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Identyfikacja genow odpowiedzialnych
za przywracanie ptodnosci 1 samozgodnos¢
u wybranych roslin warzywnych

Identification of genes responsible for fertility restoration and self-compatibility
in selected vegetable plants

Stowa kluczowe: cytoplazmatyczna meska sterylno$¢, genotypowanie, geny restorerowe, markery
molekularne, samozgodnos¢

TEMAT BADAWCZY 1: UZYSKANIE POPULACJI SEGREGUJACYCH POD WZGLEDEM
CECH STERYLNOSCI/PLODNOSCI ORAZ SAMOZGODNOSCI/SAMONIEZGODNOSCI

Cele tematu

1) Uzyskanie populacji marchwi i cebuli z segregacja gendéw odpowiedzialnych
za przywracanie plodnosci. 2) Uzyskanie materialdw kapusty zsegregacja genow
odpowiedzialnych za samozgodnos¢ / samoniezgodnos$¢.

Opis wynikéw

Wysiano osiem potomstw BC marchwi uzyskanych w rezultacie zapylenia roslin
meskosterylnych — pytkiem  heterozygotycznych  rodlin - megskoptodnych. W szeSciu
potomstwach wystepowata cytoplazma Sa, natomiast w dwoch — Sp. W rezultacie
przeprowadzonych upraw uzyskano korzenie wysadkowe, ktdre po zbiorze zpola
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umieszczono w chtodni. Na bazie tych korzeni w kolejnym sezonie wegetacyjnym planuje si¢
uzyska¢ kwitngce rosliny do analizy fenotypu plodnosci.

Doprowadzono do kwitnienia trzy populacje BC cebuli. W czasie kwitnienia roslin
wizualnie sprawdzano u nich obecno$¢ pytku. Wizualna ocena ptodnosci byta weryfikowana
poprzez mikroskopowsa analize zywotnosci pytku. Dwie z badanych populacji segregowaly
na rosliny meskoptodne 1 meskosterylne w oczekiwanym stosunku 1:1. Natomiast w jednej
populacji wystapity wylacznie rosliny meskosterylne. W ramach prac nad cebulg uzyskano
takze wysadki dwoch potomstw z cytoplazmg C, w ktorych oczekuje si¢ segregacji pod
wzglgdem fenotypu ptodnosci.

Po udanej jarowizacji doprowadzono do kwitnienia ro$liny F3 kapusty, na ktorych
wykonano samozapylenia w otwartym kwiecie (dla oceny poziomu samoniezgodno$ci) oraz
w paku (dla reprodukcji materiatu). Analizowane rosliny F3 segregowaly pod wzgledem
fenotypu samoniezgodnoS$ci/samozgodnosci. Miarg tego fenotypu byt stosunek liczby nasion
do liczby tuszczyn, ktory zawieral si¢ w przedziale od 0 do 21. Podobnej analizie
fenotypowej poddano takze cztery rody wyprowadzone w celu weryfikacji dziedziczenia
samozgodnosci. W nich takze wystgpila segregacja, ale maksymalne wartosci wspomnianego
stosunku byly wyraznie mniejsze.

Whioski
— Uzyskano wysadki o$miu potomstw marchwi i dwdch potomstw cebuli, w ktorych

oczekuje si¢ segregacji na rosliny meskosterylne i meskoptodne.

— Segregacja fenotypowa w obrebie dwoch kwitngcych populacji cebuli 1 wszystkich
kwitngcych materialow kapusty gwarantuje ich przydatno$¢ do analiz markerowych.

TEMAT BADAWCZY 2: GENOTYPOWANIE METODA GBS — POSZUKIWANIE
POLIMORFIZMOW DNA SPRZEZONYCH Z BADANYMI CECHAMI

Cele tematu

1) Masowa identyfikacja polimorfizméw sekwencyjnych u roslin cebuli réznigcych
si¢ statusem ptodnosci. 2) Masowa identyfikacja polimorfizméw sekwencyjnych u roslin
kapusty r6zniagcych si¢ statusem samoniezgodnosci.

Opis wynikéw

Genotypowaniu poddano trzy populacje cebuli segregujace na rosliny meskosterylne
i meskoptodne — 8, 307 1 308, oraz jedna populacje kapusty — o numerze 2 — segregujaca
na ro$liny samozgodne i samoniezgodne. Analiza ta byla wykonywana w ramach ushugi
zleconej firmie Novogene (Chiny). Do sekwencjonowania wysokoprzepustowego
wykorzystano platform¢ firmy Illumina. Zastosowano wariant sekwencjonowania ze
sparowanymi koncami i 150 cyklami syntezy (PE150). W przypadku populacji kapusty
dhugos¢ odczytanych sekwencji wahata si¢ od ok. 200 do ok. 430 Mb dla pojedynczej rosliny.
Wskazniki Q20 1 Q30 wyniosty odpowiednio 94 i 86%, a udziat par GC 40-42%.

Whioski
— Dla obydwu badanych populacji uzyskano wystarczajaca ilos¢ danych sekwencyjnych.

Przecigtne pokrycie sekwencji unikalnych u pojedynczej rosliny wyniosto ok. 0,5-1x.
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— Wysoki procent nukleotydéw osiagajacych wskazniki jakosci Q20 i Q30 gwarantuje
przydatno$¢ otrzymanych danych sekwencyjnych dla analiz bioinformatycznych
zmierzajacych do identyfikacji polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP).

TEMAT BADAWCZY 3: ANALIZY BIOINFORMATYCZNE — IDENTYFIKACJA
GENOTYPOW I MAPOWANIE POLIMORFIZMOW

Cele tematu

Okreslenie genomowej lokalizacji zidentyfikowanych markerow GBS oraz genow
kontrolujgcych przywracanie ptodnosci u cebuli oraz samozgodnos$¢ u kapusty.

Opis wynikéw

W przypadku roslin kapusty (populacja) przefiltrowane odczyty sekwencyjne byly
mapowane do sekwencji genomu referencyjnego (GenBank: JIMF00000000.1) — $redni
odsetek zmapowanych odczytow wyniost 94,7%. Srednio 13% genomu referencyjnego byto
pokryte odczytami sekwencyjnymi (wykazywalo pokrycie przynajmniej 1x). W wyniku
mapowania odczytow do genomu referencyjnego zidentyfikowano ok. 1,5 min poli-
morfizméw  sekwencyjnych, ktore nastgpnie poddawano kilkustopniowej filtracji.
Obejmowata ona kolejno selekcje markerow: Dbiallelicznych o wysokiej  jakosci,
z maksymalnie pigcioma nieokreslonymi genotypami, o genotypach odpowiadajacych
charakterowi badanej populacji, o wlasciwe]j segregacji oraz oddalonych od siebie o wigcej
niz 10 kb. W rezultacie do mapowania genetycznego wykorzystano ok. 700 markerow.
Uzyskano dziewi¢¢ grup sprzezen odpowiadajacych dziewieciu chromosomom kapusty.
Catkowita dtugo$¢ mapy wynosita 721 cM ze srednig dlugoscig pojedynczej grupy sprzgzen
wynoszaca 80,1 ¢cM. Analiza programem R/qtl nie wykazata obecnosci QTLi skorelowanych
z cechg samozgodnosci — warto§¢ LOD dla zadnego zmapowanego markera nie
przekroczyta wartosci krytyczne;.

Whioski
— Przy wykorzystaniu technologii GBS otrzymano dane sekwencyjne, ktdre pozwolity

na wydajng identyfikacj¢ markerow GBS i otrzymanie — przynajmniej lokalnie —

wysoko wysyconych map genetycznych. Dzieki dostgpnosci sekwencji referencyjnej

okreslono chromosomowsg lokalizacje zidentyfikowanych grup sprzezen.
— Regresyjne mapowanie interwatlowe nie wykazalo obecnosci QTLa majacego wptyw

na ekspresje cechy samozgodnosci w populacji C2.

TEMAT BADAWCZY 4: GENOTYPOWANIE MARKERAMI MIKROSATELITARNYMI
(CEBULA)

Cele tematu

Zmapowanie chromosomowo-specyficznych markerow mikrosatelitarnych w obrebie
grup sprzezen utworzonych z markerow GBS.

Opis wynikéw

Analizami obj¢to trzy populacje cebuli — AI/10, AI/15 1 601, ktore segregowaly
naros$liny meskosterylne i meskoptodne. Populacje te genotypowano markerami SSR
wytypowanymi w poprzednim roku badan. Rosliny z populacji AlI/10 poddano
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genotypowaniu przy uzyciu markerow AMS-10, AMS-12 oraz AMS-23; rosliny z populacji
Al/15 poddano genotypowaniu przy uzyciu markerow AMS-08, AMS-10 oraz AMS-12;
natomiast rosliny z populacji 601 poddano genotypowaniu przy uzyciu markeréw AMS-10
oraz AMS-23. Analiza profili elektroforetycznych potwierdzila segregacje tych markerow
w odpowiednich populacjach. Mapy markerow GBS uzyskane w poprzednich latach
probowano uzupeic o loci segregujacych markerow SSR. Udato si¢ to tylko dla populacji
601 — markery AMS10 i AMS23 zmapowaly si¢ do dwdch roznych grup sprzezen.
Whioski
— Grupa sprzezen z markerem AMS-10 reprezentuje chromosom II a grupa sprze¢zen
z markerem AMS-23 — chromosom III.

TEMAT BADAWCZY 5: KONWERSJA SPRZEZONYCH Z DOCELOWYMI GENAMI
POLIMORFIZMOW DNA W MARKERY SEKWENCYJNIE SPECYFICZNE — CAPS,
TETRA-PRIMER ARMS-PCR ORAZ TAQMAN

Cele tematu

Opracowanie markerow PCR do wnioskowania o obecnosci alleli restorerowych
i alleli (allelu) samozgodnosci.

Opis wynikéw

Analizy przeprowadzono dla jednej populacji marchwi, jednej populacji cebuli oraz
dla dwoch populacji  kapusty. Populacje marchwi i1 cebuli segregowaly na rosliny
meskosterylne i meskoplodne. Z kolei rosliny z populacji kapusty cechowat zréznicowany
poziom samozgodno$ci. Z kazdej populacji analizowano po pi¢¢ roslin o zréznicowanych
fenotypach — meskosterylnych i meskoptodnych (marchew, cebula), samoniezgodnych
i najsilniej samozgodnych. Markery CAPS projektowano na bazie wskazan programu
VCF2CAPS (Wesotowski). Dla wigkszosci takich markerow uzyskano monomorficzne
profile elektroforetyczne. Polimorfizm odnotowano tylko po uzyciu czterech markerow
marchwianych oraz po uzyciu jednego markera kapuscianego, jednak réznicowal on ro$liny
tylko w jednej z dwoch badanych populacji kapusty. Wszystkie wykryte markery
polimorficzne wykazywaly kosegregacje z odpowiednimi fenotypami.

Whioski
— Dla populacji marchwi z cytoplazmg Sp zidentyfikowano cztery polimorficzne markery.

Wykazywaty one kosegregacje z fenotypem plodnosci/sterylnosci roslin.
— Dla jednej z badanych populacji kapusty zidentyfikowano jeden marker polimorficzny.

Wykazywat on kosegregacje z fenotypem smozgodno$ci/samoniezgodnosci roslin.
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