Zadanie 78 Charakterystyka markeréw molekularnych, sprzezonych z odpornoscia
na wielkopagkowca porzeczkowego (Cecidophyopsis ribis)

W roku 2020 badania realizowano w ramach 3 tematéw badawczych:

Temat badawczy 1. Przygotowanie materiatu roslinnego do badain molekularnych i ocena
fenotypowa roslin w warunkach presiji szkodnika

Celem tematu byta ocena fenotypowa stopnia porazenia 500 roslin z kolekcji 10 i 149
mieszancow populacji ‘Ceres’ x ‘Bona’ w warunkach presji szkodnika. Ocene fenotypowg
zasiedlenia pgkow testowanych genotypéw przez wielkopgkowca porzeczkowego
przeprowadzono w dwoch terminach. W populacji ‘Ceres’ x ‘Bona’, symptomy porazenia
obserwowano na 58,4% badanych siewek. Ocena zasiedlenia pgkoéw przez wielkopgkowca
genotypdw z kolekcji wykazata charakterystyczne objawy zasiedlenia pgkéw przez C. ribis.
na 74% odmian porzeczki czarnej.

Temat badawczy 2: Analiza regiondw genomu_sprzezonych z odpornoécig porzeczki
czarnej (Ribes nigrum) na wielkopgkowca porzeczkowego (Cecidophyopsis ribis)

Celem tematu byto ocena stopnia polimorfizmu w grupach sprzezeh obejmujgcych regiony
Ce i P, zageszczanie kolejnych grup sprzezen mapy genetycznej odmian ‘Ceres’ x ‘Bona’
oraz okreslenie korelacji genotypowo-fenotypowych w celu identyfikacji fragmentéw DNA
regulujgcych ceche odpornosci na C. ribis.

Konstrukcje mapy oparto tgcznie na 40 markerach SSR (2017-2020) zlokalizowanych na
mapach referencyjnych rodzaju Ribes. Mape genetyczng sporzgdzono w oparciu o wyniki
segregacji 252 zidentyfikowanych alleli mikrosatelitarnych. W 2020 roku mapa genomu
porzeczki wzbogacona zostata o 23 allele. Mapa genetyczna genomu odmiany ‘Ceres’
zawierata 107 loci rozlokowanych w obrebie 23 grup sprzezeh, homologicznych do
chromosoméw |, Il, 1, IV, V, VI i VIl genomu porzeczki czarnej, o tgcznej dtugosci 700 cM.
Natomiast na sporzadzonej mapie genomu odmiany ‘Bona’ zlokalizowano 116 alleli
markeréw SSR sprzezonych w 21 grupach wykazujgcych homologie z opublikowanymi
dotychczas mapami referencyjnymi porzeczki czarnej (Ribes nigrum) w obrebie LG 1, LG 2,
LG 3,LG4,LG5,LG6iLG 7, 0tacznej dlugosci 670 cM. Jednoczesnie zaobserwowano, ze
loci oraz kolejnos¢ zidentyfikowanych alleli wprowadzonych na mape markerow SSR
nieznacznie roznity sie w poréwnaniu do loci tych samych markeréw zlokalizowanych na
mapach referencyjnych. Ocene stopnia korelacji genotypowo-fenotypowych (analiza QTL)
pomiedzy cechg odpornosci na wielkopgkowca porzeczkowego, a potozeniem markerow
SSR na sporzadzonej w latach 2017-2020 mapie genetycznej populacji ‘Ceres’ x ‘Bona’
przeprowadzono przy uzyciu programu MapQTL 6.0. Najsilniejszg wspoétzaleznosé pomiedzy
cechg odpornosci na wielkopgkowca a analizowanymi markerami odnotowano w grupach
sprzezen LG 4, LG 6 oraz LG 7 dla obu badanych odmian. Jednocze$nie markery
zlokalizowane w tych grupach wykazywaty stabilng korelacje z cechg badang
w poszczegolnych sezonach.

Temat badawczy 3: Wytypowanie sekwencji markerowych i weryfikacja ich przydatnosci do
selekcji genotypéw odpornych i podatnych

Celem tematu byta weryfikacja 10 wytypowanych sekwencji markerowych pod katem ich
przydatnosci do selekcji genotypédw odpornych i podatnych na wielkopgkowca
porzeczkowego. Wykorzystujgc w reakcji PCR pary starteréw wiasciwych dla (potencjalnych)



markerow SCAR stwierdzono obecno$¢ oczekiwanych produktéw amplifikacji zaréwno
w przypadku genotypow odpornych, jak i wrazliwych na C. ribis. Na obecnym etapie badan,
zadna z sekwencji markerowych, nie umozliwita zréznicowania genotypdw odpornych
i wrazliwych na wielkopgkowca porzeczkowego.

Podsumowanie

Utworzone mapy genetyczne stanowig baze do dalszych badan genomdéw nowych odmian
porzeczki czarnej, a takze do oszacowania korelacji pomiedzy zlokalizowanymi markerami
a cechg tolerancji/wrazliwosci na porazenie wielkopgkowcem porzeczkowym C. ribis.
Wytypowane markery skorelowane z badang cechg odpornosci na wielkopgkowca
porzeczkowego, mogg by¢ przydatne do selekcji (MAS: Marker Assisted Selection) nowo
wytworzonych genotypdw gatunku Ribes.
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Wielkopakowiec porzeczkowy (Cecidophyopsis ribis), jest jednym z najgroiniejszych szkodnikow porzeczki czame;.
Powoduje on deformacje pakow porzeczki czamej 1 redukuje plon owocow. Wybranie na]korzystmeysqch markerow
molekulamych sprzezonych z odpomoscia na wielkopakowca porzeczkowego moze przyspieszy¢ proces hodowlany
1 poprawic skutecznosé przy wyborze genotypow 0dpomych na te chorobe. Celem pracy byla analiza regiondw
genomu sprzezenych z odpomoscia porzeczki c:zzmc] (Ribes nigrum) na wielkopakowca porzeczkowego poprzez
ocens stopnia polimorfiznm w grupach sprzezen obejmmjacych regiony Ce 1 P'1 poszukiwanie nowych fragmentdw
genomm regulujacych odpomosc na C. ribis. W wyniku analizy elektroforegraméw z produktami reakep CAPS.
zidentyfikowano 119 polimerficenych fragmentéw DNA, z ktorych wytypowano 100 do analizy sekwencji. W wyniku
sekwencjonowania uzyskano 9 specyficanych odezytow na matrycach DNA odmian “Ceres’, "Ojebyn’, *Vir’, “Ores’,
‘Foxendown’, “Ben Finlay'1 ‘Bona’.

Slowa Kluczowe: CAPS, Cacidophyopsis ribis, marker molekulamy, porzeczka czama,

Blackcurrant gall mite (Cecidophyopsis ribis) is one of the most dangerous pests of blackcwrrant. It canses deformation
ofblackcwrrant buds and reduces frut yield. The selection of the most favorable molecular markers coupled to resistance
to C.ribis, can accelerate the breeding process and improve efficacy when choosing genotypes that are resistant to this
disease. The aim of this study was to genome Teglons conjugated with resistance of blackcwrrant (Ribes
nigrum) to blackcwrant gall mite by assessing the degree of pelymorphism in coupling groups, including the Ce
and P regions, and by searching for new genome fragments regulating C. ribis resistance. As a result of the analysis
of el with CAPS reaction products, 119 polymorphic DNA fragments were identified, out of which
100 were selected for sequence analysis. As the end product of sequencing, 2 specific readings were obtained on DNA
matrices of the vanetes ‘Ceres”, “Ojebyn’. “Vir’, “Ores’, “Foxendown’, “‘Ben Finlay™ and “Bona’.

Key words: CAPS, Cecidophyopsis ribis, molecular marker, blackcurrant

Wstep

Wlelkoquamec potzeczkowy (Cecidophy-
opsis nbrs} najgrozmejszy szkodmk w upra-
wie czarne) porzeczki jest wektorem rewersp
porzeczki czarne) (BEV — Black Currant Rever-
sion Virus), ktéra redukuje plon, prowadzac
w konsekwencpt do likwidacp plantacp (Pluta
i Zurawicz, 2002; Labanowska i in, 2015).
Ograniczanie liczebnosci populag w1e1kopq—
kowca potzeczkowego oraz pozyskanie odmian
porzeczkr czarne; o zwickszone) odpornosci
na szpeciela 1 BRV s3 mezwykle istotne dla prak-
tvki Dgrodmczq Wiele jednostek naukowych
w Europie zajnuye sie badamami nad identyfi-
kacja markerdw molekularnych, sprzezomych

z dwoma odreboymi typami odpornosci Ce 1 B
Zrodlem odpornosci typu Ce w w/w badaniach
jest agrest (R. grossularia) (Kmght 1 m., 1974;
Brennan 1 1., 1993), a typu P — R nigrum ssp.
Sibiricum (Anderson, 1971). W Instytucie Ogrod-
nictwa w Skiermewicach prowadzone sa bada-
ma dotyczace poszukiwama sprzezen miedzy
odpornoscia. a zlokalizowaniem warunkwjacych
ja fragmentow genomu na mapie genetyczne)
porzeczki czarne). Celem przedstawionych badan
prowadzonych w 2019 roku byla: ocena poli-
morfiznm w grupach sprzezen obejmmuyacych
regiony zwiazane z cecha odpornosci porzeczki
na C ribis, oparta na metodzie sekwencjonowa-
nia.

Pedaktor prowadzacy: Magdalena Szechynska-Hebda
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Material i Metody
Material badawezy

Badamnia przeprowadzono na roslinach 12 geno-
typow rodzaju Ribes (6 odpornych 1 6 wrazliwych
na C. ribis). wytypowanych do badan na podsta-
wie danych lieraturowych oraz amaliz przepro-
wadzonych w ramach realizacy projekiu w latach
2015-2019 (Tab. 1)

Metody badaweze

DNA z wytypowanych genotypow wyekstraho-
wano z miodych lisci metoda Doyle 1 Doyle (1990).
Jakosc 1 koncentracje DNA w uzyskanych probach
okreslano na podstawie elektroforegramow w 0.8%

zeln agarozowym oraz W oparciu o pomuar wspol-
czynnikow ekstynkcji probki przy dlugesc: fali
230, 260, 280 1 320 nm (Gene Quant Pro Amersham
Pharmacia Biotech).

Na matrycy DNA wyekstrahowanego z badanych
genotypow rodzayu Ribes (Tab. 1) przeprowadzo-
no reakcje amplifikacyi z kombinacjami starterow
SSR (Tab. 2) wytypowanych do badan w oparcin
o bazy danych (na podstawie lokalizacy regiondw
blisko sprzezonych z QTL warunkwacymi odpor-
noi¢ na wielkopakowea porzeczkowego — Lg2*;
LG4 i1LG6" Brennaniin._ 2008" 1 Mazeikiene iin .
2012") oraz wyniki uzyskane w trakcie realizacji
projekiu w latach 2015-2019.

Tabela 1
Table 1
Wykaz genotypow rodzaju Ribes, wytypowanych do analiz molekularnyveh
List of genotvpes of the genus Ribes selected for molecular analysis
Wrazhmwa
Ip. Odmiana Rodowsd Odporna’ Eraj
No. Vanety Parentage Suscepnbibity Country
Resistant
1 Ores {Ojebyn = 524) « Ceres odporna Polska
2 Ceres (R. Dikuscha x Barchatnajz) = samozapylenie odpoma Polzka
3 Polares 512/3/83 x EMB (1834)7113 odpoma Pol=ka
1 Fosendown Ben LomondD) x (BC3 ?ui'g;'esm « BC2 K. Glurino- odpornz Szkacia
5 Vir nieFnany odporma Rosja
6. Ben Finlay [(SCRIP10v9/13 = Ben Alder) = EM B1834-67] odparna Szkocja
7. Ben Hope Westra x (SCRI 238/36 x EM 21/15) wrazhiwa Szkocja
8 Bona Ojebym = (R Dikuscha = Climarx) wrazhwa Polska
9. Gofart Golubka = Fartod: 1 wrazhwa Polska
10 Golubka R Nigrum = R Dikuscha. wrazhiwa Rosja
11 Ojebyn Seedling selecthion of K Nigrum from north sweden wrazliwa Szkocja
12. Riasmaja nieznany wrazliwa Rosja
! dame = literanny
Tabela 2
Table 2
Wrkaz starteréw SSR uiytyvch do analiz melekularnyeh
List of S5R primers used for molecular analysis
Starter Sekwencja startera (37-37) Lokahzarjana chromosomach
Primer Starter sequence (37-37) Location on the chromosome
£1-GOSF/z2-T08R. AAAACACACATCTCTCACCCC ATAGCCCATGCCCATATTCA 1G>
£2-T08F/gl-GOSR. CGCCGAGCTCTAATCACTGT TCGAATCTGAACCACGATGA LGY
g2-JO8F/gl-BO2E CGOCGAGCTCTAATCACTGT CCATTGATTTGGTGAGGET LG
g1-BO2F/g2-TO8E CGCTICATCGCTCTOCTCT ATAGCC CATGCC CATATTCA LG
g1-GO6F/gl-BO2R AAMACACACATCTCTCACCCC CCATTGATT TGGTGA GGG T LG
gl-BO2F /gl -GO6R CGACTICATCOGCTCTCCTICT TOGAAT CTGAAC CAC GAT GA L2
el-O21F/g2-L1TR TCTCTCCAACTGAGAAGGAA L GAGCTGTIGCTGTTG CCATA LG4
g2-L1TF/el-021E TITGGAAMA CCTCOCCTTTT GAT TTG TIC TIG TGO AGC GA LG4
gl-I02F/gl-DIIE TGAATATCAGACCGC CATCA AAT CGAATG GAATCGTCC LGS™
slDIIF/El IR GAAGAC GAC AAA GCCTCC TeCArG T ARG CTTCIC LG6™

* Brarmam i in. 2008 **- Mazsikiene i in. 2012
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Mieszanina reakcyna w przeprowadzonych
testach PCR zawierala: 10 ng DNA, 05U polime-
razy Taq Platmmum® (Invitrogen), 10 * PCR-bufo-
rw, 15 mM MgCL, 125 mM dNTP (Applied
Biosystems) 1 0,35 plM startera SSE. (zgodnie z zale-
ceniami producenta). Zastosowano profil termiczny
reakcji: wstepna denaturacja -94°C/2 min. 4 cykle
(denaturacja 94°C/50 s, przylaczanie startera
55-50°C/50 s (w kazdym kolepnym cyklu spadek
temperatury przylaczania o 1°C), wydluzanie nici
DNA 72°C/60 ), 30 cykli (denaturacja 94°C/50 s.
przylaczanie startera 55-50°C/90 s, wydluzanie
nici DNA 72°C/60 s), wydluzanie koncowe 72°C/10
min. Reakcje przeprowadzono w termocyklerze
Biometra Basic.

Produkty reakcji SSR-PCR poddano trawiemu
4 enzymamu restrykeyynymi (Tab. 3), ktore rozdzie-
lono w 2% zelu agarozowym, wybarwionym brom-
kiem etydyny, nastepnie charakterystyczne dla
analizowanych genotypéw fragmenty DNA wyizo-
lowano z zeli agarozowych, przy uzyciu zestawu
komercyjnego FastGene Gel/PCR Extraction Kit
(Nippon Genetics), wedlug procedury dolaczone
przez producenta.

Wyizolowane z zelu 1 oczyszezone fragmen-
ty DNA wklonowano do plaznudow bakteryy-
aych (TOPO® TA Clomng® Kit for Sequencing
(Invitrogen). Nastepnie plazmidy umieszczono
w ukompetentnionych bakteriach E. coli One shot
TOP10 (Invitrogen), wedlug protokotu producenta.
Po wyselekcjonowaniu, wybrane kolonie bakteryy-
ne, zawierajace plazmid z wstawionym fragmentem
DNA analizowanych genotypow Ribes, przeniesio-
no na pozywke plynna LB. Po inkubacy (37°C/16 h)
z zawiesiny bakterii, wyizolowano plazmid bakte-
ryjuy przy uzyciu komercyjnego zestawu FastGene
Plasmid Mini Kit (Nippon Genetics).

Plazmudy bakteryjne zawierajace charaktery-
styczne fragmenty genomu wyznakowano w reak-
cji PCR z nmiwersalnym starterem M13, stoswac
zestaw DTCS Quick Start Kit (Beckman Coul-
ter). a nastepnie poddano sekwencjonowaniu przy

Analize sekwencp przeprowadzono przy uzyciu
programu CEQ (8000) software v.9.0. Uzyskane
z odczytow kontigi ‘skladano’ przy uzyciu progra-
mu SeqMan (pakiet Lasergen v.7). Zrozmcowanie
nukleotydowe sekwency analizowano przy uzycin
programu MegAlign (pakiet Lasergen v.7). Uzyska-
ne sekwencje DNA pordwnano z danym NCBI
za pomocs programu omformatycznego blast-nt.

Do uzyskanych sekewencyt DNA zaprojektowa-
no specyficzne oligonukleotydy (program kompu-
terowy PrimerSelect- pakiet Lasergen v.7).

Wyniki

Po zdentyfikowaniu polimorfizmow pomie-
dzy genotypamu wrazliwymi/odpornynu na C
ribis. uzyskane sekwencje analizowano za pomo-
ca programu MegAlign (pakiet Lasergen v.7), aby
sprawdzic, czy mozliwe jest przeksztalceme poli-
morfizmu w marker CAPS. Analiza, umozliwila
wytypowanie czterech enzymow restrykeyjnych:
Pstl, Trull, Asel, Smal ktére spelnialy nastepu-
jace zaloZenmia: dlugosci produktéw uzyskanych
po reakcp ciecia musialy pozwolié na wyrazme
rozroznienie allels, obecnosé maksymalme trzech
miejsc ciecia w analizowane; sekewencyi (Tab. 3).

Po przeprowadzeniu laczme 1440 reakep
amplifikacp PCR z 10 paranu starterow flanku-
jacych regiony Ce 1 P w roénych kombinacjach
(Tab. 2), ktore poddano trawienmu przy uZyciu
wytypowanych enzyméw restrykeyinych, w wyni-
ku analizy elektroforegraméw,. zidentyfikowano
119 polimorficznych fragmentéw DNA. z ktorych
do analizy wytypowano 100 sekwencyi (Tab. 4).
W wynmiku sekwencjonowamia uzyskano 9 specy-
ficznych odezytow o dlugosci od 351 do 490 pz
(Tab. 5).

Analiza pordwnawcza uzyskanych sekwencp
wykazala zrozmcowanie ukladu selkowency ampli-
konow uzyskanych dla badanych genotypow odpor-
oych 1 wrazliwych,  najprawdopodobnie
sklasyfikowanych jako polimorfizm jednonukle-
otydowy (SNP). Do uzyskanych sekwencji zapro-

uzyein systerm CEQ (8000) Genome Analyzer jektowano  pojedne; parze  specyficznych
(Beckman Coulter). oligonukleotydéw (Tab. 6)
Tabela 3
Table 3
Wykaz enzyméw restrvkevjnyeh nzytveh do analizy CAPS
List of restriction enzymes used for CAPS analysis

Enzym Pochodzenie Rozpoenawana sekwencja Warunki rezkeji Inaktywacja

Enzyme Ongin Recogmzed sequence Reacton condihons Inactivation

Pstl Providencia stwarti 5..CTGCAG. ¥ 3ITC/ 160 30°CF 20

Trull Thermus rubsr FOTTAA LY 65°C/ 16h 80°C 2min

Azl Fibrio species FOATTAA W 3T°C/ 16h 65°C/ 20min

Smal Serratia marcescens §..00CGGEG..Y 3°CI 16k 65°C/ 2hmin
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Tabela 4
Table 4
Wrykaz fragmentow DNA wytypowanyeh de analizy sekwencji.
List of DNA fragments selected for sequence analysis.
Anzlizowzne genotypy
Diugosc Amnzlyzed genotypes
Seartereney (P2 T: B c12l:]z=
Prumer/enzyme Fragmentow dna ﬁ ; E = - = é = = - B ]
Band size of dna fragments (bp) & = E - = = 2 =) = = | &
' = = b= El o
£ 2 | & - =
360 +! + + + - + + + - - +
gl-GOSE! 390 = + = + +
g2-JOSE
Pl 430 + + + + - + + + -+ + +
490 + + - + -+ +
gl-BOIE/ 300 - | =+ -
gl-GOERS
Asel 340 + + + + + + + + +
=1-GOGE/ 350 + - + + +
=2-TOERS 480 + + + + + + + + +
Asel 510 + + + + + +
gl-BO2F/ 430 + + + + +
gl-GOER/ R
Smal 580 + + + + + + + +
t— =" — fragment wytypowany do sekwencjonowania
Tabela 5
Table 5

Wykaz specyficznych sekwencji nzyskanveh w wyniku sekwencjonowania
List of specific sequences obtained as a result of sequencing

_ . | Pachodzenie/zenotrp Llnmhinacj? stnrtm:éml' Wielkos¢ zzelovencjonowaneszo
Lp. | Narwa selowencji L : Flankujacyeh regiony ce i p/enzym fragmentu dna
Na. Sequence name G(:ngm Primers flanking regions [Pz]
nofype ce and p/enzvine Dina band zize [bp]
1 Seq.73 ‘Cares’ gl-GO6F g2-TO8BRY P 363
2 Seq T4 ‘Ojebyn g1-GO6F 'z2-JOBR Pstl 390
3 Seq. T3 Vir® g1-GO6F '22-TOBR. Pt 430
4. Seq. 76 ‘Cares’ gl-GO6F/ g2-TO8E. Asel 351
5. Seq. 77 ‘Ores’ £1-GO6F/g2-TOBRS Asel 460
6. Seq. T8 ‘Foxendown' =1-GO6F/g2-TOBRY Aszel 482
7. Seq.T9 Vi gl-GOEFg2-JOBR. Azl 461
B Seg 80 ‘Ben Fmlay gl-BO2F/ g1-GO6R. Smal 435
9 Seq.81 ‘Bona’ gl-BO2F! gl-GO6R. Smal 436
Tabela 6
Table 6
Wykaz sekwencji oligonukleotvddow specyficznych
List of specific oligonucleotide sequences
I‘]i: gﬁﬁ:ﬂi Beverse Forvard
1 273 CTCGCTGAGCGGATTTGGAT ACGGOGGTTAGGAAGGTGTGGGT
2 274 CGATAGCGGGACTGIAAGAG TTATGAGCCCCAAAGCCCTAAG
i 275 CGTGGTATGACATCAGACTACAC ACGGACTGGACCGGGAC
4 276 T AGTGAAGAACGGAGCTCAGGAG TTTATIGCGGAGGGAGAGGCGCT
3. 277 CCGACCATACTTGAGTCGTAATAG ACTGATTICCCCOGAGCTCTIG
6. 2.78 GAGGCTAAGAAGGACGTGTATGGG TAGGATGCTTCCCGTCAATACGA
T 279 GCCGAGTTTCTGTATCGTGCA CGAATAAGTCAGGGOGCATAGEC
5 280 TCTTGICAACTCOGGCTCCCAGACT CAGGGCAGAA AGCTETGRAGGGAA
9. 281 TGAGTTCATCGCCATCAGACATG GAAGGGCGAATGGAGGGCTGATAT
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Dvskusja

Zewzgledu nacenne walory zdrowotne
porzeczki czarne) nacalym sSwiecie prowadzone
53 badania, ktérych celem jest znalezienie odmian
odpowiednich do uprawy w danych warunkach
klimatycznych, o podwyzszone) tolerancy na niska
temperature oraz choroby stanowiace zagroZenie
(glownie rewersja porzeczka czarne)) 1 szkodnika
(wielkopakowiec porzeczkowy). Ograniczanie
liczebnoset populacyt wielkopakowea porz&czkﬂwe-
go oraz pozyskame odmian porzeczly czarne
o zwiekszone] odpornosci  na szpeciela 1 BRV
s3 niezwykle istotne dla praktyki cgrodmc.zej
Dotychezas zdentyfikowano, w oparciu o wynika
prac genetyczno-hodowlanych, dwa odrebne typy
odpornosct na wielkopakowcea (Brennan 1 in_, 2008;
Mazeikiene 11n., 2012), ktérych zrodlem jest agrest
(R. grossularia) (Kmght1 1., 1974) 1 R. nigrum ssp.

Sibiricum (Anderson 1971).
Wykorzystanie  markerow  molekularnych
w hodowli  roshnne; zwicksza efektywnosc

konwencjonalney hodowli. poprzez selekcje roslin
posiadajacych  markery  sprzezome z waznyou
gospodarczo  cechanmu  uzytkowynu  (Gupta
1wsp.1999). Poszukiwanie 1identyfikacja takich
markerdw ma na celu skrocente eyklu hodowlane-
go. gdyz selekcje materiatu roslinnego mozna prze-
prowadzic juz wstadmm siewls, niezaleznie
od tego, w jakie) fazie rozwojowe] roshny ujawnia
sie dana cecha. W hodowli odpornosciowe) poszu-
kwjemy markerdw sprzezonych z cechami odpormo-
sei1, ado selekeyt (MAS) wystarczajacy moze byé
pojedynczy marker lub zestaw markerow sprzezo-
uych z ta cecha.

W 2019 roku kontynuowano badania dotyezace
oceny polimorfiznm w grupach sprzezen obejnunya-
cych regiony zwiazane z cecha odpornosci, oparte
na metodzie sekwencjonowania. Dzialanie najpo-
pularmiejszych sekwenatorow, wykorzystywanych
do badan naukowwych 1 diagnostycznych, polega
na modyfikacyi metody opracowanej przez Sangera
1Coulsona w1975 r. W hbadamach dotyczacych
sekwencjonowania genomow rodzaju Ribes wyko-
rzystalismy sekwenator CEQ (8000) Beckman
Coulter. Metoda sekwencjonowania czesto stoso-
wana jest do analiz poréwnawczych (ai'fgnmem)
1identyfikacp  jednonuklectydowych — roznic
w obrebie tego samego ﬁagmenru (SNP: Single
Nucleotide Polymorphism) (Bang 1 in., 2007; Thel
11n.. 2004). Pordwnama takie dostarczaja szczego-
lowych informacyi na temat podobiefistwa/zrézni-
cowania genetycznego. pochodzenia 1 ewolucp
badanych organizmow.

Prowadzone wnaszych badaniach wstepne

analizy porownawcze sekwencjt DINA charaktery-
stycznych dla genotypéw rodzaju Ribes zroznico-
wanych pod wzgledem odpornosci
na wielkopakowca  porzeczkowego — pozwolity
na poszerzenie bazy danych dotyczacych polimor-
fizmm odmian porzeczki podatnych 1 odpornych
dla potrzeb analizy regulacji zjawiska odpornosci
na wielkopakowca porzeczkowego C. ribis.

Analiza pordwnawcza zsekwencjonowanych
fragmentdw DNA zidentyfikowanych w wiw geno-
typach wykazala silna homologie (88-90%)
z sekewencya mlklectj,d(m markera Ce zaprezento-
wang przez Brennana 1Wsp. (20[]8) Obecnie, bada-
ma navkowcow koncentriya sie na rozpoznamu
sposobow dziedziczenia genow odpornosci (Ce1 P)
w genotypach uzyskanych w wyniku hybrydyzacy
gatunkow, u ktorych stwierdzono ich wystepowa-
nie.

W naszej pracy rowniez poszukujemy marke-
row sprzezonych z genamu odpornosc: Ce1 P, ktore
umozliwilyby charakterystyke genotypow rodzaju
Ribes, zrozmcowanych pod wzgledem odpornosci.
Na obecnym etapie badan. przeprowadzone przez
nas wstepne badama weryfikwace wytypowane
sekwencje markerowe, mie potwierdzity ich przy-
datnosei do selekeji genotypow odpornych 1 wrazli-
wych na wielkopakowca porzeczkowego.

Wnioski

Wyniki badan dotyczace oceny polimorfizmu
fragmentow roZznicujacych genotypy rodzaju Ribes
(odporne/podatne) uzyskane na matrycach DNA
roshin wybranych z kolekcji stanowia podstawe
bazy sekwencp sprzezonych z cecha odpornosci

na C. ribis.

Badania finansowano ze sirodkow projektu
MRIRW: Badania podstawowe na rzecz postepu
biologicznego w  produkcii  decyzia HOR.
in.802.4.2019 = dnig 14.05.2019 r., Zadanie nr 78
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