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Przygotowanie populacji mapujacej uzyskanej
ze skrzyzowania odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga
Sengana’ dla analizy regionoéw QTL sprzezonych
z wybranymi cechami uzytkowymi gatunku
Fragaria.

Preparation of the mapping population derived from the cross of ‘Elsanta’

and ‘Senga Sengana’ sutble for analysis of QTL regions linked to selected Fragaria

traits.
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Celem przeprowadzonych badan bylo przygotowanie populacji mapujacej uzyskanej w wyniku skrzyzowania
odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’, przydatnej do badan genotypowo-fenotypowych, poprzedzonych sporzadzeniem
‘szkieletu’ mapy genetycznej.

Pierwszym etapem badan byla ocena molekularna roslin form rodzicielskich pod katem stopnia polimorfizmu
genetycznego. Na postawie analizy wytypowanych 450 markeréw SSR w genomie odmiany ‘Elsanta’ zidentyfikowano
facznie 418 alleli polimorficznych, natomiast w genomie odminay ‘Senga Sengana’ — 337 alleli. Przeprowadzone
badania potwierdzaja wysoki stopien heterozygotycznosci genomow obu wytypowanych do badan odmian.

Kolejnym etapem prac byla analiza molekularna siewek uzyskanych w wyniku krzyzowania obu heterozygotycznych
form rodzicielskich oraz ocena satusu genetycznego genotypow potomnych. Badania te potwierdzity, ze w obrebie roslin
populacji mapujacej ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ wystepuja genotypy pochodzace tylko z kontrolowanego zapylenia.
Ponadto, analiza segregacji, w populacji mapujacej, alleli heterozygotycznych, zidentyfkowanych w genomach form
rodzicielskich, umozliwita sporzadzenie szkieltu zintegrowanej mapy obu badanych genomoéw truskawki. Wstepna
mapa genetyczna, do sporzadzenia ktorej zastosowano wybranych 44 polimorficznych markeréw SSR, zawiera facznie
27 grup sprzezen, na ktorych zidentyfikowano loci 53 alleli polimorficznych, pokrywajacych 1 033 ¢cM genomu
truskawki.

W wyniku przeprowadzonych testow potwierdzono, ze uzyskana populacja stanowi warto$ciowy material do badan
zwiazanych z opracowaniem mapy genetycznej truskawki. Ponadto, sporzadzony ‘szkielet’ mapy ‘Elsanta’ X ‘Senga
Sengana’ poszerza baze do dalszej lokalizacji gendéw 1 identyfikacji regionéw QTL sprzgzonych z waznymi cechami
uzytkowymi truskawki.

Stowa kluczowe: allele heterozygotyczne, genom Fragaria, mapa genetyczna, SSR

The aim of the study was to generate a mapping population derived from an 'Elsanta’ and ‘Senga Sengana’ cross,
so as to be useful for genotypic-phenotypic studies, and subsequently, to construct a 'skeleton' of the strawberry genetic
map.

The first stage of the research was based on molecular assessment of parental plants for genetic polymorphism. After
analysis of 450 selected SSR markers, 418 polymorphic alleles were identified in the genome of the 'Elsanta’, and 337
alleles in the genome of the 'Senga Sengana'. The study confirms the high degree of genetic heterozygosity of both
of the strawberry varieties.

In the next stage of the work, molecular analysis of seedlings resulted from the cross of the heterozygous parental
forms, as well as the confirmation of genetic status of hybrid genotypes were conducted. These studies confirm that
the origin of the prepared mapping population was the result of the controlled pollination. Moreover, segregation
of heterozygous alleles in the mapping population enabled the preparation of the 'skeleton' of an integrated map
of 'Elsanta' x 'Senga Sengana'. Herein, the initial genetic map was found to contain 27 linkage groups representing the
loci of 53 polymorphic allele, covering 1 033 cM of the strawberry genome.

Generally, as a result of the tests, we confirmed that the obtained population represents valuable material for research
related to the development of a strawberry genetic map. Additionally, the 'skeleton' of 'Elsanta’ x 'Senga Sengana'
genetic map enlarged the database for further gene localization and for identifying QTL regions linked to important
strawberry traits.
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Wstep

Truskawka (Fragaria x ananassa Duchesne
ex Rozier) jest waznym gatunkiem uprawianym
niemal we wszystkich szeroko$ciach geograficz-
nych. Na swiecie produkuje si¢ rocznie okoto 9 miln
ton owocow truskawek, w tym potowe w panstwach
europejskich (FAOStat, 2019).

Hodowla twodrcza gatunku F. X ananassa,
ukierunkowana jest na wytwarzanie odmian,
o najkorzystniejszym zestawie cech fenotypowych,
przystosowanych do zréznicowanych warunkéw
uprawy (takich jak: zasolenie), roznych warunkow
agroklimatycznych (tj. mroz, susza), zréznicowanej
presji czynnikéw biotycznych (np: choroby grzy-
bowe tj. wertycylioza, antraknoza) i abiotycznych,
jak réwniez do zréznicowanych preferencji konsu-
mentow (jedrnos¢ i trwalo$¢ owocow, zawartosé
kwasu askorbinowego czy cukréw) (Darrow, 1966;
Hancock, 2008).

Badania genetyczne, wspierajace $wiatowa
hodowle tego gatunku, pozwolity na zidentyfi-
kowanie molekularnych markeréw m.in. cech
zwigzanych z jako$cig owocow, zakwitaniem czy
odpornoscia na patogeny. Dla wielu z nich, ziden-
tyfikowano takze loci/miejsce na fragmentarycz-
nych mapach genetycznych réznych genomow tego
gatunku (Denoyes-Rothan i in. 2004; 2005, Sargent
1in. 2011, Sargen i in. 2012).

Na podstawie do$wiadczen genetyczno-
hodowlanych stwierdzono zaréwno monogeniczny
(odporno$¢ na fytoftoroze i alternarioze), jak i poli-
geniczny charakter dziedziczenia cech uzytkowych
truskawki (Lerceteau-Kohler i in., 2002). W wyni-
ku addytywnego (poligenowego) wspotdzitania
gen6éw ma miejsce kumulacja ich alleli w genomie,
a kazdy genotyp wykazuje inng chrakterystyke
fenotypowa, zaleznie od wlasnego potencjatu gene-
tycznego (Semagn i in., 2006; Hancock i in. 2008).
Ma to szczegdlne znaczenie podczas prowadze-
nia badan, ktorych celem jest sporzadzanie map
roznych genoméw. Wowczas warunkiem przysta-
pienia do takich prac jest uzyskanie odpowiedniej
puli roslin potomnych tzw. populacji mapujace;j,
(przyjmuje si¢ min. 100 — 150 genotypow mieszan-
cowych), w obrebie ktdérej wszystkie genotypy
pochodzg z zaplanowanego krzyzowania, a formy
rodzicielskie reprezentuja wysoki stopien hetero-
zygotycznos$¢ (Liebhard 1 Gessler 2000). Podejscie
takie daje pewnos$¢ prawidlowej analizy segregacji
zidentyfikowanych alleli markeréw molekularnych,
przydatnych do wysycaania map genetycznych.
Wiasciwy dobor i1 przygotowanie materiatu roslin-
nego sa zatem kluczowymi etapami w badaniach
nad identyfikacja regionow genomu warunkujgcych

wazne cechy uzytkowe gatunku Fragaria.

Celem prowadzonych badan byto przygotowa-
nie populacji mapujgcej, przydatnej do utworzenia
‘szkieletu” mapy genomu i identyfikacji regio-
néw genomowych (QTL) sprzezonych z waznymi
cechami uzytkowymi truskawki takimi jak: odpor-
no$¢ na choroby wywotane grzybami (V. dahliae,
Colletotrichum acutatum, Phytophthora cactorum),
jako$¢ owocow (zawartos¢ substancji prozdrowot-
nych); odporno$¢ na czynniki abiotyczne tj; tole-
rancja na niskie temperatury czy deficyt wody) .

Materialy i Metody

Materiat do badan stanowity rosliny mieszan-
cowe, uzyskane w wyniku krzyzowania ro$lin
rodzicielskich odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’
(CP — cross polination). Wybrane formy rodziciel-
skie skrajnie r6znia si¢ pod wzgledem wielu cech,
w tym podatno$ci na czynniki biotyczne i abiotycz-
ne oraz jakoscig owocow (Van Ooijen 2002, Masny
1in. 2002).

Przygotowanie materiatu roslinnego

Nasiona, uzyskane w programie krzyzowan
(2014), po wysuszeniu i stratyfikacji wysiewano
do doniczek wypelnionych mieszaning substratu
torfowego 1 piasku w stosunku 3:1. Pozyskane tym
sposobem mtode siewki potomne (200 roslin), stano-
wiace populacje mapujaca, w fazie minimum dwoch
lisci przesadzono do tac wielodoniczkowych (54
komorki o wymiarach 55 x 55 x 62 mm 1 objetosci
90 cm?). Rosliny utrzymywano w szklarni. Nastgp-
nie uzyskane mlode siewki wysadzono w kwaterze
polowej. Systematycznie prowadzono prace upra-
wowo-pielegnacyjne, jak nawadnianie i nawoze-
nie uzyskanych roslin, spulchnianie podloza oraz
zwalczanie chorob i szkodnikéw (Program Ochro-
ny Roslin, opryski na maczniaka; Signum 33 WG,
przedziorka chmielowca; Nissorum Strong 250 SC
oraz inne szkodniki i patogeny zagrazajace upra-
wie), obejmujace zaréwno formy rodzicielskie, jak
i mieszance F .

Dodatkowo, z roslin matecznych pobierano
i wysadzano mlode sadzonki roztogowe celem
utrzymania puli tych samych genotypow mieszan-
cowych, ktéore nastepnie stanowitly materiat
do doswiadczen fenotypowych.

Materiat do badan molekularnych

Izolacje genomowego DNA form rodzicielskich
‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ oraz 200 roslin popu-
lacji mapujacej przeprowadzono zgodnie z metoda
opisana przez Doyle i Doyle (1990). Tkanke liscio-
wa (0,2 g) ucierano w cieklym azocie, zawieszano
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w buforze ekstrakcyjnym CTAB i inkubowano
w temp. 65 °C przez 30 minut. W celu doktad-
nego odseparowania fazy wodnej (zawierajacej
kwasy nukleinowe) zawiesing rozdrobnionej tkan-
ki mieszano z réwnowazng iloScig roztworu chlo-
roform/alkohol izoamylowy (24:1 v/v) i wirowano
(15 000 g). Nastepnie uzyskane DNA wytraca-
no alkoholem izopropylowym (1:3 v/v), suszono
w temperaturze pokojowej i rozpuszczono w bufo-
rze TE. Czasteczki RNA wytrawiano stosujac
RNaze A (10 pg ml', 37 °C/ 1 h). Czystos¢ prepa-
ratbw DNA oceniano na podstawie elektrofore-
graméw w 0,9% zelu agarozowym oraz w oparciu
o pomiar wspotczynnikow ekstynkcji probki, przy
dtugosci fali 230, 260 1 280 nm (Gene Quant Pro
Amersham Pharmacia Biotech). Koncentracje DNA
w preparacie okreslano poprzez porownanie z DNA
faga A o znanych stezeniach (315, 157 i 79 ng pl?).

Amplifikacja alleli polimorficznych (SSR-PCR)

W oparciu o bazg sekwencyjng GDR (Genome
Database for Rosaceae, ww.rosaceae.org) dla rodza-
ju Fragaria oraz na podstawie dostepnych danych
literaturowych, zsyntetyzowano i przetestowano
w reakcjach PCR, 450 par starter6w mikrosatelitar-
nych.
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Mieszanina reakcyjna (13 pl) zawierala 5 ng
DNA — wyizolowane z odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga
Sengana’ oraz genotypow potomnych uzyskanych
w wyniku ich krzyzowania, 0,325 U polimerazy
(Ampli Taq, Applied Biosystems), 10 x PCR-bufor
Iz 1,5 mM MgCl, 1,25 mM dNTP (Applied
Biosystems) i 0,35 uM starterow SSR. Reakcje
Touch-down PCR prowadzone byly w zoptyma-
lizowanych warunkach termicznych: 94°C — 30 s,
55°C — 45 s, 72°C — 60 s/10 cykli, 94°C — 30 s,
50°C — 45 s, 72°C — 60 s/25 cykli. Wygenerowane
amplikony rozdzielano w 7% zelach poliakrylami-
dowych, ktore nastepnie wizualizowano w $wietle
bialym po wybarwieniu w 0,4% roztworze azotanu
srebra.

Okreslenie potoZenia (loci) markerow

Badania przeprowadzono na matrycach DNA
wydzielonych z form rodzicielskich oraz z 200
roslin nalezacych do populacji ‘Elsanta’ x ‘Senga
Sengana’ o potwierdzonym statusie mieszanca.
Do sporzadzenia szkieletu mapy genoméw obu
odmian wytypowano zestaw markerow dostepnych
w bazie danych (www.rosaceae.org) oraz opisanych
dla map genetycznych dzikich gatunkéw F. nubi-
cola, F. vesca oraz odmian ‘Redgauntlet’ i “Hapil’.
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Rys. 1. Wzory prazkowe (reprezentuja pare obu form rodzicileskich) przedstawiajace wielkos$ci alleli zidentyfikowa-
nych dla 30 przkladowych markeréw SSR, réznicujace genom odmiany ‘Elsanta’ (I Sciezka z pary) oraz ‘Senga Sengana’
(I1 $ciezka z pary).

Fig. 1. Band patterns (in pairs of both parental forms) representing the alleles identified for 30 SSR markers, differentia-
ting the genome of ‘Elsanta’ (1st path from pair) and ‘Senga Sengana’ (2nd path from pair) cultivars.


http://www.rosaceae.org
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Amplifikacje specyficznych fragmentow DNA
prowadzono zgodnie z w/w procedura.

Do sporzadzenia ‘szkieletu’ mapy genetycz-
nej ‘Elsanta’ X ‘Senga Sengana’ uzyto 44 marke-
row SSR (ARFL002, ARSFL022, EMFn017,
BFACTO004, EMFn214, ARSFLOI11, FvH4180,
FvH4153, FvH4164, FvH4160, FvH4154, ARSFL100,
UDFO009, BFACTO17, BFFv09-11-02, EMFv018,
CO816733, EMFv007, EMFI132, FvH4163,
BFACTO045, FvH4169, BFACT036, UDFO001,
FvH4161, FvH4155, FvH4177, FvH4165, FvH4173,
CFVCO0316, BFACT002, ARSFLO015, EMFn213,
CFACTI111, ARSFLO12, CFVCO015, BFACTO003,
FvH4171, COBRA, CO817054, BEFv14-29,
EMFn049, FvC103. EMFn021).

Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warun-
ki reakcji touch-down PCR bytly takie same dla
wszystkich par oligonukleotydow (temperatura
annealingu w zakresie od 60°C do 55°C — 10 cykli,
spadek temperatury 0,5°C na cykl), natomiast
w przypadku markerow z grupy ARSFL, przez
pierwsze 10 cykli temperatura malata o 0,5°C
(z 55°C do 50°C). Ostatecznie koncowe przytacza-
nie oligonukleotydéw prowadzono w stalej tempe-
raturze 55 1 50°C.

Szkielet mapy skonstruowano przy uzyciu opro-
gramowania JoinMap v.3.0 (Biometrics, Kyazma
NL) (van Ooijen i Voorrips 2001). Typ segregacji
alleli badanych markeréw genetycznych w popula-
cji mapujacej weryfikowano testem x> na podstawie

warto$ci odchylenia pomiedzy ich rozktadem
teoretycznym (mendlowskim) i obserwowanym.
Przynalezno$¢ markerow do poszczeg6lnych grup
sprzgzen okres$lano na podstawie wartosci progu
LOD (Logarytm Odd Ratio) >3.0. Odleglosci
mapowe zostaly oszacowane przy uzyciu funk-
cji mapujacej Kosambi. Uzyskane grupy sprzezen
przedstawiono w formie graficznej, za pomoca
z programu MapChart 2.1.

Wyniki
Ocena stopnia heteryzotycznosci genomow
odmian ‘Elsanta’i ‘Senga Sengana’.

W testach PCR, przeprowadzonych na matry-
cy DNA roélin ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ z 450
parami starterow mikrosatelitarnych, produkty
polimorficzne uzyskano dla 228 z nich (Tab. 1).
Lacznie przeprowadzono 3 532 reakcje SSR-PCR.

Wyniki amplifikacji fragmentéow genomow
uzyskanych na matrycy DNA z roélin ‘Elsanta’
1 ‘Senga Sengana’ z 30 przykladowymi starterami
mikrosatelitarnymi przedstawiono na ponizszym
elektroforogramie (Rys. 1). Wielkosci zidentyfi-
kowanych alleli polimorficznych, réznicujacych
formy rodzicielskie, oraz sekwencje zastosowa-
nych do rekacji PCR oligonukleotydow zestawiono
w tabeli 1.

Liczbe alleli heterozygotycznych zidentyfi-
kowanych w genomach obu form rodzicielskich
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 1
Table 1

Wielkosci produktéow réznicujacych odmiany ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ (allele segregujace) w reakeji SSR oraz sekwen-
cje starteréw generujacych powyzsze allele heterozygotyczne.

Sizes of PCR amplicons (segregating alleles) differentiating ‘Elsanta’ and ‘Senga Sengana’ genomes and the sequences
of oligos generating the above heterozygous alleles.

starter F
Farward Primer

starter R
Revers Primer

Mrker produkty réznicujace (pz)
TI:Iz Mol. marker Size of the amplicons (pb)
Elsanta Senga Sengana
1 FvH4004 480, 600 300, 560
2 FvH4005 270, 275
3 FvH4006 290, 350 270,315
4 FvH4009 480 450
5 FvH4014 150, 400 130, 300
6 FvH4019 200 220, 600
7 FvH4022 200, 560, 565
8 FvH4023 595, 600
9 FvH4025 260
10 FvH4031 520
11 FvH4033 150, 190 110

cccagatctcectacctttace
tcaagttacgtcgettacatgg
cgagtactccaccttcaattcg
ttggctgttccagtttgaga
tgacctcaatctettgaace
catctcagttggatcagaatcg
agttctggaacgtcctttagge
tactgggggcaatatgtttgg
gttcagttgagagccataatge
tctcacctcatccaaatcttee

ctccacaaacctaataccaacg

agttctacccccttttcagacc
ttgetgtttcaagaccactage
atgagagatcttccgtegtagg
ccaaagggactggtggtaaa
atccctactcaaaaccgtcage
caaggaatcaaggatcataggc
acacaagcacatacccaaaacc
gcecececttgtaaacttctactgg
gaatgatgaaaggcagctaagg
agtgggaatggttcctttttgg

gacgacgacttcttcaaaacg
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Tabela 1 cd.
Table 1 cd.

WielkoS$ci produktoéw réznicujacych odmiany ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ (allele segregujace) w reakcji SSR oraz sekwen-

cje starteréw generujacych powyzsze allele heterozygotyczne.

Sizes of PCR amplicons (segregating alleles) differentiating ‘Elsanta’ and ‘Senga Sengana’ genomes and the sequences

of oligos generating the above heterozygous alleles.

Lo |y marker Sive of th amplcans (7 sartr F starter R
No. Farward Primer Revers Primer
Elsanta | Senga Sengana
12 FvH4041 200, 250 220 cagctgcatctatttgatctgg cgagctcaactctettetacce
13 FvH4042 280 - aacaggagcttatacggaatcg aggagctcaatctcatcatcg
14 FvH4049 250, 260 - acggctactctagggaagatgg ctctceaccctttgeattage
15 FvH4050 185, 200 210 tagcatccatagttccatacge caatacaatctcccaactcace
16 FvH4052 170, 175 320 caagaggtcgttaggtgaaatg gtgttcaagcccagaaatgatg
17 FvH4056 - 450 gggggtattttgaagtgtaage gcgaaaaatatgagaggagagagg
18 FvH4057 200, 225,280,310 235, 240, 300, 380 agtttggaccgggtcaagagg agctcttcctcectcacaacg
19 FvH4058 220 - gttagagaagcagtggatgacg gggcatctacacatgttgacc
20 FvH4059 450 - tgcacatagagcaacagtataggg ttgttagcatgaagtgcaaage
21 FvH4061 - 200 accaactccatactccacaage gectecectctetagetettee
22 FvH4082 - 495 cggtttacctaactccaactge cctgcaagaaatctctactgtcg
23 FvH4083 360, 600 300, 470 aattgggggtgtgacaatge gcttcaaatttgggatctgg
24 FvH4086 - 600 acaccccaagcaaattacagg tgctatttaggcaactecttce
25 FvH4088 - 400, 450 cctcagtcttaacgaacgaacc tagagagagcaccgactcaagg
26 FvH4090 320 330 cagttgatgtgttgctgagtee agtttttgttttcatcttttgg
27 FvH4091 220, 300, 400 200 tcaccggttecttctttatage taatttcttgcaggacgttcg
28 FvH4102 600 610 ttteettttggttgaaaactee tcataggaagcttttattcatacc
29 FvH4104 240, 250 510 agactgctcatcctetetttge atcatgggagagaacattaggg
30 FvH4105 - 320, 330 cgttggagatctggtaaactce taaccttcecctegtgaaatce
31 FvH4106 155,215 220 tacaaaggacttgcctcttagg tcactttcgttgtcctacatee
32 FvH4112 265, 320, 330 210, 460 tttcaacaaattaaggcaaacg gccatagaaaaccagaaaaacc
33 FvH4113 125 110 tgactagcaatagtgcaacagce cggcagagaacccagtaage
34 FvH4114 200, 380, 400 - gcagcatgagagacaagatgc gttagcagaagggaaatgaacc
35 FvH4116 290, 405 380 ggacattgaccaagcatttacg tacggtcaggaagattgagacc
36 FvH4117 295, 305 300 actttgettggetagttgtcg gagggttetggagtctaagtge
37 FvH4121 400 - tacacagtgacatagccgatge gtectaggtttectegttetee
38 FvH4123 240 245 gttgaagcaaccttgaatge ggaggacaactccaatttatgg
39 FvH4124 240, 285 385 gcacagttccatcagtttttca acaattgatcccttggaaattg
40 FvH4127 180, 200, 385 170, 195, 485 accaccacaacctagtctetge tcectaagttttctctecatee
41 FvH4131 135 - cagactcagcagagtgatttgg ctaatggcccgtatettctee
42 FvH4134 100 - aagtgaaggaggggaagaagg gcttcataaaacagecactge
43 FvH4136 190, 580, 600 - ttcctgatcaagcetaggaatge ccttggtgtactctcaaactcg
44 FvH4145 205, 280, 410 300, 420 aaagtcttgggggagtaaaagg ggtacatggtgatgtgtcatce
45 ChFaM 149 - 165, 595, 600 ccetettcecgtaaagteea cggactcaccggtcactaga
46 ChFaM 262 400 - actcggtgaggaaagacgaa agagaagaccgctgaggatg
47 ChFvM 232 320 330 gettettgggacageaacac tgaaccctgcatttectetg
48 ChFvM 243 330 340 tectttctcgetcactgtea aaacaaaggaaaggctggtg
49 ChFvM 245 - 510 tcaaccacaccgctactcct cttgetgagetegtecttgt
50 ChFaM 009 410 - tccaagttccagagcteett cgtcgagcetcagacatgaaa
51 ChFaM 010 200, 580 210 tatcgectgeaattcatetg getggcetctgtggagtgagt
52 ChFaM 011 95, 300, 360 80, 90, 210, 270 tectetecttetttcecttca cgagatctcccgagactgag
53 ChFaM 017 80, 90’219650’ 250, 415 ctcactctctgegaacttge caactcaccttgcaccgatt
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54 ChFaM 022 185, 200, 495 - gggccactectacttettca ttggecttgagagettcgat
55 ChFaM 026 100 - tegtetetegtttetctaaaage atcaagtgctcgtccacgta
56 ChFaM 030 300, 335 - ccatgaagcagtgaagtcca agaaaatcccgagagecttt
57 ChFaM 031 300, 310 200, 210 gctagcaaagecctaageaa acggtgggcacacttaaaga
58 ChFaM 032 - 410 ggtceetgettcttettettt ttcagccccattttccagta
59 ChFaM 033 110, 505 115,510 cacaaatccacacacagcag cccaggaaggtaaccacaaa
60 ChFaM 036 130 135 gcagcectcaagaagtgaagg ccatcttgatatcacaggcataa
61 ChFaM 037 505 - acgacgatcaccacaaggac aagctcegtegtttectctt
62 ChFaM 040 - 205, 300 agtggtcatcagcaccatca taaccgggaacggtactctg
63 ChFaM 041 185 180, 280, 490 ccacacgaaggagaaggaga aacgtgtcattcgaccacaa
64 ChFaM 044 170, 615 165,310, 410, 595 cgctgagtegttctaatttca ttttgttgacgagegagatg
65 ChFaM 046 195, 300, 310 - ccatttccatggccettgttt ggccttgttgggtctgagag
66 ChFaM 047 235 200, 215, 240, 260 tcatttctctcteccctegat gatgtgatttacggcgaagg
67 ChFaM 056 195, 260 265, 510, 600 aaaacgtcgtcgttcaggat cgtactgetgttgetgetgt
68 ChFaM 058 142’01)?1’2%?55’0%10’ 550, 560, 580 gacccaaacacaccctgaac ctceccattctgggaaatet
69 ChFaM 060 165, 550, 560, 580 280, 590, 610 tgagctaccaccaagaacce aatacccttggtacccctcg
70 ChFaM 063 120, 300 125,195 gacgtctccgateegttgat ctggctegegtacgacttte
71 ChFaM 064 285 190, 280 caccaacttcgacaacctca gactcttctttggegagcetg
72 ChFaM 065 220, 245, 250, 265 200, 250 gaccgggagagataacagea atagaagccaatgcgtgatg
73 ChFaM 066 110, 590 115, 280, 310, 580 attttggccacgaagaattg cgatgtcaggaacgaactga
74 ChFaM 068 420 200, 425 catctccagttecttggete acgaccattectcttcetea
75 ChFaM 070 280, 630 - agcattgaattcccagttttg ccttgcagecaggaactaagg
76 ChFaM 072 385 - tggcagaaatttccaaaagg ctcccccagaagtccagatt
77 ChFaM 077 250, 320, 400, 440 270, 300, 395, 410 gaaagggctggacatggata atgttgttatttggcctgct
78 ChFaM 078 242’125?53’9%?3’1300’ 235 cagcctcattgcaaatctga cttaccggtttcgatgtggt
79 ChFaM 080 530, 560 160, 540 ttcggtgccggtaaagatac aagttccaccaccatgcaat
80 ChFaM 081 - 2953’5)03’1351 0, aactgagctctcggcaagtc gaatactcgcggaggaagtg
81 ChFaM 082 230, 235 220, 245 agtacggcaattgaagetcg gatctcggttgaagatcgga
82 ChFaM 083 220, 250 - ttttetggcttttggattgg geactttttcatcacaggca
83 ChFaM 086 280 225 tttggagctcaatcccatetg atttggccagcctecgtet
84 ChFaM 088 660 140 ggtggcaaaactcatggaga gggaagcgaagttgaagagg
85 ChFaM 092 110 - acccaagttcccttcgacte atgcgctttgcataacaggt
86 ChFaM 093 285, 29(;’93;00’ 399, - cgccctcaaatecctctaac gaagtgagtgttccgetget
87 ChFaM 094 180 175, 185 atggagggcgctactgaaaa aatggcgagcttggactttc
88 ChFaM 095 210 - gccagaagcaaaaaccagaa gggaagttgaaattgtcgga
89 ChFaM 097 275, 3:‘25%’ 157%’ 400, 265 gccaaaggttggttctttga gecattttggaagaggtgaa
90 ChFaM 098 305, 495, 520 205, 215 gtgagagtcageccacecta gcgacgaggatgaagaagag
91 ChFaM 100 100, 170 120, 190 ttggaacccagaaaatcgaa cagcggagagagaaacaagg
92 ChFaM 101 150, 500 220, 240, 520 ggagtaagctgatcactetgt actccgaggcetgtaatcect
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93 ChFaM 105 170, 180 160, 175 cctccaaacacaatccacca tetgaggtttatgcgggact
94 ChFaM 106 170, 190, 230, 335 120, 410 accaaccgaggegagagag cgtcatctgcacctgette
95 ChFaM 107 - 500 tgccaaacaaacaaatgttga catatcgatgtccttcataggg
96 ChFaM 108 520 170 catggaaagagagcgaaage cgaggaatgagggaggaatc
97 ChFaM 109 - 420, 450 aagctgcttgegaagaacaa ggctgatgecagtccattta
98 ChFaM 110 310, 605, 615 - tttteetttggtggtttteg ccagagaaagccatttagge
99 ChFaM 111 145, 180 135 gcecaaccgagtctetetet cgggcttcaatttgctcaat
100 ChFaM 112 495 485 ttcaagcttttcttcttcetete catcttcacctgacccctet
101 ChFaM 114 - 145, 275, 495 tgtggtgecttggtttacaa cgcectetctectetctaatee
102 ChFaM 115 460, 480 280, 285 ccteggcttettcatetttg accacactgacaggacgatg
103 ChFaM 120 130, 200, 210,420 255, 300, 320, 330 ggtttcatcagagggegtett taaagctcccageaggeatt
104 ChFaM 122 245, 255,260 - gactcacagtctctcccagtgt tgatattgagcaacgggtga
105 ChFaM 126 270 - gttagggagtccgggaatga ttccaatcccatctgacgac
106 ChFaM 129 195 - agatcaacatcgcctccaac tgetcgttgtecataacctg
107 ChFaM 130 240, 260, 300 195,310 gccagtcacaagaagecaaa tgctctgaaaccectttatetg
108 ChFaM 144 390, - cacgtcttggcttectette cggagcagattttcttggag
109 ChFaM 146 170 150, 155 acgagggaagaatggageac agatggtcctgactggatgg
110 ChFaM 147 350, 360 - acgagggtcacctgagactg ccaggagaaggtaccgaagg
111 ChFaM 148 - 210 ccctecatcaaagecagtt cattagaccccgacttgtca
112 ChFaM 151 200 - accaccaccgttttctectc accaccgactcgtccttett
113 ChFaM 159 285 - tetetctcatcgecccagag acccatccacagggttcttg
114 ChFaM 160 - 300, 480 ccactccccaaaagageaca ctgectccacaatcetcace
115 ChFaM 161 210, 510, 615 270 cgaggccttgtcttetttgt geggaggtagetgttgtage
116 ChFaM 163 150, 265 155 ttcgggtettgtattgctttga ttcaattccgaaggcacaac
117 ChFaM 164 235 200 cactcagccagatccagage gegecaaggatggtcttaat
118 ChFaM 174 140, 175 160, 195 gagggagatggcacggagat ctccggeattgaaatcgaga
119 ChFaM 177 245, 265, 400 - cctgcagagtgcaagagaga cactcacaaggcatgagagcta
120 ChFaM 178 165, 280, 325 320 aaacgaagaaaggaagtcttcaa agctgtgcaggggtttatgt
121 ChFaM 194 - 175, 195 ccctteettgecagteattt cccatcccacagttgttcte
122 ChFaM 196 - 305 cctctcacctctttctctctaaaa agcgcatgagtctgetgtta
123 ChFaM 203 480 - cgagggtcacggctactaaa tgagtatgaccaatccgaaaga
124 ChFaM 209 - 295 cccccaaaaccctctattet atcattcccaagccactgtc
125 ChFvM 028 168, 505 170, 507 aatggcatcaacttctgeac cagcctgetgetgtagttct
126 ChFvM 049 - 500, 505 atggttggtgatcaatggtg ttcatatgcaatttgatggaac
127 ChFvM 087 280, 295 300 gaaaggggaagccttttcat tgggacgaaagttcccaata
128 ChFvM 125 - 150, 520 gcgactgcecatcgtaaccta tctccaatgttttcgecaag
129 ChFvM 140 - 185 ccacttcccataccactgga cgtegtaggtteggtctetg
130 ChFvM 181 175 155,165 ggagaactgctttggtaggg acgtacaccagcagatgage
131 ChFvM 182 400, 435, 515 470 ggaaccaaacgaacaccaac gecggaggagtgagtgaagac
132 ChFvM 184 255 2353’5%)4%0%40’ geactttggggttttggota ttgcaagaacccccttecta
133 ChFvM 191 245, 535 255, 285, 300, 350 ccagcagaatcctcaaatge gtgccaacaageccattg
134 ChFvM 192 - 265, 275, 450 tgaggtcagtctgtgagaattg tttccgagagtggagagceat
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135 ChFvM 193 - 140 catcagaaccatcaatcatcg tactgccggagaatgaaca
136 ChFvM 201 - 245, 285, 325, 335 tgattcaactccagecgaage atcagcaggcgaatccttct
137 ChFvM 202 225,235 - caaagggctccagctatctc aggatcgtcagctaagaagca
138 ChFvM 205 220 125, 185 gcgaaaccctatggattgtt acaaccaccaaattcccatt
139 ChFvM 210 - 185, 265, 540 tecccacatttteettgttt gtggtgttggtgagtggaga
140 ChFvM 212 150, 170, 190 195 caaatcttcaacggtctctce acggaggaggaggaagtcat
141 ChFvM 213 195, 241’53;)30’ 350, 280 aaccctaggaggctgaaacc ataccccgggtggtacttgt
142 AW06432 250, 27(;’7%80’ 500, - tgagctgaagaaggtgctga aagggaaactggaggtagcaa
143 C0O378933 150, 500 - cgaggcttgtctetgtgttg cacgaccttgacacccttet
144 CO379009 105 - tgtgattgggagagaggagg ctgecccaaacttggtttta
145 C0379012 - 145 cacgaggattgtttgaacce accaacacacaaagctgctg
146 C0O379659 250, 400 140, 200 aggggaggcctcacttagag tatccatgagatcccagect
147 C0O380151 - 150 cgagggtttgatcgagtctg aacatgatcacaaggccaca
148 CO381174 275 445, 455 ccacaagaaaggagacgage tcaggagcatgaatcaatcg
149 CO381539 272 270, 265 gtetgeeectgttacgetac ctgtgtagctceggeacata
150 CO381605 - 300 ccacccctttacctttcaca caattccgaaggcacaactt
151 CO381897 230 - agaggctgaggatcatggtg ggcaaatacaatgctaaacca
152 C0382008 - 125, 145, 385 geecttgettagttgetttg atgcatggctatggcttgtt
153 CO816733 275, 30%’7‘(‘)00’ 480, 310, 350 tcccaacacctcacttgtee attcagccaggtctgageat
154 CO816806 - 205 cgagggagaaaccctaacct ggacgatcccttgtagtgga
155 CO816840 270, 340 150, 215, 295, 305 cagccttgatgtctegttga ccatgacatcctetgecttt
156 C0O816936 300 380, 520 ttetetcegatcttetecga catcgactggcttetectte
157 CO817004 220, 240 225 cgtcagecctaagaagatgg acgaccaatacagaccaggg
158 CO817138 250 285, 500, 590 tgaaaacttttgctctggge tcaggccatgaaacactctg
159 CO817185B 195, 400, 510, 565 260, 500 tcatccactgggaagaaagg catcaatcatgcacacacga
160 CO817242 - 150, 520, 525 aatccccaaatcctcaaacc ctccacgcetettettgttee
161 CO817330 - 2570(;” i(ﬁ)” ?‘5%’ gcttcatggettegttette gtggcattcagttgggctat
162 CO817364 285,295 260 gecettecccttettcaaate gtccattttccagtggtgct
163 CO817505 120, 280 - tcctgaagcaacgatgactg cacttgccgcagaagaaaa
164 CO817509 130, 140, 195 215 tcaccgtcctccttctcaac cgaagaggaaattgagccag
165 CO817772 - 500 tcacaaccgacgagtttcag tttettcactgecectgetet
166 CO817850 - 300 gtgttgagcaagaatggggt tagtgcccagaatgaggett
167 CO817919 270, 280 - cagaatccaccggcttacat cgctagcttttetgetegat
168 CO818131 250, 315 295 ccttcetecgaaaccctact gggctcaggttatacgagea
169 CX661091 180 235 aagccatgactacctccacg atgaagccgaaatcgaaatg
170 CX661274 - 215 tataacaacgttgggcectc tacgccagctcataccacag
171 CX661428B 295, 330 - gaagacggtggatgaggtgt ctgetgaaaccegaatecta
172 CX661749 - 500 tagatttttcccattcecce atctgacccaacaaaaccca
173 CX661752 - 165, 175 acctgacctgaccaaaccag tggggatgaggatgagagtc
174 CX661843 245, 515 - ctcccatagatgectegaac ttgaacagcgagaagtggtg

10



BIULETYN IHAR Nr 291 /2020
Przygotowanie populacji mapujgcej uzyskanej ze skrzyzowania odmian ‘Elsanta’i ‘Senga Sengana’...

cje starteréw generujacych powyzsze allele heterozygotyczne.

Tabela 1 cd.
Table 1 cd.

Wielkosci produktéow réznicujacych odmiany ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’ (allele segregujace) w reakeji SSR oraz sekwen-

Sizes of PCR amplicons (segregating alleles) differentiating ‘Elsanta’ and ‘Senga Sengana’ genomes and the sequences

of oligos generating the above heterozygous alleles.

Mrker produkty réznicujace (pz)
Lp. Mol. marker Size of the amplicons (pb) starter F starter R
No. Farward Primer Revers Primer

Elsanta | Senga Sengana

175 CX661893 - 190, 610 cgggttcttetacttegtcg gcccaaagacaggcectagat
176 CX661895A 100 - gtagccatggaatcgtceac actgcgagcaagtgtettga
177 CX662065 170, 495 - acagagagccagaaacggaa agcgagagagagagcgaatg
178 CX662065A - 190, 235, 360, 500 atgaccacagcaacctetee gegtgtttgggattgagact
179 CX662153 115,120, 175 130 gaaactcceccgaatttacg tctegggtgagetgagaaat
180 CX662162 290, 505 - tcaccacatgaaaagttgcec atagaaagagcggcacgaaa
181 CX662184 155 145, 160 acgctcttctttcactccca gagagagatgtgcggagagg
182 CX662207 265,285, 290 310 agcagccggtcagatgatag atcacggtcaaagccaactc
183 CX662235 220, 255, 340, 345 - cctetettecccacactcaa gtagctctttccgaacgtgg
184 FvA 108 150 - acaaagagaccaccaactacc gatagccaaaagagcagtga
185 FvA 110 185, 245 255,265 caacctttcctagcatcaactc actcgatctgaaatcgttgtct
186 FvA 114 120, 270, 315 150, 295 attggctaatgaatctccg ggcaagggaatggataata
187 FvA 115 98, 370, 450 100, 445 acaagttcgcagggtatga gggaaaacacagaaatctee
188 FvA 117 110, 295 - ccattttacattgtcacaacg gttagggtttcatgtggactc
189 FvA 119 280, 400 120, 150, 265 geecttgatgacagaaaag cccttegttggagataatg
190 FvA 123 - 310 gcaatgttgttactgaaatgtg agcatctcttagtgectcate
191 FvA 125 420 - atccaagggctaagagagg cagaaatacccaccaaagttc
192 FvA 127 95,215 195 teteccteatccacaatcaac accggagtgaaaccctaatte
193 FvA 129 145 - gaaaggagtctgttttgtgtce actgggctcatcatacge
194 FvA2 250,270 252,262 gttccatcacttacagacatcc cctgattatgtgcctttatte
195 FvA'5 120 85, 135 aagggagagaagagagaaagtg acaacctatcggctcattaac
196 FvA 7 - 550 cagtgaagacttccgeactag gcatatcgtcattatgtge
197 FvA9 570, 580 610 gaggtgctccttgtgaatg aacccatcaaccagtttgg
198 FvB 1 290, 315, 450, 480 620 agagcagaagaaaaccatagc cctceetggaaatagatacac
199 FvB 101 175, 195, 480, 485 120 tcaagtctcgaccaaaataact cgttgtcacttccattagagg
200 FvB 108 300, 455, 495 130, 215 ggttgacatgagtgcatattc gaaggtataggagtgcaaagtg
201 FvB 110 215,225 - ctaccgcaccataatttagaag catccaaatgaacctattcaag
202 FvB 111 270, 275, 280, 520 190, 195 ttaggttttgcgaagttgaag aggagaaccgegctagtg
203 FvB 112 165, 1956’0%)05’ 285, 290, 335, 250 ggcaacgaagagtaaggc caaccataataccctcattttc
204 FvB 113 - 230 tgacccagaaatgaaagaagg agaaagaacctgetgcttgag
205 FvB 116 200 215,225 cctceatecctaactttce gctetttgtettegtcage
206 FvB 119 330, 385 380, 390 acccattgccatcectact ccacctgaacaaccaccac
207 FvB 120 220, 240 - ataccctcatctcttgetettg gattcttcatgtgatcgtetga
208 FvB 123 - 360, 370, 390 gaaacacttttgcecttgtg ggtttactgggggtcag
209 FvB 124 190, 220, 250, 260 205, 240 agacaaacaagcagcaatagtg agaaagggaagtgcctaagtg
210 FvB 126 125 110, 180 gagcatcggcactacacc catggetggcttcagatc
211 FvB 127 420, 500 265,270 tttcaaggcaaatccactatc gcatcggaagcatcaagt
212 FvB 129 510, 550 - gcgatgaaacagtagecage gaagaaggggggaagaatc
213 FvB 132 220, 250 260 aaggctecccctgtttag gaacctgtaggctgtgtagaaa
214 FvB 2 230, 340, 350 600 ttgaggcacttgaaaaaagac aagggaggtggaaaggtg
215 FvB 8 280, 300, 400, 420 275, 290, 320, 410 ggtgagtggtatttgcctaac cttcattacggtggagtctg
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216 FvC 10 295, 350, 380 255, 285, 300, 460 cctceatgtegatectcttate gccaattcegattattettgag

217 FvC 103 200, 215, 250, 395 - tectecaactccaacttcte cgaatctatgtccectatcg

218 FvC 105 270, 350 - gggtggtcaagtctccag actccgattactgttttccag

219 FvC 107 205, 480 180 ggcaaattacatgatgaaccag gaatggagtccttggagaactc

220 FvC 108 275 345, 255, 495 tccegtgaacagtgteag agcaaagaggtagagaacgag

221 FvC 109 165, 210, 520, 590 260 agggcgagacttgaaatatg aagccttacctggaaattace

222 FvC 110 420 450 ctgtttcttcctcagattgtte gtcattgtaactgetgtgtg

223 FvC 111 215, éi%’ 171(;’ 290, 200, 240, 315, 400 ccattcttcgecccttaac caaaactgtcactgcctcaaa

224 FvC 112 145, 160, 170 147, 150, 280 ggtacgaattgtgggaattg cggcctgattgtattatctg

225 FvC 113 220, 250, 260, 270 180 cccteetetctttctetttee ggcagacagatccgaga

226 FvC 12 - 190, 250 ggaggacagcgatagagatatg gggtccatttctgtttaacaac

227 FvC 122 320, 385 300 tettcatacccatacccactac ccagacacccatctaattctac

228 FvC 123 170 140, 250 gaccacaaacccactaatc caaacaccgagacttctgag
Tabela 2

Table 2

Liczba produktéw SSR-PCR réznicujacych genomy odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’.

Number of SSR-PCR products differentiating ‘Elsanta’ and ‘Senga Sengan’ genomes.

liczba par starterow testowa-

Grupa starteréw nych z danej grupy

Group o teste

liczba starterow w grupie, w reakcji
z ktorymi obserwowano produkty
polimorficzne

liczba produktow réznicujacych od-
miany
Number of polimorfic PCR products

Number of primer pairs test- Number of primers in the group in
markers . .
ed from the merker group which polymorphic products were Elsanta Senga Sengana
observed in the reaction
FvH 151 44 80 52
ChFvM 135 97 178 155
CO 48 27 35 42
CX 33 15 20 16
FvA 29 14 23 17
FvB 27 18 45 30
FvC 27 13 37 25

W genomie odmiany ‘Elsanta’ dla wszystkich
badanych grup markerow molekularnych, ziden-
tyfikowano tacznie 418 alleli polimorficznych,
natomiast w genomie odminay ‘Senga Sengana’ —
337 alleli. Przeprowadzone badania potwierdzaja
wysoki stopien heterozygotycznos$ci genomow
obu wytypowanych do badan odmian.

Aanliza populacji mapujqcej. Uzyskana mapa
gentyczna badanych genomow.

Do badan wykorzytsano matryce DNA
wyizolowane z genomow form rodzicielskich,

12

dla ktorych potwierdzono wysoki poziom zroz-
nicowania genetycznego oraz z roslin potom-
nych, uzyskanych w wyniku ich krzyzowania.
W reakcji z 44 wybranymi markerami SSR
zidentyfikowano 53 allele, ktore segrego-
waly w genotypach populacji mapujace;j.
Na podstawie analizy rozktadu i frekwen-
cji  rekombinacji, oznaczono  polozenie
1 dystans mapowy loci tych alleli (Tab. 3).
Skolekcjonowane dane uzyto do przygotowa-
nia ‘szkieletu’ mapy genomow odmian ‘Elsanta’
oraz ‘Senga Sengana’.
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Zintegrowana mapa genetyczna skonstruowana
dla populacji ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’ zawiera
tacznie 27 grup sprzgzen (LG, Linkage groups),
wykazujacych wysoki stopien homologii do: chro-
mosoméw 111 VI (LG2 i LG6 obejmowaty homolo-
gi a-d), chromosomoéw I, 1111 VII (LGI1, LG3 i LG7
obejmowaly homologi a-c) oraz chromosoméw
IV iV (LG4 i LG5 obejmowaty homologi a i b)

opracowanych dla gatunku Fragaria.

Lacznie, na chromosomie I udato si¢ zlokalizo-
wacé loci 7 markerdéw, na chromosomie II — osiem,
na chromosomie III i VI — po dziesi¢¢, na chormo-
somach IV i V — po pie¢, a na chromosomie VII
— loci czterech markerow SSR. Wielkos¢ uzyska-
nego zmapowanego fragmentu genomu (bin map)
wyniosta 1 033,50 cM (Rys. 2).

Tabela 3
Table 3

Wyniki analizy rozkladu alleli i frekwencji rekombinacji w populacji mapujacej oraz dystans genetyczny zidentyfikowa-
nych loci markeréw SSR.

Allele distribution, recombination frequency in the mapping population and genetic distance of identified SSR markers.

Grupa sprzgz.

Frekwencja
rekombinacji/od-
legtos¢ mapowa

Typ segregacji
alleli w populacji

Test X2

Rozktad alleli w
populacji

Linkage group Foews! roeus (CM) . Segregation type Chi-square test A.llel‘e S distril.ou-
Recombination tion in mapping
frequency (cM) of alleles population

EMFn049 FvC103 19 nnxnp 0.8 3:1
LGIA EMFn049 COBRA 25 nnxnp 22 3:1
FvC103 COBRA 6 mlixIl 7.8 3:1
COBRA CO817054 24,3 nnxnp 0.3 3:1
LG1B CO817054 FEFv14-29 20,7 mlixll 4.9 3:1
BFACTO003 FvH4171 21,7 mlxIl 0.2 3:1
LGIC FvH4171 ARSFL002 28,3 nnxnp 0.6 3:1
BFACT003 ARSFL002 50 nnxnp 10.4 3:1
ARSFLO12 CFVCTO15 30 abxab 3.0 1:
LG2A ARSFLO12 BFACTO002 42 abxab 3.5
CFVCTO015 BFACTO002 12 nnxnp 0.4 3:1
LG2B EMFn214 CFACTI11 343 mlixll 3.5 3:1
LG2C BFACT002 ARSFLO15 18,4 mlxIl 0.1 3:1
LG2D FvH4173 CFVC0316 24,3 mlixIl 1.7 3:1
UDF0001 FvH4161 18,4 nnxnp 43 3:1
UDF0001 FvH4155 26,6 mlixIl 0.2 3:1
UDF0001 FvH4177 46,4 mlxIl 0.4 3:1
UDF0001 FvH4165 70,7 mlixIl 2.1 3:1
LG3A FvH4161 FvH4155 8,2 nnxnp 0.2 3:1
FvH4161 FvH4177 28 nnxnp 0.0 3:1
FvH4161 FvH4165 51,6 mlxIl 0.8 3:1
FvH4155 FvH4177 19,8 mixIl 0.7 3:1
FvH4155 FvH4165 43,4 nnxnp 2.3 3:1
FvH4177 FvH4165 23,6 mlxIl 2.6 3:1
LG3B FvH4169 BFACTO036 44,3 mlixIl 0.4 3:1
FvH4163 FvH4153 36 nnxnp 33 3:1
LG3C FvH4163 BFACT045 68 nnxnp 1.8 3:1
FvH4153 BFACTO045 32 abxab 5.8 1:2:1
EMFn132 FvH4164 34,3 abxab 0.3 1:2:1
LG4A EMFn132 FvH456 42 abxab 3.6 1:2:1
FvH4164 FvH4156 8 nnxnp 0.4 3:1
LG4B CO816733 EMFv007 21,7 nnxnp 0.0 3:1
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Tabela 3
Table 3

Wyniki analizy rozkladu alleli i frekwencji rekombinacji w populacji mapujacej oraz dystans genetyczny zidentyfiko-
wanych loci markeréw SSR.

Allele distribution, recombination frequency in the mapping population and genetic distance of identified SSR markers.

Grupa sprz¢z.

Frekwencja
rekombinacji/od-
legtos¢ mapowa

Typ segregacji
alleli w populacji

Test X2

Rozktad alleli w
populacji

Linkage group Locusl Locus2 (cM) . . Alleles distribu-
o Segregation type Chi-square test Lo .
Recombination tion in mapping
of alleles :
frequency (cM) population
FvH4164 BFFv09-11-02 18,4 nnxnp 4.1 3:1
LG5A FvH4164 EMFv018 26,6 mlxIl 0.2 3:1
BFFv09-11-02 EMFv018 8,2 mixll 5.5 3:1
LG5B UDFO009 BFACTO017 24,3 nnxnp 1.7 3:1
FvH4164 FvH4160 18,4 mlxll 12.6 3:1
FvH4164 FvH4159 21,6 nnxnp 2.0 3:1
FvH4164 FvH4154 26,4 nnxnp 49 3:1
FvH4164 ARSFL100 50,7 mlxll 0.5 3:1
FvH4160 FvH4159 3,2 nnxnp 0.3 3:1
LG6A
FvH4160 FvH4154 8 mixll 2.9 3:1
FvH4160 ARSFL100 32,3 mlxIl 0.6 3:1
FvH4159 FvH4154 4,8 nnxnp 0.1 3:1
FvH4159 ARSFL100 29,1 mlxIl 43 3:1
FvH4154 ARSFL100 24,3 abxab 0.6 3:1
LG6B FvH4180 FvH4163 25 mlxIl 2.5 3:1
LG6C ARSFL002 ARSFLO022 28,1 abxab 1.1 1:2:1
LG6D EMFn017 ARSFL022 34,9 nnxnp 0.0 3:1
LG7A BFACT004 EMFn213 25,2 nnxnp 2.4 3:1
ARSFLO11 EMFn213 7,1 nnxnp 5.2 3:1
LG7B
EMFv021 EMFn213 15,5 mlxIl 0.2 3:1
Rys. 2. Schemat szkieletu zintegrowanej mapy ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’.
Fig. 2. The ‘skeleton’ (bin map) of the integrated genetic map of ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’.
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Dyskusja

Truskawka (Fragaria x ananassa Duch. ex Rozier)
jestallopoliploidem (oktoploidem 2n=8x=56) (Davis
1 in. 2007), ktérego poliploidyzacja podczas proce-
sow ewolucyjnych doprowadzita prawdopodobnie
do zaburzen liczby chromosoméw w gametach
(Hancock 1999). Jej genom powstal na skutek przy-
padkowej hybrydyzacji dwoch gatunkéw poziomki
Fragaria chiloensis Ehrh. (Chile) 1 Fragaria virgi-
niana (USA).

W oparciu o badania cytogenetyczne i mole-
kularne opracowano kilka modeli genomow allo-
poliploidalnych tego gatunku. Zgodnie z zapisem
YIWYIYIYI1ZZZZ/YIYIYVYV'ZZZZ  (Rousseau-
Gueutin iin. 2009) i AAAABBCC (Fedorova 1946)
w sktad genomu F. x ananassa wchodzi¢ mogg dwa
(Y1, Z) badz trzy rodzaje sub-genomow (Y1, Y1,
Z lub A, B, C), a zapis AAA’A’BBB’B’ (Bringhurst
1990) sugeruje udziat nawet czterech z nich (A, A,
B, B’) (Hummer i Janick 2009).

Skomplikowany uktad genomu klasyfikuje
truskawke jako bardzo trudny obiekt dla zaawan-
sowanych badan genetyczno-hodowlanych, czego
skutkiem jest brak w literaturze doniesien na temat
interakcji miedzy genami warunkujacymi rozne
cechy F. X ananassa. Niemniej jednak proby
tworzenia zaggszczonych map genetycznych,
shuzacych ,,rozlokowaniu” genéw warunkujacych
okreslone cechy na odpowiednich chromosomach,
podejmowano w ostatnich latach w kilku wspot-
pracujacych osrodkach europejskich, USA i Japonii
(Kole 1 Abbott, 2008, Sargent i in, 2011). Skutkiem
tych badan jest dostgpno$¢ map referencyjnych
tego gatunku, sporzadzonych dla roslin diploidal-
nych F. vesca i F. bucharica FV x FB, (Sargent
1in. 2006, 2007, 2008; Zorrilla-Fontanesi i in. 2011)
oraz oktoploidalnych F x ananassa (Isobe i in.
2013, Sargent i in. 2012; Davik i in. 2015). Mapy
te zaggszczone sg licznymi markerami mikrosate-
litarnymi, ktore (uwzgledniajac zasade kolinearno-
$ci od 15 do 80% (Mohamed 2014)) stanowia baze
danych do sporzadzania map genetycznych geno-
moéw nowych odmian gatunku Fragraia.

Punktem krytycznym podczas generowania
map genetycznych jest dobor populacji mapujace;.
Uzycie populacji mapujacej bedacej wynikiem
krzyzowania form rodzicielskich niewystarczaja-
co zroznicowanych pod wzgledem fenotypowym
i genotypowym, prowadzi do probleméw z inter-
pretacja typu segregacji alleli, a w efekcie do bted-
nego odczytu potozenia gendéw na mapie (Liebhard
1Gessler,2000; Rungisiin.,2005; Semagniin., 2006;
Kole i Abbott, 2008; Myles i in., 2009). Najprost-
sza metoda uzyskiwania populacji mapujgcej

jest krzyzowanie heterozygotycznych form rodzi-
cielskich CP (Cross Polination, zastosowana
réowniez w niniejszych badaniach), ale zalez-
nie od typu dziedziczenia alleli cech stosowane
sg rowniez populacje F,, BC czy F, ., wywodzgce
si¢ z krzyzowania genotypow homozygotycznych
(Knapp i in. 1990; Reiter i in., 1992; Yu i in., 2000;
Philips 1 Vasil, 2001; Vinod, 2006; Hittalmani i in.,
2008; Kole i Abbott, 2008). Przygotowanie popu-
lacji CP ma zwykle charakter kontrolowanego,
wewnatrzgatunkowego krzyzowania genotypoéw
o znanym pochodzeniu. Krytyczny podczas bada-
nia takiej populacji moze by¢ zbyt niski stopien
polimorfizmu genetycznego form rodzicielskich
oraz towarzyszace obcopylnosci wystepowanie
potomstwa z nieplanowanych zapylen (Van Ooijen
i Voorrips, 2001). Dlatego przed podjgciem prac nad
mapowaniem genomow ‘Elsanta’ 1 ‘Senga Sengana’
przeprowadzono (1) ocen¢ stopnia heterozygotycz-
nos$ci genoméw form rodzicielskich oraz (2) anali-
z¢ statusu mieszancow uzyskanych w wyniku ich
krzyzowania.

W przeprowadzonych badaniach, dzieki anali-
ze porowanwszej wzorow prazkowych uzyskanych
w teastach SSR-PCR na matrycach DNA rodzi-
cOW oraz genotypéw mieszancowych, pochodze-
nie z kontrolowanego zapylenia potwierdzono dla
wszystkich badanych siewek. Poandto, wysoki
stopien polimorfozmu pomiedzy krzyzowanymi
genotypami obserwowany w testach SSR-PCR,
wskazuje na znaczny poziom heterozygotycznosci
odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’, co potwierdza
ich przydatno$¢ do tworzenia populacji CP, stoso-
wanej przy konstruowaniu map genetycznych.

Kolejnym waznym elementem analizy popu-
lacji przydatnej do tworzenia map genetycznych
genom6w roslinnych jest takze dobdér markerow
molekularnych (Ritteriin., 1990, Liebhard i Gessler
2000).

Zgodnie z definicjag Schulmana i in. (2004),
markery powinny by¢ sprzezone z cecha, latwe
do wykrycia w testowanym materiale roslin-
nym i dziedziczone zgodnie z zasadami Mandla.
Inna definicja zaktada roéwniez, ze powinny one
odzwierciedla¢ allele kazdego z reprezentowanych
przez nie gendow/fragmentéw genomu (Griffiths
i in. 1996). W niniejszych badniach wykorzystno
zatem tylko markery molekularne, ktore wyraz-
nie réznicowaty krzyzowane formy rodzicielskie,
a zidentyfikowane dla nich allele haterozygotyczne
segregowaty w genotypach mieszancow.

Uzyskana mapa genetyczna zawiera lacznie
27 grup sprzezen, na ktérych zidentyfikowano loci
53 alleli polimorficznych, pokrywajacych 1 033 cM
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genomu truskawki. Nalezy zwroci¢ uwagge,
ze sporzadzona dla oktoploidalnych genomow
odmian ‘Redguntlet’ i ‘Hapil’ mapa referencyjna
zawiera 30 grup sprzezen (chromosoméw homo-
logicznych) (Sargent i in. 2012), a odmian ‘Sonata’
i ‘Babette’ — 31 grup reprezentujacych siedem chro-
mosoméw genomu Fragaria (Davik i in. 2015).

Uzyskana mapa stanowi istotng bazg¢ dla podje-
cia prac nad identyfikacja i potwierdzeniem obec-
nosci regionéw regulujacych cechy ilosciowe (QTL,
Quantitative Trait Loci) w genomach badanych
odmian ‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’.

Wiedza dotyczaca lokalizacji precyzyjnych
sekwencji w genomie pozwala na wskazanie
potencjalnych markerow molekularnych, reguluja-
cych wazne agronomicznie cechy gatunku Fraga-
ria, przydatnych do wczesnej selekcji genotypoéw
hodowlanych ~ wspierajacych ~ konwencjonalne
metody hodowli poprzez wdrozenie procesu MAS
(Marker Assisted Selection) (Sargent i in. 2012).

Dotychczasowe, przeprowadzone m.in. dla
odmian ,,Hanoye’ badania potwierdzaja bowiem
obecno$¢ regionow QTL zawierajacych marke-
ry sprzezone z cecha jakosci owocoéw truskawki,
zidentyfikowane w obrgbie chromosomoéw II, IV,
V i VII (Zorrilla-Fontanesi i in. 2011, Verma i in.
2017) oraz z odpornoscig na rdéznego rodzaju pato-
geny, potwierdzone w regionach chromosomow 111
i VI (Denoyes Rothan i in. 2004, 2005; van Dijk
1in. 2014; Davik i in. 2015).

Whioski

1. Uzyskana populacja roslin potomnych pocho-
dzacych ze skrzyzowania odmian ‘Elsanta’
i ‘Senga Sengana’ stanowi warto$ciowy mate-
riat do badan zwigzanych z opracowaniem
mapy genetycznej truskawki.

2. Wszystkie siewki z uzyskanej populacji mapu-
jacej reprezentowaly wzory genetyczne wska-
zujace na segregacje alleli pochodzacych
wylacznie od form rodzicielskich ‘Elsanta’
i ‘Senga Sengana’.

3. Sporzadzony szkielet mapy genetycznej
‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’ moze stanowié
bazg¢ do dalszej saturacji i do lokalizacji genow
i identyfikacji regionow QTL sprz¢zonych
z waznymi cechami uzytkowymi truskawki.

Badania finansowano ze srodkow  projektu
MRiRW: Badania podstawowe na rzecz postepu
biologicznego w produkcji roslinnej, decyzja HOR.
hn.802.4.2019 z dnia 14.05.2019 r.
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