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Zastosowanie technik genotypowania TagMan®
oraz tetra-primer ARMS-PCR do identyfikacji
polimorfizmow punktowych zasocjowanych
z genetycznymi determinantami ksztattu
korzenia marchwi

The use of TaqMan® and tetra-primer ARMS-PCR genotyping techniques
for identification of single nucleotide polymorphisms associated with genetic
determinants of root shape of carrot

W ostatnich dwoch dekadach zaobserwowano znaczacy wzrost tempa rozwoju zroéznicowanych
systemow markerow molekularnych oraz odpowiadajacych im zaawansowanych platform
detekcyjnych. Markery oparte na polimorfizmach pojedynczego nukleotydu (SNP), ze wzgledu na
czesto$¢ ich wystgpowania w genomach bardzo szybko zyskaly uznanie w badaniach z zakresu
hodowli molekularnej roslin. Ws$rdd najczgéciej wykorzystywanych technik genotypowania
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu znajdujg sie sondy TagMan®, mikromacierze DNA, oraz
technologia genotypowania przez sekwencjonowanie (GBS). W celu obnizenia kosztow
genotypowania opracowano rowniez techniki oparte na standardowej reakcji tancuchowej polimerazy
z zastosowaniem zmodyfikowanych starterow, migdzy innymi technike tetra-primer ARMS-PCR.
W niniejszej pracy zidentyfikowano pie¢ markerow SNP zasocjowanych z genetycznymi
determinantami ksztattu korzenia spichrzowego marchwi oraz dokonano ich przeksztatcenia do
markerow wykrywalnych przy zastosowaniu technologii TagMan® oraz tetra-primer ARMS-PCR.
Przydatno$¢ wymienionych technik zweryfikowano poprzez genotypowanie 40 wybranych odmian
populacyjnych marchwi typu zachodniego. Przeanalizowano zbieznos¢ wynikow identyfikacji
genotypow otrzymanych przy zastosowaniu wyzej wymienionych technik oraz metody referencyjnej
GBS. Techniki te oceniono pod katem mozliwosci wykorzystania ich do opracowania wiarygodnych
markeréw specyficznych zasocjowanych z genetycznymi determinantami ksztattu korzenia marchwi.
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Stowa kluczowe: ARMS-PCR, GWAS, marchew, MLM, polimorfizm pojedynczego nukleotydu,
sondy TagMan®

Over the last two decades a significant increase has been observed in the pace of development of
diverse systems of molecular markers and the corresponding advanced detection platforms. Owing to
their ubiquity in genomes, markers based on single nucleotide polymorphism (SNP) promptly gained
recognition within research on molecular breeding of plants. Amongst the most widely used
genotyping techniques of a single nucleotide polymorphisms are the TagMan® probes, DNA micro-
arrays and the genotyping-by-sequencing (GBS) technology. Techniques based on standard
polymerase chain reaction with the use of modified primers, including the tetra-primer ARMS-PCR
technique, have also been devised with in order to decrease the costs of genotyping. The current work
identifies five SNP markers associated with genetic determinants of the shape of carrot taproot and
converts them into markers detectable by the TagMan® and tetra-primer ARMS-PCR technologies.
The usefulness of the above techniques has been verified by genotyping 40 selected cultivars of
Western-type carrot. The present authors have also analysed the convergence of the results obtained
through the mentioned techniques and a GBS reference method. The techniques have been evaluated
in terms of their usefulness for designing reliable specific markers associated with genetic
determinants of the shape of the carrot root.

Key words: ARMS-PCR, GWAS, carrot, MLN
WSTEP

Marchew uprawna (Daucus carota subsp. sativus) nalezy do najwazniejszych
gatunkow warzyw korzeniowych uprawianych na swiecie. W Polsce zajmuje trzecie pod
wzgledem powierzchni uprawy miejsce wsrdd warzyw, po kapuscie i1 cebuli.
Powierzchnia uprawy w 2015 roku wynosita 22,1 tys. ha, stanowiac 12,6% ogoélnej
uprawy warzyw gruntowych (Rocznik Statystyczny Rolnictwa, 2016). Szacuje si¢, ze
proces udomowienia marchwi rozpoczat si¢ ponad 2 tysigce lat temu (Stolarczyk i Janick,
2011), a centrum udomowienia stanowi Azja Centralna (lorizzo i in., 2013). W wyniku
tego procesu powstaly dwie gldéwne grupy: marchew typu wschodniego/azjatyckiego
charakteryzujaca si¢ fioletowym lub zoltym korzeniem, oraz marchew typu zachodniego
obejmujaca odmiany wytwarzajace korzen koloru pomaranczowego, ale rowniez
czerwonego lub bialego (Banga, 1963). Cechy wazne z punktu widzenia udomowienia
marchwi obejmowaty migdzy innymi zdolno$¢ tworzenia migsistego korzenia
spichrzowego, brak tendencji do jego rozwidlania oraz dwuletni okres wegetacyjny.
W dalszej kolejnosci prowadzono selekcje pod katem cech zwigzanych z jakoscia
korzenia, migdzy innymi jego kolorem i ksztatltem. Marchew typu zachodniego jest lepiej
przystosowana do przetworstwa oraz produkcji na skale komercyjna, gtownie z powodu
wytwarzania korzenia spichrzowego o pozadanym cylindrycznym ksztatcie. Dodatkowo,
typ zachodni charakteryzuje si¢ mniejsza tendencjg do pospiechowatosci czyli tendencji
do wytwarzania pedéw generatywnych w pierwszym roku uprawy, oraz wyzsza
zawartos$cig karotenoidéw(Rubatzky i in., 1999).

Poznanie genetycznych podtéz zmiennos$ci fenotypowej od lat stanowito gtdéwna site
napgdowag badan z zakresu selekcji wspomaganej markerami (MAS, ang. Marker-
Assisted Selection) oraz hodowli molekularnej ros$lin uprawnych. Rozwo6j technologii
wysokoprzepustowego sekwencjonowania pozwolil na identyfikacje polimorfizmow
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pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. Single Nucleotide Polymorphism) na niespotykang
wczesniej skale. Opracowano strategie wykorzystania informacji laczace wyniki
fenotypowej oceny osobnikow i wysokowydajnego genotypowania pozwalajace na wska-
zanie czynnikow genetycznych odpowiedzialnych za warunkowanie cech jako$ciowych i
ilosciowych (QTL, ang. Quantitative Trail Loci) (Brachi i in., 2011). Kluczowym
zatozeniem jest powigzanie wynikow fenotypowania przeprowadzonego na duzg skale z
wynikami genotypowania wykorzystujacymi duzg liczbe polimorfizméw réwnomiernie
pokrywajacych caty genom. Podejscie takie okresla si¢ jako genomowe badania asocjacji
(GWAS, ang. Genome Wide Association Study). Obecnie GWAS jest powszechnie wy-
korzystywang technikg mapowania asocjacyjnego u wielu organizméw modelowych
(Korte i Farlow, 2013) pozwalajaca na identyfikacj¢ tzw. SNP diagnostycznych skorelo-
wanych ze zmienno$cig analizowanych cech ilo$ciowych. Wytypowane polimorfizmy
diagnostyczne mogg zosta¢ w dalszych etapach potwierdzone i dostosowane do rutynowo
stosowanych markerow molekularnych opartych na technice tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR, ang. Polymerase Chain Reaction) (Mammadov i in., 2012).

Dostepne wysokowydajne techniki genotypowania SNP opieraja si¢ w wigkszosci
na sekwencjonowaniu DNA badz wykorzystaniu PCR. Wsrod najczesciej wykorzystywanych
znajdujg si¢: pyrosekwencjonowanie, genotypowanie przez sekwencjonowanie (GBS, ang.
Genotyping-By-Sequencing), mikromacierze DNA oraz sondy TagMan®. Technologia
TagMan byla jedng z pierwszych stosowanych do analizy zmiennoSci sekwencji DNA
zuzyciem reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real-time PCR)
(Holland i in., 1991). Obecnie, ze wzglgdu na: (1) zwigkszenie specyficznosci reakcji z wy-
korzystaniem sond TagMan® poprzez zastosowanie technologii MGB (ang. Minor Groove
Binder) pozwalajacej na podwyzszenie temperatury hybrydyzacji, co skutkuje lepsza
stabilizacja kompleksu sonda-matryca DNA oraz (2) znaczne ufatwienie i skrocenie czasu
przygotowania probek do analizy, technologia ta cieszy si¢ duza popularnoscig, miedzy
innymi w badaniach dotyczacych genotypowania polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
(Campsall i in., 2004; Giancola i in., 2006; Lindh i in., 2005).

W celu obnizenia kosztow genotypowania opracowano techniki oparte na standardowej
reakcji lancuchowej polimerazy (PCR) z zastosowaniem zmodyfikowanych starterow,
miedzy innymi technik¢ Bi-PASA (ang. Bidirectional PCR Amplification of Specific Alleles;
Liu i in., 1997), HRM (ang. High Resolution Melting; Wittwer i in., 2003) czy ARMS-PCR
(ang. Amplification Refractory Mutation System Polymerase Chain Reaction; Newton i in.,
1989). Opracowano rowniez techniki identyfikacji SNP oparte na wprowadzaniu na drodze
PCR sztucznych allelo-specyficznych miejsc rozpoznania dla endonukleaz restrykcyjnych
(Dry, 1991). Zaproponowana przez Ye i in. (2001) metodyka tetra-primer ARMS-PCR
zaktada wykorzystanie dwoch par starterow do selektywnej amplifikacji alleli w danym Jocus.
Zostata z powodzeniem zastosowana w wielu projektach, gtéwnie z zakresu medycyny (Baris
iin., 2010; Huang i in., 2013; Vannucchi i in., 2006). Opublikowane przez Chiapparino i in.
(2004) oraz Rubio i in. (2008) prace byly pierwszymi wykazujacymi przydatnosc tej techniki
w genotypowaniu SNP i opracowaniu funkcjonalnych markeréw dla genomow roslinnych.

W ramach niniejszej pracy dokonano identyfikacji rejondw genomu potencjalnie
zwigzanych z procesem rozwoju korzenia spichrzowego u marchwi typu zachodniego oraz
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wytypowano polimorfizmy pojedynczego nukleotydu zasocjowane z wspotczynnikiem
ksztattu i zbiezystosci korzenia. Przeprowadzono genotypowanie roslin reprezentujacych 40
wybranych odmian populacyjnych marchwi uprawnej typu zachodniego w obrebie pigciu
wytypowanych /oci diagnostycznych, przy zastosowaniu technik TagMan® oraz tetra-primer
ARMS-PCR. Przeanalizowano zbiezno$¢ wynikow identyfikacji genotypéw otrzymanych
przy zastosowaniu wyzej wymienionych technik oraz metody referencyjnej GBS. Techniki te
oceniono pod katem mozliwosci wykorzystania ich do opracowania wiarygodnych markerow
specyficznych zasocjowanych z genetycznymi determinantami ksztaltu korzenia marchwi.

MATERIAL I METODY

Identyfikacja polimorfizméw diagnostycznych

Do identyfikacji rejonow genomu potencjalnie zaangazowanych w proces rozwoju
korzenia spichrzowego u marchwi wykorzystano 95 odmian populacyjnych typu zachodniego
o réznym ksztalcie korzenia. Byly one oceniane w doswiadczeniach polowych w latach 2014
i 2015 w trzech lokalizacjach (Raciborowice, woj. malopolskie; Gotebiew, woj. todzkie;
Nochowo, woj. wielkopolskie). Przeprowadzono fenotypowanie 10 korzeni spichrzowych
danej odmiany w kazdej lokalizacji. Ocenie poddano trzy cechy mierzalne: (1) dlugosé
korzenia, (2) $rednice ramienia oraz (3) $rednic¢ nasady korzenia. Do analiz bioinforma-
tycznych wykorzystano wartoéci $rednie obliczone dla kazdej cechy, odmiany, roku oraz
lokalizacji. Genotypowaniu polimorfizméw punktowych (SNP, ang. Single Nucleotide
Polymorphism) przy wykorzystaniu technologii GBS poddano po dwie rosliny z kazdej
odmiany (tacznie 180 genotypdw). Zidentyfikowano tacznie 6726 SNP charakteryzujacych
si¢ frekwencja w przedziale 5-95%. Identyfikacj¢ polimorfizméw wykazujacych wiarygodny
zwigzek z analizowanymi cechami morfologicznymi korzenia przeprowadzono przy wy-
korzystaniu strategii genomowego mapowania asocjacyjnego. Analizie GWAS poddano
wspotczynniki ksztattu (stosunek dtugosci korzenia do $rednicy w ramionach) i zbiezystosci
korzenia (stosunek $rednicy korzenia w ramionach do $rednicy przy nasadzie) obliczone na
podstawie usrednionych wynikéw fenotypowania. Analize asocjacji przeprowadzono zgodnie
z modelem MLM (ang. Mixed Linear Model), uwzgledniajacym wptyw struktury zmiennos$ci
genetycznej populacji, wykorzystujac program TASSEL 5 (Zhang i in., 2010). Do analizy
MLM 2z reestymacja wariancji po kazdym markerze wykorzystano otrzymane informacje
o wartosciach cechy, polimorfizmach, strukturze populacji oraz obliczonej macierzy pokre-
wienstwa (K, ang. Kinship matrix) (Yo i in., 2006). Dopasowanic modelu do danych
sprawdzono przez poréwnanie wykresu wartosci -Log10(p) spodziewanych i otrzymanych.
Poziom istotnosci, powyzej ktorego marker zostat uznany za zwigzany z cecha, obliczono
z uwzglednieniem korekty Bonferroniego (Armstrong, 2014).

Material roslinny

Do weryfikacji przydatno$ci techniki tetra-primer ARMS-PCR oraz sond TagMan®
w genotypowaniu polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) wykorzystano rosliny
reprezentujace 40 odmian populacyjnych marchwi uprawnej typu zachodniego reprezen-
tujacych 13 typow ksztattu korzenia spichrzowego (tab. 1).
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Tabela 1
Lista i charakterystyka odmian marchwi wykorzystanych w do§wiadczeniu
List and characteristics of carrot cultivars used in the experiment
Numer Numer . .
piowy | WGRG Tro | Pt
No. No.

RSO01 7123 Foram Carrot-Amsterdam NLD
RS02 3950 Cylindra Amsterdamer Carrot-Amsterdam NLD
RS04 3981 Amsterdam 5564 Carrot-Amsterdam GBR
RS06 5477 Amsterdam Forcing Carrot-Amsterdam GBR
RS11 6511 Karotan Carrot-Autumn King GBR
RS14 6513 Autumn King Vita Longa Carrot-Autumn King GBR
RS17 6021 Rothild Carrot-Autumn King DEU
RS22 6484 Feonia Carrot-Berlic/Imper DNK
RS25 3851 Perfecta Carrot-Berlicum GBR
RS26 12403 Lange Rote St O Herz 2/Zino Carrot-Berlicum DEU
RS29 6045 Camberley Carrot-Berlicum GBR
RS33 8860 Chantenay Royal Carrot-Chantenay FRA
RS35 3882 Royal Chantenay Carrot-Chantenay USA
RS36 4004 Shin Kuroda Gosun Carrot-Chantenay JPN
RS39 5090 Chantenay Long Type Carrot-Chantenay USA
RS42 7255 Criolla Carrot-Chantenay ARG
RS45 5128 Danvers Red Cored Carrot-Danvers USA
RS46 6118 Danvers Half Long E W K's Scarlet Intermediate Carrot-Danvers GBR
RS47 3969 Early Spartan Carrot-Danvers GBR
RS51 8109 Danvers Half Long Carrot-Danvers USA
RS52 10110 Danvers Half Long Danvers 126 Carrot-Danvers GBR
RS54 10414 Early Scarlet Wonder Carrot-Early Sh Horn JPN
RS59 6489 French Forcing Horn Carrot-Early Sh Horn GBR
RS61 9311 Early Scarlet Horn Carrot-Early Sh Horn -

RS64 7258 Rood Hild Carrot-Flakkee NLD
RS67 3983 Flattie (Oxheart) Carrot-Guerande -

RS70 5814 Gold Pak 28 Carrot-Imperator USA
RS72 3907 Imperator 408 Carrot-Imperator USA
RS75 3917 Long Imperator 58 Carrot-Imperator USA
RS80 7121 Kardinal Marche De Paris Carrot-M De Paris DDR
RS83 8895 Tip Top Carrot-Nantes NLD
RS86 5994 Juwarot Carrot-Nantes DEU
RS88 7253 Hilmar Carrot-Nantes DDR
RS91 3982 Red Elephant Carrot-St Valery GBR
RS93 10322 Kiel Red Carrot-St Valery GBR
RS9%4 6788 St Valery Carrot-St Valery POL
RS95 6004 Kieler Rote (Bauers) Carrot-St Valery DEU
RS96 6163 New Red Intermediate Carrot-St Valery GBR
RS98 6330 Egmont Gold Fodder Carrot NZL
RS100 11290 Flavius Fodder Carrot -

Kazda odmiana byla reprezentowana przez dwie rosliny. DNA kazdej z ro$lin wy-
izolowano przy uzyciu zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) zgodnie z metodyka

producenta.
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Projektowanie sond TaqMan® i starteréw tetra-primer ARMS-PCR

Na podstawie sekwencji nukleotydowych otaczajacych polimorfizmy zasocjowane ze
wspotczynnikiem ksztattu i zbiezysto$ci korzenia marchwi opracowano markery SNP
wykrywalne przy zastosowaniu sond TagMan® oraz techniki tetra-primer ARMS-PCR.

Tabela 2

Charakterystyka starteréw oraz sond TagMan® wykorzystanych do genotypowania pigciu
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu o znaczeniu diagnostycznym
Characteristics of primers and TagMan® probes used for genotyping five single nucleotide
polymorphisms with diagnostic significance

Zakres
warto$ci
granicz-

. h
Zakres wartosci r.1yc
AR, iAR,, |RaRada
homozygot
otrzymanych e
. Identy- . |obu typow i
. . Sekwencje dla badane;j
Sekwencje starterow , , fikowany ... |heterozygot
Starter , \ Sonda sond(5' — 3") kolekeji roslin
Locus . (5'—3" allel Range of
Primer . \ , Probe Probe sequence . Range of ARy
Primer sequences (5' — 3') \ \ Identified treshold
5'—3" and AR, values
allele . values
obtained for the
R.i:R,, for
tested plant
collection homozygot
es of both
types and
heterozygot
es
forward CGCCACAGATTTAAAC chr2 393275 ACTTGTCATA A 0.03 —3.24 A/A:>50
chr2 393 CCTTCAG 61 V ATTTGGC ’ ’ C/C: <05
27561 reverse CGATCCGGACAGGAA chr2 393275 CTTGTCATCAT C 0.05—1.19 A/C: <£5,0;
¢ AAGATTACT 61 M TTGGC ’ ’ >0,5
forward AGCTCTAACGTTTTAT chr3 355833 CCCATTGATA A 011-1.73 A/A:>30
chr3 355 GACTGCAACT 70 V TATTTTC i i C/C:<0,3
83370 GCTTTGAGTTTAGTAG chr3 355833 CCATTGATCT c 0.15_ 3.44 A/C: <3,0;
Ve TATGTGACTTTGTG 70 M ATTTTC T >0,3
f d GCTATACCGCTATCAG chr4 180830 CACCCTTCAC c 024248 C/C:>5,0
chrd 180 oY GAAACCAAT 99 V ATTTT ’ ’ G/G:<0,5
83099 CATTCCTCATTTGTGT chr4 180830 ACCCTTGACA G 0.07 — 3.44 C/G: <£5,0;
VS TCTCCAGTTT 99 M TTTT ’ ’ >0,5
forward GCTGTTTCCGATTGCG chr5 418067 ACAACCCAAA T 0.08_2.93 T/T: > 3,0
chr5 418 AATAGAAG 71 V TCAACC i i C/C:<0,3
06771 CTGCTACGTTTGACGC chr5 418067 CAACCCAGAT C 039434 T/C: <3,0;
TEVESe cATTC 71 M CAACC o >0,3
forward CGGCCTTGTCATAAGC chr8 393275 CATTTGGAAC C 0.05_321 C/C:>5,0
chr8 393 TAAAGCT 61 V GGCTGAAG ? ? T/T: <0,5
27561 e GCAGAAATACGAGAT chi8 393275 CATTTGGAAC T o1l_1gs L3
° TCCACAAGGA 61 M AGCTGAAG ’ ’ 205

W technice genotypowania z uzyciem
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sond TagMan® zastosowano dwa startery
(forward i reverse) oraz dwie sondy wyznakowane na koncu 5’ barwnikiem VIC lub
FAM z przytaczonym wygaszaczem na koncu 3’. Sondy TaqgMan® zostaly zaprojekto-
wane w ramach zlecenia przez firme¢ Applied Biosystems na podstawie dostarczonych
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sekwencji obejmujacych region 1000 nt otaczajacych analizowany Polimorfizm
punktowy. Startery wykorzystane w technice tetra-primer ARMS-PCR zaprojektowano
przy uzyciu oprogramowania PRIMERI1 (http://primer].soton.ac.uk/ primer1.html).

Tabela 3

Charakterystyka starter6w tetra-primer ARMS-PCR wykorzystanych w do§wiadczeniu. Kolorem
czerwonym oznaczono pozycje nukleotydow zdegenerowanych (oznaczenie wg systemu IUPAC),
pogrubieniem oznaczono niedopasowania nukleotydow wzgledem matrycy
Characteristics of tetra-primer ARMS-PCR primers used in the experiment. The colour red marks the
positions of degenerated nucleotides (marking acc. to IUPAC system), the bold script marks the

mismatch of nucleotides relative to the matrix

Struktura
C e , Wielkos¢ drugo-
Locus g;alntlz SSCXZE(C:J: ((55, :33,)) amplikonu (pz) ("E(n:l) rzgdowa® | Dimer®
q Amplicon size (bp) Secondary
structure®
1 2 3 4 5 6 7
wewngtrzny forward (allel C) CAGATTTAAACCCTTCAGG .
internal forward (allele ©)  TACTTGTCGTC allel C/allele C: 187 60,3 brak brak
wewngetrzny reverse (allel A) CGGACAGGAAAAGATTACT .
ehp 393, Intemal reverse (allele A)  GGCCAAGTT allel Aallele C: 116 599 brak brak
7561 Zewnetrzny forward TTCTCAGATGAAGAATCTT 570 brak brak
external forward CCAGCAACA i
startery zewnetrzne
zewnetrzny reverse ATATGGGGTTGGTGCAATT . .
external reverse TTTATGGAC /extem;i[s)nmers 370 brak brak
wewnetrzny forward (allel A) CGATTGTCAKCTAGTTCCC . 56,4 -
internal forward (allele A)  ATTGGTA allel Aallele A: 174 58,0 brak brak
wewngtrzny reverse (allel C) GTATGTGACTTTGTGGGAT  allel C/ allele C: 585 brak brak
chr3 3558 internal reverse (allele C) GGAAAACAG 124 i
3370 zewngtrzny forward ACGAAACGTTATAATCAAC 585 i homo-
external forward TGGGACAGG ’ srna dimer
startery zewngtrzne
zewnetrzny reverse ACATTGGATGGTTTGTACC . .
external reverse AGAATTTCA /extemgzznmers. 35,3 brak brak
wewngetrzny forward (allel C) TATCAGGAAACCAATAGCC .
interal forward (allele C)  ACCCATC allel C/allele C: 127 58,0 brak brak
56,7
wewngetrzny reverse (allel G) CTTCATTTGTGTGCWGCAC . ”
chrd 1808 internal reverse (allele G) AAAATCTC allel Gfallele G: 152 537 brak brak
3099 zewngtrzny forward GAAGAAATGACAACCTGGT
external forward TTGTATTGCT 373 brak brak
startery zewnetrzne
zewnetrzny reverse CATGAAATAAGATAAGACC . .
external roverse TCCCATGGC /extem;lzgnmers 58,5 brak brak
wewngtrzny forward (allel T) GATTGCGAATAGAAGCAGG .
internal forward (allele T) GITGCTT allel T/allele T: 243 61,6 brak brak
wewngtrzny reverse (allel C) CTACGTTTGACGCCATTCAC .
chrS 4180 internal reverse (allele C) AACCAAG allel Clallele C: 141 61,5 brak brak
6771 zewngtrzny forward CAGTCCCTTTGCCGTTGAA 63.0 brak hetero-
external forward ATACACGAACG ’ dimer
startery zewnetrzne
zewnetrzny reverse AAGGGCGAGATTGGAGTTG . .
external reverse AGGAGATGGAG /extem'czlgs)nmers 644 brak brak
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c.d. Tabela 3
1] 2 | 3 | 4 5] 6 [ 7
wewngtrzny forward (allel C) TTGTCATAAGCTAAAGCTG . 58,9 -
internal forward (allele ©)  CYTCTTCATCC allel Callele C: 137 "¢ 5 brak brak
wewngetrzny reverse (allel T) TKGGGTCTGGCTTGGGACA ) 62,9 -
chrg 3932 internal reverse (allele T) TTTGGACCA allel T/allele T: 103 64,3 brak brak
7561 Zewnetrzny forward AGGGAAGTTAAGGTGTGCT 62.9 brak hetero-
external forward TTAGGACCCC i dimer
startery zewnetrzne
zi:gﬁ;ﬁg]:s\:me giéiﬁ((:}/égl("}ATAGGGGTGT /external primers: 62,9 brak brak

182

* brak/lack; silna/strong
® brak/lack

Zaprojektowane startery wewngtrzne charakteryzowaly si¢ niedopasowaniem pierwszego
nukleotydu na koncu 3°, zwigkszajagcym selektywnos¢ amplifikacji. W celu dodatkowego
wzmocnienia specyficznosci amplifikacji wykorzystano dodatkowe niedopasowanie
nukleotydow w pozycji -2 konca 3’ startera wewngetrznego (Ye i in., 2001). Zakres
dtugosci produktow obejmowat 100-500 pz, a stosunek dtugosci produktu dtuzszego do
krotszego co najmniej 1,2. W przypadku wystepowania dodatkowego polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu w obrebie miejsca przylaczania startera stosowano tzw.
nukleotydy zdegenerowane w sekwencji starterow — potowa syntezowanych czasteczek
startera zawiera w swojej sekwencji nukleotyd odpowiadajacy pierwszemu allelowi,
polowa zawiera nukleotyd odpowiadajacy drugiemu allelowi obecnemu w analizowanym
locus SNP. Kazdy z zaprojektowanych starterow zostal przeanalizowany z uzyciem
oprogramowania OligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) pod katem
tworzenia struktur drugorzedowych oraz homo- i heterodimeréw mogacych zmniejszy¢
wydajno§¢ PCR. Charakterystyke sond i starterow zaprojektowanych na potrzeby
doswiadczenia przedstawiono w tabeli 2 1 3.

Reakcje PCR i pomiar intensywnosci fluorescencji

Reakcje amplifikacji z uzyciem sond TagMan® przeprowadzano w mieszaninie o objetosci
25 ul zawierajacej 11,25 pl matrycy DNA o stezeniu 0,44 ng/ul lub wody (kontrola
negatywna), 12,5 ul 2X TagMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems) oraz 1,25 pl
20X mieszaniny indywidualnie zaprojektowanych starterow i sond TagMan® (Applied
Biosystems). Reakcja PCR obejmowata etap aktywacji polimerazy AmpliTaq Gold® w 95°C
przez 10 min oraz 40 cykli sktadajacych si¢ z etapu denaturacji w 95°C przez 15 s i1 przyla-
czania starterow/wydluzania nici DNA w 60°C przez 1 min. Przed rozpoczgciem oraz po
zakonczeniu PCR przeprowadzono pomiar intensywnosci emisji fluorescencji pochodzacy od
barwnikow zwigzanych z sondami. Reakcje PCR oraz pomiary fluorescencji byly prze-
prowadzane w termocyklerze StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Wyniki pomiaréw uzyskano w formie (1) pliku zawierajgcego wartosci ARn otrzymane dla
kazdego z alleli obecnych w analizowanym /ocus oraz (2) wykresu punktowego dyskrymi-
nacji allelicznej. Wspotczynnik Rn oznacza stosunek sygnatu fluorescencji emitowanego
przez barwnik zwigzany z sonda (VIC lub FAM) do sygnatlu emitowanego przez barwnik
pasywny (ROX). ARn stanowi réznice tego stosunku obserwowang przed i po zakonczeniu
reakcji PCR.
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. AR .. .
Na podstawie uzyskanego stosunku: F’” = Ryjiei1:aierz dokonano manualnej identyfikacji
n2

analizowanych genotypow.

Tabela 4
Zestawienie warunkow reakcji tetra-primer ARMS-PCR oraz skladu mieszaniny reakcyjnej
zoptymalizowanych dla czterech polimorfizméw diagnostycznych
Collation of tetra-primer ARMS-PCR conditions and the composition of the reaction mixture
optimised for four diagnostic polymorphisms

Warunki reakcji PCR Sktad mieszaniny reakcyjnej
Chromo- | Pozycia PCR conditions Composition of reaction mixture
som SI\}IIPJ liczba
Chromo- SNP etap temp. Ezas Cykél odczynnik stf;zentle
some position stage (°C) me | Aumoer reagent concentra-
(s) of tion
cycles
1 2 3 4 5 6 7 8
bufor/buffer 1x
genaturac'_]a wstegpna/pre- 95 300 —  JNTP 0.2 mM
enaturation
. . Wewngtrzny/internal
denaturacja/denaturation 95 60 forward (allelallele C) 0,8 uM
. wewngtrzny /internal
2 39327561 2mealing 69 30 30 reverse (allelallele A) 0.9 uM
. . Zewngtrzny/external
elongacja/elongation 72 30 forward 0,1 pM
elongacja koncowa/final _ zewngtrzny /external
elongation 2 120 reverse 0.1 uM
polimeraza/polymerase
DreamTaq 0,05 U/l
bufor/buffer Ix
genaturac'_]a wstegpna/pre- 95 300 —  JNTP 0.2 mM
enaturation
. . wewnetrzny /internal
denaturacja/denaturation 95 60 forward (allel/allele A) 1 uM
. wewngtrzny/internal
3 35583370 2nealing 625 30 30 reverse (allelallele C) 1.2uM
. . zewngtrzny /external
elongacja/elongation 72 30 forward 0,2 pM
elongacja koncowa _ zewngtrzny/external
final elongation 2 120 reverse 0,2 uM
polimeraza/polymerase
DreamTaq 0,05 U/l
bufor/buffer Ix
denaturacja wstgpna 95 300 - dNTP 0,15 mM
pre-denaturation
. . wewngtrzny /internal
denaturacja/denaturation 95 60 forward (allelallele C) 0,5 uM
4 18083099 . 30  wewngtrzny /internal
anncaling 624 45 reverse (allel/allele G) 0.9uM
elongacja/elongation 72 30 zewngtrzny/external forward 0,1 pM
elongacja koncowa/final elongation 72 120 - zewnetrzny/external reverse 0,1 uM
polimeraza/polymerase
DreamTaq 0,05 U/l
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c.d. Tabela 4
1 [ 2 ] 3 [ 4 [ 5] 6 ] 7 [ 8
bufor/buffer 1x
denaturacja wstgpna 95 120 - dNTP 0,25 mM
pre-denaturation
. . wewnetrzny /internal
denaturacja/denaturation 95 60 forward (allel/allele T) 1 uM
. wewngtrzny /internal
s 41806771 Anealing 66 30 30 reverse (allel/allele C) M
. . zewngtrzny/external
elongacja/elongation 72 30 forward 0,5 uM
elongacja kqncowa 72 300 _ zewngtrzny/external 0.5 uM
final elongation reverse
polimeraza/polymerase
DreamTaq 0,05 U/ul

Warunki reakeji tetra-primer ARMS-PCR zostaly dobrane indywidualnie dla kazdego z
analizowanych polimorfizméw. Optymalizacja PCR opierata si¢ na doborze odpowiednich
stezen odczynnikow i matrycy oraz warunkow termicznych reakcji. Wszystkie reakcje PCR
byly przeprowadzane w termocyklerze Mastercycler epgradient Tub Mastercycler pro
vapo.protect (Eppendorf). Na pierwszym etapie dobierano odpowiednie warunki reakcji z
uzyciem wylacznie starterow zewnetrznych, poniewaz powstaly produkt shuzy jako matryca
do amplifikacji fragmentow specyficznych dla alleli. W drugim etapie, do juz
zoptymalizowane] reakcji dodawano startery wewngtrzne i analizowano otrzymany wzor
prazkowy. W przypadku otrzymania dodatkowych produktéw niespecyficznych dokonywano
dalszej optymalizacji reakcji PCR. Zoptymalizowane warunki reakcji PCR oraz sklad
mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli 4.

W celu okreslenia przydatnosci techniki TagMan® oraz tetra-primer ARMS-PCR do
przeksztalcenia polimorfizméw SNP do markerow specyficznych otrzymane wyniki
genotypowania poréwnano z wynikami uzyskanymi dla pieciu losowo wybranych
polimorfizmow diagnostycznych zasocjowanych ze wspotczynnikiem ksztattu i zbiezystosci
korzenia, zidentyfikowanych w toku analizy wynikow GBS.

WYNIKI I DYSKUSJA

Identyfikacja rejonéw genomu zwigzanych z genetycznymi determinantami

ksztaltu korzenia

W pierwszym etapie identyfikacji rejondéw genomu zwigzanych z wspotczynnikiem
ksztattu i1 zbiezystosci korzenia marchwi obliczono wartoSci -LoglO(p). Jest to wartos$¢
mowigca o poziomie asocjacji pomi¢dzy kazdym z polimorfizméw a badang cecha. Ze
wzgledu na mozliwos¢ wzrostu bledu o wynikajaca z duzej liczby testowanych
polimorfizmow, co przeklada si¢ na jednoczesne testowanie wielu hipotez, mogace
prowadzi¢ do odrzucenia prawdziwe] hipotezy zerowej konieczne jest przeprowadzanie
korekty dla poziomu istotnosci. W tym celu wykorzystano korekte Bonfferoniego, zgodnie ze
wzorem o =1 - (1 - a) 1/k , gdzie o' = warto$¢ po korekcie Bonferroniego o = przyjeta
warto$¢ p (0,05), k = liczba testow odpowiadajaca liczbie polimorfizméw. Poziom istotnosci
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powyzej ktorego zidentyfikowany polimorfizm pojedynczego nukleotydu zostat uznany za
zasocjowany z analizowanym wspétczynnikiem ksztaltu lub zbiezystosci korzenia dla p
<0,05 wynosit po korekcie -Log10(p) = 5,13.

Poréwnanie wartosci p oczekiwanych oraz wartosci p obliczonych dla analizowanych danych

17 .

00 025 050 075 100 125 130 175 200 225 250 275 300 325 330 373 400 425
Expected -Logl 0(P-Value)

[@ wsp_kszt_GKN_14_15 e wsp_zb_GKN_14_15 — Expected Values|

Rys. 1. Wynik poréwnania wartosci —Log10(p) oczekiwanych oraz wartos$ci -Log10(p) otrzymanych
metoda MLM z reestymacja danych. Kolorem niebieskim oznaczono warto$ci -Log10(p) obliczone dla
wspélezynnika zbiezystosci, kolorem czerwonym — dla wspélczynnika ksztaltu, linia ciagla — wartosci

oczekiwane
Fig. 1. Comparison result of the expected —Log10(p) values and the -Log10(p) values obtained via the
MLM method with data re-estimation. The colour blue is used for the -Log10(p) values calculated for
the tapering coefficient, the colour red is used for shape coefficient, continuous line marks the expected
value

Wartosci p wskazujgce na asocjacje polimorfizméw SNP ze wspotczynnikiem zbiezystosci.

Log10(P-value)

0 50 000 000 100 000 000 150 000 000 200 000 000 250 000 000 300 000 000 350 000 000
Position

Numer chromosomu  [81 €2 43 4 =56 -7»8 19

Rys. 2. Wykres punktowy przedstawiajacy wartosci -log10(p) otrzymane w wyniku analizy asocjacji
z wykorzystaniem modelu MLM pomiedzy polimorfizmami SNP ze wspétczynnikiem zbiezystosci
korzenia. Poziom istotnosci powyzej ktorego przyjeto, ze polimorfizm jest zwiazany z cecha wynosit -
log10 > 5,13
Fig. 2. Manhattan plot of MLM analysis showing negative log10 values of association between SNP and
root tapering coefficient. The significance threshold corresponds to negative log10 (NegLog10) > 5.13
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Wartosci p wskazujace na asocjacje polimorfizméw SNP ze wspotczynnikiem ksztattu.

o 50 000 000 100 000 000 150 000 000 200 000 000 250 000 000
Position

Numer chromosomu 81 62 43 4=5 6 -7»8 19|

Rys. 3. Wykres punktowy przedstawiajacy wartosci -log10(p) otrzymane w wyniku analizy asocjacji
z wykorzystaniem modelu MLM pomiedzy polimorfizmami SNP ze wspolczynnikiem ksztaltu
korzenia. Poziom istotno$ci powyzej ktorego przyjeto, Ze polimorfizm jest zwiazany z cecha wynosil -
log10 > 5,13
Fig. 3. Manhattan plot of MLM analysis showing negative log10 values of association between SNP and
root shape coefficient. The significance threshold corresponds to negative log10 (NegLog10) >5.13

Tabela 5
Markery wykazujace istotny zwiazek ze wspolczynnikiem zbiezystos$ci
Markers displaying a significant relationship with the tapering coefficient
Obserwowana substytucja Obecno$¢ polimorfizmu w
Lp | Chromosom |Pozycja SNP| Region (pz) (genotyp wystepujacy w rejonie sekwencji kodujacej
No.|Chromosome|SNP position| Region (bp) -Logl0(p) przewadze) Presence of the
’ Observed substitution polymorphism in the coding
(genotype present in excess region®

1 7 31814592 66309 17,28 A/T (A) tak
2 39327561 A/C (A) nie
3 2 39327611 289103 12,9 G/T (G) nie
4 41806771 T/C (T) nie
5 3 41951269 197667 11,21 T/C (T) tak
6 8 16133460 35 8,41 C/T (C) tak
7 18083099 C/G (C) tak
8 4 18083111 048 8,16 AT (T) tak
9 20494477 G/T (T) nie
10 3 20494481 1145038 8,09 A/G (A) nie
11 40077989 A/G (G) tak
12 3 40078041 91408 77 A/G (G) tak
13 1 27477851 51 7,18 C/T (C) tak
14 7 556948 5691 6,78 T/A (T) tak
15 6 29526147 584 6,66 C/T (C) nie
16 9 30762163 61561 6,48 T/G (T) tak
17 4 14260714 186293 6,3 C/A (O) tak
18 3 44244819 4259 6,13 A/G (A) tak
19 3 12183461 94584 5,56 A/G (A) tak
20 6 23719828 32863 5,51 A/G (G) tak

Porownanie warto$ci -LoglO(p) spodziewanych i otrzymanych dla obu
wspotczynnikow wskazywato na odpowiednie dopasowanie modelu do testowanych
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danych (rys. 1). Dla wspolczynnika zbiezystosci zidentyfikowano 20 polimorfizmow
o charakterze biallelicznym, ktére zgrupowano w 15 regionach (rys. 2, tab. 4). Cztery
polimorfizmy diagnostyczne zwigzane ze wspotczynnikiem zbiezystosci oraz jeden
zwigzany ze wspotczynnikiem ksztaltu zostaly wytypowane do opracowania meto-
dyki genotypowania TagMan® oraz tetra-primer ARMS-PCR.

Tabela 6
Markery wykazujace istotny zwiazek ze wspolczynnikiem ksztaltu
Markers displaying a significant relationship with the shape coefficient

Obserwowana substytucja Obecnos$¢ polimorfizmu w

Chromosom | Pozycja SNP| Region (pz) (genotyp wystepujacy w rejonie sekwencji kodujacej

o . -Logl0(p) przewadze) Presence of the
Chromosome | SNP position | Region (bp) Observed substitution (genotype polymorphism in the
present in excess coding region®
3 35583370 198988 8,54 A/C (A) nie
7 16766588 242591 5,47 C/T (C) tak

“tak/yes; nie/no

Genotypowanie TagqMan®

Otrzymane warto$ci ARn dla locus chr3 35583370 mie$city si¢ w zakresie 0,11-1,73
dla sondy chr3 35583370 V (VIC) oraz 0,15-3,44 dla sondy chr3 35583370 M (FAM)
(tab. 2). Widma emisji fluorescencji pochodzace od sondy chr3 35583370 M
przyjmowaty wartosci nawet dwukrotnie nizsze niz dla sondy chr3 35583370 _V (rys. 4).

A B C.

200 o e RS 70

I 1000 RS 11

Fluorescencja
8
8
Fluorescencja
8
8
Fluorescencja
8
8

RS 70

0000 0000 000
700 000 0000
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Cykl Cykl Cykl

Rys. 4. Locus chr3_35583370 — przykladowe wykresy zaleznoSci intensywnosci emisji fluorescencji od
cyklu reakeji PCR dla czterech obiektéw reprezentujacych trzy genotypy. A — RS 22 (homozygota
A/A), B — RS 54 (homozygota C/C), C — RS 11 i RS 70 (heterozygota A/C). Linie: zielona — barwnik
VIC, niebieska — barwnik FAM, czerwona — barwnik ROX
Fig. 4. Locus chr3_35583370 — sample graphs of the interdependence of the fluorescence emission
intensity and the PCR cycle for four objects representing three genotypes. A — RS 22 (homozygote
A/A), B — RS 54 (homozygote C/C), C — RS 11 and RS 70 (heterozygote A/C). Lines: green —VIC dye,
blue -FAM dye, red -ROX dye
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Tabela 7
Wyniki genotypowania ro§lin reprezentujacych 40 odmian marchwi uprawnej w oparciu o pie¢
polimorfizméw diagnostycznych. Porownano wyniki identyfikacji genotypow otrzymane przy
zastosowaniu techniki tetra-primer ARMS-PCR, TagMan® oraz GBS. Podkre$leniem oznaczono
zaobserwowana rozbiezno$¢ identyfikowanych genotypéw wzgledem GBS. ? — procent zgodnoSci
uzyskanych wynikéw wzgledem metody GBS; ” — brak amplifikacji
The results of genotyping plants representing 40 accessions of western-type carrot based on five
diagnostic polymorphisms. The results of genotype identification obtained through the use of tetra-
primer ARMS-PCR, TagMan® and GBS techniques were compared. Underlining marks the observed
divergence of the identified genotypes relative to GBS. ® — the percentage of convergence of the
obtained results relative to GBS; P — lack of amplification

CHR2 39327561 CHR3 35583370
Odmiana Roélina 1/ Plant 1 Roélina 2/ Plant 2 Roélina 1/Plant 1 Roélina 2/Plant 2
Cultivar | ARMS- | TaqMtan | GBS | AR | TaqMan | GBS | ARMS™ | Taqvan | GBS | AR | TaqMan | GBS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
RS1 A A A A A A C C C A/C A/C A/C
RS2 A A A A A A A/C A/C A/C A A A
RS 4 A A A A A A A A A/C A/C A/C A/C
RS 6 A A A A A A A A A A A A
RS 11 C C C A/IC A/C C A/C A/C A/C A A A
RS 14 A/C A/IC C b A A A A A - A A
RS 17 A/C A/C A - A A A A A - A A
RS 22 A A A A A A A A A A A A
RS 25 A/C A/C A/C A A A A A A A A A
RS 26 A/C A/C A/C A/C A/C A/C A A A A A A
RS 29 A A A A A A A A A A A A
RS 33 A A A A A A A A A A A A
RS 35 A A A A A A A A A A A A
RS 36 A A A A/C A/C A/C A A A A A A
RS 39 A/C A/C A/C A A A A A A A A A
RS 42 - A A - A A A A A A/C A/C A/C
RS 45 A A A A A A A A A A A A
RS 46 A A A A A A A A A A/C A/IC C
RS 47 A A A A A A A A A A A A
RS 51 A/C A A A A A A A A A A A
RS 52 A A A A A A A A A A A A
RS 54 C C C C C C A A A A A A
RS 59 A A A A A A A A A A A A
RS 61 A A A A A A A A A A/C A/C A/C
RS 64 A A A A A A A A A A A A
RS 67 A/C A A A A A A A A A/C A/C A/C
RS 70 A A A A A A A/C A/C A/C A/C A/C A/C
RS 72 A A A A A A A A A A A A
RS 75 A A A A A A A A A A A A
RS 80 A A A - A A A A A A A A
RS 83 A A A A A A A A A A A A
RS 86 A A A A A A A A A A A A
RS 88 A A A A A A A A A A A A
RS 91 A A A - A/C A/C A A A A A A
RS 93 A A A - A A A A A A A A
RS 94 A/C A/C A/C A/C A/C A/C A A A A A A
RS 95 A/C A/C C C C C A A A A A A
RS 96 - A/C A/C A A A A A A A A A
RS 98 A A A A A A A A A A A A
RS 100 A A A A A A A A A A A A
%" 87,5 92,5 — 97,5 97,5 — 97,5 97,5 — 97,5 97,5 —
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c.d. Tabela 7
Odmi CHR4 18083099
Cu‘f::j:ra Roslina 1/ Plant 1 Roslina 2/ Plant 2
ARMS-PCR | TagMan | GBS ARMS-PCR | TagMan | GBS
RS 1 C C C G G C/G
RS2 C C C/G G G C/G
RS 4 C C C/G G G C/G
RS6 C/G G C C C C
RS 11 C/G C C C C C
RS 14 C C C - C C
RS 17 C C C - C C/G
RS 22 C C C C C C
RS 25 C C C C C C
RS 26 C C C C C C/G
RS 29 C C C/G C C C
RS 33 C/G C/G C/G C/G C/G C
RS 35 C C C C/G C/G C/G
RS 36 C C C C C C
RS 39 C/G G C/G C/G C/G C
RS 42 C/G C/G C/G C/G C/G C/G
RS 45 C/G C/G C C C C/G
RS 46 C C C C C C/G
RS 47 C C C C/G C/G C
RS 51 C C C C C C
RS 52 C/G C/G C C C C
RS 54 G G G G G G
RS 59 C C C C C C
RS 61 C C C C/G C/G C
RS 64 C C C C C C/G
RS 67 C C C C C C
RS 70 C/G C/G C C/G C/G C
RS 72 C C/G C/G C/G C/G C
RS 75 C C C/G C C C/G
RS 80 C C C C C C
RS 83 C C C C C C
RS 86 G G C G G C/G
RS 88 C C C C C C
RS 91 C/G C/G C C C C/G
RS 93 C/G G C/G C/G G C
RS 94 C C C C/G C/G C
RS 95 C C C C C C/G
RS 96 C/G C/G C/G C/G C/G C
RS 98 C/G C/G C C/G C/G C/G
RS 100 C C C C C C/G
%* 67,5 67,5 — 45,0 45,0 —
odmi CHR 5 41806771 CHRS8 16133451
Curlrt‘:j:f Roélina 1/Plant 1 Roslina 2/ Plant 2 Roélina 1/Plant | Roélina 2/Plant 2
ARMS-PCR | TagMan | GBS | ARMS-PCR | TagMan | GBS | TagMan GBS TagMan GBS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
RS 1 T/C T/C T T T T C/T C/T C/T C/T
RS2 T/C T/C T/C T T T C C C C
RS 4 T T T T T T C/T C/T C C
RS 6 T T T T T T C C C/T C/T
RS 11 T/C T/C T T T T C/T C C/T C/T
RS 14 T T T - T T C C C C
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c. d. Tabela 7

1] 2 | 3 [ 4] 5 | 6 [ 7] 8 | o | 10 | 11
RS 17 T T T - T T C/T C/T C/T C/T
RS 22 T/C T/IC  T/C T/C T/C  T/C C C C C
RS 25 T T T T T T C C C C
RS 26 T/C T/IC T/C T T T C C C C
RS 29 T T T T T T C C C C
RS 33 T/C T/IC  T/C T/C T/C  T/C C C C C
RS 35 T T T T/C TIC  T/C C C C C
RS 36 T T T T T T C C/T C C/T
RS 39 T T T T T T C C C C
RS 42 T T T T T T C C C C
RS 45 T T T T T T C C C C
RS 46 T T T T T T C C C C
RS 47 T T T T T T C C C C
RS 51 T T T T T T C C C C
RS 52 T T T T/C T/C  T/C C C C C
RS 54 C C C C C C T T T T
RS 59 T T T T T T C/T C/T C/T C/T
RS 61 T T T T T T C C C C
RS 64 T/C T/IC T/C T T T C C C/T C/T
RS 67 T T T T T T C C C C
RS 70 T T T T T T C C C C
RS 72 T/C T/IC T/C T T T C C C C
RS 75 T T T T T T C C C C
RS 80 T T T T T T C C C C
RS 83 T T T T/C T/C T C C C C
RS 86 T/C T/IC T/C T T T C C C C
RS 88 T T T T/C T/C  T/C C C C C
RS 91 C C C T T T C C C C
RS 93 T T T T T T C C C C
RS 94 T T T T T T C C C C
RS 95 C C C C C C C/T C/T C C
RS 96 T T T T/C TIC  T/C C/T C/T C/T C/T
RS 98 T T T T T T C C C C
RS 100 T T T T T T C C C/T C/T

% 95,0 950  — 97,5 975  — 95,0 — 97,5 —

Ze wzgledu na znaczace ale stale roznice emisji fluorescencji pochodzacej od
przytaczonych sond, do identyfikacji genotypdw wykorzystano wspotczynnik Ra.c
(Ralieli-anerz). Na podstawie analizy widm fluorescencji otrzymanych dla analizowanego
locus wyznaczono zakresy graniczne warto$ci wspolczynnika Ra.c dla: (1) homozygot
A/A —Ra.c>3,0; (2) heterozygot — 3,0 > Ra.c > 0,3; (3) homozygot C/C — Ra.c < 0,3 (tab.
2).0bliczone wartosci wspoOtczynnika Ra.c miescity sie zakresie 0,04—10,33. Przyjete
kryteria umozliwily jednoznaczng identyfikacj¢ w badanej kolekcji 69 homozygot A/A,
1 homozygoty C/C oraz 10 heterozygot A/C (rys. 5).

Dla analizowanego locus zaobserwowano 97,5% zgodno$¢ wynikow genotypowania
technika TagMan® i GBS (tab. 7). Analogicznie, na podstawie warto$ci ARn
otrzymanych dla poszczegdlnych wariantow allelicznych w obrebie pozostatych czterech
loci wyznaczono odpowiadajgce im wartosci graniczne wspotczynnika Ryjjei1.q11e12 dla
homozygot obu typow oraz heterozygot (tab. 2) oraz dokonano manualnej identyfikacji
genotypow (tab. 7) w obrebie badanej kolekcji roslin.
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Rys. 5. Wykres punktowy dyskryminacji allelicznej 40 odmian marchwi uprawnej w locus chr3_35583370.
05 x — wartosci ARn dla sondy chr3_35583370_V (allel A); oS y - wartosci ARn dla sondy chr3 35583370 M
(allel C); oznaczenie punktéw: niebieskie — homozygota C/C, zielone — heterozygota A/C, czerwone —
homozygota A/A, czarne — kontrola negatywna. A —roslina 1; B — roslina 2
Fig. 5. Point graph of allele discrimination of 40 accessions of cultivated carrot in locus chr3_35583370.
The x axis — ARn values for chr3_35583370_V (allele A) probe; the y axis - ARn values for
chr3_35583370_M (allele C) probe; point marking: blue — C/C homozygote, green A/C heterozygote,
red — A/A homozygote, black — negative control. A — plant 1; B — plant 2

Podstawg weryfikacji przydatnosci wykorzystanej technologii stanowito poréwnanie
zbieznosci wynikow genotypowania z zastosowaniem sond TagMan® oraz techniki GBS
uzyskanych dla badanej kolekcji 40 odmian marchwi uprawnej. Sondy TagMan® oraz
startery dla kazdego z pigciu Joci zostaly zaprojektowane prawidtowo, a ogodlna
wydajno$¢ amplifikacji nie odbiegata od oczekiwanej. Zaobserwowana w przypadku
locus chr4 18083099 duza (45%) rozbiezno$¢ wynikow genotypowania TagMan® i GBS
wynika prawdopodobnie z obecnosci dodatkowego polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu w obrgbie sekwencji przylaczania sond. Wyniki resekwencjonowania rejonu
chromosomu 4 zawierajgcego analizowany locus potwierdzily obecno$¢ dodatkowego
biallelicznego polimorfizmu G/C w pozycji -5 nt w stosunku do locus chr4 18083099 w
genomie odmiany uprawnej marchwi Chantenay Red Cored (rys. 6). Obecnosé
dodatkowego polimorfizmu punktowego badz indelu w sgsiedztwie analizowanego SNP
jest podawana przez producenta sond jako jedna z najczestszych przyczyn otrzymania
nieprawidtowych wynikéw (TagMan® Genotyping Assays — Protocol, 2010). W celu
eliminacji wplywu obserwacji odstajacych na wynik genotypowania, za kryterium
identyfikacji genotypu przyjeto warto$¢ wspotczynnika Rapenaneiz. Dla kazdego locus, po
uprzedniej wizualnej analizie intensywnos$ci widm fluorescencji, ustalono graniczne
warto$ci  wspotczynnika Raieiianez, W obrgbie ktorych identyfikowano okreslone
genotypy. Dzigki wykorzystaniu tego wspolczynnika probkom o intensywnosci
fluorescencji proporcjonalnej, ale odbiegajgcej pozostalych moglt zosta¢ jednoznacznie
przypisany genotyp. Bardzo wysoki wspotczynnik zbieznosci wynikow genotypowania
czterech loci (chr2 39327561, chr3 35583370, chr5 41806771 oraz chr8 39327561)
otrzymanych z wykorzystaniem techniki TagMan® oraz GBS, siegajacy nawet 97,5%
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wskazuje na wysoki potencjal zastosowania sond TaqgMan® w badaniach z zakresu
identyfikacji oraz analizy polimorfizméw pojedynczego nukleotydu w genomie marchwi.
Niewatpliwg zaletg technologii TagMan® w poréwnaniu do genotypowania przez
sekwencjonowanie jest wicksza doktadno$¢ identyfikacji genotypu. Ponad 70%
rozbieznosci wynikéw dotyczyto niepeinej identyfikacji wariantu allelicznego przy
zastosowaniu techniki GBS — badana roslina zostata zidentyfikowana jako homozygota,
podczas gdy wyniki genotypowania z zastosowaniem sond TagMan® jednoznacznie
wskazywaty na jej heterozygotyczno$¢ w analizowanym /ocus.

ARMS - starter allel C _ TATCAGGAAACCAATAGCCACCCATC

TagMan - starter forward GCTATACCGCTATCAGGAAACCAAT

TagMan - sonda VIC CACCCTTCACATTTT _

DCARv2 - Chr4 - genom ref GAGGCCGCTATACCGCTATCAGGAAACCAATAGCCACCCTTICACATTTTGTG(TGCACAC GAAGAAACTGGAGAACACAAATGAGGAATGCGT
DCARv2 - Chrd - GBS GAGGCCGCTATACCGCTATCAGGAAACCAATAGCCACCCTTIGACATTTTGTGGAGCACAC 'GAAGAAACTGGAGAACACAAATGAGGAATGCGT
DCARv2 - Chr4 - genom reseq GAGGCAGCTAﬂgCCGCTATCAG}AAACCAATAGCCAGCCTTGACAL111(;1(:(.& ACAC. GAAGAAACTGCAGAACACAAATGAGGAATGCGT
TagMan - sonda FAM ACCCTTGACATTTT

TagMan - starter reverse AAACTGGAGAACACAAATGAGGAATG
ARMS - starter allel G ﬂ GAGATTTTGTG(TGCACAC GAAG -

C/G pozycja -5 nt

Rys. 6. Fragment sekwencji chromosomu 4 marchwi zawierajacy analizowany SNP chr4_18083099
(zaznaczony czerwonym prostokatem) wraz z sekwencjami starteréw wewnetrznych ARMS-PCR
(starter allel C i allel G) oraz starterami i sondami TaqMan® (starter forward i reverse oraz sonda VIC i
FAM) wykorzystanych do genotypowania 40 odmian marchwi uprawnej. Sekwencje genomu
referencyjnego (DCARv2_Chr4-genom_ref) poré6wnano z wynikiem genotypowania technika GBS
(DCARv2_Chr4-GBS) oraz sekwencja pochodzaca z resekwencjonowanego genomu marchwi uprawnej
odmiany Chanenay Red Cored (DCARv2_Chr4-genom_reseq). Brazowym prostokatem oraz strzaltka
oznaczono pozycje -5 nt, w ktérej zidentyfikowano dodatkowy SNP chr4_18083094 obecny w miejscu
przylaczania sond TagqMan®. Dodatkowe polimorfizmy zaobserwowane w odleglosci do 40 nt od locus
chr4_18083099 zaznaczono czarnymi prostokatami
Fig. 6. A fragment of the carrot chromosome 4 sequence , including the analysed SNP chr4_18083099
(marked with the red rectangle) together with the internal ARMS-PCR primer sequences (starter allele
C and allele G), as well as TagMan® primers and probes (starter forward and starter reverse and sonda
VIC and sonda FAM), used to genotype 40 cultivars of the carrot. The reference genome sequence
(DCARv2_Chr4-genom_ref) was compared with the result of genotyping through the GBS technique
(DCARv2_Chr4-GBS) and the sequence derived from the re-sequenced genome of the Chanenay Red
Cored cultivar (DCARv2_Chr4-genom_reseq). The brown rectangle and the arrow mark the -5 nt
position, where an additional SNP chr4_18083094, present at the TagMan® probes' hybridization
regions, was identified. Additional polymorphisms detected within the distance of 40 nt of the
chr4_18083099 locus were marked with black rectangles

Czegsto przyczyng tych rdéznic jest zbyt niskie pokrycie sekwencjonowanego genomu
w technologii GBS, uniemozliwiajace identyfikacje heterozygot. Wsrod gtéwnych zalet
technologii TagqMan® nalezy wymienié: latwo$é przygotowania probek i szybko$é
wykonania analizy, precyzyjnos¢ analizy przy prawidtowym zaprojektowaniu sond i
starterow, prosty model identyfikacji genotypu poprzez wykorzystanie wspotczynnika
Ratter:anel2 oraz stosunkowo niewielkie wymagania dotyczace wyposazenia laboratorium.
Znacznym ograniczeniem tej metody jest mozliwos¢ analizowania jednego polimorfizmu
w obrebie do$wiadczenia, dlatego tez technika ta jest wykorzystywana glownie do
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genotypowania /oci 0 znaczeniu diagnostycznym. Koszty analizy z wykorzystaniem sond
TagMan®, w przeliczeniu na probke, sa stosunkowo wysokie, dlatego w przypadkach
genotypowania na duzg skale oraz dysponowania ograniczonym zapleczem
laboratoryjnym mozna rozwazy¢ zastosowanie technik opartych na wykorzystaniu tansze;
i prostszej techniki PCR, takich jak tetra-primer ARMS-PCR.

Genotypowanie tetra-primer ARMS-PCR

Dla czterech sposrod pigciu analizowanych polimorfizméw diagnostycznych
uzyskano oczekiwane produkty reakcji tetra-primer ARMS-PCR, odpowiadajace
amplifikacji allelo-specyficznej oraz amplifikacji starterow zewnetrznych. Reakcje
przeprowadzone dla locus chr3 35583370 charakteryzowaly si¢ obecnoscig trzech
produktow: (1) o dlugosci 124 pz bedacego wynikiem amplifikacji startera specyficznego
dla allelu C oraz odpowiedniego startera zewngtrznego, (2) o dlugosci 174 pz bedacego
wynikiem amplifikacji startera specyficznego dla allelu A oraz odpowiedniego startera
zewngtrznego oraz (3) o dlugos$ci 244 pz bedacego wynikiem amplifikacji obu starterow
zewngtrznych (rys. 7). Na podstawie analizy otrzymanego profilu elektroforetycznego
dokonano manualnej identyfikacji genotypow, a otrzymane wyniki poréwnano z wyni-
kami uzyskanymi przy zastosowaniu techniki GBS oraz TagMan® (tab. 7).

o o O
ANy — o oo I~
vy N YN NN W
7B - - -~

500 pz

300 pz
200 pz
100 pz

\124 pz 174 pz

Rys. 7. Przykladowy wynik rozdzialu elektroforetycznego produktow reakcji ARMS-PCR dla locus
chr3_35583370. Bialymi strzalkami zaznaczono produkty amplifikacji starteréw specyficznych dla obu
alleli oraz starteréw zewnetrznych (tab. 3). M — marker dlugosci GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
Plus (Thermo Scientific). Zidentyfikowane genotypy: RS 2 i RS 70 — heterozygoty A/C, RS1 —
homozygota A/A, RS 36 i RS 83 — homozygoty C/C
Fig. 7. Sample result of electrophoretic separation of ARMS-PCR products for locus chr3_35583370.
White arrows mark the amplification products for primers specific to two alleles and the external
primers (Tab. 3). M — GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) size marker.
Identified genotypes: RS 2 and RS 70 — heterozygotes A/C, RS1 — homozygote A/A, RS 36 and RS 83 —
homozygotes C/C
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Analogicznie, na podstawie profili otrzymanych dla pozostatych trzech /oci dokonano
manualnej identyfikacji genotypow oraz ich poréwnania z wynikami otrzymanymi
pozostatymi metodami (tab. 7).

Najwazniejszym czynnikiem odpowiedzialnym za uzyskanie specyficznej amplifikacji
w technice tetra-primer ARMS-PCR jest odpowiednie zaprojektowanie starterow. W celu
uzyskania wydajnej i specyficznej amplifikacji, muszg by¢ spetnione cztery warunki: (1)
odpowiednia dtugos$¢ starterow, pomiedzy 26 a 32 nukleotydami, znaczaco zwigksza
specyficzno$¢ przylaczania starteréw; (2) niedopasowanie nukleotydu w pozycji -2 kofica
3’; (3) brak tendencji starterow do tworzenia struktur drugorzedowych oraz dimeréw, (4)
dtugos¢ produktow uzyskanych w efekcie amplifikacji zaprojektowanych starterow
powinna by¢ na tyle duza i zréznicowana, aby mozliwa byta ich latwa identyfikacja.
Wszystkie z zaprojektowanych par starterow spetialy zatozenia dotyczace ich dlugosci
oraz niedopasowania nukleotydu na koncu 3°. W przypadku trzech loci: chr3 35583370,
chr4 18083099 i chr8 16133451 jeden ze starterow wewngtrznych posiadat dodatkowe
niedopasowanie jednego nukleotydu wynikajace z obecno$ci dodatkowego polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu w obrgbie miejsca przylaczania do matrycy. Obecnosé
dodatkowego niedopasowania nukleotydu nie uniemozliwita selektywnej amplifikacji, a
wrecz wydaje sig, ze tatwiej bylo ja osiagna¢ - reakcje amplifikacji dla SNP, ktdére byty
identyfikowane przy uzyciu starterOw zawierajacych dodatkowe niedopasowanie byly z
reguly tatwiejsze w optymalizacji ze wzgledu na szerszy zakres optymalnej temperatury
ich przylaczania. Mozliwos¢ uzyskania poprawnego wzoru prazkowego pomimo
obecnosci dodatkowego polimorfizmu w bezposrednim sasiedztwie analizowanego SNP
znaczaco zwigksza przydatno$¢ techniki ARMS-PCR w identyfikacji i1 analizie
polimorfizméw obecnych w rejonie charakteryzujacym si¢ duzym wysyceniem SNP. Jest
to duza zaleta w poréwnaniu do techniki genotypowania TagMan®, ktorej gtdownym
ograniczeniem jest wrazliwo$¢ na obecnos¢ dodatkowych SNP w rejonie przylaczenia
sond. Jak zauwazono w pracy Chiapparino i in. (2004), najwazniejszym czynnikiem
w procesie optymalizacji reakcji ARMS-PCR byl dobor odpowiedniej temperatury
przytaczania starterOw (T,). Generalnie, zestawy starterow charakteryzujace sie
tworzeniem silnej struktury drugorzedowej, ale majace zblizong temperatur¢ topnienia
(Twm) pozwalaly na otrzymanie lepszych wynikow genotypowania niz te o zréznicowanej
Tm, ale nie tworzace struktur drugorzedowych. Problem tworzenia struktur drugo-
rzgdowych oraz dimerow przez cztery z zaprojektowanych starterow ograniczono
poprzez podniesienie temperatury annealingu o okoto 2°C w stosunku do przewidzianej
na podstawie ich sktadu nukleotydowego. Otrzymane zakresy dtugosci produktow dla
poszczegdlnych loci byly wystarczajace do ich identyfikacji metodg rozdziatu w zelu
agarozowym o zwickszonym do 1,5% stezeniu, co przektada si¢ w bezposrednio na
fatwos$¢ 1 szybko$¢ wykonania analizy.

Badana kolekcja roslin marchwi zostala zgenotypowana w pigciu wybranych loci
diagnostycznych. Niska specyficzno$¢ reakcji tetra-primer ARMS-PCR dla locus
chr8 16133451, wynikajagca prawdopodobnie ze zbyt duzej roznicy Tn starterow
wewngtrznych, nie pozwolita na uzyskanie wiarygodnych wynikow genotypowania
analizowanej kolekcji. Roéwniez wyniki  genotypowania w locus chrd 18083099
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odbiegaty od wynikow uzyskanych z zastosowaniem techniki GBS, prawdopodobnie na
skutek obecnosci dodatkowych SNPOow w obregbie miejsca przylaczania starteréw allelo-
specyficznych (rys. 6). Dla pozostatych trzech loci diagnostycznych zaobserwowano
bardzo wysokg zbiezno§¢ wynikoéw genotypowania technika tetra-primer ARMS-PCR
oraz GBS, wahajaca si¢ w zakresie od 87,5% do 97,5%. Wyniki genotypowania technika
tetra-primer ARMS-PCR oraz TagMan® charakteryzowaly si¢ jeszcze wicksza
zbieznoscia, si¢gajaca od 94,6% do 100%. Otrzymane wartoSci wskazuja na duza
wiarygodno$¢ wynikow genotypowania marchwi uzyskanych przy zastosowaniu tetra-
primer ARMS-PCR.

Do gtownych wad techniki tetra-primer ARMS-PCR nalezy zaliczy¢ koniecznosé
bardzo precyzyjnego projektowania starteréw, z uwzglednieniem wielu czynnikoéw
krytycznych dla powodzenia analizy oraz czgsto dlugi i zmudny proces optymalizacji
reakcji PCR, zwlaszcza w przypadku zastosowania zestawu starterow o zroéznicowanej
temperaturze przylaczania starterow. Obserwuje si¢ rowniez wigkszy w stosunku do
techniki TagMan® procent niewydajnej amplifikacji uniemozliwiajacej identyfikacje
genotypu. W rejonach bogatych w zasady GC bardzo czegsto niemozliwe jest
zaprojektowanie starterow wydajnie amplifikujgcych analizowany SNP (Medrano i de
Oliveira, 2014), co ogranicza mozliwo$¢ wykorzystania tej metody do rejondow ubogich
w sekwencje powtdrzone. Do niewatpliwych zalet techniki tetra-primer ARMS-PCR
nalezy niski koszt analizy, ograniczajacy si¢ do kosztoOw otrzymania starterOw oraz
podstawowych odczynnikéw do przeprowadzenia PCR i rozdzialu elektroforetycznego
oraz wysoka wydajno$¢ genotypowania po opracowaniu zoptymalizowanej metodyki.
Dodatkowo, opisana juz mniejsza wrazliwo$¢ na obecnos¢ dodatkowych SNP w
sasiedztwie analizowanego locus oraz dokladniejsza w stosunku do GBS identyfikacja
heterozygot sprawia, ze technika tetra-primer ARMS-PCR moze by¢ uznana za przydatna
do przeksztalcenia polimorfizméw diagnostycznych do kodominacyjnych markerow
specyficznych.

PODSUMOWANIE

Zastosowana w powyzszych badaniach strategia genomowego mapowania
asocjacyjnego z wykorzystaniem modelu MLM umozliwita identyfikacje dwudziestu
dwoch polimorfizmoéw pojedynczego nukleotydu zgrupowanych w siedemnastu rejonach
genomu, wykazujacych wiarygodny zwigzek z analizowanymi cechami morfologicznymi
korzenia spichrzowego marchwi. Pig¢ sposrdéd zidentyfikowanych polimorfizmow
wytypowano do ich eksperymentalnej walidacji i opracowania markeréw specyficznych
zwigzanych z genetycznymi determinantami ksztattu korzenia z zastosowaniem technik
opartych na tancuchowej reakcji polimerazy. Przeksztalcenie zidentyfikowanych
polimorfizméw diagnostycznych do markerow opartych na technologii TagMan® oraz
tetra-primer ARMS-PCR charakteryzowata si¢ wysokim wspotczynnikiem sukcesu,
wskazujac na duzy potencjal wykorzystania tych technik do opracowywania markeréw
SNP zasocjowanych z istotnymi cechami agronomicznymi.
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sfinansowania ze srodkow Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi na badania
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