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Cel zadania

Celem badan w 2018 roku byta konstrukcja ulepszonej mapy genetycznej ogorka i jej zaggszczenie w
rejonach Joci odpornosci na kanciasta plamisto$¢. Opracowano zestaw nowych markeréw PCR i SSR, a
nastepnie wykorzystano je do genotypowania populacji mapujacej Gyl14xB10. Przeprowadzono
bioinformatyczna analiz¢ funkcjonalng genéw ulegajacych zrdznicowanej ekspresji po zainfekowaniu rolin
ogorka P. syringae pv. lachrymans i wykonano analizg ekspresji Real-Time PCR dla wybranych genéw.

Wyniki

Wykorzystujac skonstruowang dla populacji mapujacej Gy14xB10 mape genetyczng i sekwencje markerow
flankujacych loci odpornosci na kanciasta plamistos¢ oraz dostgpnosé sekwencji genomoéw  linii
rodzicielskich zidentyfikowano rejon genomu ogorka zawierajacy giéwny locus odpornosci psi5.1. W
przypadku genomu wrazliwej linii B10 zidentyfikowano ciagla sekwencje odpowiadajaca psi5.1 o dtugosci
895 kpz, za$ u linii odpornej Gyl4 zidentyfikowano kontigi sekwencyjne reprezentujace ten rejon. W
wyniku przyréwnania wskazano insercje-delecje roznicujace te linie. Sposréd réznic zidentyfikowanych in
silico, dla 30 indeli uzyskano wydajng amplifikacj¢ PCR, polimorficzne na liniach rodzicielskich byty 24
markery, a w obrebie 8 linii RIL 23 markery. Ostatecznie 19 markeréw segregowato zgodnie z
oczekiwaniami 1:1 na calej populacji mapujacej, co potwierdzito ich przydatnos¢ do mapowania.
Skonstruowano ulepszong mape genetyczna dla populacji mapujacej Gy14xB10, skfadajaca si¢ z 7 grup
sprzezen odpowiadajacych chromosomom ogorka. Catkowita dtugo$¢ mapy wyniosta 599,9 cM. Lacznie na
mape naniesiono 717 markeréw SSR i DArTseq, z czego 123 markery na chromosomie 5 ogdrka, a Srednia
odlegtoscia miedzy markerami wyniosta 0,84 ¢cM. Na podstawie oceny obecnosci chlorotycznego halo
wokot uszkodzen chorobowych na lisciach zmapowano gen ps/ na chromosomie 5 w pozycji 2,0 cM i dwa
loci QTL zwigzane z ilosciowym nasileniem objawow psl/ 5.1 i psi5.2. Gen psl ulokowat si¢ w obrebie locus
psi5.1 (Stomnicka i wsp. 2018). Podjeto probe zageszczenia mapy w obrebie loci odpornosci na kanciastg
plamisto$é, wykorzystujac nowe markery. Finalnie na mape naniesiono 13 markeréw, ktore zagescily
gléwnie obszar wokot genu ps/ i locus psi5.]1. Zageszczanie mapy genetycznej spowodowato jednak jej
rozciagnigcie i nie udalo si¢ zawezi¢ regionu genomu zwiazanego z odpornoscia na kanciasta plamistosc.
Markerami najblizej sprzezonymi z loci odpornosci byly markery: UW085415, 16327616, IS_16325300,
IS_16326693i P066_SSR. Markery te moga w przysziosci znalezé zastosowanie w hodowli ogorka, gdzie
zrodtem odpornosci jest linia Gy14 lub linie hodowlane wywodzace sig z tej linii.

W wyniku sekwencjonowania RNA-seq uzyskano profile transkrypcyjne dla linii Gyl4 i B10 w trzech
punktach czasowych: przed inokulacja oraz dziefi i trzy dni po inokulacji (0, 1 i 3 dpi) a nastgpnie
zidentyfikowano geny ulegajace zréznicowanej ekspresji w pierwszych stadiach kanciastej plamistosci.
Stwierdzono, ze znacznie wigcej gendw ulegato zmianom ekspresji w przypadku linii odpornej Gy14 (4268




genéw w pierwszym dniu i 4654 w trzecim dniu po infekcji) w pordwnaniu z linig podatng B10 (o 40%
mniej genéw w 1 dniu i 0 15% mniej w 3 dniu po infekeji). Sugeruje to bardziej ztozona odpowiedz obronng
linii odpornej na porazenie P. syringae pv. lachrymans w poréwnaniu z liniag podatng. Dla genéw
ulegajacych zréznicowanej ekspresji wykonano analizy funkcjonalne. Stwierdzono, ze najwieksza grupe
stanowia geny zwigzane z procesami metabolicznymi i komérkowymi, kodujace biatka o wiasciwosciach
katalitycznych i posiadajacych zdolnos¢ wigzania kofaktorow (Olczak-Woltman i wsp. 2018). Dla
wybranych genow ulegajacych zréznicowanej ekspresji wykonano analizy BLAST i wykazano, ze ich
produkty moga by¢ zaangazowane w biosyntezg hormondw roslinnych, reakcje obronne i inne procesy. Dla
30 wybranych genéw wykonano analizy Real-Time PCR, ktére potwierdzily zr6znicowang ekspresj¢ genéw
w pierwszych stadiach kanciastej plamistosci. Badane geny prezentowaly rdézne profile ekspresji, co
pozwala wskaza¢ niektore z nich jako potencjalne markery ekspresyjne stresu biotycznego u ogorka. Jako
gen kandydacki markera wczesnej reakcji ogorka na stres mozna wskazaé¢ gen kodujacy biatko dehydrynowe
DHNI9, ktorego ekspresja wzrastala w pierwszym, a spadata w trzecim dniu po inokulacji. Geny kodujace
biatka PR-1 i PR-4 zwigzane z patogeneza mozna wskaza¢ jako geny kandydackie markeréw pdznej
odpowiedzi na stres biotyczny, gdyz ich ekspresja przed inokulacja i jeden dzien po inokulacji byta bliska
zeru, natomiast dynamicznie wzrastata w trzecim dniu po inokulacji.

Whioski

1. Dostgpnos¢ sekwencji genomow linii Gyl14 i B10 ogérka umozliwia identyfikacje nowych markeréw
molekularnych w rejonie loci odpornosci na kanciastg plamistosé.

2. Wszystkie zidentyfikowane w populacji mapujacej Gy14xB10 loci odpornosci na kanciastg plamisto$¢
zmapowano w tym samym rejonie genomu ogorka - na géornym ramieniu chromosomu 5.

3. Zidentyfikowane markery sprzgzone z loci odpornosci na kanciasta plamistos¢ mogg znalezé
zastosowanie w hodowli ogorka, gdzie zrédtem odpornosci jest linia Gy14 lub wyprowadzone z niej linie
hodowlane.

4. Analizy funkcjonalne wykonane dla genéw ogoérka ulegajacych zréznicowanej ekspresji we wczesnych
etapach przebiegu kanciastej plamistosci pokazaty, ze wsrdd tych gendw najliczniejsza jest grupa gendw
kodujaca biatka zwigzane z procesami metabolicznymi i komérkowymi o whasciwosciach katalitycznych.

5. Geny kodujace dehydryng DHN19 i biatka zwigzane z patogeneza PR-1 i PR-4 sg interesujgcymi genami
kandydackimi na markery ekspresyjne stresu u ogorka.
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