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Kriokonserwacja nasienia knura pehni istotng rol¢ we wprowadzaniu i zachowaniu pozadanych zasobow
genetycznych pochodzacych od samcow o wybitnych wartosciach rozrodczych. Skutecznos$¢ tej metody jest
czesto ograniczona poprzez wyraznie obnizong zdolno$¢ zaptadniajacag kriokonserwowanych plemnikow.
Optymalna przezywalno$¢ plemnikéw w procesie zamrazania zalezy nie tylko od zastosowanej technologii,
lecz takze od indywidualnej podatnosci na kriouszkodzenia. Na podstawie wihasciwosci biologicznych
plemnikéw po procesie zamrazania-rozmrazania mozliwa jest klasyfikacja przydatnosci nasienia knuréw do
kriokonserwacji. U knuréw nalezacych do réznych ras oraz linii genetycznych zaobserwowano istnienie
duzych réznic migdzyosobniczych w przydatno$ci nasienia do wyzej wymienionej technologii. Wyzej
omawiane zjawisko moze mie¢ podtoze genetyczne. Dlatego gtéwnym celem projektu bedzie identyfikacja
markeré6w genetycznych warunkujacych przydatno$¢ nasienia do kriokonserwacji. Zadanie to bedzie
realizowane poprzez sekwencjonowanie transkryptomu plemnika (RNA-seq) z wykorzystaniem technologii
NGS (lllumina). Technika RNA-seq umozliwi scharakteryzowanie transkryptomu plemnikow knurow rasy
wielka biata polska (wbp), identyfikacj¢ komorkowo-specyficznych transkryptow oraz markerow
genetycznych warunkujgcymi dobrg lub stabg przydatnos¢ ejakulatoéw do zamrazania. Uzyskane wyniki
pozwola na poszerzenie wiedzy w zakresie andrologii i beda stanowily podstawe do przysztego
genetycznego doskonalenia knurow w zakresie cech reprodukcyjnych.

Materiat badawczy bedzie stanowito 296 ejakulatow pozyskanych przez okres 10 lat od 40 knurow
rasy whp. Wykorzystanie szerokiego spektrum wyznacznikow wtasciwosci biologicznych plemnikow takich
jak: parametry ruchliwosci (TMOT, PMOT), przezywalno$¢ (test SYBR-14/Pl), status mitochondriow (JC-
1/Pl) oraz integralno$¢ DNA (test kometowy), pozwolily na wytypowanie 21 knuréw cechujacych sie
nasieniem o dobrej przydatnosci 1 19 knurow o stabej przydatnosci do kriokonserwacji. Realizacja zalozen
projektu obejmuje szereg etapow przedstawionych w 4 zadaniach: i) izolacja RNA z plemnikéw knura oraz
procedury QC, ii) sekwencjonowanie transkryptomu plemnikow Sus scrofa, metoda NGS iii) Analiza
bioinformatyczna zsekwencjonowanych transkryptomow plemnikow knuréow rasy wbp oraz iv) walidacja
genow o zroznicowanej ekspresji (DE) i markerow SNP potencjalnie zwigzanych z jako$cig nasienia po
kriokonserwacji. Do izolacji catkowitego RNA z plemnikoéw zastosowana zostanie zmodyfikowana wersja
metody TRIzol. Izolaty RNA plemnikow 3 knuréw o dobrej i 3 osobnikow o stabej przydatnosci do
kriokonserwacji, zostang zsekwencjonowane technikg RNA-seq za pomocg aparatu NextSeq 500 (Illumina)
a uzyskane wyniki zostang poddane analizom bioinformatycznym. Walidacja r6znic w poziomach ekspresji
genow (qRT-PCR) oraz potwierdzenie wystgpowania mutacji o charakterze SNP bedg przeprowadzone na
wigkszej grupie zwierzat (n=40), co umozliwi identyfikacje gendow powigzanych z przydatnoscia nasienia do
kriokonserwacji. Przewiduje si¢, ze okoto 20 gendéw kandydujacych zostanie poddanych szczegbétowym
analizom. Réznice w ekspresji na poziomie biatek beda weryfikowane za pomoca techniki Western blot w
celu potwierdzenia ich roli biologicznej w kriotolerancji plemnikow.

Zespoty naukowe w Polsce i za granica, skupiaja si¢ zazwyczaj na prowadzaniu programow
hodowlanych, z wykorzystaniem selekcji w oparciu o markery (MAS), geny (GAS), a ostatnio takze 0
selekcje genomowi (GS). Podstawowym celem projektu bedzie identyfikacja markerow genetycznych
warunkujgcych przydatnosé¢ nasienia do kriokonserwacji oraz ich zastosowanie w programach doskonalenia
rozrodu $win. Moze to znalez¢ zastosowanie w doskonaleniu technik kriokonserwacji nasienia knura oraz w
utatwieniu selekcji osobnikow o najwyzszym potencjale reprodukcyjnym. Planowane jest zgloszenie
wytypowanych markeréw typu EST i SNP do bazy NCBI, co przyczyni si¢ ich upowszechnienia w
programach hodowlanych. Ponadto, realizacja projektu moze stanowi¢ impuls do stworzenia regionalnych
kriobankéw nasienia. Uzyskane wyniki zostang wykorzystane jako punkt wyjscia dla kolejnych projektow
dotyczacych kriokonserwacji nasienia innych gatunkéw zwierzat gospodarskich.



