidentyfikowanych w wyniku
przeprowadzonych analiz asocjacyjnych (Tabela 1.1). Badania przeprowadzono dwuetapowo.
W pierwszym etapie oznaczenia testowano na 12 liniach segregujacych pod wzgledem
odpowiednich markerow DArTseq. W drugim etapie polimorficzne oznaczenia testowano na
94 genotypach. Przeprowadzono dwuetapowg optymalizacje warunkéw reakcji. W przypadku
oznaczen wymagajacych optymalizacji reakcje wykonywano z wysoce procesywng polimeraza
Phire typu hot-start. Sposrod 20 testowanych oznaczen, 11 nie bylo polimorficznych a 6
wymagato dalszej optymalizacji warunkow reakcji (Tabela S4.2). Sposrod 9 markeréw
wykrywajacych zmienno$¢ do dalszych testow wybrano oznaczenia PCR1 i PCR7 dlaQGY1 i
QGY4 (Fot 4.1) ze wzgledu na zgodnos¢ segregacji z odpowiednimi markerami DArTseq w
pierwszym etapie testow.
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Fot 4.1. Przyktady konwertowanych markerow QGY4 5A1 (191/959+164 pz) i QGY1_2A
(113/223 pz)

Analizy PCR1 i PCR7 przeprowadzone na zestawie 94 linii pszenicy zwyczajnej potwierdzity
wysoka zgodnos$¢ segregacji markera PCR1 z 984529 (wspotczynniki korelacji -0.714). W
przypadku drugiego oznaczenia nie udato si¢ potwierdzi¢ zgodnos$ci segregacji (wspotczynniki
korelacji -0.09). Reasumujac, spo$rod 20 badanych markerow tylko 1 moze by¢ przydatny do
$ledzenia zmienno$ci w rejonach genomu o istotnym zwigzku z plonowaniem pszenicy ozimej
w sezonie 2022/2023.

Dyskusja

Na podstawie przegladu dostepnych macierzy SNP i technologii GBS uwaza sig¢, ze przyszie
platformy do praktycznej hodowli powinny wykorzystywaé¢ zautomatyzowane technologie
genotypowania ukierunkowane na wykrywanie funkcjonalnych polimorfizméw 0 znaczeniu
dla cech ekonomicznych. Stosowane platformy powinny by¢ uzasadnione kosztowo i pozwalac¢
na skuteczne przewidywanie cech ilosciowych.'® Niedawno u pszenicy badano zmiany wzorow
metylacji genomowego DNA, jednak zwigzek tych zmian z rdéznicami fenotypowymi i
rownolegtym odkryciem epialleli pozostaje celem dhugoterminowym'’. Uwzgledniajac
stosunkowo niska skuteczno$¢ bezposredniej konwersji markeréw DArTseq na markery KASP
lub HRM, w 2022 roku zaproponowano gtéwnie markery STS-PCR nie pochodzace
bezposrednio z sekwencji DArTseq ale blisko sprze¢zone z nimi. Markery te powinny by¢ tatwe
w wykorzystaniu jesli zostanie potwierdzony ich zwigzek ze zmiennoscig plonowania.

Whnioski
W wyniku przeprowadzony analiz opracowano 1 marker o segregacji zgodnej z
konwertowanym markerem DArTseq nr 36216026 z rejonu QGY1.2A.

16 Rasheed A, Hao Y, Xia X, et al (2017) Crop Breeding Chips and Genotyping Platforms: Progress, Challenges,
and Perspectives. Mol Plant 10:1047-1064. doi: 10.1016/j.molp.2017.06.008
17 Gardiner LJ, Quinton-Tulloch M, Olohan L, et al (2015) A genome-wide survey of DNA methylation in
hexaploid wheat. Genome Biol 16:1-15. doi: 10.1186/s13059-015-0838-3
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Mierniki dla tematu badawczego 4:

Lp. miernik*® warto$¢ miernika warto$¢
podana w opisie miernika
zadania zrealizowana
4.1 | Liczba konwertowanych markeréw 20 20
4.2 | Liczba badanych genotypow (Ng) 94 94

4. Planowana prezentacja wynikéw badan

Prezentacja wynikoéw na konferencjach

Ip. konferencja prezentacja®® Liczba prezentacji
podana w opisie zadania

Liczba prezentacji
zrealizowana

Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Liczba publikacji
zrealizowana

Ip. monografia/czasopismo publikacja® Liczba publikacji
podana w opisie zadania
Publikacja wynikéw analizy asocjacyjnej | publikacja 1
lub selekcji genomowej oryginalna

0

Prace nad publikacja sa zaawansowane. Ze wzgledu na konieczno$¢ uzupehlienia wynikow
genotypowania dla cze$ci odmian pszenicy (ze uwagi na duzg liczbe danych brakujgcych) ostateczne
opracowanie wynikow przeciagneto sie. Dane uzyskane w biezacym roku nie sg atrakcyjne

publikacyjnie i uzupetniajace genotypowanie moze przyczynic si¢ do poprawy jakosci wynikow.

Zataczniki®:

1. Materialy uzupehiajace:
Tabele uzupetniajace S1.1-6, S2.1, S4.1-2, S5.1-4

5. Adres, pod ktérym wyniki badan sa dostgpne na stronie internetowej wnioskodawcy:

https://mtyrka.v.prz.edu.pl/materialy-do-pobrania/materialy-ogolnodostepne

18 Podaé miernik — np. ilo¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
19 Podag, czy chodzi o wyktad plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.
2 podaé, czy chodzi o publikacje oryginalng, czy np. polemika, list do edytora, rozdziat w monografi etc.

2L Podac liste oraz dotaczy¢ do sprawozdania kopie posterow/wyciagi z materiatéw konferencyjnych/publikacje etc.

W nawiasie podaé, na ktorej stronie sprawozdania znajduja si¢ prezentowane wyniki.
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https://mtyrka.v.prz.edu.pl/materialy-do-pobrania/materialy-ogolnodostepne

6. Miernik zadania - stopien realizacji

Warto$¢ miernika fr s . Stopien
Lp miernik podana w opisie Wartos¢ miernika realizacji
' . zrealizowana R
zadania miernika
1 2 3 4 5
Przewidywanie wartosci genetycznej
11 Liczba genotypow (Ng) z ktorych | 500 500 100%
wyizolowano DNA
12 Liczba  probek  analizowanych | 500 500 100%
metoda DArTseq
Ocena fenotypowa 171 rodéw pszenicy zwyczajnej w doswiadczeniu polowym
2.1 Liczba genotypow pszenicy z oceng | 171 171 100%
plonu w przynajmniej 5
lokalizacjach
2.2 Liczba ocenianych cech pszenicy 4 4 100%
Optymalizacja konstrukcji bibliotek
3.1 Liczba genotypow 1 1 100%
sekwencjonowanych pod katem
identyfikacji zmiennosci
metylacyjnej
3.2 Liczba genotypow dla ktorych 6 6 100%
przygotowano biblioteki
wzbogacone o wybrane rejony
genomu i zsekwencjonowano w
technologii ONT
Konwersja wybranych markerow
41 Liczba konwertowanych 20 Liczba 100%
markerow konwertowanych
markerow
4.2 Liczba badanych genotypow 94 Liczba badanych | 100%
(Ng) genotypow (Ng)
Srednia 100%
% realizacji 100
zadania
Sporzadzono:
Piecz¢¢ jednostki Osoba reprezentujaca jednostke Kierownik zadania

Politechnika Rzeszowska
im. Ignacego
Lukasiewicza
35-959 Rzeszow,
Al. Powstancow
Warszawy 12

data

podpis i pieczeé
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