NR 286 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN 2019
e-ISSN 2657-8913

DARIUSZ GRZEBELUS

GABRIELA MACHAJ

ALICJA MACKO-PODGORNI

KORNELIA KWOLEK

RAFAL BARANSKI

WOJCIECH WESOLOWSKI

MARCELINA WAJDZIK

ANNA SZLACHTOWSKA

BEATA DOMNICZ

PRZEMYSLAW GIERSKI

MAREK SZKLARCZYK

Instytut Biologii Roslin i Biotechnologii, Wydziat Biotechnologii i Ogrodnictwa, Uniwersytet Rolniczy
w Krakowie

Kierownik Tematu: prof. dr. hab. Dariusz Grzebelus Instytut Biologii Roslin i Biotechnologii Wydziat
Biotechnologii i Ogrodnictwa Uniwersytet Rolniczy w Krakowie Al. 29 Listopada 54, 31-425 Krakow,
tel. 12 6625399, e-mail: d.grzebelus@urk.edu.pl

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego
w  produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.8.2018, Zadanie 45.

Opracowanie metod globalnej analizy polimorfizméw
w genomie buraka cukrowego

Development of methods for global analysis of polymorphisms in the genome
of sugar beet

Stowa kluczowe: BNYVV, cytoplazmatyczna meska sterylnos$c, ekspresja gendow, genotypowanie,
markery molekularne, rizomania

PRZYGOTOWANIE I FENOTYPOWANIE SEGREGUJACYCH POPULACJI BURAKA
CUKROWEGO

Cele tematu

Uzyskanie roslin buraka cukrowego o zrdznicowanej reakcji na rizomani¢ oraz ich
przygotowanie do analiz molekularnych; uprawa roslin rosnagcych w kontakcie z wirusem
BNYVYV oraz w warunkach kontrolnych do badan molekularnych; uzyskanie kwitnacych
roslin F; z krzyzowan typu obiekt meskosterylny (MS) x kandydat na lini¢ dopelniajaca
(lini¢ O) oraz ocena fenotypu ptodnosci tych roslin; uzyskanie nasion BC1 na bazie
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wybranych roslin me¢skoptodnych z potomstw F;; uzyskanie korzeni wysadkowych
nowych pokolen BC1 i BC2 z segregacja gendw restorerowych.

Opis wynikéw

Wszystkie materialy roslinne zostaty uzyskane i ocenione zgodnie z harmonogramem.
Rosliny o zréznicowanej reakcji na rizomani¢ zostaly ocenione w komercyjnym tescie
genetycznym (marker SNP) okreslajgcym podatno$é na BNYVV.

W biezacym roku w dwoch sposrdd sze$ciu kwitngcych potomstw nie wystgpito
oczekiwane rozszczepienie na ro$liny meskosterylne, meskoplodne i (ewentualnie)
czgsciowo-meskoptodne. Jeden obiekt cechowala wyrazna nadreprezentacja roslin
ptodnych, co moze wynika¢ z obecnosci wigcej niz jednego restorera. W jednym obiekcie
wszystkie rosliny byty meskosterylne, co wskazuje na brak genu restorerowego.

Whioski
— Duza liczba badanych linii hodowlanych pozwolita na przetestowanie materiatu

o zroznicowanym pochodzeniu. Test komercyjny potwierdzil, ze cechowaly si¢ one

kontrastujacymi genotypami w odniesieniu do rejonu Rz/ warunkujacego odporno$c¢

na rizomanig.

— Uzyskano korzenie wysadkowe dziesi¢ciu potomstw typu BC, w ktdrych oczekuje si¢
segregacji na rosliny meskosterylne i mgskoptodne.

— Segregacja fenotypowa w obrgbie czterech z szeSciu kwitnacych potomstw gwarantuje
ich uzyteczno$¢ w analizie genow restorerowych.

ANALIZY BIOINFORMATYCZNE

Cele tematu

Analiza poziomu ekspresji gendow potencjalnie zaangazowanych w warunkowanie
odpornosci na rizomani¢ u roslin wrazliwych i odpornych; okreslenie specyficznych cech
sekwencji aminokwasowej bialek kodowanych w locus X/ (Rf1/rfl) u roslin
meskosterylnych i u roslin z przywrocong ptodnoscia; okreslenie poziomu transkrypcji
genow kodujacych biatka PPR u roslin meskosterylnych i u ro$lin z ptodnoscia
przywrocona przez gen Z (Rf2).

Opis wynikéw

Materiat badawczy stanowily trzy odporne i trzy wrazliwe na BNYVV ro$liny
wczesniej poddane genotypowaniu markerami sprzezonymi z genem Rz/. Badane ro$liny
byly eksponowane na dzialanie wirusa podczas wzrostu w warunkach szklarniowych.
Kontrole stanowily trzy odporne i trzy wrazliwe na BNYVV (wg wynikow
genotypowania) ro$liny, wzrastajagce na glebie nie zarazonej wirusem. Oceniono
ekspresj¢ szeSciu genow.

Baza dla analizy przywracania ptodno$ci byly dane RNA-seq wygenerowane dla
obiektu 3S1185 w roku 2016. Uzyskane dla pojedynczych roslin odczyty sekwencyjne
zostaly zmapowane do wyekstrahowanych z chromosomu IV 82 genéw kodujacych
biatka PPR. Wyliczone dla poszczegdlnych genow wartosci pokrycia byly miarg ich
ekspresji na poziomie RNA. Wsrdd gendow cechujacych si¢ silniejsza ekspresja u roslin
meskoptodnych najwyrazniejsze roznice odnotowano dla 104890821 1 104890879.
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Z kolei sposrod gendéw cechujacych si¢ silniejsza ekspresja u roslin meskosterylnych
najwyrazniejsze roznice odnotowano dla 104890731 oraz 104890767 (rys. 1).
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Rys. 1. Mapa fizyczna chromosomu 4 buraka cukrowego z zaznaczeniem pozycji genéw kodujacych
bialka PPR, czcionka czerwona — geny o wyzszej ekspresji u roslin meskosterylnych, czcionka zielona
— geny 0 wyzszej ekspresji u roslin meskoplodnych, zélte cieniowanie — geny, ktérych markery CAPS
wykazuja kosegregacje z fenotypem, M — geny dla bialek PPR kierowanych do mitochondriow, C —
geny dla bialek PPR kierowanych do plastydow
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Whioski

— Poziom ekspresji gendw wytypowanych jako istotne dla warunkowania reakcji
odpornosci roslin buraka cukrowego na BNYVV (RPPI3-like; LOC104888806
1 LOC104888807) okazat si¢ by¢ r6zny w zaleznosci od genotypu rosliny i kontaktu
Z wirusem.

— Wyniki qPCR czg$ciowo potwierdzily zmiany ekspresji obserwowane w oparciu o
analizy transkryptomow w odniesieniu do roslin réznigcych si¢ reakcjg na rizomanig.

— Fizycznie sprzezone geny RPPI3-UP 1 RPPI3-DOWN (LOC104888806
1 LOC104888807) moga lacznie warunkowaé reakcje odpornosci na BNYVV,
konstytuujac locus Rz1.

— Obecnie najwiarygodniejszym kandydatem na restorer Z/Rf2 jest gen 104890821
kodujacy kierowane do mitochondriéw biatko PPR.

OPRACOWANIE PLATFORMY GENOTYPOWANIA BURAKA CUKROWEGO
DLA SELEKCJI WSPOMAGANEJ] MARKERAMI

Cele tematu

Opracowanie markeréw molekularnych identyfikujacych polimorfizmy w rejonach
kodujacych geny o zréznicowanej ekspresji w grupie roslin odpornych i wrazliwych na
rizomani¢; okreslenie, czy genotypy loci Rf/rf wykazuja zalezno$¢ od genotypow w
wybranych /oci markerowych; opracowanie kolejnych markeréw dla locus Z/z (Rf2/vf2);
okreslenie genow restorerowych obecnych w nowej puli segregujacych populacji.

Opis wynikéw

Walidacja markeréw molekularnych obejmowata genotypowanie 299 roslin
nalezacych do 59 populacji buraka cukrowego o réznym pochodzeniu i reakcji na wirusa
BNYVV. Calosciowa analiza populacji pod wzgledem zgodnosci wynikow
genotypowania markerami CAPS opracowanymi w ramach niniejszego projektu a
komercyjnym markerem SNP wykazata, ze w przypadku 38 populacji otrzymano
zasadniczo zgodne wyniki.

W ramach analizy nierownowagi sprz¢zen dziesi¢¢ linii mesksosterylnych poddano
genotypowaniu trzema markerami dla genu X (Rf7) i dwoma markerami dla genu Z (Rf2).
Najwigcej przypadkow zmiennosci wewngtrzliniowej odnotowano przy uzyciu dwoch
markeréw dla genu X. Ogolnie w badanym zestawie obiektow wszystkie testowane
markery cechowala dominacja jednego lub dwoch profili markerowych, a w przypadku
jednego z markerow dla genu Z w ogole nie stwierdzono polimorfizmu. Profile tego typu
nalezy uzna¢ za zwigzane z allelami dopetniajgcymi analizowanych /oci restorerowych.

Identyfikacje genow restorerowych wykonano dla czterech populacji segregujacych na
ro$liny me¢skosterylne i me¢skoptodne — wykorzystano do tego po cztery markery dla
genow X1 Z. Kosegregacje z fenotypem obserwowano wylacznie dla przy wykorzystaniu
markerow dla genu X, co wskazuje, iz w badanych populacjach wystgpuje wlasnie ten
restorer (rys. 2).
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MS1 DP
M 6 17 52 65 7181 8593 96 102 2 20 48 53 61 77 82 94 97103 M bp

Rys. 2. Obraz markera Rf1-Mors uzyskany dla wybranych roslin meskosterylnych (MS1)
i meskoplodnych (DP) z populacji 3s 13 175. M — wzorzec wielkosci fragmentéw DNA

Whioski

Wyniki genotypowania markerami CAPS sprz¢zonymi z rejonem Rz/ w genomie
buraka cukrowego, warunkujacym odporno$¢ na rizomani¢, sa zasadniczo zgodne
z wynikami genotypowania komercyjnym systemem SNP.

Obserwowane rozbieznosci dotyczyly ok. 30% genotypowanych roslin i byty
zwiazane przede wszystkim z:

— nadreprezentacja heterozygot w systemie komercyjnym (15%),

— okresleniem ros$lin jako wrazliwych w tescie komercyjnym, ale odpornych
w systemie CAPS (9%), przy czym wyniki takie byly ograniczone do 10 badanych
populacji, co wskazuje na mniejszg uniwersalnosc¢ jednego z testow,

— prawdopodobnymi sporadycznymi btedami technicznymi w obu testach.

. Nowo opracowany marker InDel dla rejonu Rz/ pozwolit na skuteczne rozroéznienie
roslin odpornych i wrazliwych w populacjach, ktore cechowaly si¢ haplotypem
determinujgcym wrazliwo$¢ z obecnoscia insercji. W pozostatych przypadkach wynik
genotypowania InDel roslin wrazliwych nie roznit si¢ od wyniku uzyskanego dla
ro$lin odpornych. Marker InDel jest zatem mniej uniwersalny niz markery CAPS.
Genotypowanie linii meskosterylnych wykazato u wickszosci roslin obecnos¢ profili
charakterystycznych dla fenotypu mgskosterylnego, badz profili do tej pory
nieobserwowanych. Tylko w przypadku markera 20L-int u ponad 60% przebadanych
ro§lin stwierdzono obecnos¢ profili wczesniej korelowanych z fenotypem
mgskoptodnym. Wynik taki wskazuje na rownowage sprzezen pomiedzy /oci markera
i restorera.
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5. Genotypowanie czterech segregujacych populacji oSmioma markerami dla /loci
restorerowych wykazalo, iz w badanym materiale ro§linnym za przywracanie
ptodnosci odpowiada gen X. Maksymalny odnotowany poziom kosegregacji
testowanych markerow z fenotypem przekraczat 90%.
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