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Analiza czynnikow genetycznych zwigzanych
z przywracaniem ptodnosci roslin buraka ¢wiktowego

Analysis of genetic factors linked to fertility restoration in table beet

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylno$¢, genotypowanie, geny restorerowe, markery
molekularne

TEMAT BADAWCZY 1: UZYSKANIE POPULACII MAPUJACYCH TYPU BCl1

Cele tematu

Uzyskanie segregujacych populacji do mapowania genow przywracajacych plodnosé

Opis wynikéw

Badany material roslinny stanowily cztery kwitngce potomstwa wywodzace si¢
z oryginalnego krzyzowania 4357A x BS. Uprawe prowadzono w polu z wysadkow
uzyskanych w roku ubieglym. W czasie kwitnienia ro$lin wizualnie sprawdzano u nich
obecnos¢ pylku. Dla kazdej rosliny obserwacje poczyniono minimum dwukrotnie
w roéznych terminach. Wizualna ocena plodnosci byla weryfikowana poprzez
mikroskopowg analize zywotno$ci pylku. Pomimo, iz wszystkie badane obiekty
segregowaly na rosliny meskosterylne i meskoptodne, w $wietle analizy Zzywotnosci
pytku oczekiwane rozszczepienie (1:1) uzyskano tylko dla jednej populacji.
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Whioski
— Segregacja fenotypowa tylko jednej z badanych populacji gwarantuje jej uzytecznosé
w analizie genow restorerowych.

TEMAT BADAWCZY 2: GENOTYPOWANIE SEGREGUJACYCH POPULACII
MAPUJACYCH PRZY ZASTOSOWANIU METODY GBS

Cele tematu
Masowa identyfikacja polimorfizméw GBS u ro$lin rézniacych si¢ statusem ptodnosci
Opis wynikéw
Genotypowaniu poddano dwie populacje z cytoplazma S i segregacja pod wzgledem
fenotypu ptodnosci — 506 oraz 740. Analiza ta byla wykonywana w ramach ustugi
zleconej firmie Novogene (Chiny). Biblioteki przygotowano z uzyciem restryktazy
ApeKI. Do sekwencjonowania wysokoprzepustowego wykorzystano platforme firmy
Illumina. Zastosowano wariant sekwencjonowania ze sparowanymi koncami i 150
cyklami syntezy (PE150). Dlugo$¢ odczytanych sekwencji wahata si¢ od ok. 300 do ok.
550 Mb dla pojedynczej rosliny. Wskazniki Q20 i Q30 wyniosty odpowiednio 96 i 91%,
a udziat par GC 36-37%.
Whioski
— Dla obydwu badanych populacji uzyskano wystarczajagca ilo$¢ danych
sekwencyjnych. Przy zalozeniu, iz w genomie buraka sekwencje unikalne stanowig
ok. 37% (210 Mb, Dohm i in., 2014), ich przeci¢tne pokrycie u pojedynczej rosliny
wyniosto ok. 1,4-2,6x.
— Wysoki procent nukleotydéw osiggajacych wskazniki jakosci Q20 i Q30 gwarantuje
przydatno$¢ otrzymanych danych sekwencyjnych dla analiz bioinformatycznych
zmierzajacych do identyfikacji polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP).

TEMAT BADAWCZY 3: ANALIZA BIOINFORMATYCZNA DANYCH SEKWENCYJNYCH

Cele tematu

Okreslenie genomowej lokalizacji zidentyfikowanych markerow GBS i1 genow
restorerowych

Opis wynikéw

Analizom poddawano dane sekwencyjne wygenerowane w biezacym roku dla popu-
lacji 506 oraz 740. Przefiltrowane odczyty sekwencyjne byly mapowane do sekwencji
genomu referencyjnego (AYZS00000000.2) — $redni odsetek zmapowanych odczytow
wyniost 96,4%. Srednio 12,3% genomu referencyjnego bylo pokryte odczytami
sekwencyjnymi (wykazywalo pokrycie przynajmniej 1x). W wyniku mapowania
odczytow do genomu referencyjnego zidentyfikowano ok. 1,6 min polimorfizmow
sekwencyjnych, ktore nastgpnie poddawano kilkustopniowej filtracji. Obejmowata ona
kolejno selekcje markeréw: biallelicznych o wysokiej jakos$ci, z maksymalnie pigcioma
nicokre$§lonymi genotypami, o genotypach odpowiadajacych charakterowi badanej
populacji, o wlasciwej segregacji oraz oddalonych od siebie o wigcej niz 10 kb.
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W rezultacie do mapowania genetycznego wykorzystano ok. 2 200 markeréw z populacji
506 oraz ok. 1000 markerow z populacji 740. Uzyskano dziewig¢¢ grup sprzezen
odpowiadajgcych dziewigciu chromosomom buraka. W przypadku populacji 506
catkowita dlugos¢ mapy wynosita 577,2 cM ze $rednia dlugosciag pojedynczej grupy
sprzezen wynoszaca 64,1 cM. Gen restorerowy wraz z 61 markerami GBS zmapowat si¢
na chromosomie 3. Najblizszy restorerowi marker GBS zmapowal si¢ w odlegtosci
1,7cM. W przypadku populacji 740 calkowita dlugos¢ mapy wynosita 526,1 cM
ze $rednig dtugoscia pojedynczej grupy sprzezen wynoszaca 58,5 cM. W utworzonych
grupach sprzezen nie odnotowano obecnosci restorera.
Whioski
— Przy wykorzystaniu technologii GBS otrzymano dane sekwencyjne, ktore pozwolity
na bardzo wydajng identyfikacj¢ markerow i uzyskanie — przynajmniej lokalnie —
wysoko wysyconych map genetycznych. Dzigki dostepnosci sekwencji referencyjnej
okreslono chromosomowg lokalizacj¢ zidentyfikowanych grup sprzezen.
— Restorer z populacji 506 zmapowal si¢ w obrgbie chromosomu 3, co wskazuje, iz jest
nim gen X (Rf7) Owena.

TEMAT BADAWCZY 4: KONWERSJA POLIMORFIZMOW SPRZEZONYCH Z GENAMI
RESTOREROWYMI W MARKERY TYPU SCAR, CAPS I TETRA-PRIMER ARMS-PCR

Cele tematu
Opracowanie markeréw PCR do wnioskowania o obecno$ci alleli restorerowych
Opis wynikéw
Badany material roslinny stanowily cztery populacje segregujace pod wzgledem
fenotypu ptodno$ci. Analiza wstepna byla prowadzona na 10 roslinach
(5 megskoptodnych i 5 mgskosterylnych). Markery kosegregujace z fenotypem byly uzyte
do genotypowania catych populacji. Wykorzystywane markery reprezentowaty typy
CAPS 1 SCAR. Projektowanie markeréw CAPS zautomatyzowano stosujagc napisany
w toku niniejszych prac program VCF2CAPS (Wesotowski). W trzech populacjach
testowane markery kosegregowaty fenotypem na poziomie do ok. 80%. Byty to markery
dla genu X (Rf1) (rys. 1). W jednej z analizowanych populacji testowane markery
najczesciej nie wykazywaty polimorfizmu.
Whioski
— Markery CAPS projektowano na bazie zidentyfikowanych uprzednio markerow GBS.
Do tego celu wykorzystano autorski program VCF2CAPS (Wesotowski)
umozliwiajagcy masowg konwersje wykrytych technikami NGS polimorfizmow
sekwencyjnych w markery CAPS.
— W trzech populacjach z fenotypem kosegregowaly markery z chromosomu 3,
co potwierdza/wskazuje na wystepowanie w nich restorera X/RfI. Wartosé
kosegregacji wynosita $rednio ok. 80%.
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Rys. 1. Profile siedmiu markerow genu X (Rf7) u wybranych roslin z populacji 398. Czerwona czcionka
— ro$liny meskosterylne, zielona czcionka — ro$liny meskoptodne. M — wzorzec wielkosci
fragmentow DNA
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TEMAT BADAWCZY 5: ANALIZA NIEROWNOWAGI SPRZEZEN — GENOTYPOWANIE
ZESTAWU MESKOSTERYLNYCH OBIEKTOW HODOWLANYCH PRZY
ZASTOSOWANIU OPRACOWANYCH MARKEROW PCR

Cele tematu

Okreslenie, czy genotypy loci restorerowych wykazuja zalezno$¢ od genotypow
w wybranych loci markerowych

Opis wynikéw

Badany material roslinny stanowita kolekcja 12 linii meskosterylnych, testowano po
10 roslin kazdej z linii. Poddano je genotypowaniu czterema markerami dla genu X (Rf7)
i dwoma markerami dla genu Z (Rf2). Markery te reprezentowaty typy CAPS i SCAR.
W badanym zestawie linii mg¢skosterylnych markery dla genu Z/Rf2 (ppr681/Hpall
i ppr821/FspBl) byly monomorficzne. Sposrod przetestowanych markerow dla genu
X/Rfl dwa (Rfl Mors, Rfl-se3/4pol) cechowala dominacja jednego profilu
elektroforetycznego — w obrebie osmiu (Rfl _Mors) / dziewigciu (Rf1-se3/4pol) linii byt
on obserwowany u wszystkich badanych roslin. Pozostale dwa markery dla genu X/Rf1
cechowata wyrazna segregacja mi¢dzy- i wewnatrz obiektowa obserwowanych profili
elektroforetycznych.

Whioski
— Dane wskazujace na istnienie nier6wnowagi sprzezen pomiedzy allelami /oci

markerowych oraz allelem w locus restorera uzyskano dla obydwu markeréw genu Z

(Rf2) 1 dwoch (sposrod czterech testowanych) markerow genu X (Rf7).
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