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Cele projektu w 2023 r.

W temacie badawczym 1 (Identyfikacja wariantéw strukturalnych):

- eksperymentalna weryfikacja wynikdw bioinformatycznej identyfikac;ji
polimorfizmodw insercji miniaturowych ruchomych elementéw genetycznych (ang.
Miniature Inverted-repeat Transposable Elements; MITE)

Wszystkie zatozone cele zostaly zrealizowane

Materiaty i metody

Materiaty roslinne
e 45 populacji buraka cukrowego o réznym pochodzeniu

Metody
* PCR przy wykorzystaniu 60 par starterow zakotwiczonych w egzonach gendw flankujgcych
introny z insercjami kopii elementéw MITE z nadrodzin BvSto i BvhAT



Eksperymentalna weryflkaqa wynikow bioinformatycznej identyfikacji polimorfizmow insercji MITE
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Przyktadowe profile elektroforetyczne uzyskane dla (a.) locus nie wykazujgcego polimorfizmu; Bv_chr3_hAT_28 1 3 — dtugos¢ produktu
odpowiada obecnosci kopii elementu BvhAT28; (b.) segregac;ji biallelicznej; Bv_chr8_Sto3_2 171 — dtugosci produktéw odpowiadajg obecnosci
(dtuzszy produkt) lub brakowi (krétszy produkt) insercji kopii elementu BvSto3; (c.) segregacji multiallelicznej; Bv_chr2_Sto4_25 —trzy allele, z
ktorych najdtuzszy odpowiada obecnosci elementu BvSto4, krotszy reprezentuje miejsce puste, a najkrotszy jest zwigzany z obecnoscia innej,
nieokreslonej delecji

Podsumowanie wynikéw weryfikacji
zwigzku polimorfizmdéw dtugosci intronéw

z obecnoscig lub brakiem kopii elementu
MITE —>

m brak amplifikacji

= brak polimorfizmu

= dwa warianty
trzy warianty
= cztery warianty

= pie¢ wariantow

—

Podsumowanie wynikéw weryfikacji
obecnosci polimorfizmdéw dtugosci
intronéw w genach buraka cukrowego

= insercja MITE = insercja MITE + dodatkowe warianty inny polimorfizm



Whioski

W temacie badawczym 1 (Identyfikacja wariantéw strukturalnych):

1. Polimorfizmy dtugosci introndw stanowig bogate zrédto prostych technicznie do identyfikacji
markerow molekularnych o znanej fizycznej lokalizacji genomowej.

2. Wiele wytypowanych do analizy introndw zawierajacych insercje elementow MITE cechowato sie
obecnoscig wariantow o rdznej dtugosci, co jednak nie byto zwigzane z polimorfizmem insercji
MITE wytypowanych do analiz, ale obecnoscig innych insercji. Stwierdzenie molekularnego podtoza
obserwowanych polimorfizmdéw bedzie wymagato sekwencjonowania amplikondw.




Cele projektu w 2023 r.

W temacie badawczym 2 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego gen

jednonasiennosci):

- identyfikacja rejonu lub rejonéw genomu buraka determinujgcego ceche
jednonasiennosSci w oparciu o strategie BSA-seq

Wszystkie zatozone cele zostaly zrealizowane

Materiaty i metody

Materiaty roslinne

e Rosliny z 35 populacji F2 uzyskanych w wyniku przekrzyzowania rosliny jednonasiennej z
wielonasienng (materiaty hodowlane KHBC), dla ktérych po wyizolowaniu genomowego
DNA sporzgdzono préby taczone (5 dla roslin jednonasiennych i 5 dla wielonasiennych)

Metody
* Wysokowydajne sekwencjonowanie prob tgczonych (BSA-seq), analizy bioinformatyczne



Identyfikacja rejonu lub rejondw genomu buraka determinujgcego ceche

jednonasiennosci w oparciu o strategie BSA-seq
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Whioski

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

1. Sekwencjonowanie NGS préb fgczonych DNA (BSA-seq) jest skutecznym narzedziem dla
identyfikacji rejonéw genomu determinujgcych prosto dziedziczone cechy fenotypowe.

2. Czynnik genetyczny determinujgcy jednonasiennos¢ buraka jest zlokalizowany w dystalnej czesci
dtugiego ramienia chromosomu IV buraka cukrowego. Zasocjowany rejon obejmuje ok. 220 Kpz.
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W temacie badawczym 3 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujacego geny

restorerowe):

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

- uzyskanie kolejnej puli klonéw bakteryjnych z wklonowang do wektora
ekspresyjnego otwartg ramka odczytu genu X (Rf1);

- wskazanie genéw kandydujgcych moggcych odpowiadac restorerowi Z (Rf2)

Wszystkie zafozone cele zostaty zrealizowane

Materiaty i metody

Materiaty roslinne
* Populacje segregujgce na rosliny meskosterylne i meskoptodne z ptodnoscia
przywrdcong przez gen X/Rf1 (3S 18 40, 3S MS 10L O77) lub Z/Rf2 (S 04 786)

Metody

* klonowanie ekspresyjne z uzyciem NEBExpress MBP Fusion and Purification System
(New England Biolabs), SDS-PAGE, immunoblotting

* real-time RT-PCR z detekcjg na bazie SYBR Green |, oznaczenie wzgledne

* amplifikacja catogenomowa przy uzyciu REPLI-g Screening Kit (Qiagen)



Analiza akumulacji mRNA genu X/Rf1 metoda real-time RT-PCR
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Klonowanie ekspresyjne fragmentu otwartej ramki odczytu genu X/Rf1
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Catogenomowa amplifikacja DNA roslin populacji S 04 786
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Wynik catogenomowej amplifikacji DNA z roslin populacji S 04 786 przy zastosowaniu
zestawu REPLI-g Screening Kit (Qiagen).



Whioski

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

1. W jednej z analizowanych populacji rosliny meskoptodne z allelem Rf1 wykazuja ok. 2-krotnie
wyzszg akumulacje transkryptéw tego locus w pordwnaniu do roslin meskosterylnych. Wynik ten
wskazuje na udziat efektéw ilosSciowych w przywracaniu ptodnosci przez gen Rf1. W drugiej
populacji rosliny meskosterylne i meskoptodne nie rdznity sie istotnie akumulacjg tych mRNA.

2. Uzyskano kolejng pule klondw rekombinantowych do produkcji biatka RF1 — bazuje ona na
wykorzystaniu systemu ekspresyjnego pMAL z firmy New England Biolabs. Wyniki analizy
elektroforetycznej i immunoblottingu wskazujg, iz pozgdane biatko rekombinantowe jest
produkowane.

3. Zresztek DNA roslin populacji S 05 786 udato sie uzyskaé preparaty nadajgce sie do konstrukgji
bibliotek sekwencyjnych. Zastosowano do tego metode amplifikacji catogenomowej (ang. WGA —
whole genome amplification).



6. Miernik zadania — stopien realizacji

l.p. miernik wartos¢ warto$¢ miernika stopien
miernika podana zrealizowana realizacji
w opisie zadania zadania
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
Liczba weryfikowanych
11 polimorfizmow insercji MITE 60 60 1,00
Liczba roslin buraka
1.2 wykorzystanych do badan 45 45 1,00
temat badawczy 2
2.1 | Liczba prob tgczonych
wykorzystanych do BSA-seq 10 10 1,00
temat badawczy 3
3.1 Llczba populacy objetych 5 2 1,00
analizg ekspresji
3.2 | Liczba pozytywnie
zweryfikowanych klonow 4 4 100
bakteryjnych do produkc;ji biatka :
rekombinantowego
3.3 | Liczba roslin objetych analiza 80 80 1,00
GBS
SREDNIA 1,00
% REALIZACJI 100%
ZADANIA

Wykaz publikacji 2023;
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