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Identyfikacja markeréw SSR przydatnych
do konstrukcji mapy genetycznej i mapowania
genOw odpornosci na kanciasta plamistos¢ lisci

ogorka (Cucumis sativus L.)*

Identification of SSR markers useful for construction of genetic map and mapping
of angular leaf spot resistance genes in cucumber (Cucumis sativus L.)

W pracy podj¢to probe identyfikacji markerow SSR uzytecznych do konstrukcji mapy genetycznej
ogorka dla populacji mapujacej 110 rekombinacyjnych linii wsobnych (RIL). Populacj¢ uzyskano z
krzyzowania amerykanskiej linii Gy14 wykazujacej tolerancj¢ na bakteryjna kanciasta plamistos¢ z
polska linia B10 wrazliwa na t¢ chorobg. Analiza bioinformatyczna zréznicowania sekwencji loci
mikrosatelitarnych pozwolita wskaza¢ markery SSR potencjalnie przydatne do mapowania w tej
populacji. Wytypowano 222 markery SSR, sposréd ktorych 160 przetestowano na liniach
rodzicielskich i wybranych RIL. Potwierdzono polimorfizm dla 103 markeréw SSR (64,4%), za$ dla
52 z nich wykazano przydatnos$¢ do konstrukcji mapy genetycznej populacji Gy14 x B10 i mapowania
gendéw odpornoscei na kanciastg plamisto$¢ lisci ogorka. Wstepnie wskazano, ze marker SSR00398
zlokalizowany na chromosomie 5 moze by¢ sprzezony z genem odpornosci na te¢ chorobg.

Stowa kluczowe: Cucumis sativus, kanciasta plamisto$¢ ogorka, markery SSR, Pseudomonas
syringae pv. lachrymans

The aim of this study was identification of SSR markers useful for construction of genetic map
of cucumber population that consists of 110 recombinant inbred lines (RILs). RILs population

* Praca byta dofinansowana przez MRiRW

Redaktor prowadzgcy: Anna Linkiewicz

93



Renata Stomnicka ...

segregating for angular leaf spot (ALS) resistance was developed by crossing two inbred lines, an
American line Gy14 showing tolerance for angular leaf spot and a Polish line B10, susceptible to this
disease. A set of SSR markers was preliminary examined for polymorphism using bioinformatic
analysis. There were 222 selected SSR markers and 160 of them were further tested on parental lines
and chosen RILs. The polymorphism was confirmed for 103 (64.4%) SSR markers. Fifty two SSR
markers were found to be useful for construction of genetic map of cucumber population Gy14 x B10
and further mapping of angular leaf spot resistance genes. Preliminary results suggest that SSR00398
located on chromosome 5 may be linked to angular leaf spot resistance gene.

Key words: Cucumis sativus, angular leaf spot (ALS), SSR markers, Pseudomonas syringae pv.
lachrymans

WSTEP

Ogorek (Cucumis sativus L.) jest obok melona najlepiej poznanym gatunkiem
nalezacym do rodziny Cucurbitaceae, wykorzystywanym jako roslina modelowa
w badaniach determinacji ptci (Malepszy, Niemirowicz-Szczytt, 1991; Tanurdzic, Banks,
2004), biologii naczyniowej (Lough, Lucas, 2006) oraz reakcji na stresy biotyczne
i abiotyczne (Hammerschmidt 1999a,b). Ogobrek jest jednoczesnie waznym gospodarczo
i ekonomicznie warzywem, uprawianym w ponad 80 krajach na $wiecie (Adhikari i in.,
2012), a jego roczng produkcje szacuje si¢ na ponad 66 milionow ton, w tym okoto 500
tysiecy ton produkuje si¢ w Polsce (http://faostats.fao.org). Duze znaczenie ogérka w
Polsce powoduje, ze prowadzone sg krajowe programy hodowlane, dla ktorych istotne jest
poszukiwanie nowych zrédet odpornosci na choroby i stresy abiotyczne, a takze
identyfikacja markeréw molekularnych przydatnych do selekcji (Olczak-Woltman i in.,
2007). W ostatnich latach poznana zostata sekwencja genomu ogérka (Huang i in., 2009
— linia 9930, Waycicki i in., 2011 — linia B10, Phytozome v8.0 — linia Gyl14),
opublikowano kilka zageszczonych map genetycznych (Ren i in., 2009; Miao i in., 2011;
Yang i in., 2012), jak réwniez scharakteryzowano geny odpornosci R, kodujace biatka
NBS-LRR (Wan i in., 2013; Yang i in., 2013). Pomimo zsekwencjonowania genomu
ogorka i licznych prac genomicznych wiedza na temat tego gatunku w konteks$cie reakcji
odporno$ciowej na bakterie Pseudomonas syringae pv. lachrymans bedaca sprawcy
kanciastej plamistosci lisci ogorka jest niepetna. Jak dotychczas opracowano okoto 30 map
genetycznych ogorka, glownie dla populacji mapujacych wyprowadzonych z linii
amerykanskich, indyjskich czy tez chinskich (Ren i in., 2009; Miao i in., 2011; Yang i in.,
2012). Nie skonstruowano jednak zaawansowanej mapy genetycznej dla polskich linii lub
odmian, przystosowanych do uprawy w klimacie $rodkowoeuropejskim. Opracowane
mapy postuzyly do zmapowania genéw warunkujacych wazne cechy uzytkowe (Miao i in.,
2011), jednak nie zidentyfikowano jak dotychczas genéw warunkujgcych odpornosé na
kanciastg plamisto$¢ lisci ogorka. Proby zidentyfikowania markerdw molekularnych
sprzezonych z tymi genami umozliwily wskazanie markera RAPD OP-AO07, jednakze
marker ten byl w odlegtosci 13¢M od locus zwigzanego z genem odpornosci (Olczak-
Woltman i in., 2009). Celem pracy byla identyfikacja markerow SSR przydatnych do
konstrukcji mapy genetycznej ogorka oraz mapowania gendw odpornosci na t¢ chorobe
z wykorzystaniem populacji RIL Gy14 x B10. Konstrukcja takiej mapy przyczyni si¢ do
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identyfikacji markerow molekularnych genéw odpornosci na kanciastg plamistos¢ lisci
ogorka, ktore pozwolityby na prowadzenie selekcji pozadanych roslin juz we wczesnych
etapach hodowli.

MATERIAL I METODY

W badaniach wykorzystano populacje mapujaca RIL-Fs, w sktad ktorej wchodzito 110
rekombinowanych linii wsobnych. Nasiona linii Gy14 i F1 z krzyzowania Gyl4 x B10
uzyskano od Prof. M. J. Havey (University of Wisconsin, Madison, WI, USA). Wypro-
wadzenie linii z pojedynkow F, wykonano w tunelach na Polu Doswiadczalnym Katedry
Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin ‘Wolica’. Linie rodzicielskie charakteryzowaty
si¢ zroznicowang reakcja odporno$ciowa na bakteryjna kanciastg plamistos¢ — linia Gy14
wykazywala tolerancje na kanciastg plamistos¢, zas linia B10 byta wrazliwa na t¢ chorobe
(Olczak-Woltman i in.,, 2008). Testy patogenicznosci przeprowadzono na
dwutygodniowych roslinach ogorka w fazie dwoch lisci, zgodnie z metodyka opracowang
przez Olczak-Woltman i in. (2008). W obrgbie kazdej linii rekombinacyjnej testowano 16
roslin (4 powtorzenia i 4 rosliny w kazdym powtorzeniu). Do przygotowania inokulum
uzyto wirulentny izolat Pseudomonas syringae pv. lachrymans 814/98 (ODgg = 0,05;
1x107 CFU/ml). Inokulum nanoszono od dolnej strony liSci za pomoca recznego
opryskiwacza. Podczas trwania testu zachowywano 16 h fotoperiod. Temperatura w ciggu
dnia wynosita 25°C, a w nocy 22°C. W celu zwigkszenia wzglednej wilgotnosci powietrza
do 95-100% ro$liny nakrywano tunelikami foliowymi oraz wylaczano $wiatlo na 24 h
bezposrednio po inokulacji ro$lin. Ocen¢ stopnia porazenia roslin, w oparciu 0 dwa
porazone liScie, dokonano po 7 dniach od inokulacji uzywajac 9-stopniowej skali
bonitacyjnej wzorowanej na skali Jenkins i Wehner (1983), gdzie 1 oznacza petna
podatno$¢ za$ 9 pelng odporno$¢ na patogena (Olczak-Woltman i in., 2008). Ocena
fenotypowa populacji mapujgcej obejmowata rowniez ocene typu reakcji na infekcje. Na
podstawie oceny stopnia porazenia roslin oraz charakterystyki chloroz wyrdzniano dwie
klasy fenotypowe (Olczak-Woltman i in., 2009). Pierwsza stanowity linie z wyraznie
odcietym, jasnym, chlorotycznym halo wokét drobnych lub $redniej wielkosci nekroz
zajmujacych od 8 do 15% powierzchni lisci (typ reakcji typowy dla tolerancyjnej linii
Gyl4). W sktad drugiej grupy wchodzity linie o rozmytych, rozleglych intensywnie z61tych
chlorozach oraz duzych nekrozach obejmujacych powierzchni¢ lisci do 87% (typ reakcji
typowy dla linii B10). Segregacje tej cechy 1:1 w odniesieniu do typu reakcji
odpornos$ciowej zweryfikowano testem statystycznym chi? (v = 1, a = 0,05).

Oceng przydatnosci markerow SSR do mapowania w populacji mapujacej Gy14 x B10
opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz Yang i in. (2012) przeprowadzono w dwdch
etapach. W pierwszym etapic wykonano analiz¢ bioinformatyczng z uzyciem algorytmu
BLAST oraz programéw Sequencher 4.5 (Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI, USA) i CLC
Genomics Workbench 7.5 (CLCBio, Aarhus, Denmark) wykorzystujac sekwencje
genomoéw linii Gy14 (http://phytozome.net/) i B10 (http://csgenome.sggw.pl/) i wskazujac
polimorficzne markery SSR in silico. W drugim etapie przetestowano doswiadczalnie
wytypowane markery SSR na liniach rodzicielskich i o$miu losowo wybranych RIL
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populacji mapujacej, a nastepnie markery polimorficzne testowano na catej populacji
mapujacej. Segregacje 1:1 potwierdzajacag przydatnos¢ markerow do konstrukcji mapy
genetycznej oceniono testem statystycznym chi? (v = 1, a = 0,05). Test chi? uzyto réwniez
do wstepnej identyfikacji markerow SSR sprzezonych z genem odpornosci na kanciasta
plamisto$¢ ogorka. Dla kazdego markera SSR wytypowano zestaw RIL, ktore podczas
oceny fenotypowej wykazywatly tolerancje¢ na kanciasta plamisto$¢, podobnie jak linia
Gyl4. W grupie tak wyselekcjonowanych RIL obserwowano przewage linii z allelem
markera SSR charakterystycznym dla linii Gy14.

Genomowe DNA izolowano z mtodych lisci ogorka z uzyciem zestawu Gene Elute™
Plant Genomic MiniPrep Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Sktad mieszaniny
reakcyjnej PCR przy catkowitej objetosci reakcji 20 pl byt nastgpujacy: DreamTaq Buffer,
dNTPs Mix 2mM, starter F — 1uM, starter R — 1uM, DreamTaq DNA Polymerase
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) — 0,6 U, DNA 40 ng. Amplifikacje wykonano
w termocyklerze PTC-200 (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA) wykorzystujac
program opracowany przez Pillen i in. (2000): 94°C 1 min, 64°C 30 sek, 72°C 1 min — 10
cykli, nastepnie 30 cykli — 94°C 1 min, 55°C 30 sek, 72°C 1 min i 1 cykl — 72°C przez
5 min. Elektroforeza produktéw amplifikacji prowadzona byta w 6% denaturujacym zelu
poliakrylamidowym. Produkty rozdzialu wizualizowano metoda srebrowa wedlug
Benbouza i in. (2006).

WYNIKI | DYSKUSJA

Charakterystyka reakcji odpornosciowej RIL populacji mapujacej ogorka

Testom patogeniczno$ci poddano 110 RIL populacji mapujacej Gyl4 x B10. Podczas
oceny fenotypowej rozpatrywano odpornos¢ na bakteryjna kanciastg plamistos¢ jako dwie
oddzielne cechy. Pierwsza byt stopien nasilenia objawoéw chorobowych z wykorzystaniem
9-stopniowej skali porazenia. Lina B10 wykazywata podatnos¢ na kanciastg plamisto$¢.
Na porazonych lisciach pojawialy si¢ duze poczatkowo silnie uwodnione plamy,
przechodzace w nekrozy z pojawiajacymi si¢ wyciekami bakteryjnymi. Stopief nasilenia
objawow siegat od 50% do 75%, a czesto nawet do 87% powierzchni lisci. Srednia ocena
stopnia porazenia liSci wyniosta 4,1. Z kolei linia Gy14 charakteryzowata si¢ tolerancja na
kanciasta plamisto$¢. Na porazonych li§ciach obserwowano drobne lub $redniej wielkosci
plamy nekrotyczne, a udzial porazonej powierzchni lisci wahat si¢ od 8 do 25%, za$ $rednia
ocena stopnia porazenia li§ci wynosita 6,4. Wyniki oceny fenotypowe;j linii rodzicielskich
sa zgodne z wczesniejszymi badaniami, ktorych celem bylo wskazanie standardow
podatnos$ci i tolerancji uzytecznych podczas testowania materiatdbw hodowlanych na
kanciastg plamisto$¢ lisci ogorka (Olczak-Woltman i in., 2008). Zakres ocen stopnia
porazenia RIL scharakteryzowanych jako typ linii B10 wynosit od 2,8 do 4,9; zas dla RIL
ocenionych jako typ linii Gy14 od 5,3 do 6,6 (tab. 1, rys. 1).
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Tabela 1
Zakres ocen oraz Srednia ocena stopnia porazenia roslin w odniesieniu do typu reakcji odpornosciowej
The evaluation of range and average disease severity scores in relation to the angular leaf spot (ALS)
resistance type

Typ reakcji Zakres ocen 5 Odchylenie
o dpgfnoéciojw . Liczba linii Score range Srednia ocen stan da); dowe
ALS resistance type Number of lines m:g:mﬂm mﬁm? Mean Standard deviation
Linia Gy14 linia mateczna
Gyl4 line materna line 6.0 0 64 0,48
Linia B10 linia ojcowska
B10 line paternal line 30 50 41 0,63
Typ linii Gy14
Gy14 resistance type 55 53 6.6 6.0 0,33
Typ linii B10
B10 resistance type 51 28 4.9 4.2 0,48
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Rys. 1. Rozklad oceny stopnia porazenia roslin w populacji mapujacej Gy14 x B10
Fig. 1. Distribution of disease severity scores in mapping population Gy14 x B10

Druga oceniang podczas testu cecha byla obecnosci chlorotycznego halo. Na tej
podstawie wyrozniono dwie klasy fenotypowe. Pierwsza stanowily linie z wyraznie
odcietym, jasnym chlorotycznym halo wokot nekroz, podobnie jak u linii Gyl4
wykazujace tolerancj¢ na bakteryjng kanciasta plamisto$¢ lisci. W sktad drugiej klasy
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fenotypowej wchodzity linie o rozmytych, rozlegtych i intensywnych chlorozach bez halo,
podobnie jak u linii B10 i podatne na te¢ chorobe (tab. 2, rys. 2).

Tabela 2
Wyniki analizy genetycznej w odniesieniu do typu reakcji odpornosciowej
Results of genetic analysis in relation to the angular leaf spot resistance type
Liczba testowanych linii 110
Number of tested lines
Liczba obserwowanych linii (typ reakcji Typ Gyl4: odcigte, chlorotyczne halo, drobne nekrozy 55
odpornosciowej) Gy14 type: limited chlorotic halo, small necroses
Number of observed lines (angular leaf spot resistance Typ B10: rozlegte chlorozy i nekrozy 51
type) widespread chloroses and necroses
Testowane rozszczepienie 11
Tested segregation ratio )
Warto$¢ empiryczna chi? 0.2
chi?empirical value '
Wartos¢ krytyczna chi? (v =1, a = 0,05) 384

chi?critical value (v =1, a = 0.05)

A

Rys. 2. Objawy bakteryjnej kanciastej plamisto$ci ogorka wywolane przez Pseudomonas syringae pv.
lachrymans. (A) linia Gy14 tolerancyjna na kanciasta plamistos¢ lisci, (B) linia B10 podatna
na kanciasta plamistos¢ lisci
Fig. 2. Angular leaf spot symptoms on cucumber accessions caused by Pseudomonas syringae pv.
lachrymans. (A) Gy14 line tolerant to Pseudomonas syringae pv. lachrymans, (B) B10 line susceptible
to Pseudomonas syringae pv. lachrymans

Sposroéd badanych linii 55 charakteryzowalo si¢ wyraznie odcigtym halo wokot nekroz
i tolerancja, a 51 linii wykazywato rozmyte, rozlegte chlorozy i podatno$¢ na kanciasta
plamisto$¢ lisci. Dla 4 linii trudno byto okresli¢ jednoznacznie typ reakcji odpornosciowej.
Rozszczepienie fenotypowe 1:1, zweryfikowane testem chi® potwierdzito, ze cecha
obecnosci/braku chlorotycznego halo i typu chloroz jest determinowana monogenicznie.
Wezesniej wykonane badania na roslinach pokolenia F», BC; i BC, uzyskanych z krzyzowania
linii B10 x H603 rowniez wskazaty na jednogenowe dziedziczenie tej cechy. Stwierdzono
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ponadto, ze brak halo i rozlegle chlorozy sa cechg dominujaca zwigzang z podatnoscia na
kanciasta plamistos¢ (Olczak-Woltman i in., 2009). Wyniki klasycznej analizy genetycznej
potwierdzily tez, ze populacja mapujaca Gy14 x B10 osiagneta w pokoleniu Fs wysoki poziom
homozygotycznosci, a linie wchodzace w jej sktad sa wyr6wnane genetycznie, co czyni t¢
populacje przydatng do mapowania gendow odpornosci na kanciasta plamistos¢ lisci ogorka
(tab. 2).

Identyfikacja markeréw SSR przydatnych do konstrukcji mapy genetycznej

ogorka

Dostepnos¢ sekwencji genoméw ogorka linii Gyl4 i B10 pozwolita na zastosowanie
analizy bioinformatycznej do zidentyfikowania loci mikrosatelitarnych potencjalnie
réznicujacych te linie. Wytypowano w ten sposob 89 markeréw SSR sposrod 995 markerow
opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz 133 markery sposrod 735 opracowanych przez Yang
i in. (2012), co stanowito odpowiednio 8,9% 1 18,1%. Wskazano rowniez potencjalny typ
polimorfizmu, oznaczony jako ,,expGyl14” lub ,,expB10”, gdzie polimorfizm ,.expGyl4”
oznaczal wigksza liczbe powtorzen sekwencji mikrosatelitarnej dla linii Gy14, a polimorfizm
,expB10” dla B10. W przypadku markerdw opracowanych przez Ren i in. (2009) 46 markeréw
wykazywato polimorfizm typu ,,expGyl4”, za$ 43 typu ,,expB10”. Wsrdd markerow
opracowanych przez Yang i in. (2012) 75 markerow charakteryzowalo si¢ polimorfizmem typu
»expGy14”, za$ 58 typu ,,expB10”, co sugeruje czestsza ekspansje loci mikrosatelitarnych u
linii Gy14 (tab. 3).

Tabela 3

Zestawienie loci mikrosatelitarnych wykazujacych polimorfizm na podstawie analizy bioinformatycznej
Bioinformatic analysis of results in relation to identified microsatellite loci showing polymorphism

Loci mikrosatelitarne opracowane przez:
Microsatellite loci developed by:
Ren i in. (2009) Yang i in. (2012)
liczba % wszystkich liczba % wszystkich
number of loci® number of loci®
loci % of all loci® loci % of all loci®
i mi i a.
LO_CI mlkros_atellta_Te : 995 100 735 100
Microsatellite loci®:
- zidentyfikowane bioinformatycznie w genomie linii Gy14
- bioinformatically identified in Gy14 genome 562 565 695 94,6
- zidentyfikowane bioinformatycznie w genomie linii B10
- bioinformatically identified in B10 genome 484 48,6 469 6338
Pollmorflcz_ne I90| mlkro_satellt_a}rne: 89 8.9 133 181
Polymorphic microsatellite loci:
- polimorfizm typu ,,expGy14™°
- ,,expGy14” polymorphism type® 46 46 » 102
- polimorfizm typu ,,expB10™ 43 43 58 79

,eXpB10” polymorphism type

2suma loci mikrosatelitarnych opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz Yang i in. (2012); sum of the microsatellite loci
published by Ren et al. (2009) and Yang et al. (2012)

®95 loci mikrosatelitarnych w odniesieniu do sumy opracowanych loci; % of microsatellite loci with regard to the sum of
published loci

¢liczba powtorzen sekwencji mikrosatelitarnej wigksza dla linii Gy14; number of the microsatellite sequence repeats
greater for the line Gy14

dliczba powtérzen sekwencji mikrosatelitarnej wigksza dla linii B10; number of the microsatellite sequence repeats greater
for the line B10
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Wytypowany in silico zestaw 89 markerdéw opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz
71 markerow opracowanych przez Yang i in. (2012), tacznie 160 markeréw SSR,
przetestowano doswiadczalnie na liniach rodzicielskich i o$miu wybranych RIL.
Potwierdzono polimorfizm dla 68,5% loci mikrosatelitarnych opracowanych przez Ren i
in. (2009) oraz dla 59% loci opracowanych przez Yang i in. (2012), tacznie dla 64,4%
markeréw SSR. Zastosowanie analizy bioinformatycznej do typowania markerow SSR
potencjalnie réznicujgcych linie rodzicielskie Gyl4 i B10 okazato si¢ efektywne, a
uzyskany stopien polimorfizmu w obrebie linii rodzicielskich i osmiu wybranych RIL
mozna uzna¢ za satysfakcjonujgcy. Dla poréwnania Yang i in. (2012) stosujac t¢ sama
metode z zestawu 1266 markeréw SSR opracowanych przez Ren i in. (2009) wskazali 731
markerow SSR (57,7%) potencjalnie roznicujacych linie Gyl4 i1 9930, jednakze
eksperymentalnie polimorfizm potwierdzono jedynie dla 312 markeréw SSR (25%).
Wykorzystanie analizy bioinformatycznej pozwolito w znacznym stopniu ograniczy¢
liczbe¢ markerow SSR wytypowanych do dalszego testowania spos$réd markerow
opracowanych przez Ren i in. (2009) oraz Yang i in. (2012). Potwierdza to zasadnos¢ jej
wykonania, jednakze metoda ta nie byla w pelni skuteczna. Dla 35,4% markeréw SSR
wytypowanych bioinformatycznie jako réznicujace linie rodzicielskie uzyskano produkty
amplifikacji, ktére jednak nie roznicowaly linii rodzicielskich. Przyczynami braku
polimorfizmu mogly by¢ niedoktadnosci analizy bioinformatycznej spowodowane
niescistosciami w sekwencjach genomow linii Gy14 i B10 wynikajacymi z btedow podczas
sekwencjonowania i/lub skladania odczytow sekwencyjnych, jak rowniez fakt, ze do
sekwencjonowania genomow wykorzystywano DNA pochodzace z innych roslin niz to,
ktére wykorzystywano do oceny polimorfizmu.

Zakres wielkos$ci uzyskanych amplikonow dla testowanych markeréw SSR wynosit od
107 do 460 par zasad (pz). Natomiast réznice w wielko$ci amplikondéw miedzy liniami
rodzicielskimi wahaty si¢ od 2 do 60 pz, przy czym dla wigkszosci markerow byt to zakres
od 2 do 10 pz. Liczba zidentyfikowanych na podstawie analizy bioinformatycznej
polimorficznych loci mikrosatelitarnych na poszczegélnych chromosomach byta
nierdbwnomierna. Najwiecej polimorficznych loci (51) zidentyfikowano dla chromosomu
3, najmniej (15) — dla chromosomu 2. Z prac dotyczacych identyfikacji gendéw
odpornosci, kodujacych biatka NBS-LRR wynika, Zze geny te u ogorka wystepuja na
chromosomach 2, 3, 4 i 5 podczas gdy nie zidentyfikowano ich na chromosomach 1, 6 7
(Huang i in., 2009; Wang i in., 2013; Yang i in., 2013). Testujac markery opracowane przez
Ren i in. (2009) na calej populacji mapujacej wykazano przydatno$¢ 52 markerow do
konstrukcji mapy genetycznej ogorka, co potwierdzono testem statystycznym chi?.
Najwigcej polimorficznych markerow SSR zidentyfikowano na chromosomie 3,
W przeciwienstwie do chromosomu 1, 2 i 4, na ktérych zidentyfikowano ich stosunkowo
mato (tab. 4). Wstepne analizy pokazaty, ze marker SSR00398 zlokalizowany na
chromosomie 5 moze by¢ sprzezony z genem odpornosci na kanciasta plamistos¢ lisci
ogorka. Z punktu widzenia konstrukcji mapy genetycznej i mapowania genow zwigzanych
Z kanciastg plamistoscig lisci ogorka konieczne sg dalsze prace nad identyfikacja markerow
SSR zlokalizowanych na chromosomach 2, 3, 4 i 5.
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Tabela 4
Lokalizacja chromosomowa loci mikrosatelitarnych ogoérka
Chromosome location of cucumber microsatellite loci
Loci mikrosatelitarne — Microsatellite loci
polimorfizm w analizie polimorfizm na podstawie wstgpne;j
bioinformatycznej analizy®
polymorphism based on bioinformatics polymorphism based on preliminary
analysis analysis? przydatr_1_e
Chromosom do konstrukcji mapy
Chromosome| oprac. przez osrac. przez oprac. przez osrac. przez genetycznej®
Ren i in. (2009) ang 1 1n. Ren i in. (2009) ang 1 1n. useful to genetic map
developed by (2012) razem developed by (2012) razem construction®
Ren et al. d:yelopid :)y total Ren et al. d:yelopid :)y total
ang et al. ang et al.
(2009) (2012) (2009) (2012)

Chrl 8 30 38 7 4 11 4

Chr2 5 10 15 4 3 7 3

Chr3 24 27 51 21 8 28 20

Chr4 8 19 27 5 8 13 3

Chrs 16 21 37 7 7 14 6

Chré 17 13 30 9 6 15 9

Chr7 11 13 24 8 6 14 7
Razem 89 133 222 61 42 103 52

Total

2wykazujace polimorfizm na podstawie wstepnej analizy na liniach rodzicielskich i o$miu losowo wybranych liniach RIL;
showing polymorphism in preliminary analysis of parental lines and a sample of eight random RILs

b przetestowane na calej populacji mapujacej, przydatne do konstrukcji mapy genetycznej; tested in the whole mapping
population, useful for genetic map construction

WNIOSKI

Ocena populacji mapujacej Gy14 x B10 pod wzglgdem cechy odpornosci na bakteryjna
kanciastg plamisto$¢ lisci wskazuje, ze populacja osiagneta w pokoleniu Fs wysoki
poziom homozygotyczno$ci, a linie wsobne wchodzace w jej sktad sa wyréwnanie
genetycznie. Umozliwia to wykorzystanie tej populacji do mapowania genow
odpornosci zwigzanych z kanciasta plamistosciag liSci ogorka.

Wysoki udziat polimorficznych markeréw SSR w poréwnaniu z poziomem
polimorfizmu opisywanym w innych pracach dotyczacych Kkonstrukcji map
genetycznych ogorka potwierdza przydatno$¢ wstepnej analizy bioinformatyczne;j loci
mikrosatelitarnych w celu typowania markeréw SSR przydatnych do mapowania.
Liczba markeréw SSR przydatnych do konstrukcji mapy genetycznej Gyl4 x B10
zidentyfikowanych na poszczeg6lnych chromosomach jest nieréwnomierna. Dla
chromosomu 3, w przeciwienstwie do chromosomu 1, 2 i 4, potwierdzono przydatno$é
najwickszej liczby markeréw SSR. W oparciu o dostgpng wiedze na temat lokalizacji
chromosomowej genéw odpornosci u ogorka konieczne jest dalsze poszukiwanie
markeréw SSR, a szczeg6lnie dla chromosomoéw 2, 3,4 5.

Sposrdd 52 markeréw SSR przetestowanych w populacji mapujacej Gyl4 x B10
wstepnie  wskazano marker SSR00398 zlokalizowany na chromosomie 5 jako
sprzezony z genem odporno$ci na bakteryjna kanciastg plamisto$¢ lisci ogorka.
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