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Cele projektu w roku 2021

Czy

zrealizowany

Analiza sekwencji transkryptoméw uzyskanych dla 12 form buraka cukrowego o zréznicowanej
1 tendencji do poSpiechowatosci i identyfikacja transkryptow, ktore wykazujg asocjacje z TAK
tendencjg do posSpiechowatosci

2 Ztozenie transkryptomu referencyjnego buraka cukrowego de novo TAK

3 Fenotypowanie zestawu materiatdw hodowlanych buraka cukrowego, okreslenie ich sktonnosci TAK
do pospiechowatosci oraz wybdr genotypdw skrajnie réznych pod katem tej cechy

4 Okreslenie sekwencji kodujacej genu BvBTCI dla 6 linii hodowlanych buraka cukrowego o TAK

zroznicowanej tendencji do poSpiechowatosci




Materiat i metody

Materiat badawczy:

©)

Dane obejmujgce sekwencje transkryptomdéw 100 linii hodowlanych buraka cukrowego pochodzacych z
kolekcji spétki Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego Sp. z 0.0. Sposrod badanych linii 12 zostato
uprzednio scharakteryzowane pod katem tendencji do uzyskiwania roslin pospiechowatych na podstawie
wieloletnich obserwacji [ tematy badawcze 1 i 2];

20 linii hodowlanych buraka cukrowego pochodzacych z kolekcji spotki KHBC Sp. z o.o.
[ tematy badawcze 3 i 4.

Metody badawcze:

©)

Analiza i ocena polimorfizméw typu SNP oraz zmian na poziomie funkcjonalnym asocjowanych ze
sktonnoscig do pospiechowatosci technikg Associative Transcriptomics [ temat badawczy 1],

Kontrola jakosci danych pochodzacych z RNAseq dla 100 linii hodowlanych, ich obrdbka
[ temat badawczy 2];

Doswiadczenie polowe na poletkach o powierzchni 10 m2. W lipcu dokonano oceny i zliczania roslin,
ktore wytworzyly ped kwiatowy. W sierpniu dokonano powtdrnej obserwacji w celu weryfikacji, czy na
poletkach nie pojawity sie tzw. poSpiechy pdzne [ temat badawczy 3.

Izolacja DNA, ocena jakosciowa i ilosciowa, projektowanie primerdow, amplifikacji kodujgcych sekwencji
genu BvBTC! dla badanych genotypdw [temat badawczy 4.



Wyniki — temat badawczy 1.

W wyniku przeprowadzonych prac zidentyfikowano transkrypty roznicujgce formy, ktdre charakteryzowaty sie kwitnieniem w

pierwszym roku uprawy od form nie wykazujgcych takich tendencji. Wyniki zaprezentowano w formie wykreséw typu
Manhattan plot odpowiednio dla zmian strukturalnych (SNP) oraz funkcjonalnych (GEM).

Wykres asocjacji analizowanych markerdw strukturalnych SNP w obrebie transkryptomu z tendencjg buraka cukrowego do pos$piechowatosci.




Wyniki — temat badawczy 1.

Wykres asocjacji analizowanych markeréw funkcjonalnych GEM w obrebie transkryptomu z tendencjg buraka cukrowego do pospiechowatosci.

WNIOSKI:

1. Najsilniejszg asocjacje z tendencja do pospiechowatosci na poziomie markerow SNP wykazujg transkrypty genow
zlokalizowanych na chromosomie 4. buraka cukrowego.

2.

Dla markeréw funkcjonalnych GEM transkrypty o najsilniejszej asocjacji zlokalizowane byty na chromosomach 8. oraz 9.



Wyniki — temat badawczy 2.

W pierwszym etapie dane pochodzace z RNAseq poddane zostaty procesowi czyszczenia. Do tych czynnosci wykorzystane zostato
oprogramowanie Trimmomatic. Po czyszczeniu uzyskano oczyszczone odczyty dla ktorych wykonano raport jakosSci za pomoca
programu fastgc. Analogicznie jak dla surowych danych raport dla kazdej prébki zostat manualnie przeanalizowany pod katem

najwazniejszych parametrow. Nastepnie z wszystkich otrzymanych raportow utworzono raport zbiorczy w programie multigc:

FastQC: Mean Quality Scores

80
Position (bp)

Tak przygotowane wyniki zostaly wykorzystane jako dane wejsciowe do ztozenia transkryptomu referencyjnego. Zastosowano
standardowy potok analityczny w oparciu o program Trinity. tgczna liczba ztozonych transkryptow wyniosta 196 537, a

transkryptow reprezentujgcych najdtuzsze izoformy 90 984.



Wyniki — temat badawczy 2.

Statystyki bazujgce na catym transkryptomie i jedynie najdtuzszych izoformach przedstawia ponizsza tabela:

Statystyka bazujaca na kontigach catego transkryptu Statystyka bazujaca jedynie na najdtuzszych izoformach ‘na gen’

Contig N10: 3401 Contig N10: 3414
Contig N20: 2646 Contig N20: 2611
Contig N30: 2190 Contig N30: 2099
Contig N40: 1849 Contig N40: 1662
Contig N50: 1542 Contig N50: 1226

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze jest 1 537 biatek, z ktdrych kazde pasuje do opracowanego transkryptu w przedziale >
80% i <= 90% dtugosci biatka. Jest 7 660 biatek, ktdre sg reprezentowane przez transkrypty prawie petnej dtugosci, majace powyzej 80%
pokrycia dopasowania. Dodatkowo jest 6 123 biatek, ktére sg pokryte przez ponad 90%. W przeprowadzonych analizach odnotowane zostato
jedynie pojedyncze, najlepsze dopasowanie transkryptu dla kazdego najlepiej pasujgcego wpisu bazy danych SwissProt.

W kolejnym kroku odczyty po kontroli jakosSci przyréwnane zostaty do transkryptomu opracowanego w poprzednim kroku. Do mapowania
odczytow wykorzystano oprogramowanie bowite2. Analizy wykonano dla wszystkich 100 prébek. Dla wiekszosci probek uzyskano mapowanie
na poziomie 90%, co jest wynikiem zadowalajgcym i powyzej zaktadanej minimalnej wartosci na poziomie 80%.W wyniku mapowania uzyskano
mapy aligmentu (pliki SAM), ktére nastepnie przeksztatcono w pliki binarne BAM. Nastepnie do nagtéwka kazdego pliku dodano informacje o
numerze probki. Modyfikacje te wykonano za pomocg funkcji AddorReplaceReadGroup z pakietu Picard. Tak przygotowane pliki zostaty
nastepnie posortowane i zindeksowane za pomocg narzedzi samtools.

WNIOSKI:

1. Opracowany transkryptom jest wysokiej jakosci, spetnia wszystkie zaktadane parametry i bedzie stanowit referencje do
dalszych analiz prowadzonych w projekcie.



Wyniki — temat badawczy 3.

Na podstawie obserwacji wykonanych w lipcu okre$Slono odsetek roslin poSpiechowatych dla kazdego z 20 badanych
genotypdw. Najwyzszy zanotowany odsetek wynidst 17,2% dla linii 2SODMB1M19 267. W przypadku 10 badanych linii nie
zaobserwowano roslin tworzacych pedy kwiatowe. W wyniku weryfikacji obserwacji polowych w drugim terminie dla trzech
genotypdw, dla ktérych nie obserwowano uprzednio roslin pospiechowatych zaobserwowano pojawienie sie pojedynczych roslin

posiadajgcych pedy kwiatowe: FANTAZIA V2 ZP20 4 (1 szt.), ALICJA ZP20 15 (1 szt.) oraz KUJAVIA KTA20 16 (2 szt.).

Na podstawie uzyskanych wynikéw do dalszych prac wytypowano po 3 stabilne genotypy skrajne:

Pospiechowate Nie tworzace pospiechow

2SODMB1M19 267 PRESLEY ZP20 23
2SODMB1M19 291 FRh19 1
KTA1802 ZP20 11 FRh20 13

WNIOSKI:

1. Analizowany zestaw 20 linii hodowlanych charakteryzowat sie zmiennoscig w tendencji do pos$piechowatosci. Odsetek roslin
pospiechowatych wahat sie w granicach od 17,2% do 0%.

2. Fenotypowanie roslin buraka cukrowego pod katem pospiechowatosci wymaga weryfikacji po okoto dwdch miesigcach od
obserwacji. W badanym materiale dla trzech sposrdd 10 linii dla ktérych fenotypowanie nie wykazato tendencji do
pospiechowatosci zidentyfikowano pojedyncze rosliny tworzgce tzw. pospiechy pdzne.



Wyniki — temat badawczy 4.

Analiza elektroforegramow uzyskanych w wyniku rozdziatu produktdw reakcji uzyskanych po wigczeniu do reakcji analizowanych
par primerow specyficznych dla sekwencji kodujacej genu BvBTCI wykazata, ze dla zdecydowanej wiekszosci testowanych linii
hodowlanych uzyskano pojedynczy, specyficzny amplikon o oczekiwanej dtugosci.

Po amplifikacji z parg specyficznych sekwencyjnie primeréw BTC1_1-F i BTC1_1-R w przypadku linii KTA1802 ZP20 na zelu
zaobserwowano dodatkowy, krétszy produkt o dtugosci ok. 1200 bp. W przypadku primerow BTC1_4-F i BTC1_4-R oczekiwany
amplikon wystepowat w 5 badanych prébkach, a amplifikacji nie zaobserwowano w probce pochodzacej z linii 2SODMB1M19
291.

Zbiorcze zestawienie wynikow amplifikacji uzyskanych w wyniku wszystkich przeprowadzonych reakcji zaprezentowane zostato w

tabeli:
Specyficzne sekwencyjnie primery
Genotyp BTC1_1-F BTC1_2-F BTC1_3-F BTC1_4-F
BTC1_1-R BTC1_2-R BTC1_3-R BTC1_4-R
2SODMB1M19 267 + + + +
2SODMB1M19 291 + + + -
KTA1802 ZP20 11 ++ + + +
PRESLEY ZP20 23 + + + +
FRh19 1 + + + +
FRh20 13 + + + +
WNIOSKI:

1. Zaprojektowane pary primerdw umozliwity amplifikacje sekwencji kodujgcej genu BvBTCI w badanym materiale
genetycznym buraka cukrowego.

2. W wyniku ztozenia sekwencji uzyskanych amplikondw uzyskano sekwencje kodujgcg genu BvBTCI o petnej dtugosci
wynoszacej 2 367 nukleotyddw dla wszystkich badanych linii buraka cukrowego.



Publikacja wynikow projektu

Doniesienia konferencyjne:

1. ,Identyfikacja polimorfizméw asocjowanych z tendencjg do posSpiechowatosci w transkryptomie buraka
cukrowego” — ,,Genetyka aplikacyjna roslin - wyzwania XXI wieku”, 22-24.09.2021, Warszawa

Mierniki realizacji projektu w roku 2021

Wartos¢ miernika Stopien
realizacji

zadania

Wartos¢ miernika
zrealizowana

Miernik podana w opisie
zadania

Temat badawczy 1
Wykonanie analizy sekwencji transkryptomoéw 12 linii
1.1 hodowlanych buraka cukrowego o zréznicowanej tendencji do 1 1 1,00
po$piechowatosci

Temat badawczy 2
2.1 Opracowany transkryptom referencyjny dla buraka cukrowego 1 1 1,00

Temat badawczy 3

Liczba linii hodowlanych buraka cukrowego o okreslonej na
3.1 podstawie do$wiadczenia polowego tendencji do 20 20 1,00
pospiechowatosci

Temat badawczy 4
Liczba uzyskanych sekwencji kodujacych genu BvBTC1

4.1 pochodzacego z linii hodowlanych buraka o niskiej tendencji do 3 3 1,00
po$piechowatosci
Liczba uzyskanych sekwencji kodujacych genu BvBTC1
4.2 pochodzacego z linii hodowlanych buraka o wysokiej tendencji 3 3 1,00

do pospiechowatosci

% REALIZACII

ZADANIA 100,0%




