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Cel zadania

Identyfikacja wybranych genéw odpowiedzialnych za typ wzrostu roslin ogdrka oraz opracowanie markerow
molekularnych dla zidentyfikowanych gendw, potencjalnie przydatnych w hodowli tworczej tego gatunku

Cele zadania w 2024 roku
1. Ocena fenotypowa powiekszonych populacji mapujgcych ogorka i krzyzowanie linii

2. Zageszczenie mapy genetycznej w rejonach zmapowanych genow typu wzrostu roslin

Cele zadania zaplanowane na 2024 rok zostaty w petni osiagniete



Materiaty i metody

Materiaf roslinny

Trzy linie ogorka o zmienionym typie wzrostu L504, L505 i L511 i linia kontrolna o normalnym typie wzrostu L500 (B10DH)

Metody

Doswiadczenie w szklarni: ocena fenotypowa typu wzrostu roslin (1 cecha) dla poszerzonych segregujacych populacji F,
(3 populacje, >480 pojedynkow F,), krzyzowanie linii L505 i L511 (2 linie, 1 kombinacja), uzyskanie nasion F;

Izolacja DNA z roslin ogorka: zestaw NucleoSpin Plant Il lub metoda CTAB, ocena jakosci z wykorzystaniem elektroforezy
(3 populacje, 540 pojedynkow)

Genotypowanie i identyfikacja rekombinantow: pojedynki F, o zmienionym typie wzrostu (540 pojedynkow) z wykorzystaniem
markerow molekularnych, (9 markeréow), opracowanie ulepszonych map rejonow wystepowania genow cp-2, scp i sp-2 (3 mapy)

Analizy bioinformatyczne: poszukiwanie sekwencji aminokwasowych (BLAST), przyrownanie sekwencji (CLUSTAL),
konstrukcja drzew podobienstwa genetycznego (MEGA) (3 analizy)

Izolacja RNA z roslin ogorka: zestaw Plant RNeasy, ocena jakosci preparatow z wykorzystaniem elektroforezy i spektrofotometru
(4 linie w 3 powtorzeniach biologicznych)

Organospecyficzna analiza RT-gPCR: dla genow kandydackich w korzeniach, lisciach, todygach, ogonkach i kwiatach
dla trzech linii w odniesieniu do kontroli (4 linie w 3 powtorzeniach biologicznych)

RNAseq dla L504 w odniesieniu do linii kontrolnej L500: trzy powtdrzenia biologiczne, technologia Illumina (6 transkryptomoéw)

Mierniki zadania podano w nawiasach



Wyniki: ocena fenotypowa segregujacych populacji ogorka

* Ocene typu wzrostu roslin dla powiekszonych populacji uzyskanych w
wyniku krzyzowania linii L504, L505 i L511 o zmienionym typie wzrostu
z ling L500 o niezmienionym typie wzrostu wykonano w szklarni

* Ocena typu wzrostu zostata wykonana dla roslin w fazie 2-5 lisci

* Dla powiekszonych populacji F, oceniono od 780 do 910 roslin
w zaleznosci od dostepnosci i kietkowania nasion

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

Whyniki: krzyzowanie linii L505 i L511 oraz uzyskanie nasion

* Wykonano krzyzowanie linii L511 i L505, posiadajgcych geny sp-2 i scp . Y . as ~r—+—v—r—r—— D
* Uzyskano nasiona do dalszych badan - 26 nasiennikow / 3 800 nasion Doswiadczenie w szklarni — powigkszone populacje F, L500 x L511



Wyniki: genotypowanie za pomocg markerow molekularnych

Pobrano mtode liscie ze 180 roslin F, o zmienionym typie wzrostu
dla kazdej z trzech powiekszonych populacji L500xL504, L500xL505 i
L500xL511 i wyizolowano DNA (540 izolacji)

Testowano po trzy markery dla kazdej populacji:

- po 2 markery flankujgce kazdy gen kandydacki

Nie obserwowano zdarzen rekombinacyjnych w obrebie genow
kandydackich, co potwierdza, ze wskazano obiecujgce geny kandydackie

Dla populacji L500xL504 nie udato sie zdetektowac zdarzen
rekombinacyjnych w rejonach flankujgcych gen kandydacki
(52 kpz przed i 53 kpz za genem)

- L500%L511 - 174 kpz przed i 458 kpz za genem

Podsumowanie wynikéw genotypowania pojedynkow F,
0 zmienionym typie wzrostu dla trzech populacji

Populacja Marker Liczba rekombinantow

INDEL 21IN7
L500 x L504 CAPS21 2D
CAPS21_1E

CAPS04_2T
L500 x L505 CAPSO4 T
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Przyktadowe profile amplifikacji/trawienia otrzymane w wyniku

genotypowania roslin o zmienionym typie wzrostu reprezentujgcych
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populacje L500%XL504, L500xL505 i L500xL511



Wyniki: opracowanie ulepszonych map

Ulepszona mapa dla rejonu genomu z genem kandydackim sp-2

269 30.7 40.9Mb
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* W oparciu o wyniki genotypowania i dane genomiczne dostepne w bazie
Cucurbit Genomics v2 (Yu i wsp 2023) opracowano trzy nowe mapy o
dla rejondéw wystepowania genéw cp-2, scp i sp-2 ’ |

.—//

CAPS03_4M ARMS06 CAPS03_IM

* W przypadku linii L504, ze wzgledu na brak zdarzen rekombinacyjnych, i
nie udato sie zawezic rejonu wystepowania genu cp-2 na chr4

» Zawezono rejony genomu, w ktorych znajduja sie geny scp i sp-2 odpowiedzialne
za zmieniony typ wzrostu:
- linia L505 — chr4 — 129 kpz — 5 gendéw

- linia L511 — chr3 — 632 kpz — 132 geny - ,
I S— R e S

Fragment przyrownania sekwencji aminokwasowych dla
ogorkowego genu kandydackiego i jego ortologéw (CLUSTAL)

Wyniki: analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowych

* Wyszukano ogorkowe sekwencje aminokwasowe dla genow kandydackich
i sekwencje ortologow z innych gatunkéw dostepne w bazach NCBI,
Cucurbit Genomics v2 i PLAZA 5.0 za pomocg BLAST

* Wykonano przyréwnanie zgromadzonych sekwencji aminokwasowych
w programie CLUSTAL
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Wyniki: analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowych

Na podstawie przyréwnan skonstruowano drzewa podobieristwa sekwencji Drzewo podobieristwa genetycznego wygenerowane dia sekwencii

ANt

- Cicer anietinum Ca 15838 v3
L Medicago truncatula Medir3g104900

Analiza sekwencji aminokwasowej genu kandydackiego dla cp-2 i jego ortologéw

- : - Vigna mungo VMungo1309G0372
ujawnita podobienstwo biatka ogorkowego do biatek z domeng kinazy serynowo- | romss e ooz
treoninowej, domene kinazy zidentyfikowano w koncu C biatka —3 L Thacbroma cacao Thecc.09G061400

I Olea europaea Oeu022780.1
5 5 i . : s % —1 — Solanum lycopersicum Solyc08¢062140.1
Analiza sekwencji aminokwasowej genu kandydackiego dla scp i jego ortologow — — : SR
pokazata, ze kodowane przez ten gen biatko posiada domene cytochromu P450 L Lactuca sativa Lsat 1v6 gn 7 58621
i wykazuje podobienstwo do biatek DWF zwigzanych z biosynteza — S o
- - g ———ICucumis sativus 9930 v4 CsaV4 4G003183 mRNA2
brassinosteroidow

A4 — Zea mays ONM22210.1 Protein kinase superfamily protein

Z r Hordeum vulgare KAE8320839.1 sesine/threonine-protein kinase STY8-ike

Analiza sekwencji aminokwasowej genu kandydackiego sp-2 i jego ortologow T Oryza sative putsive sarioaffwecrine prtein Knese
Marchantia polymorpha Mapoly0010s0174

Micromonas commoda MCO10G210
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Whyniki: izolacja RNA

Analize wykonano dla 5 tkanek — korzenie, liscie, fodygi, ogonki lisciowe i kwiaty
pobrane z roslin 3 linii o zmienionym typie wzrostu L504, L505i L511

oraz linii kontrolnej L500 (B10DH) w 3 powtorzeniach biologicznych

(6 roslin w powtorzeniu)

Uzyskano dobrej jakosci RNA wolne od zanieczyszczen DNA,
ktore wykorzystano do syntezy cDNA i analizy RT-gPCR

Whyniki: analiza RT-gPCR

Opisano profil ekspresji genow kandydackich odpowiadajacych za zmieniony
typ wzrostu linii L504, L505 i L511 w odniesieniu do linii kontrolnej L500

Lina L504: zwiekszona transkrypcja genu kandydackiego we wszystkich
badanych organach w poréownaniu z kontrola

Linia L505: zwiekszona transkrypcja genu kandydackiego w ogonkach lisci
i kwiatach oraz zmniejszona w korzeniach, lisciach i todydze

Linia L511: brak réznic w poziomie transkrypcji genu kandydackiego w
porownaniu z linig kontrola o niezmienionym typie wzrostu

Relatyana elspresja anormakaowana
e = -

Poziom transkrypcji genéw kandydackich w korzeniach,
lisciach todydze, ogonkach lisci i kwiatach linii o zmienionym
typie wzrostu (szare sfupki) w odniesieniu do linii kontrolnej
L500 o niezmienionym typie wzrostu (czarne sfupki)

L504

..........




Whyniki: izolacja RNA i analiza RNA-seq

* Badania wykonano dla linii L504 o zmienionym typie wzrostu i linii
kontrolnej L500 w trzech powtarzeniach biologicznych

» Uzyskano dobrej jakosci RNA wolne od zanieczyszczen DNA, ktore

* Uzyskano odczyty sekwencyjne dobrej jakosci (Q20>97%), ktére
Zmapowano na genomie referencyjnym 9930 v3

» Sredni odsetek zmapowanych odczytédw wynidst 95,4% co $wiadczy
o wysokiej jakosci odczytéw sekwencyjnych

Wyniki: wstepna analiza bioinformatyczna danych RNA-seq

* Potwierdzono zgodnos$¢ wynikow RNA-seq dla trzech powtérzen
biologicznych dla kazdej z badanych linii

* Wstepnie zidentyfikowano 641 genow ulegajacych zmienionej
ekspresji u linii L504 w odniesieniu do linii kontrolnej L500, w tym:
- 267 genow ulegajacych podwyiszonej ekspresji
- 374 genow ulegajacych zmniejszonej ekspres;ji

Podsumowanie wynikéw sekwencjonowania transkryptomow RNA-seq
dla linii o zmienionym typie wzrostu L504 i linii kontrolnej L500
Odczyty mapowano na genomie referencyjnym 9930 v3 (Li et al. 2019)

Catkowita

Odsetek
dtugosc Odsetek un]li:l:ie
Nazwa préby szstv(fh Q20 zmapowarnvch R

odczytow odczytow .

odczytow

(Gpz)

L500.1 6,42 98,4 95,5% 92,8%
1500.2 6,46 98,1 95,3% 92,8%
L500.3 5,87 98,0 95,9% 93,4%
L504.1 6,08 98,2 95,7% 93,3%
L504.2 5,99 97,8 95,3% 92,3%
L504.3 6,14 98,2 94,9% 92,4%
Srednia 6,16 98,1 95,4% 92,8%




Whioski

Ocena fenotypowa powiekszonych populacji mapujacych ogorka i krzyzowanie linii

1. Ocena typu wzrostu wykonana dla powigkszonych populacji mapujacych F, potwierdzita, ze zmieniony typ wzrostu roslin
linii L504, L505 i L511 jest warunkowany przez pojedyncze geny recesywne

2.  Wykonano udane krzyzowanie linii L511 z linig L505, posiadajacych geny sp-2 i scp, i uzyskano nasiona F, do dalszych badan
Zageszczenie mapy genetycznej w rejonach zmapowanych genow typu wzrostu roslin

1. Genotypowanie pojedynkow F, o zmienionym typie wzrostu dla trzech populacji nie ujawnito zdarzen rekombinacyjnych
w obrebie genow kandydackich, co pokazuje, ze wskazano obiecujace geny kandydackie

za zmieniony typ wzrostu linii L505 i L511

3. W przypadku linii L504 ze wzgledu na brak zdarzen rekombinacyjnych, nie udato sie zawezic rejonu na chromosomie 4,
w ktorym znajduje sie gen cp-2, odpowiedzialny za zmieniony typ wzrostu tej linii

Charakterystyka rejonow genomu z genami kandydackimi typu wzrostu roslin ogorka i transkryptomu linii L504

1. Analizy bioinformatyczne sekwencji aminokwasowych pozwolity wstepnie wskazac funkcje biatek kodowanych
przez geny kandydackie zidentyfikowane dla linii L504, L505 i L511

2. Analiza RT-gPCR pozwolita scharakteryzowac profile transkrypcji genow kandydackich dla linii o zmienionym typie wzrostu
L504, L505i L511 w odniesieniu do linii kontrolnej L500

3. Dzieki uzyskaniu dobrej jakosci danych RNA-seq mozliwe byto wstepne zidentyfikowanie genow ulegajacych zroznicowanej ekspresji
u linii L504 o zmienionym typie wzrostu w odniesieniu do linii kontrolnej L500

Cele zadania i zaplanowane mierniki zostaly osiggniete w catosci



Prezentacja wynikow badan

Postery konferencyjne

Book of abstracts, str 38-39

Stomnicka R, Kazminska K, Cieplak M, Stokowiec D, Korzeniewska A, Bartoszewski G (2024)

Genetic mapping reveals candidate genes controlling plant architecture in cucumber.

K Xlllth EUCARPIA Meeting on Genetics and Breeding of Cucurbitaceae, Vico Equense (NA) Wtochy, 3-6 listopada, 2024
Abstract book, P.2.1

Publikacja

Biernacik B, Stomnicka R, Kazminska K, Muzacz S, Bartoszewski G (2024) A single nucleotide substitution introducing premature
stop codon within CsTFL1 explains the determinate-2 phenotype in cucumber (Cucumis sativus L.). Sci Rep 14:25368



