STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIE]J

Mapa genetyczna truskawki (Fragaria x ananassa)
Opracowana w oparciu o analiz¢ populacji mapujacej
‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’

Abdel-Rahman Moustafa Abdel-Wahab Mohamed

Pracownia Niekonwencjonalnych Metod Hodowli Roslin Ogrodniczych
Instytutu Ogrodnictwa, Skierniewice 2014

Promotor: prof. dr hab. Matgorzata Korbin
Promotor pomocniczy: dr Sylwia Keller-Przybytkowicz

Recenzenci:  prof. dr hab. Maria Klein (UR, Krakow)
prof. dr hab. Ewa Lojkowska (MWB UG i GUMed., Gdansk)

WSTEP

Truskawka (Fragaria x ananassa Duch. ex Rozier), nalezaca do rodzaju poziomka
(Fragaria L.), podrodziny Potentilloideae. rodziny rozowatych (Rosaceae Juss.) i rzedu
rozowcow (Rosales Perleb), powstata w wyniku przypadkowego przekrzyzowania dwoch
oktoploidalnych gatunkéw F. chiloensis (L.) Mill i F. virginiana Duch., pochodzacych
odpowiednio z Ameryki Potudniowej i Pélnocnej. Z cytogenetycznego punktu widzenia
truskawka jest allopoliploidem, a budowa jej genomu jest prawdopodobnie efektem zaburzen
w redukgji liczby chromosomow w gametach.

Obecnie truskawka jest uprawiana niemal na catym $wiecie. Roczna produkcja
truskawek przekracza 4,5 miliona ton. Polska nalezy do przodujacych producentow tych
owocow (3 miejsce w Europie), ktére ze wzgledu na walory smakowe, jak tez relatywnie
wysoka zawartos¢ cukrow, makro- i mikroelementow, witamin, polifenoli i innych substancji
prozdrowotnych, s3 pozadanym komponentem w diecie cztowieka.

Hodowla truskawki, bazujaca w XIX wieku na selekcji mieszancow . chiloensis x I
virginiana, 1 kontynuowana przez kolejne lata w oparciu o materiaty hodowlane, bedace w
posiadaniu roznych osrodkow, zaowocowata obecnoscia na rynku kilkuset cenionych odmian
tego gatunku. Introgresja genéw regulujacych wazne cechy uzytkowe truskawki jest jednak

bardzo trudna ze wzgledu na kilkuletni proces selekeji w klasycznej hodowli oraz ztozona




kompozycje genomu (2n = 8x = 56 chromosomow, rozdzielonych na cztery sub-genomy).
Ograniczenia te sprawiaja, ze hodowcy sa niezwykle zainteresowani rozwojem precyzyjnych
narzedzi pozwalajacych na zwickszenie efektywnosci ich pracy. Mapy genetyczne sg jednym
z nowoczesnych narzedzi, dostarczajacych wiedzy na temat potozenia genow i wynikajgcych
z tego interakcji migdzy sekwencjami kodujacymi wazne cechy, jak tez na temat mozliwosci

ich wspotdziedziczenia.

CEL BADAN

Celem przedstawionej rozprawy bylo utworzenie szkieletu mapy genetycznej
truskawki w oparciu o analize populacji mapujacej ‘Elsanta’ x ‘Senga Sengana’. Dla
osiggniecia tego celu przeprowadzono oceng: stopnia heterozygotycznosci  form
rodzicielskich i statusu genetycznego potomstwa E x SS oraz przydatnosci 149 markerow
mikrosatelitarnych, zidentyfikowanych w roslinach roznych gatunkdw rodzaju Fragaria, do
skriningu genetycznego populacji mapujacej. Obliczono tez czestotliwosci rekombinacji,
zweryfikowano uzyskane wyniki stosujac test e ,scharakteryzowano profile segregacji i
okreslono rozktad markerdow w utworzonych grupach sprzezeni. Drugim z celow badawczych
byto rozpoznanie poziomu kolinearnosci uzyskanej mapy i istniejacych map referencyjnych,
utworzonych dla diplo- i oktoploidalnych gatunkow z rodzaju Fragaria.

Z praktycznego punktu widzenia, szkielet mapy skonstruowany dla tak popularnych
odmian, jakimi sa zarowno holenderska odmiana deserowa ‘Elsanta’, jak i niemiecka,
przydatna dla przetwérstwa odmiana ‘Senga Sengana’, bedzie stanowil dobra baze dla
dalszych badan nad dziedziczeniem cech oraz podstawe do prac nad identyfikacja markerdw

selekcyjnych dla nowoczesnej hodowli truskawki.

PODSUMOWANIE WYNIKOW BADAN

W wyniku przeprowadzonych badan powstata pierwsza w Polsce mapa genomu

truskawki i rownoczesnie pierwsza w $wiecie mapa sprzezen, sporzgdzona dla odmian
‘Elsanta’ i ‘Senga Sengana’. Przy tworzeniu mapy wzigto pod uwage trzy punkty krytyczne
dla mapowania: wiasciwy doboér form rodzicielskich wykazujacych silne zréznicowanie
genetyczne, dobor puli markeréw molekularnych z allelami rownomiernie roztozonymi w
badanym genomie i dobdr odpowiednich narzedzi do analizowania uzyskanych wynikéow
molekularnych i wygenerowania mapy.

Sekwencje mikrosatelitarne, ktérych przydatnosé do mapowania genetycznego

potwierdzito wielu autoréw, byly wybrane z baz danych zgromadzonych dla roslin z rodzaju




Fragaria tj., I. vesca (66 markerow), I'. viridis (6 markerow), F. bucharica (5 markeow), F.
virginiana (5 markerow) i I. x ananassa (58 markeréw), jak tez z bazy NCBI dbEST (8
markerow), zakladajac istnienie pewnej homologii migdzy genomami w obrebie rodziny
Rosaceae. Zaprojektowano startery do wybranych sekwencji i oceniono ich przydatnosé jako
markerow w tescie touch-down PCR. Uzyskane amplikony wizualizowano w $wietle biatym,
po rozdziale w zelu poliakrylamidowym (elektroforeza wertykalna) i wybarwieniu AgNO;.
Startery SSR, zweryfikowane pozytywnie pod katem ich przydatnosci w testach

opartych na PCR, uzyto do analizy genotypowej form rodzicielskich ‘Elsanta’ i ‘Senga

Sengana’, znanych jako odmienne fenotypowo. W reakcjach ze 125 parami starterow,
przeprowadzonych na matrycach DNA wydzielonych z kazdej z odmian, wygenerowano 346
amplikonow (1-9 amplikonow/ reakcje). Sto pigcdziesiat jeden amplikonéw pochodzito z
genomu roslin ‘Elsanta’, 170 z genomu ‘Senga Sengana’, a 25 zidentyfikowano w obu
genomach. Badane odmiany byty wigc wysoce heterozygotyczne, co kwalifikowato je do roli

form wyjsciowych wtasciwych dla pozyskania populacji mapujacej CP.

Zweryfikowana fenotypowo populacja E x SS (F;) (CP = 104 pojedynki) postuzyta do
analizy segregacji alleli mikrosatelitarnych. Dwiescie dziewig¢dziesiat jeden amplikonow
bylo polimorficznych, przy czym 129, 142 i 20 alleli pochodzito odpowiednio z genomu

‘Elsanta’, genomu ‘Senga Sengana’ i genoméw obydwu rodzicow. Profile segrecacyine

oceniano przy uzyciu programu JoinMap 3.0. Po weryfikacji danych (test 5* , P < 0.001), 117,
122 1 18 wzordéw uktadato si¢ nastgpujaco: bn x nn, nn x an oraz an x an. Lacznie
zidentyfikowano 199 loci, obejmujacych 76 alleli pochodzacych z genomu rosliny ‘Elsanta’
(ab x aa), 84 z genomu “Senga Sengana’ (aa x ab) i 39 allele identyczne dla obojga rodzicow
(an x an lub ab x ab, ab x ac lub cn oraz ab x cd, an x cd lub ab x cn), gdzie n oznacza brak
allelu.

Formg graficzng mapy sporzadzono przy uzyciu programu MapChart v 2.2. Uzyskana
mapa genetyczna zawierata 116 loci rozlokowanych w obrebie 30 grup sprzezen. o tacznej

dtugosci 1450.4 cM.

W drugiej fazie projektu oceniano stopien kolinearnosci mapy E x SS z mapami

referencyjnymi, opracowanymi dla poziomki (populacja mapujaca: F. vesca x F. bucharica.

2x) i truskawki (populacja mapujaca: ‘Redgountlet’ x ‘Hapil’, 8x). Nowa mapa byta znacznie
bardziej ztozona w porownaniu z mapa referencyjna poziomki, gdyz zawierata sub-grupy (A-
D) typowe dla oktoploidu. LG1 i LG3 obejmowatly po 4 sub-grupy, zawierajace odpowiednio
191 32 loci. LG2, LG6 i LG7 byly reprezentowane rowniez przez cztery sub-grupy kazda i




zawieraty po 17 (LG2 i LG6) oraz 10 loci (LG7). Najmniejsze grupy sprezef tj., LGS i LG4,
skfadaty si¢ z 3 sub-grup kazda, ktore zawieraty odpowiednio 8 i 9 loci. Potozenie i orientacje
markerow na mapach mozna uzna¢ za wzglednie konserwatywne, w wyjatkiem LG1, LG3,
LG6 1 LG7. W LG7 dla markeréw BFACT004 i ARSFL024 zidentyfikowano inwersje w
stosunku do LGVII z mapy diploidalnej poziomki. Markery FAC001 i CFVCT032
zmapowano w LG1 i LG6, podczas gdy oryginalnie loci te znajdowaty sie¢ w LGVII mapy
poziomki. Poréwnanie mapy E x SS z mapa RG x G wykazato roznice w potozeniu markerow
w obrebie grup sprzezen, jak w odlegtosciach mapowych. Kilka markeréw (np. EMFn049,
ARSFLO31, FvH4169 i BFACT045) zlokalizowanych na LG1, 2 i 3 nowej mapy generowato

podwojne loci w tej samej grupie sprzezen.

WNIOSKI

1. Pierwsza polska mapa genetyczna truskawki o dtugosci 1450,4 ¢cM, obejmujaca 30 grup
sprzgzen ze Srednim dystansem mapowym 8.5 ¢M, zostata wygenerowana dla odmian
‘Elsanta’ i “‘Senga Sengana’.

2. Ze wzgledu na zastosowanie bardzo popularnych odmian w celu wytworzenia populacji
mapujacej CP, jak tez uwzgledniajac obecny stan zageszczenia wygenerowanego
szkieletu mapy i mozliwos¢ jego saturacji, otrzymana mapa wydaje sie w petni spetnia¢
warunki dla bazy do dalszych badan nad kompozycja i funkcjonowaniem genomu
truskawki, jak tez do prac nad zidentyfikowaniem markeréw waznych cech — dla potrzeb

hodowli tworczej gatunku.

(OS]

Poréwnanie nowoutworzonej mapy z mapami referencyjnymi . vesca x F. bucharica
(2x) oraz ‘Redgauntlet’ x ‘Hapil” (8x) wykazato ich znaczna kolinearno$¢. Rozbieznosci
migdzy mapa E x SS i mapa diploidalnej poziomki obserwowano w grupach sprzezen
LGI1, LG3, LG6 i LG7. Dotyczyly one zaréwno potozenia markeréw na mapie, ich
orientacji, jak i odlegtosci mapowych. Niektore markery, pochodzace oryginalnie z map

referencyjnych, generowaty tez podwdjne loci na tej samej grupie sprzezen.

Abdel fahment s hamey
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