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Cele projektu w 2022 r.

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

- funkcjonalna charakterystyka gendow jadrowych, ktérych poziom transkrypcji roznicuje
rosliny meskosterylne i rosliny z przywrécong ptodnosciag?!

- okreslenie poziomu transkrypcji gendw mitochondrialnych i plastydowych u roslin
meskosterylnych i roslin z ptodnoscig przywrdcong przez gen X/Rf1Y)

W temacie badawczym 2 (Sekwencjonowanie gendw pospiechowatosci):

- ustalenie sekwencji wystepujgcych u buraka éwiktowego alleli genéw B2/BvBBX19 oraz
BR1/BvCPSF73

W temacie badawczym 3 (Sekwencjonowanie wariantow allelicznych locus restorera X

(Rf1)):

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

Cele zostaty zrealizowane.



Materiaty i metody

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

Po 10 roslin — 5 meskosterylnych i 5 meskoptodnych — z trzech segregujgcych populacji:

K, Li M; byty to populacje F2 uzyskane po krzyzowaniach typu linia CMS x linia ojcowska.
Metody

* Analizy bioinformatyczne: Blast2GO (Conesa i in. 2005), STAR (Dobin i in. 2013), skrypt
autorski (Gierski, niepublikowane).

W temacie badawczym 2 (Sekwencjonowanie gendw pospiechowatosci):
Materiaty roslinne

4 rosliny pospiechowate i 6 roslin normalnych z odmiany populacyjnej A.

14 roslin poSpiechowatych i 12 roslin normalnych z odmiany populacyjnej B.
Metody

* PCR ze starterami zaprojektowanymi na bazie genow B2/BvBBX19 oraz BR1/BvCPSF73
buraka cukrowego.

Sekwencjonowanie produktow PCR w serwisie zewnetrznym (Genomed, Warszawa).

W temacie badawczym 3 (Sekwencjonowanie wariantow allelicznych locus restorera X (Rf1)):
Materiaty roslinne

* Meskosterylne i meskoptodne rosliny populacji 582.
Metody

» Sekwencjonowanie DNA trzeciej generacji (platforma PacBio, system Sequel Il) w serwisie
zewnetrznym (Novogene, Cambridge, UK).



Wyniki
Sekwencjonowanie transkryptomu w kontekscie przywracania ptodnosci przez gen X (Rf1)

Analiza ontologii gendéw

Badano zidentyfikowane w roku 2021 geny jadrowe ulegajgce zrdoznicowane] ekspresji u roslin
meskosterylnych i meskoptodnych. 402 takie geny zostaty zaklasyfikowane do przynajmniej jednej
kategorii w obrebie przynajmniej jednej z trzech domen : funkcja molekularna, proces biologiczny
oraz lokalizacja komadrkowa.
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Wykazano, iz ponad potowa (55%) gendw réznicujgcych koduje biatka btonowe. Pozostate geny
kodujg biatka bedace gtdwnie komponentami cytoplazmy. W obrebie domeny ,funkcja
molekularna” najliczniej reprezentowang kategorig byty geny, ktérych produkty ekspresji sg
zaangazowane W procesy wymagajace interakcji z czgsteczkami ATP (53 geny). Innymi licznymi
kategoriami byty geny, ktérych produkty wchodzg w interakcje z kwasami nukleinowymi (39) oraz
jonami metali (23). W domenie ,procesy biologiczne” najliczniej reprezentowane byty kategorie
fosforylacja biatek (28 gendw), integracja DNA (21) oraz transport btonowy (20).



Analiza ekspresji gendw mitochondrialnych

Przebadano fgcznie 191 sekwencji kodujgcych. Sposrdd nich istotne réznice w poziomie ekspresji
odnotowano dla 79 gendéw. Sposréd nich 16 gendéw cechowata zwiekszona ekspresja u roslin
meskosterylnych. Pozostate 63 geny cechowata zwiekszona ekspresja u roslin meskoptodnych.
Najbardziej istotne rdznice w wartosciach znormalizowanego pokrycia (p < 0,001) zaobserwowano
dla 9 gendow. Posréod tej grupy gen rps3 wykazywat wyzszy poziom ekspresji u roslin
meskoptodnych, natomiast gen atp8 ulegat podwyzszonej ekspresji u roslin meskosterylnych.
Pozostate 7 gendw stanowity otwarte ramki odczytu ORF) o nieustalonej funkgji.
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orf300  orfl12b orfl55a orfl02b  atp8 Gen Meskosterylne | Meskoplodne p-value
orf300 8,309 14,511 0,000363
orf393 2,745 6,627 0,000377
orf102b 12,050 29,141 0,000507
orf329 0,691 1,805 0,000638
orfl12b 9,173 22,232 0,000656
rps3 1,253 3,289 0,000760
Geny mtDNA o najbardziej istotnych statystycznie atp8 21,431 13,288 0,000780
réznicach w ekspresji. orfl55a 10,558 21,751 0,000871
orf166 0,720 1,667 0,000992




Sekwencjonowanie genéw pospiechowatosci

Do wstepnych analiz wytypowano po dwie rosliny kazdej odmiany (A i B) reprezentujgce oba warianty fenotypowe:
P i N. PCR przeprowadzono dla roslin: A-P1, A-P2, A-N1, A-N2, B-P1, B-P2, B-N1, B-N2. Kazda z testowanych par
starteréw pozwolita na amplifikacje produktéw o wielkosci zblizonej do wielkosci spodziewanej za wyjatkiem pary
NO0160-f/NO169-r. Obserwowano takze zrdinicowanie wielkosci lub obecnosci amplifikowanych fragmentéw dla
roslin o fenotypie pospiechowatym i normalnym z wyjgtkiem produktéw reakcji dla starteréw BvBBx19-f1/BvBBx19-
rl. Dwie kombinacje starteréw: BvBBx19-f2/BvBBx19-r2 oraz BvBBx19-f1/N0169-r przetestowano dla petnego
zestawu roslin z obu odmian.
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Obraz elektroforetyczny produktdw PCR uzyskanych ze starterami dla genu BvBBx19. A, B — odmiany buraka
¢wiktowego, P1 i P2 — rosliny o fenotypie pospiechowatym, N1 i N2 — rosliny o fenotypie normalnym. Nad profilami
produktéw reakcji zapisano kombinacje starteréw uzytych do PCR.
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Obraz elektroforetyczny produktéw PCR, uzyskanych ze starterami BvBBx19-
f2/BvBBx19-r2. A, B — odmiany buraka c¢wiktowego, P — rosliny o fenotypie
pospiechowatym, N — rosliny o fenotypie normalnym. 1-14 — kolejne numery
roslin.

4kb —
3kb —

2kb —

Weryfikacja na petnym zestawie roslin wykazata, iz oprdcz zrdznicowania
pomiedzy kategoriami fenotypowymi wystepuje takze zréznicowanie w obrebie
kategorii fenotypowych np. wsrdd roslin pospiechowatych.

- - - -

B-N1
B-N2
B-N3
B-N4
B-N5
B-N6
B-N7
B-N8
B-N9
B-N10
B-N11
B-N12

Nastepnie poddano sekwencjonowaniu produkty PCR uzyskane przy uzyciu starterow:

- BrBBx19-f1/N0169-r, ktore rdznicowaty rosliny o fenotypie pospiechowatym i normalnym odmiany A.

- NO150-f/BvBBx19-r2, rdznicujgce rosliny o fenotypie pospiechowatym i normalnym odmiany B.
Poréwnanie sekwencji produktow BrBBx19-f1/N0169-r wskazato na istnienie u rosliny o fenotypie
normalnym insercji o dtugosci 56 nukleotyddow oraz kilku krdtszych: insercja pojedynczego nukleotydu w
pozycji 82, insercja dwdch nukleotydéw w pozycji 87-88 oraz insercja siedmiu nukleotyddw w pozycji
303-309. Ponadto wykazano takze kilka krétkich insercji w sekwencji produktu typu P: 175-181, 255-257
oraz 300-301. Pomiedzy badanymi sekwencjami wystepujg takze polimorfizmy pojedynczego nukleotydu
w pozycjach 80, 86, 106, 127, 214, 216, 245 i 451.
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A-P2 I |ATTTTGTTTATCTCAGT T THf-==mmmm=m==i GTCCA-GTAG=--TTCAGCGARCCCTARATGAT TAGGAT TGGATATTCTTCGCCC
A-HL ATTTTGTTTATCTCAGTTTARTCCCATTCATCTTARTCCARTTCAATTTAATTCATATCTGTCTTARRARAATGAGGTCTATGTACACT TCAGCGARCCCTARATAAT TAGEATTGGATATTCTTCCCCC
CONSENSUS .iiisassssssossssssssssssossssssssssbsssossss ATTTaaTTcATaTCabTeTase s veneeses GTCcA,GTAc, , TTCRGCGAACCCTARATAATTAGGATTGGATATTCTTCeCCC
131 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260
| [
A=P2 ATATTGGAGATGTATCTATCATTATTCATTACCCTCTATGTTGAGTGTTGATCCTTCARAARAGRAGCCARATARARTACARCGACGACTCRARGAGACAGARAAGTCGGAGARGRARATAGTAGARAGT
A=H1 ATATTGGRGATGTATCTATCATTATTCATTACCCTCTATGTTGA=mmw=m== TCCTTCARRARAGAAGCCARATARARTACARCARAGACTCRARGAGACAGARAAGTCGGAGAARRARATAGTA=-=-AGT
Consensus ATATTGGAGATGTATCTATCATTATTCATTACCCTCTATGTTGA, 40 euss TCCTTCARRARRGARGCCARATAARATACARCaRaGACTCRARGAGACAGAARAGTCGGAGARAAARATAGTA, , LAGT
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
| [
A=P2 TTTATAGAGTAGTCTTCTAGTAGTGGATGCTGARRCAGGCAA=======CCARCTACARACARGCTTGTGTACGATCACCATCTCTTTTCATCCARACTARCCCATCTCTTTCTTCTTCARTCTTCTATT
A=H1 TTTATAGRGTAGTCTTCTAGTAGTGGATGCTGARACAGGCAAGAGGCARCCARCTACARACAAGCTTGT--ACGATCACCATCTCTTTTCATCCARACTARCCCATCTCTTTCTTCTTCARTCTTCTATT
Consensus TTTATAGAGTAGTCTTCTAGTAGTGGATGCTGARACAGGCAR, , ... CCARCTACARACAAGCTTGT, LACGATCACCATCTCTTTTCATCCAAACTARCCCATCTCTTTCTTCTTCARTCTTCTATT
3891 400 410 420 430 440 450 460 470 478 , . ..
I I Porédwnanie sekwencji produktu PCR wygenerowanego przy

R=P2 TTTATTATTAGTAGTATATAAT TACCARCCTTCATTTCTTTACTTTCTTTTTCACAARCCCACCARRRARAT TGGACCTTCTTARATC

A-NL TTTATTATTAGTAGTATATAATTACCARCCTTCATTTCTTTACTTICTTTTTCACRARCCTACCARRARRRTTGGACCTICTTARATE  UZYCiul starterdw BrBBx19-f1/N0169-r dla roslin A-P2 i A-N1.
Consensus  TTTATTATTAGTAGTATATAATTACCARCCTTCATTTCTTTACTTTCTTTTTCACAARCCCACCARRAARAT TGGACCTTCTTARATC

W przypadku produktu po starterach NO150-f/BvBBx19-r2 odczytana dla rosliny typu P sekwencja wynosita 1273
bp, natomiast dla rosliny typu N 1313 bp. Rdznica ta wynikata gtdwnie z obecnosci dtuzszej insercji o dtugosci 41 bp w
pozycji 954-995 sekwencji B-N1 oraz jednej o dfugosci 2 bp w pozycji 1241-1242 produktu B-P2. Poréwnanie sktadu
nukleotydowego obu sekwencji wykazato ponadto 27 innych indeli.

Sekwencjonowanie wariantow allelicznych locus restorera X (Rf1)  Fragment tabeli wynikowej

Pozycja o Wariant: Pozycja . Wariant:
Wariant: Wariant:
nukleotydowa - odczyty nukleotydowa - odczyty
.. referencja ,re .. referencja -
referencji z roslin plodnych referencji z roS$lin ptodnych
547 g gla 7189 a alt
551 t t/c 7250 t C
554 t t/c 7503 a C
560 g g/a 7509 g C
1355 C clt 7516 a g
1391 c clg 7529 C t

Analizy te wykazaty 117 polimorfizmow sekwencyjnych, ktére rdéznicowaty odczyty z roslin
meskoptodnych w stosunku do referencji rf1. Wsréd wykrytych polimorfizméw byto 7 indeli (wszystkie
warianty bez nukleotydu/nukleotydéw pochodzity z roslin ptodnych). Wykryto takze 1 polimorfizm typu
MNP. Pozostate polimorfizmy (109) miaty charakter SNP.



Whioski

W temacie badawczym 1 (Sekwencjonowanie transkryptomu w kontekscie

przywracania ptodnosci przez gen X (Rf1)):

1. Analiza ontologii gendw wykazata, iz wsréd gendw rdoznicujgcych rosliny meskosterylne i meskoptodne
dominuja:

- w domenie , lokalizacja komérkowa” — geny dla biatek bedgcych komponentami bfon;

- w domenie ,funkcja molekularna” — geny, ktérych produkty ekspresji s3 zaangazowane w procesy
wymagajace interakcji z czgsteczkami ATP;

- w domenie ,,procesy biologiczne” — geny powigzane z fosforylacjg biatek.

2. Zidentyfikowano tgcznie 76 gendw wykazujgcych istotne réznice w poziomie ekspresji pomiedzy
ros$linami meskosterylnymi i meskoptodnymi. Wiekszo$¢ tych gendw (63) ulegata podwyiszonej
ekspresji u roslin meskoptodnych. Wsréd genéw wykazujgcych najistotniejszg réznice w ekspres;ji (p <
0,001) znalazty sie rps3, atp8 oraz siedem otwartych ramek odczytu o nieustalonej funkcji.

W temacie badawczym 2 (Sekwencjonowanie genow pospiechowatosci):

1. Kombinacje starteréw: BvBBX19-f2/BvBBX19-r2, NO150-f/BvBBX19-r2, NO160-f/BvBBX19-
r2, BvBBX19-f1/N0169-r mogg by¢ wykorzystane do weryfikacji sktonnosci do pospiechowatosci roslin
buraka ¢wikfowego.

2. Zidentyfikowana réznica w genie BvBBx19 pomiedzy roslinami o fenotypie pospiechowatym i
normalnym, daje mozliwosé zaprojektowania starterow specyficznych dla okreslonego fenotypu.

W temacie badawczym 3 (Sekwencjonowanie wariantow allelicznych locus restorera X (Rf1)):

1. Zidentyfikowano 117 polimorfizméw sekwencyjnych réznicujgcych allele Rf1 i rf1. Sg one roztozone
na dfugosci ok. 15 kb.

2. Uzyskane wyniki wskazujg na heterozygotycznoé¢ badanych roslin ptodnych w szeregu pozycjach
nukleotydowych locus X/x (Rf1/rf1).



Wynikow projektu jeszcze nie publikowano.



