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Cele zadania

wykonanie oceny fenotypowej linii ogorka o roznym typie wzrostu roslin i stopniu nasilenia krzaczastosci
i identyfikacja wybranych genow odpowiedzialnych za typ wzrostu roslin ogorka
oraz opracowanie markerow molekularnych, potencjalnie przydatnych w hodowli twarczej tego gatunku

Cele szczegotowe projektu

1.

wykonanie poréwnawczej oceny fenotypowej linii o roznym pokroju roslin i pochodzeniu

. wyprowadzenie i ocena fenotypowa populacji mapujgcych
. mapowanie genow odpowiedzialnych za typu wzrostu roslin ogorka

2
3
4,
5

identyfikacja i charakterystyka molekularna zidentyfikowanych genow kandydackich

. analiza zmiennosci allelicznej i opracowanie markerow molekularnych dla wybranych genéw odpowiedzialnych

za zmieniony typ wzrostu roslin ogorka

Cele zadania i mierniki zaplanowane na lata 2021-2025 zostaty w petni osiggniete



Ocena fenotypowa i analiza poréwnawcza linii charakteryzujgcych sie zmienionym typem wzrostu roslin

Materi a'y im etody: doswiadczenie w tunelu foliowym doswiadczenie w polu

Wyniki:

10 linii ogorka o roznym typie wzrostu i nasileniu krzaczastosci L502-L512
dwie linie kontrolne o normalnym typie wzrostu L500 oraz L501

ocena cech zwigzanych z typem wzrostu, dtugoscia pedow, morfologig lisci, nasileniem zenskosci,
barwg kolcow na owocach - tagcznie 11 cech, ocena w 4 tygodniu po posadzeniu,

rownolegte doswiadczenia w tunelu foliowym i w polu, 3 powtdrzenia po 6 roslin dla linii 1 '
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analiza statystyczna: analiza wariancji z uzyciem metody ANOVA i testu Fishera
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najkrotszymi pedami gtownymi, niezaleznie od sposobu uprawy, charakteryzowata sie linia L5005,
linia ta nie wytwarzata pedow bocznych

trzy linie posiadaty okoto trzykrotnie krotsze pedy gtéwne w porownaniu z liniami kontrolnymi i
mniejszg liczbe oraz dtugos¢ miedzywezli, byty to linie L504, L511i L512
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najmniejszg liczbe i dtugosc pedow bocznych oraz tgczng dtugosc pedow obserwowano dla roslin
linii L511 oraz L506

s 8 §

& pyddw bocamyeh fem)

dwie linie L506 i L507 wykazywaty samokonczacy typ wzrostu

liscie linii L511 posiadaty najkrotsze ogonki lisciowe i zdecydowanie roznity sie od pozostatych linii IIISIISILISS  SISISILISSES f""o‘fj{‘ﬁ.‘yf""
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Linia L508 charakteryzowata sie wysokim nasileniem zenskosci podobnie jak linia kontrolna L501
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cztery linie L505, L506, L507 i L512 posiadaty ciemne kolce na owocach, pozostate linie posiadaty o
biate kolce podobnie jak linia kontrolna L501 FIISILISISSS  SIPIIISIISSS  SIPISIISISSS

B linie wzorcowe 11 Enio o 2rokmicowanym typie werosty



Krzyzowania linii ogorka o zmienionym typie wzrostu z liniami kontrolnymi na potrzeby analizy genetycznej i mapowania

Materiaty i metody:

10 linii ogorka o roznym nasileniu krzaczastosci L502-L512 - linie ojcowskie
2 linie kontrolne o normalnym typie wzrostu L500 oraz L501 — linie mateczne
uprawa roslin w szklarni

krzyzowanie w cyklu wiosennym — P, x P, i uzyskanie nasion F,

krzyzowanie w cyklu jesiennym - F,®, F, x P,, F, x P,

uzyskanie nasion F, i BC

Wyniki:

w wyniku recznego krzyzowania w cyklu wiosennym uzyskano nasienniki
i nasiona F, dla wszystkich 20 kombinacji krzyzowkowych

w zaleznosci od kombinacji uzyskano rozng liczbe nasion od 51 nasion dla
kombinacji L500 x L506 do 605 nasion F, dla kombinacji L501 x L507

wytypowano 12 kombinacji do dalszego krzyzowania w cyklu jesiennym
dla 12 kombinacji F, uzyskano nasion F, oraz BC, i BC,

liczba uzyskanych nasion byta zroznicowana i zawierata sie w przedziale od 89
do 2 267 sztuk dla F, i od 332 do 2 337 dla pokolen BC, i BC,

najmniejsza liczbe nasion uzyskano dla krzyzowan gdzie linig ojcowska byta
linia L505, ktorej kwiaty produkujg mniej pytku lub jest on mniej zywotny

Zestawienie kombinacji krzyzowan wykonanych dla linii o
normalnym typie wzrostu z liniami o zmienionym typie wzrostu

Cykl uprawowy

Liczba kombinacji

Pokolenia dla ktorych

krzyzowkowych uzyskano nasiona
Wiosna 2021 20 Py, Py, Fy
Jesier 2021 12 F,, BC,, BC,




Resekwencjonowanie genomow linii o réznym typie wzrostu i identyfikacja polimorfizmow oraz ich weryfikacja

Materialy i metody: Podsumowanie wynikow resekwencjonowania genomow linii

» 10 linii ogdrka o réznym nasileniu krzaczastosci L502-L512 ogdrka o zmienionym typie wzrostu i ich mapowania na genomie

. . . . referencyjnym B10v3
* Uprawa roslin w szklarni i pobranie tkanek do analizy

* lzolacja DNAz zastosowaniem zestawu dla tkanek trudnych Nucleospin Plant I R Wspdtczynnik
(Macherey-Nagel, Niemcy) Linia genomu mapowania odczytow (%)
* Resekwencjonowanie metodg lllumina NovaSeq
: , . . e L502 38x 99.6
* Mapowanie odczytow na genomie referencyjnym polskiej linii ogorka B10 v3
» Identyfikacja bioinformatyczna polimorfizmow SNP, INDEL, CNV i SV 1504 39x 99.6
. Weryfikacja analizy bioinformatycznej za pomocg PCR i sekwencjonowania
amplikonow L505 40x 99.6
Wyniki:
y L506 38x 99.6
* Dla wszystkich linii wyizolowano DNA o wysokiej jakosci, odnotowano nizszg
efektywnosc izolacji dla linii L505 i L511 o silnie zredukowanym wzroscie 1507 39x 99.6
» Dla wszystkich badanych linii uzyskano odczyty sekwencyjne dobrej jakosci
z pokryciem genomu wynoszgcym ponad 30x 1508 40x 995
+ Srednio 99,5% odczytdw mapowato sie na genomie referencyjnym B10 v3
L509 38x 99.6
» Zidentyfikowano od 3 122 do 22 703 polimorfizmow SNP i od 943 do 2 226 InDel
dla badanych linii - najmniej dla linii L512, zas najwiecej dla linii L508
L510 38x 99,5
* Zidentyfikowano od 536 do 1344 SViod 743 do 1 000 CNV w rejonach
kodujgcych, najwiecej dla linii L508 1511 29 99.6
X .
» Stwierdzono zgodnos¢ wynikow sekwencjonowania produktow PCR
z bioinformatyczng identyfikacjg SNP i INDEL podczas gdy dla SV i CV 1512 61x 99.6
zgodnosc te potwierdzono tylko dla pojedynczych amplikonow '




Ocena typu wzrostu roslin ogorka i analiza genetyczna populacji F, i BC oraz ocena fenotypowa rodzin F;

Materiaty i metody:

Nasiona linii rodzicielskich P, i P,, oraz F, i pokolen wymaganych do analizy
genetycznej: F,, BC, (F,;x P,) i BC, (F, x P,) dla kombinacji krzyzowkowych
linii L500 i L501 z liniami L504, L505, L506, L507, L511, L512

uprawa roslin P,, P,, F, i F, w tunelach foliowych

ocena typu wzrostu

wykonanie samozapylen dla pojedynkow F, typu dzikiego i uzyskanie nasion F,
ocena fenotypowa rodzin F; dla pojedynkow typu dzikiego wykonana w polu

analiza statystyczna z wykorzystaniem testu Chi?

Wyniki:

w oparciu o uzyskane dane fenotypowe dla pokolenia F,, krzyzowan wstecznych
BC,iBC, oraz P,, P, i F, i wykonano analize genetyczng dla szesciu linii o
zmienionym typie wzrostu

dla 6 badanych linii uzyskano segregacje 3:1 w F, i 1:1 w BC, co oznacza, ze za
zmieniony typ wzrostu tych linii odpowiadajg 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 zenska Gy14)

na podstawie analizy genetycznej wytypowano populacje do dalszych badan i
zebrano tkanki do izolacji DNA na potrzeby mapowania oraz uzyskano nasiona F;
dla pojedynkow typu dzikiego

na podstawie oceny fenotypowej rodzin F; okreslono ktory z pojedynkow F, typu
dzikiego jest homozygota, a ktory heterozygota na potrzeby analiz molekularnych

Podsumowanie wynikéw analizy genetycznej

Krzyzowanie Segregacja typu Wartosé
wzrostu F, Chi%emp

L500 x L504 3:1 0.06
L500 x L505 3:1 1.47
L500 x L506 3:1 0.75
L500 x L507 a1 2.19
L500 x L511 31 0.60
L500 x L512 3:1 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 a1 0.20
L501 x L511 inny 6.39*
L501 x L512 3:1 2.66

* odrzucono hipoteze o segregacji 3:1



Genotypowanie przez sekwencjonowanie i analizy bioinformatyczne danych dla trzech populacji mapujacych

Materiaty i metody:
* Populacje mapujgce ogorka F,.; L500 x L504, L500 x L505 i L500 x L511
» izolacja DNA, analiza DArTSeq i sekwencjonowanie prob zbiorczych

» analiza i filtrowanie polimorfizmow SNP i INDEL

Wyniki — genotypowanie DArTseq

* zidentyfikowano 4 518 SNP dla trzech badanych populacji F,.;
i wskazano markery przydatne do mapowania

* najwiecej SNP zidentyfikowano dla populacji L500 x L504 860 SNP (32,3%)
697 segregowato 1:2:1w F,.;

* dla populacji L500 x L511 zidentyfikowani 516 SNP (19,4%)
435 SNP segregowato 1:2:1w F, 4

* najmniej SNP zidentyfikowano dla populacji L500 x L505 345 SNP (13%)
286 SNP segregowato 1:2:1w F, 5

Wyniki - sekwencjonowanie préb zbiorczych

* skonstruowano proby zbiorcze, sktadajgce sie z DNA homozygot dominujacych
(Pool WT) i homozygot recesywnych (Pool M), ktore sekwencjonowano i
identyfikowano polimorfizmy SNP i INDEL

» najwiecej SNP zidentyfikowano dla préb zbiorczych populacji L500 x L504
ok. 37.5 tys, najmniej dla populacji L500 x L505 - ok. 32.8 tys

» zidentyfikowano zblizong liczbe polimorfizmoéow INDEL dla populacji
L500 x L505i L500 x L511 i nieznacznie wiecej dla populacji L500 x L505

Podsumowanie wynikéw genotypowania DArTSeq

. SNP réznicujace SNP segregujace
UL e rodzicow 1:2:1
L500 x L504 860 697
L500 x L505 345 286
L500 x L511 516 435

Podsumowanie wynikéw sekwencjonowania prob zbiorczych DNA

Populacja F,; . . Liczl?a .
. i Liczba SNP polimorfizmow
préba zbiorcza INDEL
L500 x L504
Pool WT 37 365 2 348
Pool M 37720 2 366
L500 x L505
Pool WT 32793 2173
Pool M 32 864 2 159
L500 x L511
Pool WT 34 094 2 149
Pool M 33661 2074
Srednia 34 750 2212




Testowanie markerow molekularnych opartych o PCR

Materialy i metody:

* Populacje mapujace F, : L500 x L504, L500 x L505 i L500 x L511

* Izolacja DNA Nucleospin Plant Il (Macherey-Nagel, Niemcy)

* Projektowanie starterow w oparciu o zidentyfikowane polimorfizmy SNP i INDEL
» Testowanie markerow na pojedynkach F2, F1 i liniach rodzicielskich

» Elektroforeza agarozowa i ocena zgodnosci wynikow z fenotypem

Wyniki:

» Zaprojektowano markery oparte o PCR i przetestowano 30 par starterow
na liniach rodzicielskich i F; w oparciu o wyniki genotypowania przez
sekwencjonowanie i resekwencjonowania linii rodzicielskich

*  Wytypowano i przetestowano markery na populacjach mapujacych F,
* Najlepsze wyniki uzyskano dla markerow typu CAPS

*  Wytypowano markery wykazujce wysokg wysoka zgodnos¢ wynikow
fenotypowania z genotypowaniem

*  Wyniki genotypowania wykorzystano do konstrukcji map genetycznych

Przykladowe profile amplifikacyjne otrzymane w wyniku genotypowania
populacji mapujacych z wykorzystaniem trzech markeréw PCR w trzech
populacjach

L500xL504 CAPS21S1
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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



Mapowanie genetyczne i identyfikacja rejonow genomu z genami kandydackimi Chr3
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Materiaty i metody: o
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* analizy bioinformatyczne danych genotypowania przez sekwencjonowanie

* konstrukcja map z wykorzystaniem programu JoinMap4 (Kayazma, Holandia) :;;;;:;*;5‘:3,",:
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* mapowanie populacji L500 x L504 pozwolito zmapowac gen cp-2 na dolnym ramieniu
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Zageszczanie rejonow wystepowania genow typu wzrostu — mapowanie precyzyjne

Materiatly i metody

Powiekszone populacje F,: L500 x L504, L500 x L505 i L500 x L511
Ocena fenotypowa roslin i wskazanie roslin o zmienionym typie wzrostu
Izolacja DNA

Testowanie najlepszych markerow dla kazdego z genow: po 1 markerze w
genach kandydackich oraz po 2 markery flankujgce kazdy gen kandydacki

Identyfikacja rekombinantow
Zawezenie rejonu genomu z genem kandydackim

Potwierdzenie identyfikacji genow kandydackich

Wyniki

Uzyskano populacje F, liczace od 780 do 910 roslin, ktore oceniono,
a nastepnie wykorzystano do mapowania precyzyjnego

Zawezono rejony genomu w ktorych zmapowano geny cp-2, scp i sp-2

Nie obserwowano zdarzen rekombinacyjnych w obrebie genoéw kandydackich,
co pokazuje, ze wskazano obiecujgce geny scp i sp-2

Dla genu cp-2 stwierdzono ograniczong rekombinacje na koncu dolnego
ramienia chromosomu 4, w powtorzonej analizie uzyskano podobne wyniki

Skonstruowano precyzyjne mapy i wskazano geny kandydackie cp-2, scp i sp-2

LR L
penning

Powiekszona populacja F, L500 x L511 przygotowana do oceny typu
wzrostu roslin



Sekwencjonowanie transktyptoméw i analiza RNA-seq Podsumowanie wynikow sekwencjonowania transkryptomow
RNA-seq. Odczyty mapowano na genomie referencyjnym 9930v3

Materiaty i metody: o .. Odsetek unikalnie
] Linia Powtérzenie Wartosé zmapowanych
* Linie ogorka o zmienionym typie wzrostu: L502, L504, L505. L507, L511, L512 biologiczne Q20 dervis
Linia kontrolna: L500 ockcrytow
e - , _ e 1500 1 97.3 93.80%
* uprawa roslin w fitotronie i pobranie tkanek do analizy (3 powtdrzenia biologiczne)
2 97.3 93.80%
* lzolacja RNA z zastosowaniem zestawu Plant RNeasy (Qiagen, Niemcy) 3 975 93.90%
* Sekwencjonowanie RNA-Seq metodg lllumina Novaseq (Genomed, Polska) L1502 1 97.3 93.90%
. ;. . . . . 2 97.6 93.80%
* QOcena jakosci i mapowanie odczytow na genomie referencyjnym 9930 v3
3 97.4 93.70%
* Identyfikacja genow ulegajgcych zroinicowanej ekspresji DeSeq2 LS04 1 98.2 93.30%
» Analizy funkcjonalne GO Ontology i KEGG oraz analizy dla indywidualnych gendw 2 97.8 92.30%
3 98.2 92.40%
Wyniki: L505 1 97.5 93.70%
» Uzyskano dobrej jakosci RNA wolne od zanieczyszczen DNA, ktore wykorzystano do 2 97.3 93.70%
sekwencjonowania transkryptomow metodg RNA-seq 3 97.5 93.70%
» Uzyskano odczyty sekwencyjne dobrej jakosci (Q20>97%), ktore zmapowano na L507 1 97.5 94.10%
genomie referencyjnym 9930 v3, sredni odsetek zmapowanych odczytow >93,5% 2 97.5 94.00%
» Potwierdzono statystycznie zgodnos¢ wynikow RNA-seq dla trzech powtdrzen 3 o4 53.90%
biologicznych dla kazdej z badanych linii i linii kontrolne;j 1511 1 97.5 94.10%
. : . . . L - . 2 97.4 93.80%
» Zidentyfikowano geny ulegajace zmienionej ekspresji w odniesieniu do linii kontrolne;j
L500. W zaleznosci od linii byto to od 483 do 1 293 gendow 3 97.4 94.00%
1512 1 97.5 93.90%
* Najwiecej genow ulegajacych zréznicowanej ekspresji odnotowano dla linii L505, ) 97 4 93 70%
charakteryzujgcej sie silnie krzaczastym wzrostem - -
3 97.4 93.80%
*  Przypisano kategorie GO Ontology i KEGG genom ulegajgcym zmienionej ekspresji i ¢rednia 97.5 93.68%

wytypowano geny do analizy RT-qPCR



Analiza ekspresji RT-qPCR dla genéw kandydackich i innych genow zwigzanych z ich funkcjami biologicznymi

Materiaty i metody:

Linie ogorka L504, L505 i L511 i linia kontrolna L500
Izolacja RNA za pomocg zestawu Plant RNeasy (Qiagen, Niemcy)

Synteza cDNA z wykorzystaniem zestawu Transcriptor High
Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Niemcy)

Projektowanie i synteza starterow (Genomed, Warszawa)
Analiza ekspresji RT-qPCR, referencje CsCACS, CsTIP41 i CsUBlep

Analiza statystyczna wynikow z wykorzystaniem metody 2-24¢t

Wyniki:

Opisano profil ekspresji genu kandydackiego odpowiadajgcych za
zmieniony typ wzrostu linii L504 z genem cp-2 i stwierdzono
zwiekszong transkrypcje tego genu we wszystkich badanych
organach

U linii L505 z genem scp stwierdzono zwiekszong transkrypcje genu
kandydackiego w ogonkach lisci i kwiatach oraz zmniejszong w
korzeniach, lisciach i w todydze

Dla linii L511 z genem sp2 nie stwierdzono réznic w poziomie
transkrypcji genu kandydackiego w porownaniu z linig kontrola

Analiza ekspresji genow zwigzanych z biosynteza
brassinosteroidow potwierdzita zmieniong ekspresje dwoch genow
dla linii L504, dwoch gendw dla linii L505 i czterech genow dla L511

Nie stwierdzono zmienionej ekspresji genu CSERECTA w linii L504

! BRO1 /1 | BROS

Cyches Cycles

Przyktadowe krzywe amplifikacji RT-gPCR uzyskane
dla dwéch genéw BRO1 i BRO8 zwigzanych z
biosyntezg brassinosteroidéw uzyskane dla L1511

CsCALM CsCYPT1A CsPGLUC
2 4+ 20+ 2000
£ o
I_\
i
22 10 1000 -
E
E‘:
o 0- 0-
L500 LS04 L500 LS04 L500  L504
CsFER CsNAD CsERECTA
22 29 2+
B
1+ sl [ B 14 mlm L

w3 thpresh morm

Relaty

LS00 LS04 LS00  L504

L500 LS04

Wzgledny poziom ekspresji wybranych genow
ulegajacych zréznicowanej ekspresji u linii L504

" L504 cp-2

Relatywes eOprrps trormahicow ind

1504

Poziom transkrypcji genéw kandydackich w
korzeniach, lisciach fodydze, ogonkach lisci
i kwiatach linii L504, L505i 1511 o
zmienionym typie wzrostu (szare stupki)

w odniesieniu do linii kontrolnej L500 o
normalnym typie wzrostu (czarne stupki)



Analiza strukturalna i analiza zmiennosci allelicznej gendw kandydackich

Materiaty i metody:

Przyrownanie sekwencji genomowych i biatkowych genow kandydackich
do baz danych CuGenDBv2 i CucumberDB za pomoca algorytmu BLAST

Wykonanie przyrownan CLUSTAL i konstrukcja drzew filogenetycznych

Amplifikacja PCR genow kandydackich na poziomie genomu i
sekwencjonowanie amplikonow metodg Sangera

Analiza 5°-3’-RACE, klonowanie cDNA i sekwencjonowanie metoda
Sangera

Sktadanie odczytow sekwencyjnych gene-walking Sequencher 4.5

Wryniki:

Przyrownania BLAST i CLUSTAL oraz analizy filogenetyczne ujawnity
podobienstwo genu cp-2 do biatka z domeng kinazy, spc do biatka z
domeng P450 i sp-2 do biatka z domeng reduktazy steroidowe;j

Analiza struktury genu cp-2 pokazata, ze gen ten posiada 5 eksonow,
ale potwierdzono, ie detektowany transkrypt obejmuje tylko 3 eksony

Gen scp sktada sie z 8 eksonow, a transktypt obejmuje wszystkie eksony

Stwierdzono, ze gen kandydacki sp-2 nie posiada introndw i jest krotki,
o dtugosci okoto 0.9 kb i ulega w catosci transkrypcji

Analiza zmiennosci allelicznej potwierdzita, ze SNP zidentyfikowane w
liniach L504, L505 i L511 s3g unikalne

Zidentyfikowano od 2 do 3 naturalnie wystepujgcych SNP w rejonach
kodujgcych gendw kandydackich, gtownie u dzikiego ogorka C.sativus var.
hardwickii i akcesji o pochodzeniu indyjskim i chinskim

1.8 kpz 4.4 kpz

ATG
cp-2 r Y suTR r_}

A
%‘UTR.

l

23 kpz 5.3 kpz
Tas

ATG
spe AN -~ IHI-EHIRIHI—0

1.3 kpz ) 0.9 kpz
ATG TR

sp-z r 4 5UTR | |

Schematy przedstawiajace struktury genow kandydackich potwierdzone
doswiadczalnie

79 350 403 474 1005
cp-2| | [ [ [

HHOH heson 2 hson 3

229 054 1458 1484
spc| | | [ | | I
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Zmiennosc alleliczna sekwencji kodujacych genow kandydackich.
Na pomaranczowo zaznaczono naturalnie wystepujace SNP, zas na czerwono SNP
zidentyfikowane w badanych liniach o zmienionym typie wzrostu L504, L505 i L511



Analiza genetyczna i okreslenie wspodtdziatania genow sp-2 i scp

Materiaty i metody: Podsumowanie wynikdw analizy genetycznej dla krzyzowania L511x L505

* populacja L511 (sp-2) x L505 (scp): F,, B,C,;, B,C,, F,, P1i Py _ _ Stosunek | Chiz Chi2
, Populacja Segregacja typu wzrotu = dog
* ocena fenotypowa typu wzrostu roslin i przypisanie do klasy fenotypowe;j SEITELECE] || BaS | LERlE
WT, sp2, scp i sp2/sc
P P isp2/scp F, WT: sp2: scp: sp2/scp 9:3:3:1 724 781
* analiza PCR — weryfikacja molekularna genow sp-2 i scp 1511 x L505 108:35:24:4 o ’ ’
. i i i2
analiza statystyczna z wykorzystaniem testu Chi BC,P, WT: sp2 » 1 7 a0
(L511 x L505) x L511 25:33 ' ' ’
Wyniki: BC,P, WT: scp
1:1 0,21 3,84
, (L511 x L505) x L505 24:21 ’ ,
* Ocena typu wzrostu roslin pozwolita na wytypowanie czterech klas
fenotypowych reprezentujgcych rozne typy wzrostu
* Zidentyfikowano nowy krzaczasty fenotyp - potagczenie cech linii z genami
y y v Tenotyp - bota & CAPS03X CAPS04T

sp-2 (krzaczasty wzrost i zredukowane ogonki lisciowe) i scp (rozetowy pokroj)

Fenotyp sp-2/scp zweryfikowano metodg PCR z wykorzystaniem markerow
molekularnych

Segregacja 9:3:3:1 w obrebie populacji F, oraz 1:1 w obrebie populacji BC
potwierdzita, ze geny sp-2 i scp dziedziczg sie niezaleznie

Nowy krzaczasty fenotyp swiadczy o sumowaniu sie efektéw genow sp-2 i scp
zwigzanych z biosyntezg brassinosteroidow

100bo+ 1 2 3 L5111 L505 Fi 100bp+ 1 2 3 L511 LS05 F1
500 300
E 200
300 [ g —p—
- =

Wyniki analizy PCR dla roslin o fenotypie sp-2/scp oraz linii
rodzicielskich i F1 potwierdzajace, ze rosliny te posiadaja dwa
geny krzaczastosci sp-2 i scp. W analizie wykorzystano markery

specyficzne dla genow sp-2 (CAPS03X) oraz scp (CAPSOA4T)



Testowanie markeréw molekularnych dla typu wzrostu roslin ogdrka

Materiaty i metody:

* Panel 60 odmian i linii ogorka wykorzystywanych w hodowli
Izolacja DNA za pomocg zestawu Nucleospin Plant || (Macherey-Nagel, Niemcy)

* Trzy markery CAPS oparte o PCR i trawienie produktu amplifikacji enzymem
restrykcyjnym: CAPS21D dla cp-2, CAPS04 T dla scp) i CAPS03 X dla sp-2

* Elektroforeza agarozowa i analiza wynikoéw genotypowania
Wyniki:

* Na podstawie oceny opracowanych markerow molekularnych, wskazano
trzy najlepsze markery CAPS zakotwiczone w sekwencjach kodujgcych genow
kandydackich warunkujgcych zmieniony typ wzrostu roslin

* Dla markerow CAPS04 T i CAPSO3 X opracowanych dla scp i sp-2
warunkujgcych kartowy wzrost stwierdzono petng zgodnos¢ fenotypu
z genotypem

* Dla najlepszego markera molekularnego CAPS21D, opracowanego dla genu cp-2
stwierdzono zgodnosc na poziomie 80%

* Opracowane markery mogg znalez¢ potencjalne zastosowanie w hodowli ogorka

Podsumowanie wynikow testowania najlepszych markerow molekularnych

na panelu 60 odmian i linii ogorka wykorzystywanych w hodowli

Liczba linii i odmian ogorka

Zgodnosc
Gen Marker fenotyp fenotyp %
zgodny niezgodny
z markerem z markerem
cp-2 CAPS21D 48 12 80
scp CAPSO4 T 60 0 100
sp-2 CAPSO3 X 60 0 100




Whioski i podsumowanie

1.

10.

11.

Zmieniony typ wzrostu badanych linii ogorka jest warunkowany przez pojedyncze recesywne geny, co potwierdzono wykonujac analizy
fenotypowe i genetyczne

Wyprowadzono i oceniono populacje mapujace F,.; oraz rozmnozono linie rodzicielskie, zapewniajac odpowiedni materiat do badan
molekularnych

Wypracowano zasady fenotypowania typu wzrostu w populacjach F, i rodzinach F;, dostosowane do poszczegolnych linii o zmienionej
architekturze roslin

Resekwencjonowanie genomow linii o zmienionym typie wzrostu ujawnito polimorfizmy, linia L508 wykazata najwieksze zroznicowanie
wzgledem genomu referencyjnego B10v3. Dane resekwencjonowania pozwolity na opracowywanie markerow molekularnych opartych o PCR

Genotypowanie przez sekwencjonowanie pozwolito na zmapowanie genow typu wzrostu cp-2, scp, sp-2. Zageszczenie map pozwolito
na zawezienie rejonow genomu odpowiedzialnego za zmieniony typ wzrostu linii L504, L505 i L511, a nastepnie wskazanie genéw kandydackich

Analizy RNA-seq i RT-qPCR wykazaty zréznicowana ekspresje genow zwigzanych z typem wzrostu badanych linii, w tym genow kandydackich.
U linii L505 i L511 zidentyfikowano zmieniona ekspresje genow zwigzanych z biosyntezg brassinosteroidow

Scharakteryzowano geny kandydackie na poziomie molekularnym. Zidentyfikowano ortologi biatek, wykonano ich przyréwnania i
skonstruowano drzewa filogenetyczne. Scharakteryzowano strukture genow kandydackich i wskazano wersje transkryptow, ktore ulegaja
ekspres;ji

Analiza zmiennosci allelicznej wykazata, ze SNP zidentyfikowane w liniach L504, L505 i L511 s3 unikalne i nie wystepujg naturalnie w innych
akcesjach ogorka. Stwierdzono wystepowanie pojedynczych SNP w akcesjach pochodzenia indyjskiego i chinskiego oraz dzikiej formy ogorka

Analiza genetyczna populacji uzyskanej ze skrzyzowania linii L505 z L511 potwierdzita ze geny scp i sp2 dziedziczg sie niezaleznie, a ich efekty
fenotypowe sumujg sie

Opracowano i przetestowano szereg markerow molekularnych dla genow cp-2, scp i sp-2 przydatnych do mapowania i genotypowania co
pozwolito wskazac trzy najlepsze, zakotwiczone w genach kandydackich, ktore potencjalnie mogg by¢ wykorzystane w hodowli

Zintegrowane analizy fenotypowe, genomowe i transkryptomiczne umozliwity wskazanie i kompleksowa charakterystyke genow kandydackich
odpowiedzialnych za zmieniony typ wzrostu linii L504, L505 i L511 oraz opracowanie markeréw molekularnych dla tych genow

Cele zadania i mierniki zaplanowane na lata 2021-2025 zostaty osiggniete w catosci



