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Doskonalenie ogorka (Cucumis sativus L.)
pod wzgledem odpornosci na kanciastg plamistos¢

Improvement of cucumber (Cucumis sativus L.) in terms of angular leaf spot
resistance

Stowa kluczowe: Cucumis sativus L., P. syringae pv. lachrymans, resistance, QTL, RNA-seq

CEL ZADANIA

Celem badan w 2018 roku byta konstrukcja ulepszonej mapy genetycznej ogorka i jej
zageszczenie w rejonach loci odpornosci na kanciasta plamistos¢. Opracowano zestaw
nowych markeréw PCR i SSR, a nastegpnie wykorzystano je do genotypowania populacji
mapujacej Gyl4xB10. Przeprowadzono bioinformatyczng analiz¢ funkcjonalng genow
ulegajacych zréznicowanej ekspresji po zainfekowaniu roslin ogorka P. syringae pv.
lachrymans 1 wykonano analiz¢ ekspresji Real-Time PCR dla wybranych genow.

WYNIKI

Wykorzystujac skonstruowang dla populacji mapujacej Gy14xB10 mape genetyczng
i sekwencje markerow flankujacych /Joci odpornosci na kanciastg plamisto$¢ oraz
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dostepnos¢ sekwencji genoméw linii rodzicielskich zidentyfikowano rejon genomu
ogorka zawierajacy gtowny psl odpornosci psl5.1. W przypadku genomu wrazliwej linii
B10 zidentyfikowano ciggla sekwencje odpowiadajgca psl5.1 o dlugosci 895 kpz, zas
u linii odpornej Gyl4 zidentyfikowano kontigi sekwencyjne reprezentujace ten rejon.
W wyniku przyrownania wskazano insercje-delecje rdznicujace te linie. Sposrod roznic
zidentyfikowanych in silico, dla 30 indeli uzyskano wydajng amplifikacj¢ PCR,
polimorficzne na liniach rodzicielskich byty 24 markery, a w obrgbie 8 linii RIL 23
markery. Ostatecznie 19 markerow segregowato zgodnie z oczekiwaniami 1:1 na catej
populacji mapujacej, co potwierdzito ich przydatno$¢ do mapowania.

Skonstruowano ulepszong mape genetyczng dla populacji mapujacej Gyl14xB10,
sktadajaca si¢ z 7 grup sprzezen odpowiadajacych chromosomom ogoérka. Catkowita
dlugo$¢ mapy wyniosta 599,9 cM. Lacznie na mape¢ naniesiono 717 markeréw SSR
1 DArTseq, z czego 123 markery na chromosomie 5 ogdrka, a srednia odlegto$cig migdzy
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 ps/ 5.1 1 psi5.2. Gen
psl ulokowal si¢ w obrebie locus psl5.1 (Stomnicka i in., 2018). Podj¢to probe
zageszczenia mapy w obrgbie /oci odpornosci na kanciastg plamisto$¢, wykorzystujac
nowe markery. Finalnie na mape¢ naniesiono 13 markerow, ktore zageScily gtownie
obszar wokot genu psl 1 locus psl5.1. Zageszczanie mapy genetycznej spowodowato
jednak jej rozciagnigcie i nie udato si¢ zawezi¢ regionu genomu zwigzanego z odpor-
nos$cig na kanciastg plamisto$¢. Markerami najblizej sprzezonymi z /oci odpornosci byty
markery: UW085415, 16327616, IS 16325300, IS 163266931 P066_SSR. Markery te
moga w przysztosci znalez¢ zastosowanie w hodowli ogorka, gdzie Zzroédlem odpornosci
jest linia Gy14 lub linie hodowlane wywodzace si¢ z tej linii.

W wyniku sekwencjonowania RNA-seq uzyskano profile transkrypcyjne dla linii
Gyl4 i B10 w trzech punktach czasowych: przed inokulacjg oraz dzien 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
gendéw ulegato zmianom ekspresji w przypadku linii odpornej Gyl4 (4268 genow
w pierwszym dniu i 4654 w trzecim dniu po infekcji) w porownaniu z linig podatng B10
(0 40% mniej gendow w 1 dniu i o 15% mniej w 3 dniu po infekcji). Sugeruje to bardziej
ztozong odpowiedz obronng linii odpornej na porazenie P. syringae pv. lachrymans
w poréwnaniu z linig podatng. Dla genow ulegajgcych zréznicowanej ekspresji wykonano
analizy funkcjonalne. Stwierdzono, ze najwigksza grupe stanowig geny zwigzane
z procesami metabolicznymi i komodrkowymi, kodujace bialka o wlasciwosciach
katalitycznych i posiadajacych zdolno$¢ wigzania kofaktorow (Olczak-Woltman i in.,
2018). Dla wybranych genow ulegajacych zréznicowanej ekspresji wykonano analizy
BLAST i wykazano, ze ich produkty moga by¢ zaangazowane w biosyntez¢ hormonow
ros$linnych, reakcje obronne i inne procesy. Dla 30 wybranych genow wykonano analizy
Real-Time PCR, ktore potwierdzity zréznicowang eckspresje¢ genow w pierwszych
stadiach kanciastej plamistosci. Badane geny prezentowaly rézne profile ekspresji,
co pozwala wskaza¢ niektore z nich jako potencjalne markery ekspresyjne stresu
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biotycznego u ogorka. Jako gen kandydacki markera wczesnej reakcji ogorka na stres
mozna wskaza¢ gen kodujacy biatko dehydrynowe DHN19, ktorego ekspresja wzrastata
w pierwszym, a spadala w trzecim dniu po inokulacji. Geny kodujace biatka PR-1 i PR-4
zwigzane z patogeneza mozna wskaza¢ jako geny kandydackie markerow poznej
odpowiedzi na stres biotyczny, gdyz ich ekspresja przed inokulacja i jeden dzien
po inokulacji byla bliska zeru, natomiast dynamicznie wzrastala w trzecim dniu
po inokulacji.

WNIOSKI

1. Dostepnos$¢ sekwencji genomoéw linii Gyl4 i B10 ogorka umozliwia identyfikacje
nowych markeréw molekularnych w rejonie /oci odpornosci na kanciastg plamistosc.

2. Wszystkie zidentyfikowane w populacji mapujacej Gyl4xB10 /loci odpornosci
na kanciastg plamisto$§¢ zmapowano w tym samym rejonie genomu ogorka —
na gérnym ramieniu chromosomu 5.

3. Zidentyfikowane markery sprzezone z /oci odporno$ci na kanciastg plamisto$¢ moga
znalez¢ potencjalne zastosowanie w hodowli ogorka, gdzie zrodtem odpornosci jest
linia Gy14 lub wyprowadzone z niej linie hodowlane.

4. Analizy funkcjonalne wykonane dla genéw ogorka ulegajacych zrdznicowanej
ekspresji we wezesnych etapach przebiegu kanciastej plamistosci pokazaly, ze wsrod
tych gendw najliczniejsza jest grupa genow kodujgcych biatka zwigzane z procesami
metabolicznymi i komorkowymi o wlasciwosciach katalitycznych.

5. Geny kodujace dehydryng DHN19 i biatka zwigzane z patogeneza PR-1 i PR4 sa
interesujacymi genami kandydackimi na markery ekspresyjne stresu u ogorka.
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