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Cele projektu w 2024 r.

W temacie badawczym 1 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego gen
jednonasiennosci):

- charakterystyka wariantdw strukturalnych (SV) w dystalnym rejonie chromosomu 4
- wskazanie genu lub gendw kandydujgcych determinujgcych jednonasiennos¢ buraka

W temacie badawczym 2 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego geny
restorerowe):
- okreslenie organizacji sekwencyjnej nowych wariantow allelu X/Rf1

- oczyszczenie biatka rekombinantowego uzyskanego na bazie ekspresji otwartej ramki
odczytu genu X (Rf1)

W temacie badawczym 3 (Opracowanie markeréw molekularnych):

- opracowanie metod identyfikacji polimorfizméw (SV i SNP) w dystalnym rejonie
chromosomu 4 réznicujacych formy jedno- i wielonasienne

- wyprowadzenie licznej populacji segregujacej pod wzgledem jedno/wielonasiennosci

- opracowanie markeréw SCAR i CAPS do wnioskowania o sktadzie allelicznym locus X/x
(Rf1/rf1) u buraka cukrowego

- identyfikacja markeréw SCAR do identyfikacji plazmotypdw u buraka pastewnego

Wszystkie zafozone cele zostaty zrealizowane



Materiaty i metody

W temacie badawczym 1 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego gen
Metody jednonasiennosci):

* Bioinformatyczna analiza odczytéw sekwencyjnych lllumina, sekwencjonowanie ONT
(technologia dtugich odczytow), przyrownanie do genomu referencyjnego

W temacie badawczym 2 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego

Materiaty roslinne/bakterie geny restorerowe):

* rosliny meskoptodne z populacji buraka cukrowego 3S 11 23 oraz 3S 11 50
* Escherichia coli ER2523 (New England Biolabs)

Metody

* sekwencjonowanie DNA PacBio Revio

e oczyszczanie biatka rekombinowanego z uzyciem Anti-Maltose Binding Protein Magnetic
Beads (New England Biolabs)

W temacie badawczym 3 (Opracowanie markerow molekularnych):

Materiaty roslinne

e 80 jedno- i wielonasiennych roslin buraka cukrowego o réznym pochodzeniu
* segregujgce populacje burak cukrowego MSCr 138/17/62 i IL 21 155

e 3 pary linii MS i O buraka pastewnego

Metody
* TagMan (genotypowanie SNP); SCAR (genotypowanie indeli)
* Genotypowanie markerami SCAR i CAPS



Charakterystyka wariantow strukturalnych
(SV) w dystalnym rejonie chromosomu 4

Srednie pokrycie rejonu odczytami ONT
wynosito 5,98x, 3,54x, 3,13x i 0,94x,
odpowiednio dla genomow roslin buraka
cukrowego 50M2, 50W2, 39M1, 39W1 (M -
jednonasienne; W — wielonasienne). Kroétkie
odczyty uzyskane w technologii llluminy oraz
dtugie odczyty ONT zmapowano do rejonu

chromosomu 4 obejmujgcego determinante -~

nasiennosci. Przyktadowy wynik mapowania -~

Wskazanie genu lub gendw kandydujacych
determinujacych jednonasiennos$¢ buraka

ARp-ike
0.6 :
S
pRad . \\\
o £ Ss

0.4 /” ; ‘\\
= -8 : >R
m ”/ \\\
(1 Re (N

0.2 2* S

ks ;" ______________________________ ~
[ 4 S
”,¢ s\\
~
z’% \\\
~,
~
: ~
~
~
6.3e+07 6.4e+07 6.5e+07 \\\
~

Mpz S

wskazujgcy na obecnos¢ wariantu
strukturalnego (indela) réznicujgcego formy
jedno- i wielonasienne przedstawiono na
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" Lokalizacja delecji DEL00286304 wykorzystanej do opracowania -
markera SCAR-J (w temacie badawczym 3) w oparciu o krotkie
odczyty (lllumina) i dtugie odczyty (ONT)

Powyzej: rozktad wartosci zréznicowania populacji (Fst) roslin
jedno- i wielonasiennych w rejonie powigzanym z nasiennos$cig na
chromosomie 4; ponizej: lokalizacja gendw w tym rejonie, gen AP2-
like ERF/PLT2 zaznaczono niebieska elipsa

Rejon chromosomu 4 zlokalizowany w pozycji 64458401-
64675800 charakteryzowat sie najwyzszg wartoscig Fst i
zawierat 20 gendw. Analiza ich funkcji pozwolita wytypowac
gen kodujacy czynnik transkrypcyjny AP2-like ERF/PLT2
(LOC104889956) z rodziny MADS-box jako prawdopodobny
gen kandydujacy




Detekcje  przeprowadzono najpierw dla

uzyskanych po oczyszczaniu przez powinowactwo.

preparatow
Po

elektroforezie SDS-PAGE zel poliakrylamidowy barwiono
btekitemm kumazyny oraz srebrowo. W zelu widoczne byty
prazki , ktére odpowiadaty biatku wigzagcemu maltoze (MBP,

45 kDa). Nie wudato sie zobaczyé prazkéw
odpowiadajgcych biatku rekombinantowemu (RF1-MBP, 90 kDa

kDa).

Zel poliakrylamidowy po oczyszczaniu biatka za
pomocg powinowactwa — barwienie bfekitem
kumazyny. Marker — PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Zel poliakrylamidowy z lizatami bakteryjnymi
— barwienie srebrowe. Marker 1 — PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific), Marker 2 — Perfect Tricolor 10- «

Protein Ladder (EurX).
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plazmid plazmid

ikonbiamerwy solimbiasnlon Membrana po detekcji sygnatu przy uzyciu mysich przeciwciat
anty-MBP (NEB, USA). Analizowano lizaty bakteryjne i
preparaty po oczyszczaniu przez powinowactwo. K — przed
oczyszczaniem, | i Il — odpowiednio | i Il elucja. M — marker
wielkosci PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific).

MBP-RF1

Do weryfikacji obecnosci biatka rekombinantowego w preparatach przed oczyszczaniem
wykorzystano tez immunoblotting. W bakteriach rekombinantowych wykryto zaréwno
biatko RF1-MBP (90 kDa) jak i produkty jego degradacji (o nizszej masie czgsteczkowej). W
bakteriach nierekombinantowych wykryto biato MBP (45 kDa) — uzyskany sygnat wskazuje,
iz produkcja tego biatka jest o wiele wydajniejsza od produkcji RF1-MBP.



Opracowanie metod identyfikacji polimorfizmow (SV i SNP) w dystalnym rejonie
chromosomu 4 réznicujgcych formy jedno- i wielonasienne

LOC104889962
Jl L0C104205559
LOC104889961
LOC104889960
LOC104889959
LOC104889958
LOC104889957
LOC125497127
LOC130589340

SNP_64605516
SNP_64647318
SNP_64652836

DEL00286246
DEL00286304
DEL00286306

108 nt 128nt 66 nt

LOC104889956
(Gen AP2-like)

LOC130591317

64560000 64580000 64600000 64620000 64640000 64660000

Chromosom 4

Lokalizacja polimorfizméw SNP i indeli w rejonie chromosomu 4 buraka cukrowego
powigzanego z nasiennoscig — wskazane polimorfizmy zostaty wykorzystane do opracowania

markeréw molekularnych

Profile elektroforetyczne 80 roslin buraka cukrowego
dla markera SCAR-J

Sposrod trzech markeréw identyfikujgcych indele,
SCAR-J ujawnit polimorfizm, ktéry w duzej
réznicowat formy jedno- (M) i wielonasienne (W
lub H-heterozygoty) z precyzjg 90-95%
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Przyktadowy wynik genotypowania SNP
80 roslin na platformie TagMan: wykres
punktowy dyskryminacji allelicznej dla
SNP_64652836. Punkty na wykresie
oznaczajg: czerwony — homozygoty dla
allelu referencyjnego, 26tty — brak
amplifikacji, czarny — nieokres$lone
genotypy, oraz niebieski — kontrola
negatywna.

Genotypowanie SNP
umozliwito jedynie
identyfikacje obecnosci alleli
referencyjnych, nie uzyskano
sygnatow dla alleli
alternatywnych



Identyfikacja markerow dla restorera X/Rf1 u buraka cukrowego

W obydwu populacjach zidentyfikowano po trzy markery z chromosomu 3 wykazujgce

sprzezenie z cechg przywracania ptodnosci. , , ,
Kosegregacja z fenotypem zawierata sie
w zakresie 60,3 — 88,3%.
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z populacji MSCr 138/17/62.
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Identyfikacja markerow dla plazmotypu u buraka pastewnego
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1500 bp —
500 — — 500
wskazujg na sporadyczne wystepo-
ps7-r1 / cob-f1 _ wanie roslin z cytoplazmg S w obrebie
S sMseG‘yps 91011 12" 2 3 4 5L%G477p8 9 10 11 12'58; linii dopetniajgcych (linii O).
Obraz markeréw bcox2-U / bcos2-S oraz
2000bp - _1s00pp PS7-rl / cob-fl dla linii MS i O buraka

pastewnego.




Whioski

W temacie badawczym 1 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujgcego gen jednonasiennosci):

1. Gen AP2-like ERF/PLT2 kodujacy czynnik transkrypcyjny z rodziny MADS-box jest potencjalnym
genem kandydyjgcym warunkujgcym ceche nasiennosci u buraka cukrowego.

2. Sekwencjonowanie na platformie ONT umozliwiajgce uzyskanie dtugich odczytéw pozwala na
efektywng identyfikacje fizycznej organizacji rejonu genomu buraka cukrowego determinujgcego
ceche nasiennosci.

W temacie badawczym 2 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego geny restorerowe):

1. Biatko rekombinantowe RF1-MBP jest produkowane przez bakterie z wielokrotnie mniejszg
wydajnoscig od biatka MBP.

2. Niski poziom akumulacji biatka RF1-MBP nie pozwolit na uzyskanie jego czystego preparatu.

W temacie badawczym 3 (Opracowanie markeréw molekularnych):

1. Markery TagMan® umozliwity jedynie identyfikacje allelu referencyjnego, konieczne bedzie
zaprojektowanie nowych starteréw po identyfikacji wariantéw w oparciu o wyniki sekwencjonowania
ONT.

2. Jeden z trzech markeréw SCAR (SCAR-J) wykazywat wysoki poziom kosegregacji z cechg nasiennosci,
wynoszacy 90-95%. Obecnosé roslin odbiegajacych od typu moze wskazywaé na btgd fenotypowania
lub rozerwanie sprzezenia pomiedzy genetyczng determinantg jednonasiennosci a polimorfizmem
diagnostycznym.

3. W obydwu analizowanych populacjach buraka cukrowego cecha przywracania ptodnosci
kosegregowata z markerami z chromosomu 3. Dla populacji IL 21 155 obserwowane wartosci tej
kosegregacji sg zanizone, co wynika z faktu, iz populacje tg cechuje nadreprezentacja roslin
meskosterylnych (oczekiwano segregacji 1 : 1).

4. W kolekgji linii buraka pastewnego wszystkie testowane markery mitochondrialnego DNA wykazywaty
korelacje w typem cytoplazmy. Wiekszos¢ obserwowanych polimorfizmow miata charakter ilosciowy.
Najbardziej czytelne rozrdznienie roslin S- i N-plazmatycznych uzyskano przy uzyciu markera
bazujgcego na sekwencji genu cox2.



6. Miernik zadania — stopien realizacji

Wykaz publikacji 2024
Doniesienia konferencyjne:

l.p. miernik warto$é warto$¢ miernika stopien
miernika podana zrealizowana realizacji
w opisie zadania zadania
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
Liczba bibliotek odczytow short-
1.1 | read (lllumina) poddanych 20 20 1,00
analizie
Liczba genomow
1.2 | sekwencjonowanych metoda 4 4 1,00
ONT
temat badawczy 2
2.1 L'icz_ba sekwencjonowanych 5 2 1,00
bibliotek
2.2 | Liczba klonéw bakteryjnych
uzytych do oczyszczania biatka 3 3 1,00
rekombinantowego
temat badawczy 3
3.1 | Liczba ro$lin buraka
genotypowanych w  kontekscie 80 80 1,00
jednonasiennoS$ci
3.2 | Liczba populacji buraka
cukrowego genotypowanych w 2 2 1,00
konteks$cie restoreréw
3.3 | Liczba linii buraka pastewnego
genotypowanych w  kontekscie 6 6 1,00
CMS
Liczba testowanych markeréw
dla locus X/x (RFL/rf1) 10 10 1,00
Liczba testowanych loci 4 4 1,00
SREDNIA 1,00
% REALIZACJI 100%
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