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Cele projektu w 2022 r.

W temacie badawczym 1 (Identyfikacja wariantéw strukturalnych):

- identyfikacja polimorficznych insercji wybranych rodzin retrotranspozonéw LTR
(ang. Long Terminal Repeat) oraz miniaturowych ruchomych elementéw
genetycznych (ang. Miniature Inverted-repeat Transposable Elements; MITE) w
oparciu o resekwencjonowane genomy buraka cukrowego i pastewnego

W temacie badawczym 2 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego gen

jednonasiennosci):

- wyprowadzenie populacji roslin réznigcych sie pod wzgledem fenotypu
jedno/wielonasiennosci, fenotypowanie cechy jedno/wielonasiennosci

- przygotowanie preparatow genomowego DNA roslin o okreslonym fenotypie do
wysokowydajnego genotypowania

W temacie badawczym 3 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego geny

restorerowe):

- wskazanie réznic w organizacji sekwencji przeciwstawnych alleli locus X/x (Rf1/rf1);

- okreslenie, czy obecnosé restorera X (Rf1) jest skorelowana z poziomem mRNA dla
otwartych ramek odczytu tego locus;

- optymalizacja produkcji rekombinantowego biatka RF1 oraz jego oczyszczenie;

- zaprojektowanie sond do wzbogacania bibliotek GBS w sekwencje z chromosomu IV.

Wszystkie zafozone cele zostaty zrealizowane



Materiaty i metody

] . W temacie badawczym 1 (Identyfikacja wariantow strukturalnych):
Materiaty roslinne

e Ztozenie referencyjne genomu buraka cukrowego (RefBeet), biblioteki odczytow NGS

10 genomow buraka cukrowego i dwoch genomoéw buraka pastewnego
Metody

* PopoolationTE2 (narzedzie bioinformatyczne do identyfikacji de novo ruchomych
elementow genetycznych na podstawie surowych odczytéw NGS)
* Genotypowanie PCR

W temacie badawczym 2 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego gen
Materiaty roslinne jednonasiennosci):
e 88 populacji F2 uzyskanych w wyniku przekrzyzowania rosliny jednonasienne;j

z wielonasienng (materiaty hodowlane KHBC)
Metody

* Uprawa w polu, fenotypowanie w fazie kwitnienia, izolacja genomowego DNA

W temacie badawczym 3 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego

Materiaty roélinne geny restorerowe):

* Populacje otrzymane w KHBC w Straszkowie w wyniku krzyzowan typu: obiekt
meskosterylny (MS) x kandydat na linie dopetniajaca (linie O): MS KRA 15 37,3513 175
oraz 55 1125.

Metody

* Analiza biatek: SDS-PAGE, oczyszczanie na kolumnach Ni-NTA

e Real-time RT-PCR: system QuantStudio 3, reporter — SYBR Green |, oznaczenie wzgledne

* Sekwencjonowanie DNA: system PacBio — Sequel Il



Identyfikacja polimorficznych insercji wybranych rodzin miniaturowych ruchomych
elementdéw genetycznych (MITE)

Liczba insercji szesciu rodzin MITE zidentyfikowanych w 12 genomach
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Wyprowadzenie populacji roslin réznigcych sie pod wzgledem fenotypu
jedno/wielonasiennosci, fenotypowanie cechy jedno/wielonasiennosci

Fenotypowanie cechy jedno/wielonasiennosci przeprowadzono dla 88 populacji F2. Tylko w
obrebie 35 z nich zaobserwowano oczekiwang segregacje na rosliny jedno- i wielonasienne, w
pozostatych populacjach nie stwierdzono wystepowania roslin jednonasiennych, z wyjgtkiem
populacji NASKRAK F2 21 45 [(FLOCr18 3 x FD17 3)F2], dla ktdrej zaobserwowano wytacznie
rosliny jednonasienne.

Czestos¢ wystepowania roslin jednonasiennych w populacjach segregujgcych byta na ogot
nizsza niz oczekiwano dla cechy jednogenowej warunkowanej recesywnym allelem. Z kazdej
segregujgcej populacji do dalszych prac wytypowano rosliny réznigce sie fenotypem. Pobrano
od jednej do trzech roslin z kazdego fenotypu reprezentujgcych kazdg populacje segregujaca.
Ogotem wybrano 210 roslin, z ktorych 67 stanowity rosliny jednonasienne, a pozostate 143
rosliny byty wielonasienne.

Przygotowanie preparatow genomowego DNA roslin o okreslonym fenotypie
do wysokowydajnego genotypowania
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Przyktadowy elektroforegram obrazujacy jakosé
otrzymanych preparatéw DNA. M 1kb — marker
wielkosci; 40, 80, 160, 320 ng — Sciezki
referencyjne z DNA faga A o podanych
stezeniach, pozostate Sciezki — DNA roslin
reprezentujgcych segregujgce populacje F2




Analiza sekwencyjna locus X/x (Rf1/rf1)

W ramach przeprowadzonych analiz zsekwencjonowano produkty amplifikacji z roslin
meskoptodnych i meskosterylnych, ktdre nastepnie zmapowano do sekwencji
nukleotydowe;j allelu restorerowego Rf1. Analizy te wykazaty 62 polimorfizmy sekwencyjne,
ktore roznicowaty odczyty z roslin meskosterylnych w stosunku do odczytow z roslin
meskoptodnych oraz referencji Rf1, ktére cechowata obecnos¢ tego samego wariantu.

Tabela wynikowa (fragment)

Wariant: . Wariant: .
. . Wariant: . . Wariant:
Pozycja referencja/ Pozycja referencja/
odczyty odczyty
nukleotydowa odczyty o nukleotydowa odczyty o
. . zroslin . . z roslin
referencji zroslin referencji zroslin
sterylnych sterylnych
ptodnych ptodnych
1512 t a 12661 g t
1515 g a 15846 t o
1524 t C 15916 a t
1527 a - 15922 o a
1570-1572 gtg - 15930 t c
1580-1584 ggaca - 15961 g a
1626 g a 15968 t a
2628 g - 16151 g a
2674 a t 16154 g a
3494 g a 16158 g a




Analiza ekspresji locus X/x (Rf1/rf1) - analiza akumulacji mRNA

W przypadku populacji MS KRA 1537 analizy real-time RT-PCR wykazaty, iz u roslin z
przywrécong ptodnoscig (meskoptodnych) poziom akumulacji transkryptéw locus Rf1/rf1
jest o ok. rzad wielkosci wyzszy niz u roslin meskosterylnych. Z kolei rosliny meskosterylne i
meskoptodne z populacji 3S 13 175 nie rdznity sie istotnie pod wzgledem poziomu
akumulacji badanych transkryptow.
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Poréwnanie ekspresji genu Rf1 u meskosterylnych i meskoptodnych
roslin z populacji MS KRA 1537



Analiza ekspresji locus X/x (Rf1/rfl) - optymalizacia produkcji i oczyszczanie
rekombinantowego biatka RF1 ;
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Western blot SDS PAGE preparatdw po oczyszczaniu

W wyniku analizy western blot staby sygnat dla docelowego biatka (ok. 40 kDa) otrzymano
tylko dla klonu 63 hodowanego w temp. 30 °C. Po oczyszczaniu na kolumnach N-NTA
zarOwno w preparatach po pierwszej jak i po drugiej elucji wykryto biatko o oczekiwanej
wielkosci 40 kDa. Preparaty te byly zanieczyszczone innymi biatkami.

Analizy genu Z (Rf2)

W ramach tegorocznych prac zaprojektowano serie 300 sond do wzbogacania bibliotek NGS
w sekwencje z chromosomu 4, w ktérym jest zlokalizowany gen Rf2.

>Probe 47
ttagccatacaatacaaatgcaatgtactaaaggatagtccataggaagaaaaggctactgtacacagtcatccaccaa
gaatgtgcatccagatgtaattgtgcagtcgaactaatgtt PrzykIa dowa sonda




W temacie badawczym 1 (Identyfikacja wariantéw strukturalnych): Whioski

1.

Kopie ruchomych elementéw genetycznych z grupy MITE stanowig wydajne zrédto tatwo
identyfikowalnych polimorfizmdw insercyjnych.

MITE z nadrodzin hAT-like i Stowaway rdznig sie liczba kopii i poziomem polimorfizmu insercyjnego
w genomach buraka.

Genotypowanie populacji buraka pod kagtem TEASV moze postuzy¢ do okreslenia poziomu
uwsobnienia tych populacji, np. na etapie wyprowadzania linii DH z heterozygotycznych roslin
donorowych.

W temacie badawczym 2 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujgcego gen jednonasiennosci):

1.

2.

W wiekszosci badanych populacji F2 (53) nie zaobserwowano roslin jednonasiennych, pozostate
populacje (35) segregowaty pod wzgledem jedno/wielonasiennos$ci w warunkach polowych.
Recesywna cecha jednonasiennosci zwykle obserwowana byta dla mniejszej liczby roslin w obrebie
populacji segregujgcych, niz wynikatoby to z teoretycznego stosunku rozszczepien 3:1.

W temacie badawczym 3 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujgcego geny restorerowe):

1.

Zidentyfikowano 62 polimorfizmy sekwencyjne réznicujgce allele Rf1 i rf1. S3 one roztozone na dtugosci
ok. 15 kb allelu restorerowego (Rf1).

W jednej z analizowanych populacji rosliny meskoptodne z allelem Rf1 wykazujg ok. 10-krotnie wyzszg
akumulacje transkryptow tego locus w poréwnaniu do roslin meskosterylnych. Wynik ten wskazuje na
udziat efektow ilosciowych w przywracaniu ptodnosci przez gen Rf1.

Sygnaty dla biatka rekombinatowego udato sie uzyskaé dla jednego z badanych klonéw przy
zastosowaniu immunodetekcji z przeciwciatami Anty-6xHIS Tag. Niewielka ilo$¢ tego biatka
wyizolowano przy zastosowaniu chromatografii powinowactwa. Pozyskany preparat jest jednak
zanieczyszczony biatkami towarzyszacymi, co wskazuje na koniecznos¢ pozyskiwania docelowego biatka
z zelu po elektroforezie.

Zaprojektowano zaplanowany zestaw sond do wzbogacania bibliotek NGS w odczyty z chromosomu 4.



6. Miernik zadania — stopien realizacji

Wykaz publikacji 2022:

Doniesienia konferencyjne:

Lp. miernik wartos¢ warto$¢ miernika stopien
miernika podana zrealizowana realizacji
w opisie zadania zadania
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
Liczba resekwencjonowanych
genomow wykorzystanych do
1.1 | identyfikacji polimorficznych 12 12 1,00
miejsc insercji ruchomych
elementéw genetycznych
Liczba rodzin ruchomych
elementow genetycznych, dla
12 ktorych zidentyfikowano 6 6 1,00
polimorficzne miejsca insercji
temat badawczy 2
2.1 | Liczba populacji F2,
segregujacych pod wzgledem
cechy jedno/wielonasienno$ci 88 88 1,00
poddanych ocenie fenotypowej
2.2 | Liczba roslin segregujacych pod
wzgledem cechy
jedno/wielonasiennosci, z 210 210 1,00
ktérych wyizolowano DNA
temat badawczy 3
3.1 | Liczba sekwencjonowanych
bibliotek 2 2 1,00
3.2 Llczba populacll objetych 5 2 1,00
analiza ekspres;ji
3.3 | Liczba klonéw bakteryjnych
uzytych do produkcji biatka 4 4 1,00
rekombinantowego
3.4 | Liczba zaprojektowanych sond
do wzbogacania bibliotek GBS 300 300 1,00
SREDNIA 1,00
% REALIZACJI 100%

ZADANIA

Macko-Podgdrni A., Piestrzyriska
W., Grzebelus D., ,Transposable
elements in the genome of sugar
beet”; poster; Polski Kongres
Genetyki, Krakow, 27-30 czerwca
2022

Szklarczyk M., Wesotowski W.,
Szlachtowska A., Domnicz B.,
“Expression analysis of the Rf1
restorer gene in sugar beet”;
poster; Polski Kongres Genetyki,
Krakow, 27-30 czerwca 2022



