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Cel zadania

Identyfikacja wybranych genow odpowiedzialnych za typ wzrostu roslin ogorka oraz opracowanie markerow
molekularnych dla zidentyfikowanych gendéw, potencjalnie przydatnych w hodowli twérczej tego gatunku

Cele zadania w 2023 roku
1. Ocena fenotypowa rodzin F3 wytypowanych populacji mapujacych ogorka i rozmnozenie linii rodzicielskich
2. Genotypowanie przez sekwencjonowanie i z wykorzystaniem markerow PCR populacji mapujacych ogorka

3. Mapowanie genow typu wzrostu roslin ogorka i wstepna analiza ekspresji zidentyfikowanych genow

Cele zadania zaplanowane na 2023 rok zostaty w petni osiggniete



Materiaty i metody

Materiat roslinny

* Trzy populacje mapujgce ogorka F, wraz z rodzinami F; oraz linie rodzicielskie tych populacji, tj.: L500, L504, L505i L511

Metody badawcze

* Ocena fenotypowa przygotowanie i wysiew nasion do wielodoniczek, uprawa roslin, ocena wizualna typu wzrostu roslin
 Analiza statystyczna test Chi?dla danych oceny fenotypowe;j i genotypowej populacji mapujacych F, .5
» Rozmnozenie linii rodzicielskich uprawa roslin w szklarni, wykonanie samozapylen, zebranie nasiennikow i pozyskanie nasion

* Genotypowanie przez sekwencjonowanie izolacja i ocena jakosci DNA, genotypowanie DArTSeq, konstrukcja préb zbiorczych
DNA, sekwencjonowanie lllumina Novaseq, ocena jakosci danych sekwencjonowania FastQC

» Testowanie markerow PCR projektowanie starterow program Primer3, reakcja tancuchowa polimerazy PCR, trawienie
restrykcyjne amplikonow, elektroforeza agarozowa

* Analizy bioinformatyczne identyfikacja polimorfizmow SNP i INDEL, mapowanie polimorfizméw na genomach referencyjnych

» Konstruowanie map genetycznych dla kazdej z trzech badanych populacji, program JoinMap 4.0, przypisanie grup sprzezen do
genomow referencyjnych, analiza BSA-seq, identyfikowanie genow kandydackich w bazie CucurbitGenomics v2

» Analiza ekspresji genow izolacja RNA, synteza cDNA, analiza RT-gPCR, analiza wynikow metoda AACt



Wyniki
Ocena fenotypowa rodzin F; trzech populacji mapujacych F, ogorka
i rozmnozenie linii rodzicielskich

* Ocene typu wzrostu rodzin F; populacji uzyskanych z krzyzowania linii L504, L505 i L511
z linig L500 wykonano w tunelach foliowych. Ocene wykonano w fazie 2-4 lisci wtasciwych

* Ocena w tunelu foliowym byta jednoznaczna dla:
58 rodzin F; L500 x L504 — 40 segregowato, 18 nie segregowato
76 rodzin F; L500 x L511 — 53 segregowato, 23 nie segregowaty

* Dlarodzin F3 L500 x L505, z powodu niejednoznacznej oceny w tunelu, wykonano
dodatkowo weryfikacje wynikow w szklarni, tgcznie oceniono:

66 rodzin F; L500 x L505 — 42 segregowato, 24 nie segregowaty

* Analiza statystyczna danych dla populacji F,.; potwierdzita, ze zmieniony typ wzrostu roslin
we wszystkich populacjach jest warunkowany przez pojedyncze geny recesywne

*  Rozmnozono linie L505 i L511 uzyskujgc >750 nasion dla kazdej z linii

Wykonano ocene typu wzrostu roslin dla 194 rodzin F;
i rozmnozono linie L505 i L511 (uprawiano po 10 roslin)

Ocena typu wzrostu roslin w tunelu foliowym



Wyniki
Genotypowanie przez sekwencjonowanie dla
trzech wybranych populacji mapujacych ogorka

Analiza DArTseq: zidentyfikowano 4518 SNP i insilico SNP dla trzech
badanych populacji F,.5 i wskazano markery przydatne do mapowania
* najwiecej SNP zidentyfikowano dla populacji L500 x L504 860 SNP (32,3%)
- 697 segregowato 1:2:1w F,5
» dla populacji L500 x L511 zidentyfikowani 516 SNP (19,4%)
- 435 SNP segregowato 1:2:1 w F,.4
* najmniej SNP zidentyfikowano dla populacji L500 x L505 345 SNP (13%)
- 286 SNP segregowato 1:2:1wF,;

Sekwencjonowanie prob zbiorczych: skonstruowano proby zbiorcze, sktadajace sie
z DNA homozygot dominujacych (Pool WT) i homozygot recesywnych (Pool M),
ktore sekwencjonowano i identyfikowano polimorfizm
» najwiecej SNP zidentyfikowano dla prob L500 x L504 - ok. 37.5 tys
najmniej dla populacji L500 x L505 - ok. 32.8 tys
* 52% SNP miato charakter zmian synonimicznych
« zidentyfikowano zblizona liczbe polimorfizmow INDEL dla populacji L500 x L505
i L500 x L511 i nieznacznie wiecej dla L500 x L505
* 53% polimorfizmow INDEL zmieniato ramke odczytow

Podsumowanie wynikéw genotypowania DArTSeq

s | geicie | VP s
L500 x L504 860 697
L500 = L505 345 280
L500 = L511 516 435

Podsumowanie wynikéw sekwencjonowania préb

zbiorczych DNA

Populacja F,.5 . . Liczt.ua i
A Liczba SNP polimorfizmoéw
INDEL
L500 x L504
Pool WT 37365 2348
Pool M 37720 2366
L500 x L505
Pool WT 32793 2173
Pool M 32864 2159
L500 x L511
Pool WT 34094 2149
Pool M 33661 2074
Srednia 34750 2212

Genotypowanie przez sekwencjonowanie pozwolito na zidentyfikowanie markerow SNP i INDEL




Wyniki
Testowanie markerow PCR na wybranych
populacjach mapujacych F,

Testowano po trzy dobrze dziatajgce markery PCR na kazdej z trzech
populacji, pozwalajgce na weryfikacje polimorfizméw typu SNP lub INDEL,
znajdujace sie w obrebie potencjalnych gendw kandydackich:

* zgodnosc fenotypu z genotypem markerow w populacji L500 x L504
wynosita 99% dla CAPS 21S1 i CAPS 21D2 oraz 98% dla
INDEL 21IN5

» zgodnosc fenotypu z genotypem markerow w populacji L500 x L505
wynosita 97% wszystkich trzech testowanych markerow CAPS 04T,

CAPS 04A2 i INDEL 02IN2

* zgodnos¢ fenotypu z genotypem markerow w populacji L500 x L511
98,9% dla ARMS06 i CAPS03X oraz 87% dla INDELO3IN2

Testowanie markerow PCR w populacjach mapujgcych sktadajgcych sie ze
180 pojedynkow F, pokazato, ze wskazano obiecujgce geny kandydackie
dla genow odpowiedzialnych za zmieniony typ wzrostu roslin ogorka

Przyktadowe profile amplifikacyjne otrzymane w wyniku
genotypowania populacji mapujgcych z wykorzystaniem
trzech markeréw PCR w trzech populacjach
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L500, L504, L505, L511 - linie rodzicielskie

wt — pojedynki F, o normalnym typie wzrostu
m - pojedynki F, o zmienionym typie wzrostu
100bp+ — marker wielkosci DNA



Chr3

Wyniki
Mapowanie genow typu wzrostu roslin ogorka
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Sekwencjonowanie prob zbiorczych pozwolito wskazac polimorfizmy
SNP i INDEL, réznicujgce proby zbiorcze i wykonac analize BSA-Seq
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Wyniki analizy BSA-seq oraz mapowania markerow SNP i PCR
byly zgodne i pozwolity na zmapowanie genow odpowiedzialnych Mapy genetyczne chromosoméw, na ktérych

.. il : zidentyfikowano geny zwigzane ze zmienionym
za zmieniony typ wzrostu roslin ogorka - )
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Wyniki
Analiza ekspresji wybranych genow metoda RT-qPCR

Do analizy wytypowano 10 gendéw na podstawie wynikow
analizy transkryptomow i mapowania genetycznego
— byty to geny zwigzane z biosyntezg brassinosteroidow (BR)

Badano linie L505 i L511 w odniesieniu do linii kontrolnej L500

Ekspresje badano w pedach roslin, w fazie 1-2 lisci, uprawianych w warunkach
fitotronowych

Stwierdzono, ze:
* linia L505 wykazuje istotnie nizszg ekspresje genu BR04 i wyzszg genu BRO8

* linia L511 wykazuje nizsza ekspresje genow BRO7 i BR10 i wyzszg BRO1 i BRO8

Potwierdzono zmieniong ekspresje genow zwigzanych z biosyntezg brassinosteroidow:

dwoch genow u linii L505 i czterech gendow u linii L511
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Przyktadowe krzywe amplifikacji
RT-qPCR uzyskane dla dwoch genow
BRO1 i BRO8 zwigzanych z biosynteza
brassinosteroidow



Whioski

Ocena fenotypowa rodzin F; trzech populacji mapujacych F, ogorka i rozmnozenie linii rodzicielskich
* Dzieki rodzinom F; wskazano homozygoty dominujace pokolenia F, w loci warunkujgcych zmieniony typ wzrostu

* Potwierdzono, ze zmieniony typ wzrostu linii L504, L505 i L511 jest warunkowany pojedynczymi genami recesywnymi

Genotypowanie przez sekwencjonowanie i z wykorzystaniem markerow PCR populacji mapujacych ogorka

* Genotypowanie DArTSeq, sekwencjonowania prob zbiorczych i genotypowanie PCR umozliwity zidentyfikowanie
markerow molekularnych przydatnych do mapowania genow odpowiedzialnych za zmieniony typ wzrostu roslin ogorka

Mapowanie genow typu wzrostu roslin ogorka i wstepna analiza ekspresji zidentyfikowanych genow
« Skonstruowano mapy genetyczne i zmapowano trzy geny odpowiedzialne za zmieniony typ wzrostu roslin ogorka
» Wskazano geny kandydackie dla genow zmienionego typu wzrostu cp-2, scp i sp-2

» Wskazano geny zwigzane z biosyntezg brassinosteroidow ulegajgce zmienionej ekspresji u linii L505 i L511



Prezentacja wynikéw badan
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