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Cele projektu w 2021 r.

W temacie badawczym 1 (Identyfikacja wariantéw strukturalnych):

- identyfikacja rodzin ruchomych elementdéw genetycznych obejmujgcych retrotranspozony
LTR (ang. Long Terminal Repeat) oraz miniaturowe ruchome elementy genetyczne (ang.
Miniature Inverted-repeat Transposable Elements; MITE) w oparciu o ztozenia genomow
buraka cukrowego dostepne w domenie publicznej

- resekwencjonowanie genomow 10 roslin buraka cukrowego i dwéch roslin buraka
pastewnego o réoznym pochodzeniu

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

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

- okreslenie, czy dziatanie restorera X (Rf1) jest zwigzane z poziomem akumulacji jego
mRNA

- uzyskanie klonow bakteryjnych z wklonowang do wektora ekspresyjnego otwartg ramka
odczytu genu X (Rf1)

Wszystkie zatozone cele zostatly zrealizowane



Materiaty i metody

W temacie badawczym 1 (Identyfikacja wariantow strukturalnych):

Materiaty roslinne

 Dwa ztozenia referencyjne genomow buraka cukrowego (RefBeet i EL10)

e 10 roslin reprezentujgcych materiaty hodowlane KHBC o réznej charakterystyce

* Dwie rosliny reprezentujgce materiaty hodowlane MHR (linia O i linia MS)

Metody

* Narzedzia bioinformatyczne do identyfikacji de novo ruchomych elementéw genetycznych:
retrotranspozondw LTR (LTRharvest) i MITE (MITE-hunter)

* lzolacja genomowego DNA, ocena jakosci, sekwencjonowanie NGS na platformie lllumina

* Narzedzia bioinformatyczne do obrobki i mapowania odczytéw NGS oraz identyfikacji
wariantow strukturalnych

W temacie badawczym 3 (Identyfikacja rejonu genomu obejmujgcego geny restorerowe):
Materiaty roslinne
e 251329, 251387 oraz 351123 — populacje otrzymane po krzyzowaniach typu: obiekt
meskosterylny (MS) x kandydat na linie dopetniajaca (linie O), segregowaty na rosliny
meskoptodne i meskosterylne (KHBC w Straszkowie Sp. z 0.0.)
Metody
* Sekwencjonowanie DNA w serwisie zewnetrznym
* Hybrydyzacja northern z uzyciem sondy znakowanej digoksygening (DIG)
* Klonowanie molekularne w wektorze plazmidowym typu ekspresyjnego (pQE32, Qiagen)



Identyfikacja rodzin ruchomych elementow genetycznych obejmujgcych retrotranspozony
LTR oraz miniaturowe ruchome elementy genetyczne MITE
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Resekwencjonowanie genomadw 10 roslin buraka cukrowego i dwoch roslin buraka
pastewnego o réznym pochodzeniu

Wyniki sekwencjonowania, filtrowania i mapowania odczytow
sekwencjonowania genomow buraka cukrowego i pastewnego

Liczba par odczytow

Procent par
odczytow,

Procent par
odczytow, ktore

; . zostaly
N N crmmaw MECRISI pravidovs
jakosci zmapowane do
genomu
1 DH17-6 99798179 96,57% 99,28%
2 FD17-1 85896225 96,91% 99,18%
3 FD17-3 93211190 96,71% 99,32%
4 FRh15-11 98655808 96,46% 98,73%
5 FRh20-4 129188633 96,67% 98,98%
6 FRh20-6 93816654 96,76% 99,12%
7 FLOCr18-2 83835319 97,40% 99,36%
8 FLOCr18-3 92053346 96,70% 99,36%
9 NOCri8-4 102419920 96,36% 99,28%
10 FLOCr14-8 115610794 96,03% 99,33%
11 Linia MS 95574805 96,83% 99,13%
12 Linia RO 106728377 96,45% 99,13%
Charakterystyka zidentyfikowanych polimorfizmdéw
liczba polimorfizmow 11917 236
liczba SNPOw 9570 990
liczba MNPow (np.CC>TT) 1 658 508
liczba indeli 1319180
liczba innych (np. kompleksowa substytucja ACT>TCGA) 372581
liczba pozycji z wieloma alternatywnymi allelami 1289 871
liczba SNPOw z wieloma alternatywnymi allelami 112 884
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Drzewo filogenetyczne analizowanych
genomow buraka cukrowego i pastewnego
(wyréznione kolorem pomaranczowym),

\ skonstruowane w oparciu o bialleliczne SNP )




Wskazanie roznic pomiedzy sekwencjami przeciwstawnych alleli locus X/x (Rf1/rf1)

Analizie poddano trzy meskosterylne (S) i trzy meskoptodne (F) rosliny z populacji 351123.

Uliniowienie sekwencji genu X/Rf1 z roslin sterylnych wykazato, iz u sekwencje te grupuja sie w trzy typy. Jeden z tych
typow odnaleziono takze w sekwencjach uzyskanych dla roslin ptodnych. W roslinach ptodnych wystgpit jeszcze jeden typ,
ktérego nie znaleziono u roslin sterylnych (wyrdzniajgc typy sekwencji nie brano pod uwage wariantéw unikalnych tzn.
odnotowanych wytacznie w jednej sekwencji — mogty one wynikng¢ z btedéw polimerazy DNA w toku amplifikacji).
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CARGGAGARATTATCATGGTGATARARCCGAGGTARGT GCTGAATCATTGCTGGAARARTTACTTCTTCT TGCAGTTGCACTAAT ——————————-| CT-——-TGATTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CARAGGAGARATTATTATGGTGATARRACCGARGTARGT GCTGAATCATTGCTGGARAARTTACTTCTTCTTGCAGTTGCACTAAT——————————— CT----TGATTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CARAGGAGARATTATCATGGTGATARRACCGARGTARGT GCTGARTCATTGCTGGARRAATTACTTCTTCTTGCAGTTGCACTAAT——- ==CT----TGATTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CARAGGAGARATTATCATGGTGATARRACCGARGTARGT GCTGARTCATTGCTGGARRAATTACTTCTTCTTGCAGTTGCACTAAT——— ==CT----TGATTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CARAGGAGARATTATCATGGTGATARRACCGARGTARGT GCTGARTCATTGCTGGARRAATTACTTCTTCTTGCAGTTGCACTAAT——- —==CT--——AGATTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT

CARGGAGARATTATCATGGTGATARRRCCGARGTAAGTGTTGAATCATGGCTGGAARRATTACTTCTT---GGAATTGCACTAATGTT AGTACTGGTATATTTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CAAGGAGARATTATCATGGTGATARRACCGARGTARGT GTTGAATCATGGCTGGARRARTTACTTCTT---GGAATTGCACTARTGTT-—~-GAGTACTGGTATATTTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CAAGGAGARATTATCATGGTGATARRACCGARGTARGT GTTGAATCATGGCTGGARRARTTACTTCTT---GGAATTGCACTARTGTT-—~-GAGTACTGGTATATTTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CARGGAGARATTATCATGGTGATARRRCCGARGTAAGT GTTGAATCATGGCTGGARRRATTACTTCTT---GGARTTGCACTARTGTT---GAGTACTGGTATATTTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CARAGGTGARATTATCATGGTGATARRACCGARGTARGT GTTGAATCATGGCTGGARRARTTACTTCTT---GGAATTGCACTARTGTT---GAGTACTGGTATATTTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CARAGGAGARATTATCATGGTGATARRACCGARGTARGT GTTGAATCATGGCTGGARRARTTACTTCTT---GGAATTGCACTARTGTT-—-GAGTACTGGTATATTTGCTTACCGTCATGTGCACCCAGT
CAAGGAGARACTATCATGGTGTTARRACCGARGTARGT GTTGAATTTCGGGTGGARRARTTACTTCTT---GGAATTGCACTARTARTCTCGCATTCTGGTATGATTGCTTTCTTTTATTTGCACCCAGT
CARAGGAGARACTATCATGGTGTTARRACCGARGTARGT GTTGAATTTCGGGTGGARRARTTACTTCTT---GGAATTGCACTARTARTCTCGCATTCTGGTATGATTGCTTTCTTTTATTTGCACCCAGT
CARGGAGAARAL TATCATGGTGaTARRRCCGARGTAAGT GLTGAATcat¢Ge TGGAARARATTACTTCTT, , .GgRaTTGCACTAAT, .t . g, .t . CTegtaTgaTTGCTTaCegTeATg TGCACCCAGT

Sekwencje reprezentatywne

dla wyréznionych typéw

Uliniowienie sekwencji genu X/Rf1 z roslin
ptodnych (F) i reprezentatywnych sekwencji
z roslin sterylnych (S) (fragment).

247 250 276 295 298 300 |[310-311| 324 331 346 368 375 387 403 407 434
F_G12-43 C G A A A G CG T G = A G T A G G
S_G10-1 C G A C A A GA G G A A T A C A A
F_G1-41 C G G C A A GA G G A A T A C A A
S_G21-11 T T A A T G CA T T A T T A C A A
S_G10-46 T T A A T G CA T T A A G T C A A

& Pozycje sekwencji
konsensusowe;j

Polimorfizmy sekwencyjne uwidocznione w analizowanych sekwencjach genu X/Rf1 z roslin ptodnych (F) i sterylnych (S)

(szare cieniowanie - polimorfizmy specyficzne dla roslin ptodnych) (fragment).

Ogétem w obrebie uliniowionego regionu pomiedzy wyrdznionymi typami sekwencji odnotowano 64 polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu (SNP), 12 polimorfizméw wielonukleotydowych (MNP), 8 indeli oraz 3 polimorfizmy o charakterze
mieszanym. Sposréd odnotowanych polimorfizmoéw 18 byto specyficznych dla unikalnego typu sekwencji z roslin ptodnych.



Okreslenie, czy dziatanie restorera X (Rf1) jest zwigzane z poziomem akumulacji jego mRNA

Analizie poddano 12 roslin z populacji 251329 oraz 18 roslin z populacji 251387. Badane rosliny reprezentowaty cztery klasy
fenotypowe wyrdznione na bazie analizy zywotnosci pytku: MS — tylko sterylne ziarna pytku, MS1 — mniej niz 50%
zywotnych ziaren pytku, MS2 —50% zywotnych ziaren pytku, Dp — wiecej niz 50% zywotnych ziaren pytku.

MS MS1 MS2 Dp
S c ko Sygnaty hybrydyzacyjne uzyskane dla RNA z pgkéw kwiatowych po hybrydyzacji
z sondg dla genu Rf1 u roslin przynalezacych do 4 klas fenotypowych populacji

:i; 251329 (gora). Odpowiedni zel z preparatami RNA (dét).
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W wyniku hybrydyzacji u wszystkich badanych roslin z obydwu

—32! populacji wykryto transkrypt o wielkosci 2,4 kb.
1,8
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; l'i Analiza densytometryczna otrzymanych sygnatéw hybrydyzacyjnych wykazata
£ os T | I I istotnie wyzszy poziom ekspresji genu Rf1 u roslin nalezacych do klasy Dp
Ejj anizeli u roslin nalezgcych do pozostatych klas fenotypowych (dwustronny test
202 t-Studenta; p = 0,019; a = 0,05), pomiedzy ktéorymi nie zaobserwowano
’ Ms  wms1 ws2 ms/Msms2 Dp istotnych réznic w akumulacji badanego mRNA.
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1,8
§. Populacja2s1387 | Populacja 251387
:51,2 Analiza densytometryczna otrzymanych sygnatdw hybrydyzacyjnych
"'50; T wykazata istotnie nizszy poziom ekspresji genu Rf1 u roslin nalezgcych do
gos klasy MS anizeli u roslin nalezgcych do pozostatych klas fenotypowych,
Egj I pomiedzy ktérymi nie zaobserwowano istotnych réznic w ilosci transktyptu
" m ‘ : So— badanego genu. Analiza statystyczna (dwustronny test t-Studenta, a = 0,05)
MS MS1 MS2 MS/MS1/MS2 D
Klasy fenotypowe ’ nie wykazata istotnych réznic znormalizowanych wartosci OD pomiedzy

Srednie arytmetyczne znormalizowanej gestosci roslinami dobrze pylgcymi i meskosterylnymi (p = 0,232).
optycznej odpowiadajacej akumulacji mRNA genu Rf1

u roslin przynalezgcych do réznych klas fenotypowych

(zaznaczono stupki btedu standardowego).



Uzyskanie klonow bakteryjnych z wklonowang do wektora ekspresyjnego otwartg ramka
odczytu genu X (Rf1)

Przeznaczony do klonowania odcinek DNA zawierat fragment otwartej ramki odczytu (ORF) genu X/Rf1. Fragment ten uzyskano
metodg PCR z uzyciem starteréw Rfl-Sorf-f oraz Rf1-Sorf-r, matryce stanowit sklonowany w wektorze pGEM-T (Promega)
fragment cDNA genu X/Rf1 — konkretnie byt to klon 5/37 uzyskany w toku wczes$niejszych prac. Elektroforeza mieszanin po
reakcji amplifikacji ujawnita obecnos¢ pojedynczego, bardzo wydajnie powielonego produktu PCR o spodziewanej dtugosci

wynoszacej ok. 1 kb. Wykorzystanym do klonowania wektorem ekspresyjnym byt plazmid pQE32

(Qiagen), ktéry przygotowano do ligacji poprzez trawienie restryktazg Smal.
Uzyskany produkt restrykcji miat oczekiwang wielko$¢ wynoszaca 3,4 kb.

pQE32/Smal produkty PCR
p——

pQE32
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Wynik elektroforezy: strawionego enzymem Smal plazmidu pQE32 wyizolowanego z klonéw 1-1 i 2-
1, nietrawionego plazmidu pQE32 wyizolowanego z klonu 1-1 (kontrola dla trawienia restrykcyjnego)
oraz produktéw PCR uzyskanych na bazie klonu 5/37 przy uzyciu starterow Rf1-Sorf-r / Rf1-Sorf-r.

Po uprzednim oczyszczeniu z zelu produkt PCR i strawiony plazmid poddano ligacji na tepe korice, po czym mieszanine
ligacyjng wprowadzono do szczepu E. coli DH10B uzyskujgc bardzo liczne kolonie transformantéw.

Wynik transformacji szczepu E. coli DH10B
mieszaning ligacyjna (szalki zawierajg agar LB
z ampicyling).

DNA 52 transformantdw wykorzystano jako matryce do PCR ze starterami Rf1-Sorf-f/Rf1-Sorf-r (PCR w wariancie kolonijnym).
Dla 13 kolonii uzyskano produkt amplifikacji o spodziewanej wielkosci ok. 1 kb. Z klonéw odpowiadajgcych tym koloniom
wyizolowano plazmidowy DNA, ktéry poddawano elektroforezie wraz z kontrolg w postaci niezrekombinowanego plazmidu
pQE32. W preparatach plazmidowego DNA uzyskanych dla 9 badanych klonéw forma CCC migrowata w strefie wskazujgcej
na obecno$¢ insertu o wielkosci ok. 1 kb. Klony te uznano za rekombinanty z pozadanym insertem i poddano
sekwencjonowaniu Sangera.



Whioski
W temacie badawczym 1 (Identyfikacja wariantéw strukturalnych):

1. W genomach buraka cukrowego i pastewnego rezydujg liczne rodziny ruchomych elementéw
genetycznych, w tym retrotranspozondw LTR oraz miniaturowych elementéw klasy Il (MITE).

2. Jakos¢ ztozenia genomowego wptyneta na skutecznosé identyfikacji rodzin retrotranspozonéw LTR.
Ponad dwa razy wiecej kopii retrotranspozonéw LTR zidentyfikowano z ztozeniu EL10 o zdecydowanie
wyzszej ciggtosci (3474 kopie w ztozeniu RefBeet versus 7527 kopii w ztozeniu EL10). Ciggtosc
ztozenia nie wptyneta natomiast istotnie na liczbe zidentyfikowanych kopii elementéw MITE.

3. Resekwencjonowane genomy buraka cukrowego i pastewnego cechujg sie roznymi poziomami
shomozygotyzowania oraz wysokim poziomem polimorfizmu (w poréwnaniu do ztozenia
referencyjnego RefBeet), obejmujgcym substytucje nukleotydowe oraz indele.

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

1. W wyniku analizy sekwencyjnej locus X/Rf1 zidentyfikowano 18 polimorfizmoéw specyficznych dla
roslin z przywrdcong ptodnoscia. Polimorfizmy te bedzie mozna uzy¢ do konwersji w markery PCR
stuzgce diagnozowaniu obecnosci restorera X/Rf1 w materiatach hodowlanych.

2. W eksperymentach hybrydyzacyjnych najwyzszg akumulacje mRNA genu X/Rf1 odnotowywano
wsrod roslin z przywrdcong ptodnoscig (meskoptodnych, dobrze pylgcych). W grupie tej zdarzaty sie
jednak takze rosliny o niskiej akumulacji (korespondujgcej z obserwowang dla roslin
meskosterylnych), co moze wynikac z niepetnej korelacji pomiedzy poziomem mRNA Rf1 i biatka RF1.

3. Otrzymano klony Escherichia coli, ktére w obrebie wektora ekspresyjnego pQE32 (Qiagen) maja
insert zawierajgcy fragment otwartej ramki odczytu (ORF) restorera X/Rf1. Trwajg prace nad

okresleniem, ktore klony majg ten insert w orientacji gwarantujgcej otrzymanie rekombinantowego
biatka RF1.



6. Miernik zadania — stopien realizacji

W roku 2021 (pierwszy rok realizacji projektu)

nie planowano prezentacji doniesien konferencyjnych i publikacji

l.p. miernik wartos¢ wartos$¢ miernika stopien
miernika podana zrealizowana realizacji
W opisie zadania zadania
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
Liczba zlozen genomu
wykorzystanych do identyfikacji
1.1 rodzin ruchomych elementow 2 2 1,00
genetycznych
Liczba baz danych
zawierajacych reprezentatywne
1.2 sekwencje elementow 2 2 1,00
ruchomych
Liczba resekwencjonowanych
1.3 £enomow 12 12 1,00
temat badawczy 3
3.1 | Liczba sekwencjonowanych
pibliotek 2 2 1,00
3.2 Llczba populacg‘l objetych 2 5 1,00
analizg ekspresji
3.3 | Liczba pozytywnie
zweryfikowanych klonow 4 4 1.00
bakteryjnych do produkcji biatka '
rekombinantowego
SREDNIA 1,00
% REALIZACJI 100%
ZADANIA




