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Izvlecek

Konoplja (Cannabis sativa L.) je starodavna rastlina, ki vsebuje $tevilne sekundarne
metabolite, med drugimi tudi kanabinoide, ki so znacilni predvsem za to vrsto.
Rastline so heterozigotne, sorte populacijske, Cesar posledica je pojav Stevilnih
fenotipov znotraj sorte, kar se kaze na neizenacenosti rastlin znotraj populacije. Da
bi preverili raznolikost fenotipov tudi na genetskem nivoju, smo na referenéni genom
konoplje CBDRXx Kartirali transkriptomske NGS (angl. new generation sequencing,
nove generacije sekvenciranja) podatke sort Finola, Purple Kush in Santhica 27.
Poiskali smo SNP pozicije skupne vsem trem sortam in po dvema sortama skupaj.
Dolo¢ili smo heterozigotne SNP (angl. single-nucleotide polymorphism,
polimorfizem posameznega nukleotida). lzdelali smo pregled vseh polimorfizmov
ter porazdelitev polimorfizmov po kromosomih. Najve¢ polimorfizmov je bilo pri
sorti Purple Kush (782.406). Sorta Finola je imela najve¢ polimorfizmov na
kromosomu 4 (31.587), sorta Santhica 27 na kromosomu 1 (18.337) in sorta Purple
Kush prav tako na kromosomu 1 (124.049). Med vsemi variantami polimorfizma je
bilo najve¢ SNV (angl. single-nucleotide variants, variant posameznega nukleotida).
Glede na presek vseh treh sort se najve¢ polimorfizmov pojavlja na prvem
kromosomu. Za izbrane SNP pozicije smo narocili izdelavo komercialnega kompleta
oligonukleotidnih sond za lovljenje. Od skupno 4.631 izbranih SNP pozicij je bilo
izdelanih 4.086 sond za lovljenje. Z uporabo SNP polimorfizmov in tehnologijo
visoko zmogljivega sekvenciranja je moznosti za analize konoplje na genetskem
nivoju e veliko.
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DETERMINATION OF SNP GENOME POSITIONS FOR CAPTURE
PROBES DESIGN FOR IDENTIFICATION OF GENETIC DIVERSITY IN
HEMP (Cannabis sativa L.)

Abstract

Hemp (Cannabis sativa L.) is an ancient plant which contains many different
secondary metabolites, among others also cannabinoids known especially for
Cannabis plants. Plants are heterozygous and varieties are population which usually
leads to different phenotypes within varieties. In order to determine differentiation
of phenotypes also on genetic level, transcriptome NGS (angl. new generation
sequencing) data of varieties ‘Finola’, 'Pruple Kush' in 'Santhica 27' were mapped
on reference hemp genome of ‘CBDRx’. Common SNPs (angl. single-nucleotide
polymorphism) positions of all three varieties and two and two verities together were
determined and heterozygous SNPs were also determined. Overview of
polymorphism and distribution of SNPs on individual chromosomes were
determined. The highest number of SNPs were at variety ‘Purple Kush’ (782.4060).
‘Finola’ has the highest number of polymorphisms on chromosome 4 (31.587),
‘Santhica 27' on chromosome 1 (18.337), and 'Purple Kush' also on chromosome 1
(124.049). Of all variants of polymorphisms SNVs (angl. single-nucleotide variants)
have the highest number. According to all three varieties the highest number of
polymorphisms were on chromosome 1. Selected SNPs were used for commercial
set of oligonucleotides design for capture probes. Of the 4.631 SNP positions
determined, 4.086 capture probes were designed. With SNP polymorphisms and
high throughput sequencing there is still a lot of possibilities for hemp analysis on
genetic level.

Keywords: Cannabis sativa L., capture probes, genome, hemp, SNP

1 uvoD

Konoplja (Cannabis sativa L.) je starodavna kmetijska rastlina, ki spada v druzino
Cannabaceae in izvira iz centralne Azije (Hillig, 2005). Uporablja se za pridelavo
vlaken, pridelavo semen, za prehrano ljudi in Zivali, v medicini za zdravljenje
razli¢nih bolezni. Je dvodomna rastlina, nekatere sorte pa so lahko tudi enodomne
(Barcaccia in sod., 2020).

Konoplja vsebuje $tevilne sekundarne metabolite (ve¢ kot 500 razli¢nih) (Namdar in
sod., 2018), kamor spadajo kanabinoidi, terpeni, flavonoidi, steroidi, alkaloidi in
lignani (Janatova in sod., 2018). Med najpomembnejse spadajo kanabinoidi in
terpeni, ki imajo Stevilne terapevtske u¢inke na zdravje ljudi in Zivali. Do danes je
bilo dolocenih ve¢ kot 100 razli¢nih kanabinoidov. Med najpomembnejse spadajo
kanabidiol (CBD), A-9-tetrahidrokanabinol (A-9-THC), kanabigerol (CBG),
kanabikromen (CBC) in njihove karboksilne oblike (Namdar in sod., 2018). Najveé
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kanabinoidov se nahaja v trihomih na Zenskih socvetjih, v koreninah in semenih
kanabinoidov ni (Russo in Marcu, 2017).

Konoplja je diploidna rastlina (2n = 20), sestavljena iz devetih avtosomnih
kromosomov in enega para spolnih kromosomov. Zenski haploidni genom je
ocenjen na velikost 818 mega baznih parov (Mbp), moski haploidni genom pa 843
Mbp (Kovalchuk in sod., 2020). Z namenom ugotavljanja genetske variabilnosti in
razlik na genetskem nivoju med razli¢nimi tipi konoplje kot so Cannabis sativa spp.
sativa, Cannabis sativa spp. indica, Cannabis sativa spp. ruderalis je bilo narejenih
ze kar nekaj studij (Gao in sod., 2014; Sawler in sod., 2015; Shirley in sod., 2013).
Soler in sod., (2017) so z gSSR markerji ugotavljali razlike znotraj sorte in med
sortami. Ugotovili so visoko informativnost markerjev pri preucevanju variabilnosti
izrazanja sekvenc THC-A in CBD-A sintaz. Za razlikovanje indijske in navadne
konoplje na genomskem nivoju so Sawler in sod., (2015) z uporabo SNP markerjev
dokazali znacilno razliko in ugotovili, da je raven heterozigotnosti pri navadni
konoplji visja kot pri indijski konoplji, kar kaze na to, da so sorte navadne konoplje
pridobljene iz SirSe genetske osnove. S sekvenciranjem dolgih in kratkih odc¢itkov je
bilo posekvenciranih 100 razli¢nih genomov konoplje z namenom izdelave genetske
karte in identifikacije lokusov kvantitativnih lastnosti (Grassa in sod., 2018). Za sorti
Purple Kush in Finola je bila izdelana kombinirana genetska in fizi¢na karta (Laverty
insod., 2019). Van Bakel in sod., (2011) so izdelali osnutek genoma in transkriptoma
z namenom preucevanja ekspresije genov za kanabinoide in prekurzorske poti pri
sortah Finola in Purple Kush, medtem ko so Grassa in sod., (2021) sestavili genom
na nivoju kromosomov.

Ker je konoplja tujeprasna vrsta in sorte populacijske, prihaja velikokrat do genetsko
neizenacenih sort, znotraj sort pa se pojavijo Stevilni fenotipi, kot posledica
heterozigotnosti (Barcaccia in sod., 2020). V preteklosti je bilo veliko genetskih
Studij narejenih na podlagi izboljSanja pridelka, prehranske kvalitete in zmanjSanja
dovzetnosti rastlin za bolezni in Skodljivce (Aardema in DeSalle, 2021). Vedno bolj
pa so pri konoplji zanimive genetske raziskave na podrocju sinteze kanabinoidov,
predvsem CBD in THC, razlike med tipi konoplje (Gilmore in sod., 2003; Soler in
sod., 2017) ter odbira markerjev za doloCanje spola in kemotipa pri konoplji (Toth
in sod., 2020).

Cilj nase raziskave je bil poiskati vecje Stevilo heterozigotnih SNP (angl. Single-
nucleotide polymorphisms, polimorfizem posameznega nukleotida) pozicij, ki bi
sluzile za nadaljnjo izdelavo sond za lovljene, na podlagi katerih bi lahko ugotovili
populacijsko strukturo in genetsko diverziteto razli¢nih fenotipov konoplje.
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2 MATERIALI IN METODE

2.1 Izbira referencnega genoma in transkriptomskih podatkov konoplje

V podatkovni zbirki NCBI (National Center for Biotechnology Information) smo na
podlagi iskalnih parametrov izbrali referen¢ni genom za konopljo CBDRx
(BioProject PRJIEB29284), ki je sestavljen na nivoju kromosomov. Nato smo v
podatkovni zbirki SRA (Sequence Read Archive) izbrali transkriptomske NGS
podatke sort Finola (SRR351933, SRR7630403, SRR351932), Purple Kush
(SRR352210, SRR352208, SRR352205) in Santhica 27 (SRR5210008,
SRR5209988, SRR5209953), jih uvozili v program CLC Genomic Workbench
Version 20.0.4. Iskali smo predvsem transkriptomske podatke navadne konoplje pri
¢emer so bili v trenutku raziskav na voljo samo podatki sort Finola in Santhica 27.
Nato smo dodali $e sorto Purple Kush, ki pa je sicer opredeljena kot indijska
konoplja. Nase predvidevanje je bilo, ¢e bodo polimorfizmi skupni trem izbranim
sortam iz SRA podatkovne baze, bomo povecali verjetnost prisotnosti polimorfizma
tudi v na8ih vzorcih. Vsako sorto posebej smo kartirali na izbrani genom konoplje z
orodjem Map Reads to Reference. Poiskali smo polimorfna mesta in tarne regije pri
kartiranih od¢itkih, kjer smo uporabili orodje Basic Variant Detection. Izbirali smo
samo heterozigotne SNP pozicije. Z orodjem Venny 2.0
(https://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) smo na podlagi Vennovega diagrama
poiskali skupne SNP pozicije vsem trem izbranim sortam ter pozicije SNP za dve in
dve sorti skupaj. Za preverjanje delovanja SNP na nasih vzorcih smo dolo¢ili skupno
60 SNP pozicij, 30 skupnih vsem tem sortam in 30 skupnih sortama Finola in
Santhica 27 naklju¢no po kromosomih. Dolocili smo sekvence SNP v skupni dolZini
501 bp (levo in desno od SNP pozicije 250 bp). Z orodjem BLAST smo nato poiskali
homologna zaporedja in kratka ujemanja med dvema zaporedjema iz katerih to
zaporedje naredi lokalne poravnave. Pozicije, ki so vsebovale odcitke, ki so imeli
ve¢ mest prileganja v genomu, smo izlo¢ili iz analize. V programu Primer 3 smo
izdelali kon¢nih 14 parov zacetnih oligonukleotidov (preglednica 1) s katerimi smo
preverili ustreznost izbire SNP pozicij na nasih vzorcih.

Preglednica 1: Zacetni oligonukleotidi, njihove pozicije na kromosomih in sekvence
parov zacetnih oligonukleotiov.

Zacetni Kromosom Pozicijana | Sekvence parov zadetnih
oligonukleotid kromosomu | oligonukleotidov
SNP 1 kromosom 1 443869 L: CCGTAGAAGGTGGCAAATGT

R: TGCTTGTTTTCTTGGTTTTAGG Pozicije

L: AGCCATTCCAAAAGCATTCC skupne

SNP 2 kromosom2 | 7186803 R: TTACAGCTTGTGCCAGCAAT cortam
L: TAGGAATTGAACCGGATTGC .
SNP 3 kromosom 3 1187767 R TCAGCCTGCAATAATCGAAA g;r;](::]?éa
L: TTTTAGCGGGAACAACAACC
SNP 4 kromosom 4 | 26919313 R: AAGGAGGGAATTGGAAGAGC 2K7, Eurple
. us
SNP5 kromosom 4 | 66059933 | L AACTTGCAGCTCAAGGGAAA

R: AAATCCACCATGGAAGGACA
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SNP 6 kromosom 6 | 78288161 | & SAAAATAGCOTCTSCGAASSA

SNP 7 kromosom 9 3445493 ; :Fg%i%gﬁ.ﬁgirgg:ﬁé%cc

SNP 8 kromosom 10 | 55420063 | o ) [CROCACACCACBACATAA

s |omoomt |samas | IIeeTToATCRCE R

SNP 10 kromosom 1 1037237 ; éﬁi}gg%’é%%fg;%%i\% Pozicije
i1 |womeams | e | & TCccconeITACcErTT | upee
SNP 12 kromosom 4 | 69568690 | & oo CAAAACOACAARTS Eéﬂ?ﬁ?cén
owis | wommeams || ACTSCCTICO TGRS |57

SNP 14 kromosom8 | 42763723 | o GUACAACAACT Al SootTeT

Pozicije SNP smo izbrali tako, da so bile enakomerno porazdeljene po kromosomih.
Med njimi je bilo priblizno 100.000 bp razlike. Izbrane pozicije smo v obliki BED
datoteke posredovali podjetju Arbour Bioscience za izdelavo sond za lovljenje.

2.2 Statisti¢en pregled podatkov in odbira SNP pozicij

Glede na dobljene podatke izbranih SNP smo v programu Excel 2013 naredili
statistiko Stevila vseh polimorfizmov in posameznih tipov polimorfizma ter
porazdelitev SNP po posameznih kromosomih.

2.3 Testiranje delovanja SNP na vzorcih

Z namenom ugotoviti primernost postopka izbire SNP pozicij in strategijo izbire
heterozigotnih SNP smo 14 nakljuc¢no izbranih SNP pozicij (preglednica 1) uporabili
za preverjanje njihove polimorfnost na osmih izbranih vzorcih konoplje in sicer na
dveh razlicnih genotipih sorte Carmagnola CS, treh razli¢nih genotipih sorte
Tiborszallasi in treh razli¢nih genotipih sorte selekcije Finola.

Izbrane pare zacetnih oligonukleotidov smo pomnozili z uporabo verizne reakcije s
polimerazo (PCR). PCR produkte smo nato o¢istili z ExsoSAP-IT™ in inkubirali v
cikli¢nem termostatu z naslednjim temperaturnim profilom; zacetna denaturacija je
potekala 3 minute pri 95°C, nato je sledilo 99 ciklov pri 96°C (10 s), 50°C (10 s) in
60°C (4 min). NamnoZevanje je potekalo 7 minut pri 72°C. Za sekvencno reakcijo
smo uporabili kit BigDye Terminator 3.1 z naslednjo PCR meSanico: 2 pL 5x pufra,
0,5 pL pripravljene meSanice BigDye Terminator v3.1, 0,2 pL zacetnih
oligonukleotidov, 3,8 uL vode. PCR mesSanici smo dodali 3,5 uL vzorca. Konéno
¢is€enje sekvencne reakcije smo opravili z etanolom in EDTA. Pripravljene vzorce
smo poslali na sekven¢no analizo na Oddelek za zootehniko Biotehniske fakultete.
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Konc¢ne rezultate smo obdelali v programu CodoneCode Aligner 9.0.1, kjer so bili
elektroforegrami sekvenciranja tudi ro¢no pregledani.

3 REZULTATI Z RAZPRAVO

SRA je prosto dostopna baza podatkov surovih sekven¢nih od¢itkov pridobljenih z
NGS (angl. Next generation sequencing; tehnologija visoko zmogljivostnega
sekvencianja) tehnologijo (Kodama, Shumway in Leinonen, 2012). V podatkovni
bazi smo nasli podatke masovnega paralelnega sekvenciranja transkriptov za sorte
Finola, Purple Kush in Santhica 27, ki smo jih kartirali na genom konoplje CBDRx
(BioProject PRJEB29284). Na podlagi analize SNP regij je bila narejena statistika
na kartiranih odcitkih. Iz preglednice 2 je razvidno, da je bilo najve¢ polimorfizmov
pri sorti Purple Kush (782.406), najmanj pa pri sorti Santhica 27 (122.033). Pri sorti
Finola je bilo najve¢ SNP na kromosomu 4 (31.587), pri sorti Santhica 27 na
kromosomu 1 (18.337) in pri sorti Purple Kush prav tako na kromosomu 1 (124.049).
Pri sortah Santhica 27 in Purple Kush je bilo najvec heterozigotnih SNP, medtem ko
je imela sorta Finola najve¢ homozigotnih SNP. Med vsemi variantami SNP je bilo
najve¢ SNV (angl. single nucleotide variants; variant posameznega nukleotida),
sledili so MNV (multi-nucleotide variants; ve¢-nukelotidne variante), delecije,
insercije, najmanj pa je bilo zamenjav. Dale¢ najve¢ SNV je bilo pri sorti Purple
Kush.

Preglednica 2: Porazdelitev SNP po posameznih kromosomih pri treh razlicnih
sortah konoplje.

Homozigotnost
Heterozigotnost

Sorta
Variante

Porazdelitev SNP po kromosomih

kroml1 | krom2 | krom3 | krom4 | krom5 | krom6 | krom7 | krom8 | krom9 | krom10

Finola 295.651 | 45.969 | 29.713 | 26.448 | 31.587 | 24.201 | 28.505 | 23.099 | 30.789 | 23.845 31.495 | 149.967 | 145.684

Santhica 27 | 122.033 | 18.337 | 11.758 | 10.717 | 14.012 | 9.515 | 12.037 8.159 | 13.401 | 10.686 13.411| 59.590 | 62.443

Purple Kush | 782.406 | 124.049 | 83.625 | 77.684 | 78.340 | 66.134 | 74.202 | 55.965 | 81.805 | 70.486 | 70.116 | 320.849 | 461.557

Legenda: krom- kromosom.

V podatkovni zbirki NCBI lahko najdemo 13 razlicnih genomskih podatkov za
konopljo, od tega je pet taksnih, ki so sestavljeni na nivoju kromosomov, ostali so
sestavljeni le na nivoju sosesk (angl. Contig) ali ogrodij (angl. Scaffold). Referen¢ni
genom, uporabljen v nasi raziskavi, je do sedaj najboljse sestavljen genom (Grassa
in sod., 2021).
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S funkcijo »SNP calling« (iskanje pozicij SNP) smo dolocili na kateri poziciji se
polimorfizem nahaja ali na kateri poziciji se vsaj ena od baz razlikuje od referencne
sekvence (Nielsen in sod., 2011).

Preglednica 3: Porazdelitev heterozigotnih SNP po kromosomih, glede na presek
dveh ali treh sort konoplje.

St. —~
o
g —_ —_ —_ — —_ — — —_ S~
o ES |ESB| €32 | EGS |88 8 | e8| e8| 88 | g2
dolZina/ 53 s s s s st s s< s< s
skupina MASTIRVAN Y@ " ¥ ¥ © Y™ o x® ¥ ¥ X
sort -
F, 827, PK 176 75 83 84 72 113 67 116 85 89
F, S27 327 175 216 262 174 195 155 253 213 251
F,PK 635 394 333 357 307 345 292 416 293 286
S27, PK 361 184 221 218 171 253 144 275 217 171
Skupaj po
kromosomih 1499 828 853 921 724 906 658 | 1060 808 797
Porazdelitev 675| 1164 1119 99,8 121,8 876 1084 61,0 762 1313
Kb/SNP | kb/SNP | Kb/SNP | Kb/SNP | kb/SNP | Kkb/SNP | kb/SNP | kb/SNP |  kb/SNP | kb/SNP

F-'Finola’, S27- 'Santhica 27', PK- 'Purple Kush'.

Pri vseh kombinacijah se najvec heterozigotnih SNP nahaja na prvem kromosomu,
kjer se SNP povprecno nahaja na vsake 67,5 kb (preglednica 3), najmanj
heterozigotnih SNP pa se nahaja na kromosomu X, kjer se SNP pojavi povprecno
Sele na vsake 131,3 kb. Najvec heterozigotnih SNP je bilo v kombinaciji med
sortama Finola in Purple Kush na prvem kromosomu (635). Najmanj SNP pa v
kombinaciji vseh treh sort na kromosomu 7 (67). Skupni polimorfizmi ve¢ sort hkrati
nam dajo ve¢jo moznost, da se bodo pojavili tudi v nasih vzorcih.

G T T c T G G G A A A T A T C G C A G C

AT A A T
PCRstrip 4 8 R 60 70 80
/ \ ~ ) ~ A A |
AAA A / /\ N\ /\ /\
/ [\ o\ / o\ / /\ / o\
SRV [\ _ LY _ X /\\[\ V_ Y /\, VAV

Slika 1: Elektroforegram in prikaz potrditve heterozigotnosti SNP. Nukleotid na
poziciji G (puScica) ima prisoten tudi vrh za A, kar pomeni heterozigotnost rastline
na tem lokusu.

Z izdelanimi 14 pari zacetnih oligonukleotidov smo potrdili pomnozevanje izbranih
lokusov najprej s PCR reakcijo in gelsko elektroforezo na vseh osmih izbranih
vzorcih. Pomnozke smo nato $e sekvencirali po Sangerju in preverili heterozigotnost
0z. homozigotnost analiziranih rastlin za izbrane lokuse. Od skupno 14 parov
zacetnih oligonukleotidov je bilo 8 heterozigotnih (57 %), kar je potrdilo primernost
postopka izbiranja SNP pozicij. Na sliki 1 je prikazana sekvenca dela pomnozka s
heterozigotnim SNP. S tem se potrdi variabilnost znotraj dolo¢enega vzorca/sorte.
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V izdelavo smo poslali 4.631 anotiranih SNP pozicij na podlagi katerih so izdelali
4.086 sond za lovljenje dolzine 80 bp, ki imajo 100 % kvaliteto pokritosti. Vsak SNP
je pokrit s tremi sondami. Petit in sod. (2020) so za pojasnjevanje genetske
arhitekture kvalitete konopljinih vlaken dolo¢ili 612.452 SNP, kar je precej ve¢ kot
v nasi raziskavi, namre¢ uporabili so 6 sort na podlagi katerih so pridobili NGS
podatke, medtem ko smo mi uporabili samo 3 sorte.

Uporaba genomike pri analizah konoplje se je zacela priblizno pred 25 leti z uporabo
RAPD, AFLP in RFLP markerjev, nato so jih nadomestili bolj informativni SSR
markerji (Barcaccia in sod., 2020). Leta 2011 so van Bakel in sod. objavili prva
osnutka genoma dveh sort in s tem odprli pot sodobnim tehnikam molekularnega
Zlahtnjenja tudi z uporabo SNP markerjev. Soorni in sod. (2017) so v analizi
razli¢nih iranskih vzorcev konoplje nasli 24 tiso¢ visoko informativnih SNP
markerjev. Markerji so zelo uporabni pri analizah genetske raznolikosti razli¢nih sort
konoplje, pri odkrivanju polimorfizmov v povezavi z geni (npr. kanabinoidna
sintaza) in pri zlahtniteljskih programih.

4 ZAKLJUCEK

Z uporabo SNP markerjev se bo povecalo znanje o genetski raznolikosti konoplje in
s tem boljSe razumevanje za izboljSanje sort. S SNP lahko hitro in ucinkovito
analiziramo variabilnost genetskih regij, razmerja med genotipi rastlin in njihove
zeljene lastnosti. Kar nekaj genetskih analiz je Ze bilo narejenih na konoplji v
povezavi z genetsko variabilnostjo med rastlinami konoplje (med podvrstama C.
sativa in C. indica), z geni za kanabinoide in njihovo izrazanje. Se vedno pa je veliko
neznanega na podrocju razlikovanja in povezave med fenotipi in genotipi, pri ¢emer
bo uporaba SNP polimorfizmov in tehnologije visoko zmogljivega sekvenciranja
lahko pomembno doprinesla k tak$nim raziskavam.
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