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Cel zadania

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

Cele zadania w 2022 roku
1. Ocena fenotypowa populacji F, ogdrka i uzyskanie nasion F; dla wybranych populacji

2. Analiza danych resekwencjonowania i identyfikacja polimorfizmow w genomie ogorka oraz sekwencjonowanie
transkryptomow

3. lzolacja DNA z roslin ogorka i testowanie markerow genetycznych na potrzeby mapowania

Cele zadania zaplanowane na 2022 rok zostaly w petni osiggniete



Materiaty i metody

Materiat roslinny
» Dziesiec linii ogorka o zmienionym typie wzrostu i linie kontrolne o normalnym typie wzrostu L500 (B10DH) i L501 (Gy14).
Metody

» Doswiadczenia z roslinami w szklarni, tunelu foliowym i w polu: ocena fenotypowa typu wzrostu roslin (1 cecha) dla
segregujacych populacji (12 populacji) reprezentujacych linie o zmienionym typie wzrostu, pobranie tkanek do izolacji DNA,
uzyskanie nasion przez samozapylenie (minimum 60 roslin F, dla trzech populacji).

Analiza genetyczna: w oparciu o dane fenotypowe dla P,, P,, F,, F, oraz BC, i BC,, analiza statystyczna - test Chi? (12 populacji).

» Analizy bioinformatyczne: identyfikacja polimorfizmoéw strukturalnych SV i CNV w oparciu o dane resekwencjonowania,
wstepna analiza danych transkryptomicznych RNA-seq (2 analizy).

» lzolacja RNA z roslin ogorka: zestaw Plant RNeasy, ocena jakosci preparatow z wykorzystaniem elektroforezy i spektrofotometru
(6 linii w 3 powtarzeniach biologicznych).

» Sekwencjonowanie transkryptomow RNA-seq: z wykorzystaniem technologii lllumina (18 transkryptomow).

» lzolacja DNA z roslin ogorka: zestaw NucleoSpin Plant I, ocena preparatow z wykorzystaniem elektroforezy i spektrofotometru
(3 populacje po 80 roslin).

» Testowanie starterow i opracowanie markerow DNA: zaprojektowanie starterow PCR (30 par starterow), analiza produktow
amplifikacji, wytypowanie markerow dla genow kandydackich, testowanie markerow genetycznych (3 markery) na
segregujacych populacjach F,.



Wyniki: ocena fenotypowa segregujacych populacji ogorka Doswiadczenie w szklarni — populacja F, L500 x L511

* Typ wzrostu roslin dla populacji uzyskanych w wyniku krzyzowania linii
L504, L505i L511 o zmienionym typie wzrostu z liniami o niezmienionym
typie wzrostu L500 i L501 wykonano w szklarni. Ocena tych materiatow
byta mozliwa dla roslin w fazie 2-4 lisci.

* Ocene typu wzrostu dla populacji uzyskanych z krzyzowania linii L506, L507
i L512 z linig L500 wykonano w tunelach foliowych, zas dla populacji
uzyskanych z krzyzowania tych linii z linig L501 w polu. Ocena tych
materiatow byta mozliwa w fazie 15-25 miedzywezili.

* Dla populacji F, oceniono od 99 do 365 roslin w zaleznosci od dostepnosci
nasion, dla segregujacych krzyzowan wstecznych BC, oceniono minimum
96 roslin, dla P, i P, oraz F; i BC; minimum 10 roslin.

* Obserwowano wieksze zroznicowanie pojedynkéw F, o zmienionym typie
wzrostu w porownaniu z roslinami linii rodzicielskie;j.

* t3acznie wykonano ocene typu wzrostu roslin dla 12 populacji F, wraz
z towarzyszacymi im odpowiednimi liniami rodzicielskimi, F, i BC, oraz BC,.




Wyniki: analiza genetyczna

* W oparciu o uzyskane dane fenotypowe dla pokolenia F,, krzyzowan
wstecznych BC, i BC, oraz P4, P, i F; i wykonano analize genetyczng dla
szesciu linii o zmienionym typie wzrostu.

* Dla wszystkich badanych linii potwierdzono segregacje 3:1 w F,i 1:1 w BC, co
oznacza, ze za zmieniony typ wzrostu tych linii odpowiadaja pojedyncze geny

recesywne.

* Dla populacji F; L501 x L511 uzyskano stosunek segregacji inny niz 3:1
co moze wynikac z tta genetycznego linii matecznej L501 (linia zeiska Gy14).

Wyniki: uzyskanie nasion F;
« Dla wytypowanych roslin F, 0 niezmienionym typie wzrostu dla populacji
uzyskanych w wyniku krzyzowania L500 z liniami L504, L505 i L511

wykonano samozapylenia i otrzymano nasiona.

« Uzyskano wystarczajace ilosci nasion F; na potrzeby dalszych badan.

Podsumowanie wynikow analizy genetycznej

Krzyzowanie Segregacja typu Wartosc
wzrostu F, ChiZemp.
L500 x L504 3:1 0.06
L500 x L505 3:1 1.47
L500 x L506 3:1 0.75
L500 x L507 31 2.19
L500 x L511 3:1 0.60
L500 x 1L512 31 1.77
L501 x L504 3:1 1.54
L501 x L505 3:1 0.45
L501 x L506 3:1 2.20
L501 x L507 31 0.20
L501 x L511 inny 6.39%
L501 x L512 3:1 2.66

* odrzucono hipoteze o segregacji 3:1

Zestawienie liczebnosci pojedynkow F, i liczby nasion

. Liczba Liczba
Populacja . , .
pojedynkéw F, nasion F,
L500 x L504 60 85-1175
L500 = L505 66 30-621
1500 = 1511 76 87-988




Analiza danych resekwencjonowania genomow linii 0 zmienionym typie
wzrostu pozwolita na identyfikacje wariantow strukturalnych
w odniesieniu do genomu referencyjnego B10 v3.

Zidentyfikowano znacznie wiecej wariantow strukturalnych
zidentyfikowano z wykorzystaniem programu CNVnator (Srednio 13 336
CNV dla danej linii) w poréwnaniu z wariantami SV identyfikowanymi za
pomoca programu BreakDancer (srednio 3 653 SV dla danej linii).

Tylko niewielki udziat wariantow strukturalnych byt zwigzany z genami
i ich rejonami regulatorowymi (6% CNV i 24% SV).

Dla linii L508 zidentyfikowano okoto 20% wiecej wariantow
strukturalnych, co potwierdza, ze linia ta na poziomie genetycznym
Znaczaco rozni sie od pozostatych.

Zidentyfikowane polimorfizmy strukturalne okazaty sie mato przydatne
w projektowaniu markeréw molekularnych dla wybranych genéw
kandydackich — zaprojektowano dwa markery na bazie polimorfizmu SV
jednak nie potwierdzono tych polimorfizmow eksperymentalnie.

Wyniki: analiza bioinformatyczna polimorfizmow strukturalnych

Podsumowanie wynikow identyfikacji wariantéw strukturalnych dla
danych resekwencjonowania genomoéw 10 linii ogdrka o zmienionym
typie wzrostu w odniesieniu do genomu referencyjnego B10 v.3

Polimorfizm strukturalny SV
(program BreakDancer)

Srednia dla linii

taczna liczba zmian 3653
Ogotem w genach 876
Rejony promotorowe (1 kb) 78
Eksony 407
Introny 327
Rejony terminatorowe (1 kb) 64
Polimorfizm strukturalny CNV érednia
(program CNVnator)

taczna liczba zmian 13336
Ogotem w genach 825
Rejony promotorowe (1 kb) 168
Eksony 449
Introny 36
Rejony terminatorowe (1 kb) 172




Wyniki: izolacja RNA i analiza RNA-seq

* Badania wykonano dla pieciu linii o zmienionym typie wzrostu i linii
kontrolnej L500 (B10DH) w trzech powtodrzeniach biologicznych.

* Uzyskano dobrej jakosci RNA wolne od zanieczyszczen DNA, ktore
wykorzystano do sekwencjonowania transkryptomow RNA-seq.

* Uzyskano odczyty sekwencyjne dobrej jakosci (Q20>97%), ktore
zmapowano na genomie referencyjnym 9930 v3.

« Sredni odsetek zmapowanych odczytdw wynidst 93,9% co $wiadczy
o wysokiej jakosci odczytow sekwencyjnych.

Wyniki: wstepna analiza bioinformatyczna danych RNA-seq

* Potwierdzono zgodnosc¢ wynikdw RNA-seq dla trzech powtodrzen
biologicznych dla kazdej z badanych linii.

*  Wstepnie zidentyfikowano geny ulegajgce zmienionej ekspres;ji
w odniesieniu do linii kontrolnej L500. W zaleznosci od linii byto to
od 483 do 1293 genodw.

* Najwiecej genow ulegajacych zmienionej ekspresji zidentyfikowano
dla linii L505 zas najmniej dla L502 i L511.

Podsumowanie wynikéw oceny jakosci wynikow
sekwencjonowania transkryptomow RNA-seq.
Odczyty mapowano na genomie referencyjnym 9930v3.

. . .. Odsetek unikalnie
Linia Pt?wtor-zeme Wartosc zmapowanych
biologiczne Q20 odczytéw
L500 1 97,3 93,8%
2 97,3 93,8%
3 97,5 93,9%
L502 1 97,3 93,9%
2 97,6 93,8%
3 97,4 93,7%
L505 1 97,5 93,7%
2 97,3 93,7%
3 97,5 93,7%
L507 1 97,5 94,1%
2 97,5 94,0%
3 97,4 93,9%
1511 1 97,5 94,1%
2 97,4 93,8%
3 97,4 94,0%
L512 1 97,5 93,9%
2 97,4 93,7%
3 97,4 93,8%
Srednia 97,4 93,9%




Pobrano mtode liscie z roslin F, segregujgcych pod wzgledem typu
wzrostu populacji L500 x L504, L500 x L505 i L500 x L511
i wyizolowano z nich DNA.

Zaprojektowano 30 par starterow w oparciu o zidentyfikowane
bioinformatycznie polimorfizmy SNP, INDEL i SV, ktore testowano
na liniach rodzicielskich i F; trzech wytypowanych populaciji.

Opracowano dziewie¢ markerow dla wybranych genow kandydackich
byty to dwa markery typu CAPS, jeden typu ARMS i szesc typu INDEL.

Trzy wybrane markery przetestowano na populacjach mapujacych.
Dla dwoch markeréw uzyskano wysokg zgodnos¢ wynikow

fenotypowania typu wzrostu roslin z genotypowaniem, w przypadku
trzeciego markera takiej zgodnosci nie byto.

Wyniki: izolacja DNA, testowanie starterow i opracowanie markerow genetycznych

Profile amplifikacyjne markerow INDEL 02IN2,
CAPS 04T i ARMS 06 uzyskane dla linii rodzicielskich
i F, Markery te wykorzystano do genotypowania
populacji mapujgcych M — marker wielkosci DNA,
linie rodzicielskie 500, 504, 505, 511
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Whioski

Ocena fenotypowa populacji mapujacych F, ogorka i uzyskanie nasion F; dla wybranych populacji

1. Ocena typu wzrostu roslin ogorka w segregujacych populacjach jest mozliwa w fazie 2-4 lisci dla linii L504, L505 i L511.
Dla linii L506, L507 i L512 ocene te mozna wykonac na roslinach w fazie 15-25 miedzywezli.

2. Fenotypowanie segregujacych populacji i analiza genetyczna potwierdzity, ze zmieniony typ wzrostu roslin w badanych liniach ogorka
jest warunkowany przez pojedyncze geny recesywne.

3. Dla trzech populacji uzyskano wystarczajace ilosci nasion na potrzeby oceny fenotypowej rodzin F3, ktora jest niezbedna
do mapowania genow warunkujacych zmieniony typ wzrostu roslin.

Analiza danych resekwencjonowania i identyfikacja polimorfizmow w genomie ogorka oraz sekwencjonowanie transkryptomow

1. Analizy bioinformatyczne danych resekwencjonowania pozwolity na wskazanie rearanzacji strukturalnych. Dla linii L508 wykryto
okoto 20% réinic wiecej niz dla pozostatych linii, co potwierdza, ze linia ta znacznie rozni sie od pozostatych.

2. Dzieki uzyskaniu dobrej jakosci danych transkryptomicznych RNA-seq mozliwe byto zidentyfikowanie genow ulegajacych zroznicowanej
ekspresji dla pieciu linii o zmienionym typie wzrostu w odniesieniu do linii kontrolnej.

3. Analizy bioinformatyczne danych transkryptomicznych pokazaty, ze badane linie roznig sie pod wzgledem liczby genow ulegajgcych
zmienionej ekspresji - najwiecej takich genow odnotowano dla linii L505.

Izolacja DNA z roslin ogdrka i testowanie markerow genetycznych na potrzeby mapowania

1. Na bazie zidentyfikowanych bioinformatycznie polimorfizmow zaprojektowano startery i opracowano markery do testowania na populacjach
mapujacych.

2. Sposrod opracowanych markerow, trzy okazaty sie przydatne do genotypowania segregujacych populacji F,. Wstepne wyniki pokazaty,
ze wskazano obiecujace geny kandydackie dla genow zmienionego typu wzrostu w liniach L505 i L511.



Prezentacja wynikow badan
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