NR 286 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACJI ROSLIN 2019
e-ISSN 2657-8913

MARZENA NOWAKOWSKA

URSZULA KEOSINSKA

KATARZYNA NOWAK

WOJCIECH SZCZECHURA

Instytut Ogrodnictwa

Kierownik Tematu: dr inz. Marzena Nowakowska Instytut Ogrodnictwa, Pracownia Genetyki i Hodowli
Roslin Warzywnych, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, tel. 46 834-67-18,

e-mail: marzena.nowakowska@inhort.pl

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego
w produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.20.2018, Zadanie 66.

Badania nad opracowaniem molekularnej metody
identyfikacji genéw warunkujacych wazne cechy
uzytkowe pomidora

Studies on the development of molecular methods for identifying genes responsible
for important traits of tomato

Stowa kluczowe: bakteryjna plamisto$¢, funkcjonalna meska sterylnos$é, fuzaryjne wigdniecie,
selekcja wspomagana markerami

Celem badan bylo opracowanie molekularnej procedury umozliwiajacej identyfikacje
genow warunkujacych nastepujace cechy uzytkowe pomidora: odpornos¢ na bakteryjna
plamisto$¢ pomidora [ Xanthomonas vesicatoria; (Xv), rasa T2] oraz fuzaryjne wigdniecie
[Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol), rasa 1], a takze funkcjonalng meska
sterylno§¢ uwarunkowang zar6wno genem ps (ang. positional sterility), jak i ps-2 (ang.
positional sterility 2).

WYNIKI

W przypadku bakteryjnej plamistosci badania rozpoczeto od okreslenia
czynnikdw  genetycznych  warunkujacych  odporno$¢  linii  PI 114490
(S. lycopersicum var. cerasiformae) na Xv. Mechanizm dziedziczenia opracowano
na podstawie populacji mieszancowych: F;, RF;, F,, Bc¢,P;, Bc,P, pochodzacych ze
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skrzyzowania linii PI 114490 (P;) z podatng odmiang Rumba (P,). Analiza uzyskanych
wynikéw wykazata, iz linia PI 114490 (P,) charakteryzowata si¢ wysokim poziomem
odpornosci na rasg T2 (DSI = 1,6). Wszystkie rosliny drugiego komponenta
rodzicielskiego (‘Rumba’) zaklasyfikowano jako podatne (klasy 6 do 8), a wartos$¢
wskaznika porazenia wynosita 7,5. Pokolenie F; i RF, wykazalo $redni poziom
odpornosci (DSI odpowiednio 5,2 i 5,4) z zakresem zmienno$ci w trzech klasach
porazenia (5 do 7). Zblizone warto$ci DSI oraz podobny rozktad roslin w klasach
porazenia dla populacji F, oraz RF, $§wiadcza o tym, Ze cecha odpornosci na Xv nie jest
uwarunkowana czynnikiem matecznym. Pokolenie F, (DSI = 5,4) pod wzgledem
porazenia bylo zblizone do populacji Fi/RF;, ale charakteryzowalo si¢ wigkszym
rozrzutem ros$lin w klasach porazenia (1 do 8). Nalezy jednak podkresli¢, ze rozktad
ro§lin w poszczegélnych klasach wyraznie odbiegal od rozktadu normalnego, a
najliczniejsza grupe w pokoleniu F, stanowily rosliny o najwyzszym stopniu podatnosci
(59%). Przeprowadzona klasyczna analiza genetyczna wykazata, ze segregacja roslin
w pokoleniu F, we wszystkich testach znacznie odbiegata od zalozen teoretycznych dla
modelu dziedziczenia jedno-, dwu-, oraz trzy-genowego, co zostalo potwierdzone testem
x*. Nie stwierdzono réwniez nieallelicznych interakcji dla dwoch genow. W zwiazku z
powyzszym, analize cechy odpornosci na Xv u PI 114490, rozpoczeto od zbadania
modelu dziedziczenia addytywno-dominujgcego testami skali Mathera parametrow A, B,
C. Na podstawie otrzymanych wynikéw odrzucono model addytywno-dominujacy
dziedziczenia cechy odpornosci, poniewaz warto$¢ przynajmniej jednego parametru C
byta istotnie r6zna od zera. Analiza wedlug sze$cioparametrowego modelu dziedziczenia
Jinksa i Jonesa (1958) wykazata istotno$¢ efektu addytywnego (d). O addytywnym
wspotdziataniu genoéw $wiadczg réwniez wysokie wartosci wspotczynnika aA (efekt
addytywny = 3,0), przewyzszajace wartos¢ wspotczynnika dA (efekt dominacji = 0,9).
W nastepnym etapie poszukiwano polimorfizmu DNA formy odpornej (PI 114490)
i podatnej (‘Rumba’) na Xv wykorzystujac do tego celu zarowno markery o okreslonej
lokalizacji chromosomowej (650 markeréw SSR, 50 COSII), jak i systemy markerow
niezdefiniowanych sekwencyjnie (20 serii starterow RAPD). Markery roznicujace linie
rodzicielskie (41 markeréw SSR, 22 markery RAPD, 4 markery CAPS) postuzyty
do konstrukcji ~ szkieletowej  mapy  genetycznej  populacji  mapujacej F,
(‘Rumba’ x PI 114490) liczacej 114 roslin. Wyodrebniono jedng grupe sprz¢zen, ktorg
nastgpnie przypisano do chromosomu 11. Jednak w jej obrebie nie udato si¢ zidentyfi-
kowac¢ regionéw odpowiedzialnych za odpornosci linii PI 114490 na X. vesicatoria.

W badaniach nad poszukiwaniem markeréw sprz¢zonych z genem [/, warunkujagcym
odpornos¢ pomidora na fuzaryjne wigdniecie wywotane przez ras¢ 1 F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Scott i in., 2004) zidentyfikowano 19 markerow CAPS, dla ktorych
obserwowano réznice w wielkosciach produktow trawienia analitycznego miedzy
odporng na Fol linia LA 3475 i podatng A 100. Sprz¢zenie wyroznionych markerow
polimorficznych z genem [/ oceniano na podstawie poréwnania oceny fenotypowej
i molekularnej populacji F,; przy pomocy metody BSA. Wykorzystanie populacji F,
ktérej poziom odpornosci/podatnosci oceniano na podstawie reakcji roslin F;, mialo
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na celu uwiarygodnienie oceny fenotypowej pojedynkow F,, umozliwiajac jednoczesnie
doktadniejszg weryfikacje markeréw polimorficznych. Przeprowadzono trzy niezalezne
testy fitopatologiczne, w ktérych oceniano stopien porazenia roslin 100 linii F;. Testy
infekcyjne przeprowadzono zgodnie z wytycznymi CPVO-TP/0044/3 wykorzystujac do
inokulacji izolat PRI 20698 charakteryzujacy si¢ wysoka agresywnoscia oraz stabilno$cia
1 powtarzalnoscig w wywolywaniu objawoéw chorobowych. Uwzgle¢dniajac reakcje roslin
linii F; na porazenie przez ras¢ 1 Fol, dokonano nast¢pnic oceny poziomu
odpornosci/podatnosci poszczegodlnych pojedynkéw F,  Zidentyfikowano 92 rosliny
odporne (w tym 30 homozygoty dominujace i 62 heterozygoty pod wzgledem locus I),
oraz 8 roslin podatnych (homozygoty recesywne). Analizy z uzyciem markerow
roznicujacych formy rodzicielskie na wyselekcjonowanych probach DNA z pojedynkow
populacji mapujacej F, o skrajnych fenotypach, umozliwilty wytypowanie markerow
potencjalnie sprzezonych z genem I. Z 19 przeanalizowanych markeréow do dalszych
etapow badan zaklasyfikowano 10 markerow. Poréwnujac dane fenotypowe (klasyfikacja
ro§lin na odporne i podatne, niezaleznie od statusu homozygotyczno$ci locus) oraz
wyniki genotypowania pojedynkow populacji F,, dla siedmiu markerow stwierdzono
catkowita zgodno$¢ oceny poziomu odpornosci/podatno$ci z oceng molekularng
(wspolczynnik korelacji — 100%). W przypadku analizy zgodnosci oceny fenotypowej
i molekularnej w zakresie statusu locus I, wspotczynniki korelacji byty nieco nizsze (85%
do 87%, w zalezno$ci od uzytego markera), co wynikato z réznic w klasyfikowaniu roslin
jako homozygoty dominujace (odporne) lub heterozygoty (odporne) w tescie
fitopatologicznym i analizie molekularnej. Celem weryfikacji przydatnosci zidentyfiko-
wanych 7 markerow do selekcji roslin odpornych na ras¢ 1 Fol, przeprowadzono
dodatkowg analiz¢ z wykorzystaniem 35 linii/odmian referencyjnych zgenem /[
pochodzacych z zasobow genowych TGRC (University of California, Davis, USA).
Niezaleznie od zastosowanego markera, u wszystkich linii za wyjatkiem jednej LA 0276,
uzyskano profil charakterystyczny dla allelu /. Warto jednak dodaé, Zze pomimo
informacji z banku genéw o immunej odpornosci na ras¢ 1 Fo/ linii LA 0276, ro$liny tej
linii w przeprowadzonym tescie fitopatologicznym byly podatne.

W ramach realizacji niniejszego projektu opracowywano rowniez molekularng metode
identyfikacji genow warunkujacych funkcjonalng meska sterylnos$¢ (ps, ps-2) pomidora
na potrzeby selekcji wspieranej markerami. Biorgc pod uwage to, ze mutanty ps
wykazuja fenotypowe podobienstwo zarowno pod wzgledem budowy kwiatu, jak
i sterylno$ci do mutantow slcer6 (Smirnova i in., 2013), na podstawie sekwencji genu
CER6 opracowano dwa markery CAPS (T1535/Mbol, Cer6-3/Tagl). Celem
zweryfikowania przydatnosci wyrdéznionych markeréw do selekcji  roslin - ps
przeprowadzono analiz¢ pordwnawczg wynikdw genotypowania i oceny fenotypowej: (i)
21 linii ps o zréznicowanym pochodzeniu, (ii) dwoch populacji F, (segregujacych pod
wzgledem genu ps) oraz (iii)) 84 roslin z cechg markerowa kwiatu ps
wyselekcjonowanych z kolekcji PlantiCo Zielonki. Niezaleznie od uzytego markera,
analiza produktow restrykcyjnych wykazata obecno$¢ produktow charakterystycznych
dla allelu ps u 19 sposrod 21 badanych funkcjonalnie meskosterylnych linii. W profilach
pozostatych dwoch linii ps (W-1.10, 2-303) stwierdzono obecnos¢ produktow
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specyficznych dla roslin plodnych, pomimo, iz u wszystkich ro$lin tych linii
obserwowano charakterystyczng dla genu ps budowe kwiatu. U wszystkich 84 roslin
okreslonych przez PlantiCo Ziclonki jako genotypy homozygotycznie sterylne (ps),
uzyskano profil restrykcyjny amplikonu (dla obu markeréw) charakterystyczny dla
genotypu ps/ps, co oznacza catkowita zgodno$¢ oceny fenotypowej i molekularne;j.
Réwniez w przypadku analizy dwoch populacji F, odnotowano wysoka zgodno$¢ ocen
fenotypowej i molekularnej w identyfikacji genu ps (wspotczynnik korelacji 96 do 98%,
w zaleznosci od pochodzenia F,), co $wiadczy o wysokiej wartosci diagnostycznej
wyroznionych markeréw w identyfikacji genu ps. Uzyskane wyniki genotypowania
dla wybranych do badan linii meskosterylnych o réznym pochodzeniu oraz dwoch
roznych populacji F,, pozostaja jednak w sprzecznosci z konkluzjg Leide i in. (2011)
wedlug ktorych mutacja ps nie jest tozsama z mutacjg slcer6. Wniosek nasz znajduje
roOwniez potwierdzenie w wynikach analiz wzglednej ekspresji genu SICERG,
wskazujacych na obnizony poziom jego ekspresji u linii ps w poréwnaniu z liniami
ptodnymi, niezaleznie od badanego organu (liScie, todyga, dziatki kielicha, ptatki, stupek,
pylnik, skorka owocu czerwonego w pelni dojrzatego, skorka i migzsz w pelni
wyksztalconego owocu zielonego). W przypadku genu ps-2 weryfikowano uzytecznosé
dwoch markerow: ps-2ABL (Gourget i in., 2009) i C4-30 (Staniaszek i in., 2012)
na zré6znicowanym materiale (6 linii pomidora ps-2 o réznym pochodzeniu, 2 linie
cechujace si¢ sterylnoscia, ale o kwiatach typowych dla roslin ptodnych, 2 komercyjnie
dostepne odmiany heterozyjne z genem ps-2, 10 linii ptodnych, 2 populacje F,
segregujace pod wzgledem genu ps-2). Uzyskane wyniki wskazuja jednoznacznie
na wyzsza informatywno$¢ markera ps-2ABL opracowanego na podstawie sekwencji
sklonowanego genu ps-2 w poréwnaniu z markerem C4-30.

WNIOSKI

1. Odporno$¢ PI 114490 na X. vesicatoria uwarunkowana jest poligenicznie. Zbyt mata
liczba markerow generujacych polimorfizm DNA odpornej linii PI 114490 i podatnej
'Rumba' wskazujg na potrzebg¢ kontynuowania badan nad poszukiwaniem nowych
markerow, ktore pozwolilyby na identyfikacje loci odpowiedzialnych za odpornosé
roslin pomidora na ras¢ T2. Niezwykle pomocne w przypadku badanej cechy bytoby
wykorzystanie wysokoprzepustowych metod genotypowania generujacych mapy
o wysokim zageszczeniu na skutek detekcji wielu tysiecy SNP-ow.

2. Markery o wysokim sprzezeniu z genem [ zidentyfikowane w trakcie realizacji
niniejszego zadania mogg by¢ rutynowo stosowane w diagnostyce molekularnej do
selekcji roslin odpornych na ras¢ 1 Fol.

3. Wyzsza efektywnos¢ markera ps-2ABL, opracowanego na podstawie sekwencji
sklonowanego genu ps-2, w poréwnaniu z markerem C4-30 wskazuje na wigksza
jego przydatnos¢ w identyfikacji genu ps-2.

4. Markery opracowane na podstawie sekwencji genu CER6 (T1535/Mbol, Cer6-
3/Taql) moga by¢ rutynowo stosowane w diagnostyce molekularnej do identyfikacji
roslin ps.
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5. Obnizony poziom ekspresji genu SLCER6 we wszystkich analizowanych organach
linii meskosterylnych moze sugerowac iz mutacje slcer6 oraz ps sa tozsame.
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