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Cele projektu w 2023 roku

Czy cel zostat
Cel -
zrealizowany
Przewidywanie wartosSci genetycznej.
Izolacja DNA i charakterystyka 500 linii markerami

DArT TAK

Ocena fenotypowa 171 rodow pszenicy zwyczajnej
w 1-rocznym doswiadczeniu polowym

Optymalizacja konstrukgcji bibliotek do NGS i

charakterystyka epigenetyczna wybranego W trakcie
genotypu metodg sekwencjonowania wrazliwego realizacji
na metylacje

Konwersja wybranych 20 markeréw na system
bazujgcy na PCR (HRM, KASP lub STS)
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Materiaty i metodyka

Przewidywanie wartosci genetycznej

- izolacja DNA i genotypowanie 500 rodow pszenicy markerami
DArTseq,

- adnotacja markerdw, analizy asocjacyjne i charakterystyka markerow
do selekcji genomowej

Plon 171 linii poréwnano w uktadzie blokow losowych z wzorcami w
lokalizacjach: Konczewice, Modzurow, Krzemlin, Radzikow i
Kobierzyce, w trzech powtorzeniach w warunkach agrotechnicznych
A2. Okreslono réwniez 8 dodatkowych cech gtéwnie fenologicznych i
zwigzanych z tolerancjg na choroby grzybowe oraz wybrane cechy
JELGCRI !

Optymalizacja konstrukcji bibliotek

2022: sekwencjonowanie odmiany Euforia w technologii METHYL-SEQ
2023: sekwencjonowanie odmiany Euforia w technologii Illumina

- projektowanie gRNA, synteza i oczyszczanie gRNA, przygotowanie
biblioteki ukierunkowanej z wykorzystaniem nukleazy Cas9 |
sekwencjonowanie w technologii Oxford Nanopore

4. Konwersja 20 markerow najsilniej zasocjowanych z plonem na system

wykrywania mutacji punktowych metodg STS (sequence tagged sites) 3



Wyniki (zadanie 1)

Przewidywanie wartosci genetycznej

4{7 500 genotypdw pszenicy
scharakteryzowano przy pomocy
markerow DArTseq

v Markery (rowniez dla populacji
treningowej) zadnotowano do
najnowszej sekwengji
referencyjnej pszenicy Chinese
Spring (V2.1)

v Dla populacji kalibracyjnej i
materiatdéw badanych w 2023
roku, do analiz asocjacyjnych
wprowadzono 14367 markerow
DArTseq i 14660 silicoDArT
2022: 19483 markery DArTseq

Predicted Values in Testing Dataset

120 125
Observed Values in Testing Dataset

Observed Values Against Predictions Owver lterations (r2 = 0.17)

Predicted Values in Testing Dataset

100 105
Observed Yalues in Testing Dataset

Zaleznos¢ sredniego plonu przewidywanego od
obserwowanego w populacji 171 genotypow
liczona metodg rrBLUP dla calego zestawy

markerow w 2022 1 2023 roku



Wyniki (zadanie 1)

Przewidywanie wartosci genetycznej

‘ v'"Na podstawie analiz asocjacyjnych zidentyfikowano 12 rejonow

eterminujgcych zmiennos¢ pod wzgledem plonu ziarniakdw i stabilnosci
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GLM: NAD/SMH 11.8-13.7
G/MLM: KOH 15.8-19.7
GLM: NAD13.3-15.5

GLM: NAD12.7-15.3
G/MLM: KBP17.1-18.3
GLM: SMH12.5-16.8
G/MLM: KBP 16.2-16.6
G/MLM: STH14.4

G/MLM: RAH/KRZ15.3-18.03
GLM: SMO: 12.8-14.1

GLM: STH: 13.7-18.9
GLM: KOB: 14.2-15.9

v’ Przecietne efekty zwigzane z wybranymi markerami dla % plonu
wzgledem standardu wyniosty od 14.0 do 19.7% a dla Sredniego
plonu od 11.2 do 16.9%



Wyniki (zadanie 2)

Ocena fenotypowa 171 rodow pszenicy zwyczajnej w doswiadczeniu

A’J)olowym
v W wyniku analiz wariancji dla plonu, we wszystkich seriach
stwierdzono istotne efekty zwigzane z genotypem badanych linii,
Srodowiskiem i interakcje genotypowo-Srodowiskowa
v" Okreslono stabilnos¢ plonowania i wysokosS¢ plonowania wzgledem
Wzorcow
v' Uzyskano dane o wysokosci, wczesnosci, MTZ oraz wyleganiu.
Oceniono m.in. zawartos¢ biatka, popiotu, ttuszczu, skrobi.
Stwierdzono statystycznie istotne zréznicowanie prawie wszystkich
dodatkowych cech w seriach.
v' Zgromadzone dane fenotypowe sg wykorzystywane do oceny
przydatnosSci wybranego zestawu markeréw do selekcji genomowej i
identyfikacji dodatkowych markerow zasocjowanych z plonem.



Wyniki (zadanie 3)

Optymalizacja konstrukcji bibliotek

+

v" Na podstawie analiz asocjacyjnych i metylacji odmiany Euforia
zweryfikowano wybor gendw waznych dla rozwoju i plonowania
pszenicy

v Poréwnano zmiennosS¢ rejondw +/- 10000 pz z otoczenia tych genow

v Do rejondw konserwatywnych zaprojektowano sondy gRNA kierujace
Cas9 i zoptymalizowano ich synteze

HMW gDNA odrzucane HMW gDNA docelowe

Blokada koricow po defosforylacji

v Przygotowane biblioteki s
sekwencjonowano w S =
technologii Oxford Nanopore "

Adenylacja koricow

p

Ligacja adaptordw i oczyszczanie
Brak ligacji adaptorow Ligacja adaptorow

=t ==

Czasteczka zdolna do
przytaczania sie do nanopora

Sekwencjonowanie

Czasteczki nieprzystosowane
do sekwencjonowania

Aparat do sekwencjonowania w nanoporach Zasada selekcji czasteczek z nukleazg Cas9

- <




Wyniki (zadanie 3)

Optymalizacja konstrukcji bibliotek
v’ 2023: sekwencjonowanie odmiany Euforia w technologii Illumina uzyskujgc

40X pokrycie genomu pszenicy zwyczajnej w celu korekty dtugich odczytéw
‘ PacBio uzyskanych w 2021 roku

Subread Lengths

Number of Subreads

20,000 60,000 80,000 100,000

2021: sekwencjonowanie PacBio SMRT ~ L-1¢Zba rejonow genomu z rozng
uzyskujac 375 Gb sekwengji co stanowi  10Scia zmian metylacyjnych
ponad 20X pokrycie genomu pszenicy

zwyczajnej odczytami o Sredniej

wielkosci 17.5-19.4

v' Ponad potowa cytozyn w genomie pszenicy nie jest metylowana
v' Sekwencja referencyjna nowoczesnego genotypu pszenicy ozimej jest
potrzebna do planowanych analiz epigenetycznych i lokalizacji markerdw



Region z delecjg
D —————————————————

Wyniki (zadanie 4 ——
Konwersja markerow Starter 1 garter 2 Starter 3

l ) OGY1
v" Na podstawie sktadowych gtownych

wybrano 96 linii reprezentujgcych
zmiennoS¢ badanej populadji -
v Dla 12 rejonow wybranych na podstawie =~ . .
analizy asocjacyjnej zaprojektowano 20
markerow STS-PCR OGY4

v' Markery zaprojektowano do delecji
sgsiadujgcych z wybranymi markerami ¢ .

DArTseq tak, zeby uzyskiwac produkty
wskazujace rownoczeénie na obecnosé M B B B B

delecji lub jej brak
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improvement. J Appl Genet. 2023 Sep;64(3):377-391. doi:
10.1007/s13353-023-00758-8. Epub 2023 Apr 29. Erratum in: J Appl
Genet. 2023 May 13;: PMID: 37120451; PMCID: PMC10457411.

v’ Aktualne, sprawozdanie i wyniki badan sg dostepne na stronie
internetowej wnioskodawcy:

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

10



