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Cele projektu w 2023 r.

W temacie badawczym 1 (Opracowanie markeréw DNA dla genow pospiechowatosci):

- opracowanie markeréw PCR do wnioskowania o sktonnosci roslin buraka ¢wiktowego do
pospiechowatosci)

W temacie badawczym 2 (Analizy bioinformatyczne wynikow sekwencjonowania locus
restorera X (Rf1)):

- wskazanie réznic pomiedzy sekwencjami przeciwstawnych alleli locus X/x (Rf1/rf1)

W temacie badawczym 3 (Celowane genotypowanie poprzez sekwencjonowanie (GBS)
w kontekscie identyfikacji genu jednonasiennosci):

- wskazanie gendéw kandydujacych, ktore mogg odpowiadac¢ genowi m warunkujgcemu
jednonasiennosé

Cele zostaty zrealizowane.



Materiaty i metody

W temacie badawczym 1 (Opracowanie markeréw DNA dla genéw
pospiechowatosci):

Materiaty roslinne
* populacje Ai B segregujace na rosliny normalne i pospiechowate.

Metody
* markery SCAR i CAPS

W temacie badawczym 2 (Analizy bioinformatyczne wynikow sekwencjonowania locus
restorera X (Rf1)):

Materiaty roslinne

* rosliny homozygotyczne typu Rf1/Rf1 oraz rf1/rfl1 z segregujgcego potomstwa nr 538
Metody

* BLASTn, BLASTp, wirtualna translacja.

W temacie badawczym 3 (Celowane genotypowanie poprzez sekwencjonowanie (GBS)
w kontekscie identyfikacji genu jednonasiennosci):

Materiaty roslinne
* populacje 593ai593b segregujgce na rosliny jedno- i wielokietkowe

Metody
e platforma NGS Illuminy, PE150



Wyniki

Opracowanie markerow DNA dla gendw pospiechowatosci

[ T o Wy T H o Y o MY a R a R 0 IR
~ N O T O N~O0®

— 200 bp

populacja AP 4
BNP-BTC-2/BNP-BTC-1

500 bp —
200bp —

N - nomalne
P - pospiechowate

Produkty PCR uzyskane z uzyciem starteréow BNP-BTC-f2/BNP-BTC-r1 dla
populacji A (AP-4)



Obecnos¢ markeréw wskazane] wielkosci u roslin populacji A i B segregujgcych ze

wzgledu na fenotyp pospiechowatosci (P-pospiechowate, N-normalne).

nieokreslonych

Produkty PCR [pz] ze starterami
Fenotyp roslin Liczba [%] BNP-BTC-f2/BNP-BTC-rl
212 525 212/525
Genotyp / locus B/b
BB bb Bb
Populacja A
Liczba ro$lin normalnych 26 [32,1%)] 1[3,8%)] 18 [69,2%] 7 [26,9%]
[N]
Liczba roslin N z 0 17 5
przebarwieniem
Liczba roslin N bez 0 1 2
przebarwienia
Liczba roslin N 1 0 0
nieokreslonych
Liczb roslin 55 [67,9%)] 22 [40,0%)] 0[0,0%)] 33 [60,0%)]
pospiechowatych [P]
Liczba roslin P z 10 0 23
przebarwieniem
Liczba roslin P bez 7 0 5
przebarwienia
Liczba roslin P 5 0 5




Analizy bioinformatyczne wynikéw sekwencjonowania locus restorera X (Rf1)

Lista produktéw amplifikacji z homologiami do otwartych ramek odczytu
locus Rf1/rf1 (bvORF)

Dhlugos¢ odcinka
N Dlugos¢ _
Nazwa sekwencji N homologicznego | Allel Zr6dlowy
sekwencji [nt]

do bvORF [nt]
k141 230474 987 824 Rf1
k141 450613 1062 1062 Rf1
k141 839348 646 646 Rf1
k141 547503 4679 58 Rf1
k141 406409 1+4 791 703 Rf1
k141 406409 2 791 703 Rf1
k141 406409 3 791 697 Rf1
k141 313464 7614 53 Rf1
k141 584771 927 50 Rf1
k141 584769 850 50 Rf1
k141 491217 7543 2 086 rfl




Celowane genotypowanie poprzez sekwencjonowanie (GBS) w kontekscie identyfikacji
genu jednonasiennosci

Parametry statystyczne uzyskanych odczytéw sekwencyjnych
— populacja 593a

Parametr Wartos¢
Zsumowana dtugos¢ 1 374 935
odczytow™ 800,4
Liczba odczytow* 9166 238,7
Dhugosc min. 150

maks. 150
odezytu srednia 150
Procent GC 36,4
N50 150
N95 150
%Q20 96,7
%Q30 91,4

min. 35,00
Phred maks. 70,00

sredni 68,5




Whioski

W temacie badawczym 1 (Sekwencjonowanie transkryptomu w kontekscie
przywracania ptodnosci przez gen X (Rf1)):

1. Sposrdd testowanych trzech gendw markery, najskuteczniejsze w identyfikacji roslin
pospiechowatych/normalnych zidentyfikowano w oparciu o gen BTCI.

2. Odnotowano wysoka ko-segregacje markeréw wygenerowanych z uzyciem kombinacji starterow
BTC1-5UTR-f2/BTC1-ex6-r i BNP-BTC1-f2/BNP-BTC-r1 z badanym fenotypem. Tylko dla roslin
normalnych populacji A (1 roslina, 3,8%) i populacji B (2 rosliny, 4,4%) dystrybucja markera nie byta
zgodna z fenotypem.

3. Kombinacja starterow BNP-BTC1-f2/BNP-BTC-r1, w obrebie obu populacji, pozwolita na
wygenerowanie produktu zgodnego w 100% z fenotypem roslin pospiechowatych, przy czym
mozliwa bytfa identyfikacja homozygot i heterozygot.

4. Przyjmujac, ze poSpiechowatos¢ warunkowana genem BTC1 jest cechg dominujaca,
heterozygotycznos$¢ roslin niewykazujacych tego zjawiska mozna wyttumaczyé¢ niepetng dominacjg w
obrebie locus B/b. Prawdopodobnie w ekspresji cechy uczestniczg takze inne geny, ktére u
heterozygot mogg odgrywac istotng role w ksztattowaniu fenotypu.

5. Czestotliwos¢ wystepowania braku wybarwienia antocyjanowego byfa wieksza dla roslin
wykazujgcych pospiechowatos$é¢ w pordownaniu do roslin normalnych u obu badanych populacji.



W temacie badawczym 2 (Analizy bioinformatyczne wynikow sekwencjonowania locus
restorera X (Rf1)):

1. Wsréd fragmentow DNA zamplifikowanych z homozygot Rf1/Rf1 oraz rfl1/rf1 wyselekcjonowano
wykazujgce homologie do otwartych ramek odczytu locus Rf1/rf1 (bvORF).

2. Sekwencje te sg obecnie poréwnywane w celu identyfikacji polimorfizméw réznigcych allel
dopetniajgcy od restorerowego.

W temacie badawczym 3 (Celowane genotypowanie poprzez sekwencjonowanie (GBS)
w kontekscie identyfikacji genu jednonasiennosci):

1. W przeprowadzonym eksperymencie GBS dla pojedynczej rosliny uzyskano ok. 1,5 Gb danych
sekwencyjnych.

2. Parametry statystyczne uzyskanych danych wskazujg na ich wysokg jakos¢, co wynika m.in. z
rygorystyczne;j filtracji odczytéw sekwencyjnych przez dostawce ustugi.
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