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CELE PROJEKTU

» Otrzymanie nasion pokolenia F; populacji mapujacej RIL wyprowadzonej
ze skrzyzowania odpornej na P. cubensis linii Pl 197088 z podatng linig
Pl 175695

» Ocena odpornosci na P. cubensis populacji mieszarncowych (F,, RF,, F,, Bc,P,,
Bc,P,) otrzymanych ze skrzyzowania odpornej linii P1 197088 z innymi dwoma
zrodtami odpornosci (Ames 2354, Pl 330628)

» Ocena trwatosci poziomu odpornosci na maczniaka rzekomego w wybranych
materiatach ogorka

» Wytypowanie gendw ulegajgcych zréznicowanej ekspresji pod wptywem stresu
suszy na podstawie wynikow sekwencjonowania transkryptomow dwaoch linii
ogorka o skrajnie zroznicowanej reakcji na badany czynnik stresowy

Wszystkie cele zostaty zrealizowane
InHort..



Temat badawczy 1

* 115 linii wsobnych populacji mapujacej RIL F, (PI 197088 x PI 175695) w warunkach i &
szklarniowych rozmnozono wsobnie metodg SSD (Single Seed Descent) |
* ocena fenotypowa populacji mapujacej RIL F, (wczesnos¢, cechy morfologiczne nasiennikow)

Temat badawczy 2

* 5 populacji mieszancowych: F,, RF,, F,, Bc,P,, Bc,P, dla kazdej z dwdch kombinacji P 330628 x PI 97088

Materiaty i Metody p1 P2

Pl 197088 PI 175695

i': E

i Ames 2354 x P1 197088 oraz 3 linie rodzicielskie odporne na P. cubensis: Ames 2354, Pl 197088, Pl 330628;
* doswiadczenie polowe w warunkach naturalnej infekcji P.cubensis w dwoch lokalizacjach: Skierniewice, Tarnow
* doswiadczenie szklarniowe w warunkach sztucznej inokulacji P.cubensis

Temat badawczy 3

* 6 linii odpornych na P. cubensis: Ames 2353, Ames 2354,
P1 197085, Pl1 197086, Pl 197088, Pl 330628; 3 kontrolne
linie/odmiany podatne na P. cubensis: Pl 175695,
Coolgreen, Wisconsin SMR18

» doswiadczenie polowe:
cztery lokalizacje: Raciborowice,
Skierniewice, Tarnéw, Markusy;
naturalna infekcja P. cubensis, ocena
odpornosci wg 10. stopniowej skali
(O=brak objawdw, 9= catkowite
porazenie) w dwdch terminach

Temat badawczy 4

* bioinformatyczna analiza porownawcza odczytéw

sekwencjonowania RNAseq dla dwoch linii skrajnie
roznigcych sie reakcjg na stres suszy
SU2-tolerancyjna, SU6 — wrazliwa w warunkach
optymalnego (kontrola) i ograniczonego nawadniania
(2 punkty czasowe: 3 i 7 doba od momentu
ograniczenia nawadniania):

usuniecie adapterow: Cutadapt

mapowanie odczytow do genomu referencyjnego Cucumis
sativus Gy14 v2.0: Hisat2

analiza roznicowej ekspresji: pakiet DESeq2 w srodowisku R
analiza termindw GO: pakiet topGO w srodowisku R



WYNIKI

Temat badawczy 1: Mapowanie i charakterystyka QTL warunkujgcych odpornosc¢ ogdrka na P. cubensis

O W wyniku rozmnozenia wsobnego metodg SSD uzyskano
nasiona pokolenia Fg dla 115 linii populacji RIL pochodzacej ze
skrzyzowania odpornej na P. cubensis linii Pl 197088 z linig
podatng Pl 175695, co umozliwi realizacje dalszych etapow
badan.

O Na podstawie przeprowadzonego fenotypowania stwierdzono,
ze linie RIL pokolenia F, byly zrdinicowane pod wzgledem
analizowanych cech.

L Najwiekszg zmiennos¢ rekombinacyjng obserwowano w
przypadku cech morfologicznych nasiennikow.
Charakteryzowaty sie one réznorodnoscig ksztattow: od
kulistych do walcowatych; dtugoscig: od bardzo krétkich do
dtugich i bogatg paletg barwy skorki poczawszy od kremowej,
poprzez bezowg, karmelowg, pomaranczowg do brunatnej
oraz brakiem lub réznorodng strukturg osiatkowania owocu.

O Stwierdzono, ze cecha wczesnosci w populacji RIL F, ma
rozktad normalny: 22% linii wczesnych, 15% poznych i 63% linii - W
o) pos'rednim terminie zakwitania. Zréznicowanie linii RIL F7 pod wzgledem cech morfologicznych

nasiennikéw




WYNIKI

Temat badawczy 2: Okreslenie allelizmu czynnikdw odpornosci na P. cubensis w roznych zrodtach tej cechy
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O Badania nad okresleniem allelicznego charakteru czynnikdw odpornosci
ogorka na P. cubensis przeprowadzono w oparciu o rozktad fenotypow w
pokoleniach mieszancowych (F,, RF,, F,, Bc,P,, Bc,P,) otrzymanych dla kazde;
z dwoch kombinacji: PI 197088 x Pl 330628 oraz Pl 197088 x Ames 2354.

O Nie obserwowano segregantéw w pokoleniu F, ani w obu skrzyzowaniach
wstecznych (Bc,P,, Bc,P,), a rozktad cechy w analizowanych populacjach byt
bardzo zblizony do tolerancyjnych komponentdow rodzicielskich i obejmowat
dwie klasy porazenia,0” i, 1", co sugeruje, ze trzy nowe odporne linie ogdka:
Ames 2354, Pl 197088 i Pl 330628 posiadajg podobne uwarunkowania
genetyczne cechy odpornosci na P. cubensis.




WYNIKI

Temat badawczy 2: Okreslenie allelizmu czynnikdw odpornosci na P. cubensis w roznych zrodtach tej cechy

O Zaréwno linie rodzicielskie (Pl 197088;
Pl 330628; Ames 2354), jak i ich populacje
mieszancowe (F1, RF1, F2, Bc1P1, BclP2)
charakteryzowaty sie wysokim poziomem
odpornosci na P. cubensis (DS1=0,0 — 1,2).

O Niezaleznie od rodzaju skrzyzowania nie
obserwowano istotnych rdéznic miedzy
wskaznikami podatnosci DSI dla kazdej
populacji  ocenianej w  warunkach
polowych zaréwno w Tarnowie, jak i w
Skierniewicach.

Linia/ populacja mieszancowa
Rodzaj testu

P, F, RF, F, Bc,P, Bc,P,
Ames 2354 (P,) x P1 197088 (P,)
0,5a 0,0a 0,7 a 1,2b 0,5a 1,2b 0,5a
0,0a 0,0a 0,5a 0,3a 0,7 a 0,4 a 0,4a
0,0a 0,3a 0,0a 0,2a 0,0a 0,0a
Pl 330628 (P,) x P1 197088 (P,)
0,3a 0,0 a 1,0ab 1,0ab 0,5a 0,2 a 0,0 a
0,5a 0,0a 0,5a 0,5a 0,3a 0,5a 0,2a
0,5a 0,0a 0,0a 0,0a 0,4 a 0,6 a 0,0a
Wl 03 00 05 05 04 05 02

linii/mieszanca

Ocena podatnosci wg 10. stopniowej skali
bonitacji: 0 — brak objawdéw choroby,
9 —rosliny porazone w 100%

I- warunki sztucznej inokulacji P. cubensis w szklarni
Il — warunki naturalnej infekcji P. cubensis w polu — Tarnéw
IIl — warunki naturalnej infekcji P. cubensis w polu — Skierniewice




WYNIKI

Temat badawczy 3: Badanie stabilnosci odpornosci na maczniaka rzekomego w nowo zidentyfikowanych
odpornych genotypach ogdrka
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L Cztery (Pl 330628, Pl 197085, Ames 2354, Ames 2353) sposrod szeSciu badanych
odpornych linii potwierdzity swoéj bardzo wysoki i stabilny poziom odpornosci na
P.cubensis w czterech rdéznych rejonach Polski. Natomiast u odpornej linii
Pl 197086 stwierdzono najwyzszy wskaznik porazenia we wszystkich lokalizacjach.

1 Natomiast odporna linia Pl 197088 w Tarnowie i Markusach nie wykazata
objawdéw maczniaka rzekomego, podczas gdy w Raciborowicach i Skierniewicach
w Il terminie zanotowano u niej DSI o wartosci odpowiednio 3,5 2,0.

O Niezaleznie od terminu obserwacji, najwyzsze wskazniki podatnosci stwierdzono | riusess Bt " ] pi1ovoss

w Raciborowicach, zaréwno dla linii podatnych, jak i odpornych. Raciborowice: Il termin obserwacji




WYNIKI

Temat badawczy 4: Analiza pordwnawcza zmian w ekspresji gendw pod wptywem stresu suszy w liniach
ogorka zréznicowanych pod wzgledem badanej cechy

O Zidentyfikowano od 8688 do 11214 gendéw o istotnie
zroznicowanej ekspresji (DEGs) z wzorem zmian uzaleznionym
od reakcji badanej linii na stres niedoboru wody.

O U wrazliwej linii SU6 najwiecej gendéw odnotowano
w trzeciej dobie, a najmniej w siédmej dobie ograniczonego

podlewania w do

nawadnianych.

poréwnaniu

roslin  optymalnie

d W pordéwnaniu do linii SU6, u linii tolerancyjnej SU2 o ok. 3%
mniej gendw ulegato zréznicowanej ekspresji w trzeciej dobie

i 0 ok.23% wiecej - w siédmej dobie.

O Nie obserwowano znaczacych réznic w procentowym udziale
genow o podwyzszonej i obnizonej ekspresji w catkowitej

liczbie zidentyfikowanych gendw.

Linia tolerancyjn
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kontrola

Linia wrazliwa SU6

kontrola

Down Up
SU6_C vs SU6_D7 4225 4463
SU6_Cvs SU6_D3 5673 5541
SU2_Cvs SU2_D7 5110 5615
SU2_CvsSU2_D3 5390 5534
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Liczba statystycznie istotnych DEGs

Liczba zidentyfikowanych genédw o podwyzszonej (up) i
obnizonej (down) ekspresji w analizowanych kombinacjach

Diagram Venna przedstawiajgcy zaleznosci pomiedzy
zidentyfikowanymi DEG o podwyzszonej (a) i obnizonej (b)
ekspresji pod wptywem stresu suszy u linii SU2 i SU6.
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WYNIKI

Temat badawczy 4: Analiza porownawcza zmian w ekspresji gendw pod wptywem stresu suszy w liniach
ogorka zréznicowanych pod wzgledem badanej cechy

SU6_C vs SU6_D7
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Mapa ciepta dla DEGs
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Mapa ciepta dla DEGs
w SU2_Cvs SU2_D7

SU2_C.2
SU2_C.3:

=
]
o~
)
(%]

SU2_D7.2

Su2_D7.1
Su2_D7.3

Coya001060
£30y20026175
CeyIG0se0T
ayiG016880
Cs0p1B001425
CoGy3B005610

CsapiB017a00
Cotay1G003360
Caaye0a15TS
CoySE00ETED
Co6y76018330
353022000
Coayae018130
30430035090
Coay1GOOs1D
CyG031 70
Caay1G005320
18820
C3ay3004750
CeyIGoIssa
G2y75000800
CaayaB008100
£50520001180
CoByEa000100
Caayse02310
CeyIG02s150
CoyIB038870
50505028000
CoGy3B004035
56y5G028650
CeayIBaIED
3405008350
Cs3y75007120
CoyIB041180
©caay7B002220
Caay1G0228T0
Co6y16026710
CaayIB0TeS
Coay1G0T020
C30y30011460
CaayaB00s820
CoyIG02T 50
£50y30024440

Coay1GO0GAD
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WNIOSKI

» Fenotypowanie populacji RIL F, (PI 197088 x Pl 175695) potwierdzito, ze metoda SSD umozliwia zwiekszenie
czestosci rekombinacji w obrebie linii wsobnych populacji RIL, dzieki czemu stanowig one Zzrédto nowej
zmiennosci. Dlatego tez wyprowadzona w biezgcym roku populacja mapujaca RIL Fg postuzy do konstrukcji
wysoko zageszczonej mapy, ktdora oprécz wykorzystania do identyfikacji QTL kontrolujgcych odpornosc
ogorka na P. cubensis bedzie mogta by¢ zastosowana do mapowania innych cech tego gatunku.

» Analiza allelizmu czynnikéw determinujgcych odpornos¢ na P. cubensis wykazata, ze trzy nowe odporne
linie ogdka: Ames 2354, PI 197088 i Pl 330628 posiadaja podobne uwarunkowania genetyczne cechy
odpornosci na P. cubensis.

» Na podstawie stopnia porazenia badanych obiektéw stwierdzono, ze rozwdj choroby przebiegat wolniej
w potnocnej Polsce, co moze byé zwigzane z mniej sprzyjajgcymi warunkami pogodowymi do rozwoju
patogena panujgcymi w tej czesci kraju.

» Cztery odporne linie: Pl 330628, Pl 197085, Ames 2354, Ames 2353 potwierdzity wysoki i stabilny poziom
odpornosci na P. cubensis w czterech réznych rejonach Polski. Natomiast u odpornej linii Pl 197086
w Il terminie obserwacji w Raciborowicach i Tarnowie stwierdzono objawy maczniaka rzekomego o wartosci
DSI odpowiednio 6,8 i 5,5, co moze wskazywac na przetamanie odpornosci przez patogena u tej linii.

» Rdznice we wzorze zmian ekspresji zidentyfikowanych gendéw w czasie zadawania stresu suszy pomiedzy
tolerancyjng liniag SU2 a wrazliwg SU6, szczegdlnie wyrazne w siodmej dobie, mogg sugerowac bardziej
ztfozong pdézng odpowiedz obronng na stres niedoboru wody w linii tolerancyjnej w poréwnaniu z linig

wrazliwag. |I'I|'|0l't ao
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