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Cele projektu w roku 2022

Czy

zrealizowany
1 Analiza poréwnawcza transkryptdw asocjowanych z tendencjg do pospiechowatosci na TAK
' poziomie strukturalnym i funkcjonalnym
2. Ztozenie transkryptomu referencyjnego buraka cukrowego de novo TAK

Fenotypowanie zestawu materiatdéw hodowlanych buraka cukrowego w warunkach
3. doswiadczenia polowego, okreslenie ich sktonnosci do pospiechowatosci oraz wybor genotypdw TAK
skrajnie roznych pod katem tej cechy

Analiza sekwencji kodujgcej genu BvBT7CI dla 6 linii hodowlanych buraka cukrowego o
4, zréznicowanej tendencji do poSpiechowatosci i opracowanie systemu detekcji dla zmian TAK
powigzanych ze zwiekszong sktonnoscig do pospiechowatosci




Materiat i metody

Materiat badawczy:

O

Dane obejmujgce sekwencje transkryptomoéw 100 linii hodowlanych buraka cukrowego pochodzacych z kolekcji spotki
Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0. 0. Sposréd badanych linii 12 zostato uprzednio scharakteryzowane pod
katem tendencji do uzyskiwania roslin poSpiechowatych na podstawie wieloletnich obserwaciji [ tematy badawcze 1 i 2],

20 linii  hodowlanych buraka cukrowego pochodzacych z kolekcji spotki KHBC Sp. z o. o.
[ tematy badawcze 3 i 4.

Metody badawcze:

(@)

Charakterystyka w obrebie transkryptéw zmiennosci typu SNP asocjowanych z tendencja do pospiechowatosci
(identyfikacja petnej sekwencji transkryptu, lokalizacja zmiennosci typu SNP, okreSlenie potencjalnych produktéw
biatkowych) oraz analiza poziomu ekspresji transkryptéw charakteryzujgcych sie najwiekszym stopniem zmiennosci na
poziomie funkcjonalnym (analiza korelacji pomiedzy danymi fenotypowymi dla analizowanej cechy, a poziomem ekspres;ji
10 wybranych uprzednio transkryptdw wyrazonym wspdtczynnikiem RPKM, okreSlenie potencjalnych produktow
biatkowych) [ temat badawczy 1];

Genotypowanie 100 obiektéw buraka in silico za pomocg markerow SNP i mapowanie odczytéw do tranksryptomu
referencyjnego. Okreslenie struktury populacji badanych obiektéw oraz wizualizacja wynikow [ temat badawczy 2],

Doswiadczenie polowe na poletkach o powierzchni 10 m2. Ocena i zliczanie roslin, ktore wytworzyty ped kwiatowy w
czerwcu, powtdrna obserwacja w sierpniu w celu weryfikacji, czy na poletkach nie pojawity sie tzw. poSpiechy pdzne
[ temat badawczy 3.

Analizy sekwencji kodujgcej genu BvBTCI i identyfikacja zmian strukturalnych, ktére powigzane sg ze zwiekszonym
odsetkiem posSpiechow. Projektowanie systemow detekcji pozwalajgcych na ich wykrywanie w materiale genetycznym
buraka cukrowego, analiza poprawnosci funkcjonowania zaprojektowanych markerow molekularnych oraz ich skutecznos¢
w detekcji SNPs [ temat badawczy 4.



Wyniki — temat badawczy 1.

Analiza zmiennosci strukturalnych (SNP)

Sposréd 12 zidentyfikowanych polimorfizméw 4 charakteryzowaly sie trwalg substytucjg nukleotydu. W przypadku pozostatych
8 tendencja do pospiechowatosci zwigzana byta z heterozygotycznoscig w danym locus.

Charakterystyka analizowanych polimorfizméw typu SNP asocjowanych z tendencjg do pospiechowatosci.

Symbol VELED \VELEL Substytuc;a
transkryptu TR niepospiechowaty pospiechowaty L ELE LT

KMT 14391 1942 Bromodomain-containing protein G>C
KMT 14391 479 T C Bromodomain-containing protein V>A
KMT 14391 1557 C T Bromodomain-containing protein G>G
KMT 00925 422 G S GATase domain-containing protein

KMT 14205 1383 T C ATP-dependent DNA helicase Q-like SIM D>D
KMT 19544 1239 C S Glyco_transf_28 domain-containing protein

KMT 07885 203 G S CLP protease regulatory s:ijll(a:nit CLPX1, mitochondrial-

KMT 18416 599 A R Protein NRT1/ PTR FAMILY 5.6-like

KMT 04841 1185 G R Developmentally-regulated G-protein 2

KMT 09597 344 G R Calmodulin-lysine N-methyltransferase

KMT 18257 927 T v Peroxisomal nicotinamide"akdeenine dinucleotide carrier-

KMT 06766 1004 G S Alcohol acetyltransferase




Wyniki — temat badawczy 1.

Analiza zmiennosci funkcjonalnych (GEM)

W przypadku zmian funkcjonalnych dla wiekszosci z badanych transkryptow poziom ekspresji w formach posSpiechowatych przewyzszat
odnotowany dla form niepos$piechowatych. Jedynie w przypadku transkryptu KMT 16665 odnotowano schemat odwrotny.

Zidentyfikowane zmiennosci funkcjonalne charakteryzujace sie najsilniejszg asocjacjg z tendencjg do pospiechowatosci w badanych roslinach buraka cukrowego.

Sredni poziom ekspresji dla | Sredni poziom ekspresji dla

Symbol transkryptu form niepospiechowatych form pospiechowatych Produkt biatkowy
[RPKM] [RPKM]
KMT 03505 0,01 0,69 Isocitrate lyase
KMT 01115 0,47 2,82 BHLH domain-containing protein
KMS 95718 3,80 10,39 DOMON domain-containing protein
KMT 12652 0,00 0,29 DUF5734 domain-containing protein
KMT 06609 0,00 0,09 RING-H2 finger protein ATL46-like
KMT 00976 0,02 0,15 Aa_trans domain-containing protein
KMT 07868 11,11 23,57 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein
KMT 17921 0,00 0,05 KIX_2 domain-containing protein
KMT 16665 12,36 8,48 PHD-type domain-containing protein
KMT 08034 0,11 0,63 Hydrolase_4 domain-containing protein
WNIOSKI:

1. Modyfikacje strukturalne biatka zawierajgcego bromodomene kodowanego przez transkrypt KMT14391 zwigzane sg z regulacja
kwitnienia i tendencjg do pospiechowatosci roslin buraka cukrowego.

2. Analiza na poziomie ekspresji gendéw wykazata, ze dla wiekszosci transkryptéw asocjowanych z tendencjg do poSpiechowatosci
cecha ta jest zwigzana ze wzmocnieniem ekspresji okreslonych gendw, a nie ich wyciszaniem.



Wyniki — temat badawczy 2.

Optymalna liczba klastrbw w badanej populaciji
wyznaczona zostata po analizie drzewa dystansu oraz za
pomocg algorytmu 'k-means', ktory znajduje zadang liczbe
grup (k), maksymalizujgc wariancje miedzy grupami. Aby
wyznaczy¢ optymalng liczbe klastrow (grup) algorytm 'k-

eans' uruchomiony zostat przy réznych (wzrastajgcych)
wartosciach k, a otrzymane wyniki zostaty poréwnane ze
sobg za pomocg indeksu BIC (ang. Bayesian Information
Criterion). Dodatkowo optymalna liczba grup w badanej
populacji zostata wyznaczona za pomocg algorytmu cross-
entropy criterion. Wyniki obydwu analiz (BIC, cross-
entropy) poréwnane zostaty poprzez analize molekularnej
wariancji (AMOVA) w celu wskazania optymalnej struktury

badanej populacji.
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Wyniki analizy Cross-Entropy — optymalna liczba subpopulacji [K] wynosita 8.



Wyniki — temat badawczy 2.

Analiza structure-like pozwolita na podziat badanych obiektéw na 8 subpopulaciji.

Na podstawie wynikéw genotypowania obliczono dystans genetyczny pomiedzy analizowanymi genotypami za pomocg dwoch algorytmoéw
Nei oraz Roger‘a. Wartos¢ korelacji miedzy otrzymanymi macierzami dystansu wynosi 0,998 co sugeruje, ze oba zastosowane algorytmu
wskazujg praktycznie identyczne wartosci dystansu miedzy badanymi obiektami. Poniewaz wartosci dystansu byly bardzo zblizone do
stworzenia drzewa dystansu uzyto macierzy uzyskanej dla metody Nei. Drzewo dystansu utworzono za pomocg metody UPGMA i
wizualizowano za pomocg pakietow programu R.

Cluster Dendrogram

i
i

e &

25 H 'r{—l—‘

fficients
0.6
I-Lr— [

Admixture coefficients

04

Wiies

==

|

0.0

L
o
537
e %83
&
0’2

20 11 16 30 49 58 70 86 98 1 19 45 61 69 88 99 8 13 24 29 37 41 46 52 72 76 89 4 36 56 62 81 85

Genot,
P Height

Udziat poszczegolnych subpopulacji — wykres typu structure. Drzewo dystansu genetycznego — metoda UPGM, macierz dystansu Nei.

WNIOSKI:
1. Analiza molekularnej wariancji (AMOVA) w celu wskazania optymalnej struktury badanej populacji pozwolita na ocene
zrdznicowania genetycznego i wskazanie grup heterogennych w badanym materiale.




Wyniki — temat badawczy 3.

Na podstawie obserwacji wykonanych w czerwcu okreslono odsetek roslin pospiechowatych dla kazdego z badanych genotypéw. W
wyniku weryfikacji obserwacji polowych w drugim terminie dla czterech genotypdw, sklasyfikowanych uprzednio jako formy
niepos$piechowate zaobserwowano pojawienie sie roslin posiadajacych pedy kwiatowe.
Wyniki fenotypowania uzyskane dla 5 sposréd 6 wytypowanych do dalszych badan w roku 2021 genotypdw byty w roku biezgcym zbiezne.
Jedynie w przypadku genotypu PRESLEY ZP20 23, ktéry w roku 2021 byt catkowicie pozbawiony roslin poSpiechowatych, w roku 2022
stwierdzono pojawienie sie 3 szt. roslin pospiechowatych w drugim terminie oceny. W zwigzku z tym podjeto decyzje o zastgpieniu go
genotypem TRADYCJA ZP20 21, dla ktérego w trakcie zadnej z ocen nie stwierdzono obecnosci roslin pospiechowatych.

inalny zestaw genotypdw wykorzystanych do analizy strukturalnej sekwencji kodujacej genu BvBT7CI w zadaniu 4. ksztattowat sie

nastepujgco:
2SODMB1M19 267 TRADYCJA ZP20 21
2SODMB1M19 291 FRh19 1
KTA1802 ZP20 11 FRh20 13
WNIOSKI:

1. Analizowany zestaw 20 linii hodowlanych charakteryzowat sie zmiennoscia w tendencji do pospiechowatosci. Odsetek roslin
pospiechowatych wahat sie w granicach od 0% do 100%.

2. Fenotypowanie roslin buraka cukrowego pod katem pospiechowatosci na potrzeby analiz molekularnych powinno by¢ wykonane w co
najmniej dwdch sezonach wegetacyjnych w celu zredukowania szansy uzyskania niejednoznacznych wynikéw.




Wyniki — temat badawczy 4.

Analiza sekwencyjna wykazata, ze badane formy niepospiechowate charakteryzowaty sie typowym haplotypem bicia. Na podstawie analizy
sekwencji kodujacej genu BvBTCI ten sam haplotyp stwierdzono w przypadku pospiechowatej formy 2SODMB1M19 291, co wskazuje na
funkcjonowanie w tym genotypie odmiennego mechanizmu regulacji kwitnienia. W przypadku pozostatych form pospiechowatych:
2SODMB1M19 267 oraz KTA1802 ZP20 11 w obrebie sekwencji kodujacej genu BvBTCI zidentyfikowano 9 zmiennosci typu SNP:

Charakterystyka polimorfizméw typu SNP charakterystycznych dla form pospiechowatych zidentyfikowanych w obrebie sekwencji kodujacej genu BvBTCL.

SNP Ekson Pozycja
A>C 3 360
A>G 74
G>T ’ 163
T>A 157
A>G ° 380
A>G 401
C>T 9 475
G>A 541
A>G 10 132

W wyniku weryfikacji rezulatatdw stwierdzono, ze zaprojektowane w ramach zadania systemy detekcji pozwolity na skuteczng identyfikacje
5 z 9 zidentyfikowanych zmiennosci typu SNP. Uzyskane dla wytypowanych 5 markerdw obrazy prezentowaty w wiekszosci przypadkow
oczekiwang dystrybucje genotypdw na formy pospiechowate i niepoSpiechowate.

WNIOSKI:

1. Modyfikacje strukturalne w obrebie sekwencji genu BvBTC1 stanowig mechanizm molekularny determinujgcy tendencje roslin buraka
cukrowego do pospiechowatosci, niemniej jednak w przypadku czesci form posSpiechowatych obserwuje sie haplotyp typowy dla form
niepospiechowatych. Formy te stanowig cenny materiat do dalszych prac w kierunku identyfikacji nowych mechanizméw regulacji
kwitnienia u tego gatunku.



Publikacja wynikow projektu

Doniesienia konferencyjne:

1. ,Identification of SNPs Associated with Low Bolting Tendency in the Transcriptome of Sugar Beet (Beta
vulgaris L. ssp. vulgaris)” - VI Polski Kongres Genetyki, 27-30.06.2022 r., Krakdw

Mierniki realizacji projektu w roku 2022

Wartos¢ miernika Stopien

Wartosc miernika realizacji

zrealizowana

Miernik podana w opisie
zadania zadania

Temat badawczy 1

1.1 Liczba transkryptow ze scharakteryzowanymi zmiennosciami typu 10 10 1.00
o SNP asocjowanymi z tendencjg do pospiechowatosci ’
1.2 Liczba transkryptéw ze scharakteryzowanymi zmianami poziomu 10 10 1.00
- ekspresji asocjowanymi z tendencjg do po$piechowatosci ’
Temat badawczy 2
2.1 Macierz dystansu genetycznego wraz z podziatem obiektéw na grupy 1 1 1,00
Temat badawczy 3
3.1 Liczba linii hodowlanych buraka cukrowego o okreslonej na 20 20 1,00

podstawie do$wiadczenia polowego tendencji do pospiechowatosci
Temat badawczy 4

Liczba opracowanych markeréw molekularnych zlokalizowanych w
4.1 obrebie sekwencji kodujacej genu BvBTC1 powigzanych ze 3 3 1,00
zwiekszong tendencja roslin buraka cukrowego do po$piechowatosci

% REALIZACII
ZADANIA

100,0%




