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Opracowanie przygotowane w ramach zadania 6.6:

"Identyfikacja markeréw DNA sprzezonych z genami warunkujagcymi odporno$¢ na choroby stanowigce istotne
zagrozenie w uprawie ro$lin warzywnych, przydatnych do selekcji genotypow odpornych”
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biordéznorodnosci srodowiska i ochrony jego zasobow” finansowanego przez Ministerstwo
Rolnictwa i Rozwoju Wsi
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Szczechura W., 2014. Procedura identyfikacji QTL warunkujgcych odporno$¢ ogorka na Pseudoperonospora
cubensis (Berk. et Curt.) Rostovzev przy uzyciu marker6w DNA, przydatnych do selekcji materiatdw hodowlanych

Maczniak rzekomy ogorka

patogen: Pseudoperonospora cubensis (Berk. et Curt.)
Rostovzev

MARKER RAPD OPAM14 54

Sekwencja startera:

5 TGGTTGCGGA 3’

Reakcja PCR

Mieszanina reakcyjna o objetosci 20ul zawierajaca:

- 1x PCR bufor

- 0.001% zelatyne

- po 0.1mM kazdego z dNTP

- 2.5mM MqgCl;

- 0.3uM startera

- 1U Taq polimerazy (Thermo Scientyfic, Fermentas)

- 20ng DNA

Profil termiczny amplifikacji:

94°C — 1 min,

92°C - 15 sec,

36°C — 25 sec, ~45x
72°C — 74 sec,

72°C —5 min
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Elektroforeza: 1.4% zel agarozowy w buforze TBE (Tris-Boran-EDTA) po
barwieniu bromkiem etydyny.
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Szczechura W., 2014. Procedura identyfikacji QTL warunkujgcych odporno$¢ ogorka na Pseudoperonospora
cubensis (Berk. et Curt.) Rostovzev przy uzyciu marker6w DNA, przydatnych do selekcji materiatdw hodowlanych

Wyniki (fot.1)
Po amplifikacji ze starterem OPAM14 otrzymamy:

- fragment DNA o dtugosci 2500 pz specyficzny dla form odpornych
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Fot.1. Identyfikacja markera OPAM14,500 W liniach hodowlanych i mieszancach F; ogorka

DM49 — linia odporna
DM1 — linia podatna
M — wzorzec mas DNA, 100 pz

— polimorficzny fragment DNA
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Szczechura W., 2014. Procedura identyfikacji QTL warunkujgcych odporno$¢ ogorka na Pseudoperonospora
cubensis (Berk. et Curt.) Rostovzev przy uzyciu marker6w DNA, przydatnych do selekcji materiatdw hodowlanych

MARKER RAPD OPASO05g5

Sekwencja startera:

5> GTCACCTGCT 3’

Reakcja PCR

Mieszanina reakcyjna o objetosci 20ul zawierajaca:

- 1x PCR bufor

- 0.001% zelatyne

- po 0.1mM kazdego z ANTP

- 2.5mM MgCl;

- 0.3uM startera

- 1U Taq polimerazy (Thermo Scientyfic, Fermentas)

- 20ng DNA

Profil termiczny amplifikacji:

94°C — 1 min,

92°C — 15 sec,

36°C —25sec, ~45x
72°C — 74 sec,

72°C —5 min
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Elektroforeza: 1.4% zel agarozowy w buforze TBE (Tris-Boran-EDTA) po
barwieniu bromkiem etydyny.
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Szczechura W., 2014. Procedura identyfikacji QTL warunkujgcych odporno$¢ ogorka na Pseudoperonospora
cubensis (Berk. et Curt.) Rostovzev przy uzyciu marker6w DNA, przydatnych do selekcji materiatdw hodowlanych

Wyniki (fot.2)
Po amplifikacji ze starterem OPASO5:

- fragment DNA o dlugosci 850 pz specyficzny dla form odpornych
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Fot.2. Identyfikacja markera OPASO05g50 w liniach hodowlanych i mieszancach F1 ogorka
DM49 — linia odporna

DM1 — linia podatna
M —wzorzec mas DNA, 100 pz

— polimorficzny fragment DNA
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Szczechura W., 2014. Procedura identyfikacji QTL warunkujgcych odporno$¢ ogorka na Pseudoperonospora
cubensis (Berk. et Curt.) Rostovzev przy uzyciu marker6w DNA, przydatnych do selekcji materiatdw hodowlanych

MARKER SCAR AW14,
Sekwencje starterow:
F: 5 GGTTCTGCTCTTCATTCATTTTCA 3

R: 5 GGTTCTGCTCTAAATAACCAAAAA Y

Reakcja PCR

Mieszanina reakcyjna o objetosci 20ul:

- 1x PCR bufor

- po 0.2mM kazdego z ANTP

- 3mM MgCl,

- 0.4uM starter F

- 0.4uM starter R

- 2U Taq polimerazy (Thermo Scientyfic, Fermentas)

- 20ng DNA

Profil termiczny amplifikacji:

94°C — 3 min,

92°C — 30 sec,

60°C — 60 sec, ~40x
72°C — 90 sec,

72°C —5 min
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Elektroforeza: 1.6% zel agarozowy w buforze TBE (Tris-Boran-EDTA) po
barwieniu bromkiem etydyny.
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Szczechura W., 2014. Procedura identyfikacji QTL warunkujgcych odporno$¢ ogorka na Pseudoperonospora
cubensis (Berk. et Curt.) Rostovzev przy uzyciu marker6w DNA, przydatnych do selekcji materiatdw hodowlanych

Wyniki (fot.3)
Po amplifikacji ze starterem SCAR AW14 otrzymamy:

- fragment DNA o dlugosci 850 pz specyficzny dla form odpornych
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Fot. 3. Identyfikacja markera SCAR AW14gs0 w liniach hodowlanych, odmianach i

mieszancach F1 ogorka

DM49 — linia odporna

DM1 - linia podatna

M — wzorzec mas DNA, 100 pz

— polimorficzny fragment DNA
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