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Opracowanie 1 wykorzystanie wysokowydajnych
technik selekcji genomowej w doskonaleniu warzyw

Development and application of high-throughput techniques for genomic selection
in the improvement of vegetable crops

Stowa kluczowe: genotypowanie, korzen spichrzowy, mapowanie asocjacyjne, marchew, stres
abiotyczny, struktura zmiennos$ci genetycznej

FENOTYPOWANIE ROSLIN

Cel tematu: okreslenie fenotypu roslin odpornych na stres zasolenia na poziomie
komoérkowym.

Opis wynikéw

Analiza mikroskopowa przekrojow korzeni roslin kontrolnych wskazata na ich typowa
budowe 1 charakterystyczny uktad tkanek. U ro$lin traktowanych 150 mM NaCl
stwierdzono znaczne pogrubienie korzeni. W przypadku roslin F2 zaobserwowano
silniejsze grubienie pod wplywem zasolenia niz dla roslin populacji rodzicielskiej
tolerancyjnej na stres zasolenia (DLB), co byto spowodowane powigckszeniem komorek
kory pierwotnej, a takze wigkszej liczby komorek u roslin F2 (rys. 1). Obserwowano
rowniez réznice w budowie walca osiowego u roslin poddanych stresowi, w porownaniu
do roslin kontrolnych.
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150 NaCl

Rys. 1. Budowa anatomiczna korzeni siewek marchwi rosnacych w warunkach kontrolnych (Kontrola)
i w warunkach stresu zasolenia (150 NaCl). 2874B — linia rodzicielska wrazliwa na stres zasolenia,

DLB — rodzicielska odmiana lokalna tolerancyjna na stres zasolenia, Mieszaniec — F2 (2874B x
DLB). Nie uzyskano ro$lin linii 2874B w warunkach stresu zasolenia

Whioski

— Anatomia korzeni siewek marchwi tolerancyjnych na stres zasolenia rosnacych
na podlozu z dodatkiem 150 mM NaCl rézni si¢ od typowej anatomii roslin
kontrolnych.

— Grubienie korzeni roslin rosngcych na podtozu z dodatkiem 150 mM NaCl jest
spowodowane wzrostem objetosci komorek migkiszowych (w przypadku ro$lin
tolerancyjnej odmiany lokalnej DLB oraz jednej z roslin F2) lub wzrostem liczby
komoérek migkiszowych (w przypadku jednej z roslin F2).

— Rosliny F2 cechowaly si¢ bardziej znaczacymi nieprawidtowosciami budowy
anatomicznej korzenia niz tolerancyjna forma rodzicielska (DLB), obejmujacymi
niewlasciwie wyksztalcone wigzki przewodzace, przestwory migdzy komorkami
migkiszu i ich bardziej nieregularny ksztalt, przy czym obserwowane zmiany byly
rozne dla kazdej z roslin F2. Wskazuje to na kompleksowy charakter tolerancji na
stres zasolenia, ktérego poszczegélne komponenty u roslin F2 prawdopodobnie
zostaty utracone.
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WYSOKOWYDAJNE GENOTYPOWANIE

Cel tematu: genotypowanie roslin reprezentujacych kolekcj¢ odmian marchwi jadalne;j
w oparciu o polimorfizmy insercji transpozondéw DcSto

Opis wynikéw

Genotypowanie w oparciu o panel markerow molekularnych DcSfo zostato
przeprowadzone dla 156 roslin reprezentujgcych 78 odmian marchwi z kolekcji zgodnie
z metodyka opracowang w roku 2014. Kazda odmiana byla reprezentowana przez jedna
rosling. Dla 73 loci otrzymano dwa warianty alleliczne odpowiadajace obecnosci
elementu DcSto lub jego brakowi. 27 loci charakteryzowato si¢ obecnoscig dodatkowego
wariantu allelicznego u przynajmniej jednej z genotypowanych populacji.

Whioski
— Genotypowanie markerami DcSto 156 roslin z 78 populacji pozwolito na identyfikacje

73% loci w uktadzie biallelicznym, a pozostate 23% cechowalo si¢ obecno$cia

przynajmniej jednego dodatkowego wariantu.

ANALIZA BIOINFORMATYCZNA I IDENTYFIKACJA POLIMORFIZMOW
DIAGNOSTYCZNYCH

Cele tematu: analiza struktury zmiennos$ci genetycznej w kolekeji odmian uprawnych
marchwi w oparciu o wyniki genotypowania GBS i DcSto-ILP; mapowanie asocjacyjne
w oparciu o wyniki fenotypowania i genotypowania GBS; identyfikacja i charakterystyka
genow kandydujacych warunkujacych morfologi¢ korzenia.

Opis wynikéw

Wyniki uzyskane w toku genotypowania panelem markeréw DcSto-ILP oraz GBS
dla 78 odmian z kolekcji zmiennos$ci genetycznej marchwi uprawnej typu zachodniego
zostaly poddane analizom struktury zmienno$ci genetycznej przy wykorzystaniu
oprogramowania STRUCTURE. Do analizy struktury zmienno$ci genetycznej opartej na
insercjach elementow DcSto wybrano 93 loci. Analizg struktury zmiennosci genetycznej
w oparciu o polimorfizmy pojedynczego nukleotydu przeprowadzono w oparciu o 2354
markery SNP. Stwierdzono, ze najbardziej prawdopodobna struktura zmiennosSci
genetycznej badanej kolekcji odmian to:

— trzy, cztery lub siedem grup (K = 3, K = 4 lub K = 7) przy analizie struktury
zmienno$ci wynikajacej z polimorfizmu insercji transpozonow DcSto;

— trzy, cztery lub pi¢¢ grup (K =3, K =4 lub K = 5) przy analizie struktury zmiennos$ci
wynikajacej z polimorfizmu pojedynczych nukleotydow (SNP).

Do przeprowadzenia genomowego mapowania asocjacyjnego (GWAS) wykorzystano
127155 polimorfizméw SNP zidentyfikowanych w wyniku genotypowania GBS dla 327
ro$lin reprezentujacych rozne grupy odmian marchwi. Zidentyfikowano rejon
zlokalizowany na chromosomie 1, zasocjowany z szerokoscig korzenia. W jego obrgbie
znajdowalo si¢ osiem markerow o wartosci -logl10e<5,52 i byly one zlokalizowane
w rejonie obejmujgcym dwa geny.
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Whioski

— Struktura zmiennosci genetycznej populacji marchwi typu zachodniego odzwierciedla
podziat odmian marchwi na typy uzytkowe oraz morfologi¢ korzenia spichrzowego.

— Typy Amsterdam i Chantenay sg wyraznie odrebne od pozostatych typow.

— Przyporzadkowanie odmian w oparciu o markery SNP jest nieco inne niz to
obserwowane dla markerow DcSto.

— Wysoki poziom admiksji wskazuje na stosunkowo czeste wykorzystywanie
przez hodowcoéw krzyzowan pomiedzy materiatami nalezacymi do réznych typow
uzytkowych.

— Przy wykorzystaniu strategii mapowania asocjacyjnego (GWAS) zidentyfikowano gen
kandydujacy (LOCI108201261), zwigzany z determinacjg przyrostu korzenia marchwi
na szerokos¢.

— Ksztalt korzenia marchwi jest determinowany poligenicznie, poprzez wiele loci
charakteryzujacych si¢ malymi efektami.

KONWERSJA WYBRANYCH POLIMORFIZMOW DO MARKEROW SPECYFICZNYCH

Cel tematu: konwersja polimorfizméw GBS-SNP do markeréw specyficznych i ich
walidacja

Opis wynikéw

Do genotypowania w rejonie dwoch genéw kandydujacych (gen warunkujacy przyrost
korzenia marchwi na szeroko$¢ i gen potencjalnie zwigzany z reakcja ros$lin marchwi
na stres zasolenia) wykorzystano cztery markery SNP identyfikowane w systemie
TagMan. Przeprowadzono réwniez ocene poziomu ekspresji tych samych genow. Marker
chrl 26632616 roznicowal rosliny marchwi pod wzgledem wspotczynnika ksztattu
korzenia w zaleznosci od genotypu (rys. 2). Przeciwstawne allele zasocjowanego genu
cechowaty si¢ podobnym profilem ekspresji, osiggajgc maksimum w okresie 11 tygodnia
od kietkowania, ale wzrost poziomu ekspresji dla allelu warunkujgcego intensywniejszy
przyrost korzenia marchwi na szeroko$¢ byt znacznie silniejszy niz dla allelu
przeciwstawnego (rys. 2). Wskazuje to na prawdopodobny zwigzek tego genu
z determinacjg ksztaltu korzenia marchwi. Trudno$¢ z oznaczeniem homozygot
alternatywnych dla markera w obrgbie rejonu determinujacego reakcje siewek marchwi
na zasolenie i ich identyfikacja jako heterozygoty w technice TagMan, moze §wiadczy¢
o0 istnieniu w tym rejonie strukturalnej rearanzacji. Wytypowany gen kandydujacy ulegat
wyciszeniu w odpowiedzi na stres zasolenia u ro$lin tolerancyjnych.
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Rys. 2. Wyniki walidacji markera SNP chr1_26632616 zasocjowanego z szeroko$cia korzenia
spichrzowego marchwi. Genotypowanie 90 roslin o réznym ksztalcie korzenia w systemie TaqMan
(lewy panel), wykres box-plot obrazujacy rozklad wartosci szerokosci ramion dla tych samych roslin,
w zaleznoS$ci od identyfikowanego genotypu (Srodkowy panel), ekspresja genu LOC108201261
w Kkorzeniach roslin o przeciwstawnych wariantach allelicznych markera SNP chrl_26632616 (GG —
kolor zielony, TT — kolor niebieski) w czterech terminach odpowiadajacych fazom rozwojowym
korzenia spichrzowego marchwi (prawy panel)

Whioski

— Dla jednego z dwoch testowanych loci (chrl 26632616) obserwowano oczekiwany
polimorfizm pojedynczego nukleotydu.

— Marker SNP chrl 26632616 identyfikowany przy uzyciu technologii TaqMan
wydajnie genotypowal rosliny w obrebie segregujacych populacji.

— Zaobserwowano statystycznie istotng réznice pod wzgledem szerokosci korzenia
pomigdzy roslinami homozygotycznymi o przeciwstawnych wariantach allelicznych
markera SNP chrl 26632616.

— Gen LOCI108201261 jest zaangazowany w przyrost Kkorzenia spichrzowego
na grubo$¢, majacy miejsce okoto 10—11 tygodnia od kietkowania.

— Wyniki genotypowania TagMan genu DCAR 006211 potencjalnie zaangazowanego w
warunkowanie tolerancji marchwi na stres zasolenia wskazuja na prawdopodobne
rearanzacje (mozliwg tandemowa duplikacj¢) w genotypowanym  rejonie.
Zastosowanie markera HRM zakotwiczonego w miejscu flankujagcym kwestionowany
rejon pozwolilo na jednoznaczne przyporzadkowanie ro$lin do wlasciwych
genotypow.

— Ekspresja genu DCAR 006211 u ro$lin o przeciwstawnych wariantach alleliczych
w warunkach kontrolnych byta podobna. U ro$lin tolerancyjnych poddanych stresowi
zasolenia (150 mM NacCl) jego ekspresja zostala silnie obnizona.
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