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Cele projektu w 2022 r.

W temacie badawczym 1 (Analiza ekspresji S-locus kapusty):

- okreslenie, czy réznice w sekwencji S-haplotypdéw kapusty (samozgodnosci i
samoniezgodnosci) przektadaja sie na rdznice w ekspresji wystepujacych w nich genéw?),

W temacie badawczym 2 (Celowane genotypowanie poprzez sekwencjonowanie (GBS)
w kontekscie identyfikacji restoreréow marchwi):

- wskazanie genéw kandydujacych dla przywracania ptodnosci u marchwi?.

1) Cel zrealizowany.

2) Cel zrealizowany cze$ciowo (w toku): Préby DNA dostarczono do ustugodawcy, u ktdrego

przeszty pozytywnie kontrole jakosci i zostaty uzyte do konstrukcji bibliotek, obecnie trwa
sekwencjonowanie tych bibliotek.



Materiaty i metody

W temacie badawczym 1 (Analiza ekspresji S-locus kapusty):

Materiaty roslinne

* Populacje otrzymane poprzez krzyzowanie samoniezgodnych i samozgodnych roslin
kapusty gtowiastej biatej (Brassica oleracea gr. capitata).

 RNA izolowano z pgkow kwiatowych zbieranych z roslin rosngcych w szklarni.

Metody

* lzolacja RNA: Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich).

e Odwrotna transkrypcja: First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific).

* Amplifikacja DNA: konwencjonalny PCR.

e Analiza produktéw RT-PCR: elektroforeza w standardowym zelu agarozowym.

W temacie badawczym 2 (Celowane genotypowanie poprzez sekwencjonowanie (GBS)
w kontekscie identyfikacji restorerow marchwi):

Materiaty roslinne
» Cztery populacje segregujgce na rosliny meskosterylne i rosliny z przywrécong ptodnoscia.
Metody
* Preparatyka catkowitego DNA: ekstrakcja organiczna, wytracanie izopropanolem.
* Oczyszczanie catkowitego DNA: Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
z kolumnami adsorpcyjnymi Dongsheng Biotech.
* Produkcja biblioteki i jej sekwencjonowanie: ustuga zewnetrzna w firmie Novogene.



Wyniki
Analiza ekspresji S-locus kapusty

Obiekty 378 i 379

Po uzyciu starteréw PK-1 / PK-4, PS5 / PS15 oraz S3-f /
S3-r nie otrzymano produktu amplifikacji dla zadnej
badanej rosliny. W  kontrolach  zawierajgcych
genomowy DNA otrzymano dla tych starterow
produkty o wielkoSciach odpowiednio: 940, 1500 i
120 bp. Startery PS3 / PS-21 generowaty produkt o
wielkosSci 1050 bp. Produkt ten pojawit sie u wszystkich
roslin obu badanych obiektdw, oprocz rosliny 6 z
obiektu 378. Po uzyciu tych starteréw u wszystkich
badanych roslin otrzymano tez mniejszy produkt, o
wielkosci 750 bp, cechujacy sie wyraznie mniejsza
wydajnoscig amplifikacji. W tym przypadku w kontroli
zawierajgcej genomowy DNA otrzymano dwa produkty
o wielkosSciach: 750 i 1700 bp. Po reakcji ze starterami
kontrolnymi bac-f1/bac-r1 dla wszystkich badanych
prob cDNA otrzymano produkt o wielkosci 600 bp, o
duzej wydajnosci, a w kontroli zawierajgcej genomowy
DNA otrzymano produkt o wielkosci 620 bp.
Amplifikacji  wyzej  opisanych  produktéw nie
obserwowano u prob stanowigcych  kontrole
negatywne (bez dodatku odwrotnej transkryptazy)

Produkty RT-PCR uzyskane na bazie RNA z pakéw
kwiatowych dla obiektow kapusty 378 i 379 przy uzyciu
starterow bac-f1/bac-rl, PK1/PK4, PS5/PS15, S3-f/S3-r
oraz PS3/PS21
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Obiekty 105/31113/14

Po reakcji ze starterami S3-f / S3-r nie otrzymano
produktu w zadnym z badanych obiektéw, a w kontroli
zawierajgcej genomowy DNA uzyskano produkt o
wielkosci 115 bp. Po uzyciu starterow PK1 / PK4 u
wszystkich roslin obiektu 113/14 otrzymano 2 produkty o
wielkosci 700 i 1160 bp, z ktérych mniejszy produkt
cechowat sie wiekszg wydajnoscig amplifikacji. Startery te
w kontroli zawierajgcej genomowy DNA daty produkty o
wielkosciach: 200, 330, 680 i 870 bp, z ktdrych najwieksza
wydajnoscig cechowat sie produkt 870 bp. Startery PS5 /
PS15 generowaty u wszystkich roslin obiektu 113/14
produkt o wielkosci 1400 bp. W wyniku reakcji z
zastosowaniem wymienionych starterow nie otrzymano
produktow dla obiektu 105/3. W kontroli zawierajgcej
genomowy DNA startery te generowaty produkty o
wielkosci 400 i 1340 bp. Po reakcji ze starterami
kontrolnymi bac-f1 / bac-r1 dla wszystkich badanych préb
cDNA otrzymano produkt o wielkosci 600 bp. Wydajnos¢
amplifikacji dla préb z obu obiektow kapusty byta
zblizona. Kontrola zawierajgca genomowy DNA
generowata produkt o wielkosci 620 bp. Amplifikacji wyzej
opisanych produktéw nie obserwowano u prob
stanowigcych  kontrole negatywne (bez dodatku
odwrotnej transkryptazy)

Produkty RT-PCR uzyskane na bazie RNA z pgkdéw kwiatowych
dla obiektow kapusty 105/3 i 113/14 przy uzyciu starteréw
bac-f1/bac-r1, PK1/PK4, P/PK4 oraz S3-f/S3r.
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Obiekt 651

Obiekt 651

Po uzyciu starterow PS-5 / PS-15 otrzymano produkt o
wielkosci 1500 bp. Produkt ten pojawit sie u
samoniezgodnych roslin o numerach 54, 78 i 80. U roslin
samozgodnych nie otrzymano produktéw amplifikacji.
Kontrola zawierajgca genomowy DNA wykonana przy
uzyciu tych starteréw u rosliny samoniezgodnej zawierata
produkt o wielkosci 1500 bp. Startery S3-f / S3-r
generowaty produkt o wielkosci 120 bp. Produkt ten
wystgpit u wszystkich roslin samoniezgodnych. Startery te
w kontroli zawierajgcej genomowy DNA rosliny
samoniezgodnej generowaty produkt o wielkosci 120 bp.
Amplifikacji wyzej opisanych produktédw nie obserwowano PS5/PS15
u prob stanowigcych kontrole negatywne (bez dodatku
odwrotnej transkryptazy).

Po uzyciu starteréow PK-1 / PK-4 otrzymano produkt o
wielkosci 690 bp. Jego amplifikacje obserwowano u roslin
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Celowane genotypowanie poprzez sekwencjonowanie (GBS) w kontekscie identyfikacji
restorerow marchwi

Preparaty catkowitego DNA wyizolowano z pojedynczych roslin marchwi. DNA byto nastepnie
oczyszczane na kolumnach adsorpcyjnych. Zmierzone spektrofotometrycznie wartosci stezenia DNA
otrzymanych preparatéw wynosity w granicach od 11,4 do 271,2 ng/ul. Analiza spektrofotometryczna
umozliwita réwniez ocene jakosciowg otrzymanych preparatéw poprzez pomiar stosunku absorbancji
przy 260 i 280 nm. Srednia warto$é zmierzonego parametru wynosita 1,87, co $wiadczy o braku
kontaminacji badanych preparatow DNA zwigzkami absorbujgcymi promieniowanie o dtugosci fali 280
nm, np. biatkami.

Stezenie DNA
Il Elucja Nr ro$liny ) [ng/ul] A260/A280
o lelucja | Il elucja | Ielucja |11 elucja
8IS IBELBSTSIIESE Populacja 536
1 178,6 64,6 1,86 1,83
2 74,4 41,7 1,89 1,86
10 000 bp- 4 65,2 53,6 1,82 1,83
5 31,3 36,9 1,88 1,82
6 149,4 88,7 1,84 1,83
8 163,8 37,2 1,83 1,84
9 225,8 76,1 1,83 1,82
10 43,1 46,9 1,86 1,82
Catkowite DNA wybranych roslin z populacji 536 po 11 33,3 45,2 1,81 1,78
. . . . 12 153,4 80,4 1,83 1,81
oczyszczeniu na kolumnach adsorpcyjnych, rozdzielone w zelu 13 20 8 159 105 199
agarozowym. 14 124,1 35,4 1,85 1,83
16 22,6 33,9 1,85 1,83
17 266,9 59,7 1,82 1,83
21 66,4 56,6 1,9 1,84

Stezenie przyktadowych preparatéow catkowitego DNA wyizolowanych
z ro$lin marchwi po oczyszczaniu na mikrokolumnach



Czes$¢ probek DNA, dla ktérych nie osiggnieto zadowalajgcej wydajnosci oczyszczania na kolumnach
adsorpcyjnych (byto to ok. 20% wszystkich prébek) zostato oczyszczone z zelu agarozowego po
elektroforezie. Zmierzone spektrofotometrycznie wartosci stezenia DNA otrzymanych preparatéw
wynosity w granicach od 10,2 do 91 ng/ul. Analiza spektrofotometryczna umozliwita réwniez pomiar
jakosciowy otrzymanych preparatéw poprzez pomiar stosunku absorbancji przy 260 i 280 nm. Srednia
warto$¢ zmierzonego parametru wynosita 1,82, co Swiadczy o braku kontaminacji badanych
preparatow DNA zwigzkami absorbujgcymi promieniowanie o dtugosci fali 280 nm, np. biatkami.
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Otrzymane preparaty catkowitego DNA wystano do komercyjnego ustugodawcy, ktoremu zlecono
wykonanie bibliotek i wysokoprzepustowego sekwencjonowania. Aktualnie proces przygotowywania
bibliotek zostat ukonczony i trwa proces ich sekwencjonowania.



Whioski
W temacie badawczym 1 (Sekwencjonowanie wariantow allelicznych S-locus kapusty):

1. Ekspresje genu SRK obserwowano w obiekcie 113/14 oraz na niskim poziomie u czesci
samoniezgodnych roslin obiektu 651.

2. Ekspresje genu SLG obserwowano w obiektach 378, 379, 113/14 oraz na bardzo niskim
poziomie u nielicznych samoniezgodnych roslin obiektu 651.

3. Ekspresje genu SCR11 obserwowano wytgcznie u samoniezgodnych roslin obiektu 651.

W temacie badawczym 2 (Analizy bioinformatyczne wynikow sekwencjonowania
S-locus kapusty):

1. Uzyskano preparaty catkowitego DNA do sekwencjonowania masowego. Zarowno pod wzgledem
ilosciowym jak i jakosciowym spetniaty one kryteria przydatnosci do konstrukcji bibliotek
sekwencyjnych.

2. Preparaty te sg obecnie sekwencjonowane w serwisie zewnetrznym.
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