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Cel zadania

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

Cele zadania w 2021 roku

1. Przeprowadzenie oceny fenotypowej linii ogorka charakteryzujacych sie roznym typem wzrostu roslin
2. Wykonanie krzyzowan na potrzeby analizy genetycznej i mapowania molekularnego
3. Zresekwencjonowanie genomow badanych linii ogorka i wstepna analiza danych sekwencyjnych

Cele zadania zaplanowane na 2021 rok zostaly w petni osiggniete



Materiaty i metody

Materiat roslinny

10 linii ogdrka o roznym nasileniu krzaczastosci oraz dwie linie kontrolne o normalnym typie wzrostu:
L500 (B,,DH) oraz L501 (linia Gy14)

Metody

Doswiadczenie w tunelu foliowym i w polu (2 doswiadczenia): ocena fenotypowa cech zwigzanych
z pokrojem i typem wzrostu roslin, budowa i barwa lisci, nasileniem zenskosci, barwg kolcow na owocach -
tacznie zostato ocenionych 11 cech, wykonano analizy statystyczne

Krzyzowania: dwie linie ogorka o normalnym typie wzrostu skrzyzowano wiosng w szklarni z 10 liniami
o zmienionym typie wzrostu. Sposrod uzyskanych 20 kombinacji wytypowano 12 do wykonania krzyzowan
w szklarni w cyklu jesiennym celem uzyskania nasion pokolenia F, oraz BC, i BC,

Izolacja DNA i resekwencjonowanie genomow: dla 10 linii o zmienionym typie wzrostu z wykorzystaniem
technologii lllumina

Analizy bioinformatyczne: (1) mapowanie odczytow sekwencyjnych na genomie referencyjnym B10v3 ogorka
i (2) identyfikacja polimorfizmow SNP i InDel w obrebie genow wskazanych jako odpowiedzalne za typ wzrostu
ogorka

Walidacja analiz bioinformatycznych: wytypowanie 20 rejonow genomow ze stwierdzonymi polimorfizmami
SNP i InDel, zaprojektowanie starterow do wykonania reakcji PCR, sekwencjonowanie i analiza sekwencji
produktow amplifilacji

doswiadczenie w tunelu foliowym




Wvyniki: Ocena cech zwigzanych z pokrojem roslin — cechy pedu giownego
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Wyniki: Ocena cech zwigzanych z pokrojem roslin — pedy boczne
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Wyniki: Ocena budowy lisci

niezaleznie od sposobu uprawy liscie o najwiekszych blaszkach lisciowych
tworzyty linie L506 i L509, natomiast najmniejsze linia L508

liscie linii L511 zdecydowanie réinity sie od pozostatych linii i posiadaty
najkrotsze ogonki lisciowe

dla roslin rosnacych w polu obserwowano wyrazng dodatnia korelacje
pomiedzy dtugoscig ogonkow lisciowych a dtugoscig pedu gtownego,
dtugoscig miedzywezli i dtugoscia pedu bocznego

Wyniki: Ocena pfci, barwy lisci i kolcow

* badane linie byty jednopienne (6 linii i kontrola L500)
lub zenskie (4 linie i kontrola L501)
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Pole 4 tydzien
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* obserwowano zroznicowanie barwy lisci, od jasnozielonej dla linii L512, przez zielona (5 linii i kontrola L500)

i ciemnozielong (2 linie i kontrola L501) do bardzo ciemnozielonej dla linii L505 i L511

*+ Kolce na owocach badanych linii byty barwy biatej (6 linii i kontrola L501) lub ciemnej (4 linie i kontrola L501)

kacznie oceniono 11 cech roslin w 2 doswiadczeniach



Wyniki: Krzyzowanie linii ogorka

W doswiadczeniu prowadzonym w cyklu wiosennym otrzymano
nasiona dla 20 kombinacji krzyzowan gdzie liniami matecznymi byty linie

L500 (B10DH) i L501 (Gy14), charakteryzujace sie normalnym typem Cykl uprawowy Liczba kombinacji Pokolenia dla ktorych
wzrostu, zas liniami ojcowskimi 10 linii o roznym nasileniu krzaczastosci krzyzéwkowych uzyskano nasiona

Zestawienie kombinacji krzyzowan wykonanych w cyklu wiosennym i jesiennym

Poprzez samozapylenie roslin rozmnozono pojedynki linii matecznych )
i ojcowskich biorgcych udziat w tych krzyzowaniach Wiosna 2021 20 Py, Py, Fy

Wytypowano 12 kombinacji F; do wysiewu w szklarni w cyklu Jesieri 2021 12 F,, BC,, BC,
jesiennym. Rosliny pokolen F, zostaty samozapylone i otrzymano
nasiona pokolenia F,. Wykonano krzyzowania wstecznych BC, i BC, dla
kazdej z dwunastu kombinacji F;




Wyniki: I1zolacja DNA, resekwencjonowanie genomow i analizy bioinformatyczne

» Zastosowanie metodyki przeznaczonej do tkanek trudnych Podsumowanie wynikow mapowania odczytow sekwencyjnych
pozwolito na uzyskanie lepszej wydajnosci izolacji DNA uzyskanych w wyniku resekwencjonowania genomow 10 linii ogorka o
zmienionym typie wzrostu na genomie referencyjnym B10 v.3
« Udato sie zmapowac okoto 99,5% odczytow dla wszystkich (Osipowski et al. 2020 Mol Genet Genom 295: 177-193)
linii na genomie referencyjnym, przy pokryciu genomu Wspotczynnik bokruc
wynoszacym powyzej 30x Lp. Linia mapowania odczytow oxrycie
(%) genomu
« Zidentyfikowano od 3122 do 22703 polimorfizmow SNP i 1 502 99.6 38x
od 943 do 2226 InDel dla badanych linii - najmniej dla linii 2 204 99.6 39x
L512, zaé najwiecej dla linii L508 3 205 93.6 A0x
4 506 99.6 38x
«  Wskazano 10 genow kandydackich wptywajacych na typ 2 Eg; gg'g ig:
wzr.custu roslln ogorka, a w siedmiu stwierdzono 4 509 99.6 38x
polimorfizmy 8 510 99.5 38x
9 511 99.6 39x
10 512 99.6 61x

Wyniki: Weryfikacja analiz bioinformatycznych

» Do weryfikacji analiz bioinformatycznych wytypowano 20 rejonow, w ktorych stwierdzono wystepowanie polimorfizmow SNP lub InDel
» Wykonano analize PCR, a nastepnie sekwencjonowanie produktow amplifikacji
» Stwierdzono petna zgodnosc¢ wynikow PCR z analizami bioinformatycznymi w przypadku 19 rejonow

« Dlajednej pary starterow nie uzyskano czytelnych odczytow sekwencyjnych produktu PCR, co uniemozliwito weryfikacje polimorfizmu



Whioski

Ocena fenotypowa linii ogorka o zmienionym typie wzrostu
1. Badane linie charakteryzowaty sie duza zmiennoscia roslin, roznity sie pokrojem, dtugoscig pedow, cechami lisci, ptcia i barwa kolcow na owocach

2. Rosliny rosnace w tunelu foliowym, w porownaniu z uprawianymi w polu, miaty dtuzszy ped gtowny oraz wieksz3 liczbe i dtugosc pedow bocznych

Krzyzowania wykonane na potrzeby analizy genetycznej i mapowania molekularnego
1. W cyklu wiosennym uzyskano nasiona pokolenia F, ze skrzyzowan dwach linii o normalnym typie wzrostu z 10 liniami o zmienionym typie wzrostu.

2. W cyklu jesiennym uzyskano nasiona pokolen F,, BC, i BC, z 12 kombinacji F, co pozwala na realizacje dalszych etapow badan

Zresekwencjonowanie genomow linii ogorka o roinym typie wzrostu i wstepna analiza danych sekwencyjnych
1. Uzyskano dane sekwencyjne dobrej jakosci dla 10 badanych linii

2.  Wykonano dwie analizy bioinformatyczne i zidentyfikowano polimorfizmy dla danej linii w odniesieniu do genomu referencyjnego polskiej linii
ogorka B10 v.3 i genow warunkujacych typ wzrostu roslin ogorka

3. Dzieki PCR i sekwencjonowaniu amplikondw potwierdzono wybrane polimorfizmy zidentyfikowane metodami bioinformatycznymi



