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Charakterystyka markeré6w molekularnych,
sprz¢zonych z odpornoscig na wielkopgkowca
porzeczkowego (Cecidophyopsis ribis)

Characteristics of molecular markers linked with the resistance to gall mite
(Cecidophyopsis ribis)
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Wielkopakowiec porzeczkowy (Cecidophyopsis ribis) jest mnajgrozniejszym
szkodnikiem w uprawie czarnej porzeczki, zasiedlajgcym wickszos¢ uprawianych
odmian. C. ribis jest wektorem rewersji porzeczki czarnej (Black currant reversion virus
— BRY), ktora redukuje plon, prowadzac w konsekwencji do likwidacji plantacji (Pluta
i Zurawicz, 2002; Labanowska i in., 2015). Ograniczanie liczebno$ci populacji wielko-
pakowca porzeczkowego oraz pozyskanie odmian porzeczki czarnej o zwigkszonej
odpornosci na szpeciela i BRV sg niezwykle istotne dla praktyki ogrodniczej. Wiele
jednostek naukowych w Europie zajmuje si¢ badaniami nad identyfikacja markerow
molekularnych, sprzezonych z dwoma odrebnymi typami odpornosci Ce i P. Zrédtem
odpornosci typu Ce w ww. badaniach jest agrest (R. grossularia) (Knight i in., 1974),
a typu P—R. nigrum ssp. Sibiricum (Anderson, 1971). Réwniez w Instytucie Ogrodnictwa
w Skierniewicach prowadzone sa badania dotyczace poszukiwania sprzgzen migdzy
odpornosciag a zlokalizowaniem warunkujagcych ja fragmentow genomu na mapie
genetycznej porzeczki czarnej.
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Porzeczka czarna (Ribes nigrum)

Celem badan prowadzonych w 2018 roku byta: 1) ocena polimorfizmu w grupach
sprzezen obejmujgcych regiony zwigzane z cechg odpornosci porzeczki na C. ribis,
oparta na metodzie sekwencjonowania, 2) zagegszczanie kolejnych grup sprz¢zen mapy
genetycznej odmian ‘Ceres’ i ‘Bona’ oraz 3) weryfikacja 10 wytypowanych sekwencji
markerowych pod katem ich przydatnosci do selekcji genotypow odpornych i podatnych
na wielkopgkowca porzeczkowego.

Material badawczy do analiz molekularnych stanowily ros$liny pochodzace z kolekcji
IO 1 rodziny mieszancéw ‘Ceres’ X ‘Bona’, poddane corocznej ocenie fenotypowej pod
wzgledem stopnia zasiedlenia przez wielkopgkowca (57% mieszancow ‘Ceres’ x ‘Bona’
oraz 74% odmian z kolekcji).

Do monitorowania regiondw genomu porzeczki czarnej uzyto markerow
mikrosatelitarnych SSR z dostgpnych map genomowych (Brennan i in., 2008;
Mazeikiene i in., 2012), bazujgcych na reakcji PCR ze starterami komplementarnymi
do unikalnych sekwencji flankujacych motywy satelitarne. Ocen¢ polimorfizmu
w grupach sprzezen obejmujacych regiony Ce i P dwunastu genotypow Ribes (kolekcja
10), zroéznicowanych pod wzgledem odpornosci na C. ribis, oparto na metodzie
CAPS-PCR zczterema enzymami restrykcyjnymi (Hpall, PfIF1, Dpnll i HpyCH41IV)
oraz sekwencjonowaniu matryc DNA (100 fragmentow DNA).Uzyskane sekwencje DNA
porownano z danymi NCBI. Analiz¢ sekwencji przeprowadzono przy uzyciu programu
komputerowego CEQ 8000 software v.9.0. Uzyskane z odczytow kontigi ‘sktadano’ przy
uzyciu programu SeqMan (pakiet Lasergen v.7). Zr6znicowanie nukleotydowe sekwencji
analizowano przy uzyciu programu MegAlign (pakiet Lasergen v.7). Analiza
porownawcza wykazata zrdéznicowanie uktadu sekwencji amplikonow genotypoéw
odpornych 1 wrazliwych, najprawdopodobniej sklasyfikowanych jako polimorfizm
jednonukleotydowy (SNP). Taka hipoteza wymaga jednak dalszych badan, ktore sg
przewidziane na kolejne lata realizacji projektu. Do uzyskanych sekwencji
zaprojektowano po jednej parze specyficznych oligonukleotydow.

W nastgpnym etapie badan zaplanowanych na 2018 rok skupiono si¢ na zageszczaniu
uzyskanego w 2017 roku szkieletu mapy genetycznej porzeczki czarnej. Konstrukcje
mapy oparto tgcznie na 20 markerach SSR zlokalizowanych na mapach referencyjnych
rodzaju Ribes (Brennan i in., 2008; Mazeikiene i in., 2012). Na podstawie analizy profili
markeréw SSR wytypowanych dla genotypéw rodzicielskich i 149 mieszancoéw ‘Ceres’ x
‘Bona’, zidentyfikowano 177 alleli polimorficznych segregujacych dla genotypow
mieszancowych. Analiza segregacji alleli, r6znicujacych formy rodzicielskie (allele
heterozygotyczne) pozwolila na okreslenie typu segregacji oraz rozktadu alleli w popu-
lacji mapujacej (test X *). Na podstawie frekwencji rekombinacji pomiedzy allelami
oszacowano odlegto$ci mapowe (cM) migdzy poszczegolnymi markerami SSR/ czgstosé
rekombinacji pomiedzy zidentyfikowanymi allelami w badanej populacji mapujace;.
Uzyskany w biezagcym roku szkielet mapy wzbogacony zostal o 62 allele i obecnie
zawiera 11 grup sprze¢zen, stanowigcych fragmenty siedmiu chromosoméw (I-VII)
o facznej dtugosci 537 cM. Analiza poréwnawcza uzyskanych grup sprzezen z ich
odpowiednikami na mapach referencyjnych, opublikowanych dla innych przedstawicieli
rodzaju Ribes, wykazata 63% homologi¢. Jednocze$nie zaobserwowano, ze loci oraz
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Porzeczka czarna (Ribes nigrum)

kolejnos¢ zidentyfikowanych alleli wprowadzonych na mape markeréw SSR nieznacznie
roznity si¢ w poréwnaniu do loci tych samych markerow zlokalizowanych na mapach
referencyjnych.

Ostatni etap badan zaplanowanych do realizacji w 2018 r. dotyczyl poszukiwania
markeréw sprzezonych z genami Ce i P, ktore umozliwilyby charakterystyke genotypow
rodzaju Ribes, zréznicowanych pod wzgledem odporno$ci na wielkopgkowca
porzeczkowego. Poszukiwanie i identyfikacja takich markerow ma na celu skrocenie
cyklu hodowlanego, gdyz selekcje materialu ros§linnego mozna przeprowadzi¢ juz
w stadium siewki, niezaleznie od tego, w jakiej fazie rozwojowej rosliny ujawnia si¢ dana
cecha. Na 100 wytypowanych do badan genotypach przeprowadzono weryfikacje 10
markerow SCAR pod katem ich przydatnosci do selekcji genotypow odpornych
i podatnych na C. ribis. Lacznie przeprowadzano 3 000 testow. Wykorzystujac w reakcji
PCR startery wlasciwe dla (potencjalnych) markerow SCAR stwierdzono wystepowanie
oczekiwanych produktéw amplifikacji zarowno w przypadku genotypoéw odpornych, jak
i wrazliwych na C. ribis. Na obecnym etapie badan, przeprowadzone przez nas wstgpne
badania weryfikujace wytypowane sekwencje markerowe, nie potwierdzily ich przydat-
nosci do selekcji genotypow odpornych i wrazliwych na wielkopgkowca porzeczkowego.

WNIOSKI

1. Wyniki badan dotyczace oceny polimorfizmu fragmentow roznicujacych genotypy
rodzaju Ribes (odporne/ podatne) uzyskane na matrycach DNA ro$lin wybranych
z kolekcji stanowig podstawe bazy sekwencji sprzgzonych z cecha odpornosci
na C. ribis 1 bgdg kontynuowane w kolejnych latach realizacji projektu, zgodnie
z harmonogramem.

2. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢ brak pelnej kolinearnosci
uzyskanej mapy z mapg referencyjng. O zjawisku tym $wiadczy fakt, ze
wygenerowane grupy sprzezen LGI1, LG2, LG3, LG4, LG5, LG6 1 LG7 wykazuja
homologi¢ z chromosomami I, II, III, IV, V, VI i VII map referencyjnych, niemniej
odnotowano zmiany w lokalizacji oraz kolejnosci sekwencji alleli.

3. Na podstawie uzyskanych wynikéw nie stwierdzono korelacji mi¢dzy testowanymi
markerami a cechg odpornosci na wielkopakowca porzeczkowego.
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