Zadanie 78 Charakterystyka markerow molekularnych, sprzezonych z odpornoscia na
wielkopakowca porzeczkowego (Cecidophyopsis ribis)
W roku 2017 badania realizowano w ramach 2 tematéw badawczych:

Temat badawczy 1. Przygotowanie materiatu badawczego do badah molekularnych i ocena
fenotypowa roslin w warunkach presji szkodnika

Celem tematu byto przygotowanie materiatu roslinnego do badan molekularnych oraz ocena
fenotypowa roslin z kolekcji i dwdch populacji mieszancowych w warunkach silnej presji
szkodnika. W ramach realizacji zadania kontynuowano uprawe roslin nalezacych do kolekc;ji
(500 roslin) oraz do rodzin mieszancowych: ‘Ceres’ x ‘Bona’ (150 roslin) i ‘Polares’ x
‘Gotubka’ (150 roslin). Ocene fenotypowg zasiedlenia pgkéw testowanych genotypéw przez
wielkopgkowca porzeczkowego przeprowadzono w dwéch terminach (marzec i listopad).
Ostatecznie, w populacji ‘Ceres’ x ‘Bona’, symptomy porazenia obserwowano na 52,7%,
natomiast w populacji ‘Polares’ x ‘Golubka’ na 22,7% badanych siewek. Ocena zasiedlenia
pakéw przez wielkopgkowca genotypdw z kolekcji wykazata charakterystyczne objawy
zasiedlenia pgkow przez C. ribis. na 40% odmian porzeczki czarnej.

Temat badawczy 2: Analiza regionéw genomu_sprzezonych z odpornoscig porzeczki
czarnej (Ribes nigrum) na wielkopgkowca porzeczkowego

Celem tematu byfa: ocena stopnia polimorfizmu w grupach sprzezen obejmujgcych regiony
Ce i P oraz poszukiwanie innych fragmentéw genomu odpowiedzialnych za regulacje cechy
odpornosci porzeczki czarnej na wielkopgkowca. Genomowe DNA do badanh izolowano
metodg wg Doyle i Doyle. Do oceny polimorfizmu w grupach sprzezen obejmujgcych regiony
Ce i P dwunastu genotypow Ribes (kolekcja 10), zréznicowanych pod wzgledem odpornosci
na C. ribis, wykorzystano metode CAPS-PCR z czterema enzymami restrykcyjnymi (Alul,
Msel, Sau3Al i MIuCl) oraz metode sekwencjonowania matryc DNA (100 fragmentéw DNA).
Na podstawie analizy polimorfizmu form rodzicielskich ‘Ceres’, ‘Bona’, ‘Polares’ i ‘Gotubka’
(40 par starteréow mikrosatelitarnych, wytypowanych w oparciu o istniejgce mapy genomu
Ribes nigrum oraz badania wtasne) do sporzadzenia mapy genetycznej wytypowano
populacje ‘Ceres’ x ‘Bona’. Sposrdd uzyskanych genotypdw potomnych tej populacji (150
siewek) z dalszych badan wyeliminowano jedng siewke o profilu genetycznym odmiennym
od profili form rodzicielskich. Do konstrukcji szkieletu mapy wybrano 10 markeréw SSR
zlokalizowanych na mapach referencyjnych rodzaju Ribes w grupach sprzezen 1, 2 i 4.
Zintegrowang mape genetyczng sporzadzono w oparciu o0 wyniki segregacji 64
zidentyfikowanych alleli  mikrosatelitarnych.  Ustalono loci  piec¢dziesieciu  alleli
reprezentujgcych typowy rozktad mendlowski (test X%). Uzyskany w biezgcym roku szkielet
mapy zawiera 6 grup sprzezen, o tgcznej diugosci 335 cM. Analiza poréwnawcza
uzyskanych grup sprzezen z ich odpowiednikami na mapach referencyjnych,
opublikowanych dla innych przedstawicieli rodzaju Ribes, wykazata 60% homologie.
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Wielkopakowiec porzeczkowy (Cecidophyopsis ribis) jest najgrozniejszym szkodnikiem
czarnej porzeczki, zasiedlajagcym wigkszo$¢ uprawianych odmian tego gatunku. Szpeciel ten
jest rowniez wektorem wirusa rewersji porzeczki czarnej Blackcurrant reversion virus (BRV),
bedacego sprawca uszkodzen roslin prowadzacych do zamierania plantacji. Hodowcy
porzeczki od lat poszukujag odmian charakteryzujacych si¢ odporno$cig na C. ribis/ BRV, jak
rowniez precyzyjnych narzedzi umozliwiajacych szybka identyfikacje i wyeliminowanie z
procesu hodowlanego genotypow wrazliwych.

Celem badan, prowadzonych w Instytucie Ogrodnictwa, byto okreslenie stopnia polimorfizmu
sekwencji regiondow genomu porzeczki czarnej, zawierajgcych fragmenty Ce i P, znane jako
sprzezone z odpornoscia roslin na wielkopgkowca porzeczkowego.

Badania przeprowadzono na ro$linach 12 genotypoéw z rodzaju Ribes, zr6znicowanych pod
wzgledem odpornosci na C. ribis. Polimorfizm DNA okreslono dla fragmentéw genomu
uzyskanych w wyniku amplifikacji z oligonukleotydami komplementarnymi do 10 sekwencji
mikrosatelitarnych w obrgbie grup sprzezen LG2 i LG4, opisanych na dostepnych mapach
genetycznych Ribes. Do oceny stopnia polimorfizmu zastosowano wstepnie metode CAPS-
PCR (endonukleazy: EcoRI, Smal, Haelll i Mbol), a nastepnie sekwencjonowanie (CEQ 8000
Beckman Coulter). Dla 26 uzyskanych odczytow, wskazujagcych na najwyzszy stopien
zr6znicowania sekwencji, zaprojektowano specyficzne startery SCAR. Trwa weryfikacja
przydatnosci potencjalnych markerow do selekcji genotypow z rodzaju Ribes pod wzgledem
odpornosci na wielkopgkowca porzeczkowego.

Wyniki uzyskane w ramach projektu MRIRW - Badania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej,
decyzja: HOR hn-801-6/16_78
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Poster prezentowany podczas Ogoélnopolskiej Ogrodniczej Konferencji Naukowej
»Ziemia, Roslina, Cztowiek”, Krakéw, 20-21 wrzesnia 2017 r. Prezentowane wyniki dotyczag
tematu badawczego 2 realizowanego w 2016 r. (Sprawozdanie merytoryczne 2016 r.; str. 13-
25).
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{ Wielkopakowiec porzeczkowy (Cecidopityopsis ribis) jest najgroiniejszym szkodnikiem czarnej porzeczki, zasiedlajacym wiekszos¢ uprawianych odmian te- N
go gatunku. Szpeciel ten jest rowniez wektorem wirusa rewersji porzeczki czarnej Blackcurrant reversion virus (BRV), bedacego sprawca uszkodzen roslin,
prowadzacych do zamierania plantacji. Hodowcy porzeczki od lat poszukuja odmian charakteryzujacych sie odpornoscia na C. ribis” BRV, jak rowniez pre-
cyzyjnych narzedzi umozliwiajacych szybka identyfikacje i wyeliminowanie z procesu hodowlanego genotypéw wrazliwych. Celem naszych badan jest poszu-

, kiwanie fragmentéw genomu réznicujacych genotypy wrazliwe i odporne na C. ribis.
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