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: Czy cel zostat
. Cele zadania w roku 2023

Fenotypowa ocena odpornosci na P. cubensis mapujacej
populacji RIL wyprowadzonej ze skrzyzowania odporne; tak
linii Pl 197088 z podatna linig Pl 175693.

Ocena trwatosci poziomu odpornosci na maczniaka rzekomego

w nowo zidentyfikowanych odpornych genotypach ogorka. tak

Weryfikacja roli genow zaangazowanych w odpowiedz ogorka
na stres suszy, zidentyflkowanych na  podstawie

. . , AT - tak
sekwencjonowania transkryptomow dwach linii ogorka o skrajnie
zroznicowanej reakcji na badany czynnik stresowy.
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Materiaty | Metody

Temat badawczy 1

« 2 linie rodzicielskie : PI 197088 — odpornai Pl 175695 — podatna na P. cubensis

+ 110 rekombinacyjnych linii wsobnych populacji mapujacej RIL F4 (Pl 197088 x Pl 175695)

doswiadczenie szklarniowe w warunkach sztucznej inokulacji P. cubensis

ocena fenotypowa ww. materiatdw wg 10. stopniowej skali (O=brak objawow, 9=catkowite porazenie)

izolacja DNA z linii rodzicielskich i populacji RIL F5 zmodyfikowang metodg Doyle and Doyle www.diversityarrays.com
rozmnozenie wsobne metoda SSD (Single Seed Descent) 40 linii pokolenia F, === RIL F; na potrzeby dalszych badan

Temat badawczy 2

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

* doswiadczenie polowe; cztery lokalizacje: Raciborowice, Tarnow, Skierniewice, Markusy

* naturalna infekcja P. cubensis, dwa terminy obserwacji

» ocena odpornosci wg 10. stopniowej skali (0=brak objawow, 9=catkowite porazenie)

Temat badawczy 3

* 2 linie: SU2-tolerancyjna, SU6-wrazliwa w warunkach optymalnego (K) i ograniczonego nawadniania
(4 punkty czasowe: 1, 2, 37 doba od momentu ograniczenia nawadniania — ozn. D1, D2,D3 i D7)
« analiza stabilnosci 10 gendw referencyjnych (HKG), 5 algorytméw (BestKeeper, geNorm, NormFinder, ACt, RefFinder)
« weryfikacja wiarygodnosci wytypowanych HKG: po 2 najbardziej i najmniej stabilne HKG, 3 geny o zrdznicowane]
ekspresji (DEG) wytypowane z eksperymentu RNA-Seq
- analiza metoda qPCR 20 gendw o zréznicowanej ekspresji (RNA-Seq ) w reakcji ogorka na stres suszy InHort s
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http://www.diversityarrays.com/

WYNIKI

Temat badawczy 1: Mapowanie i charakterystyka QTL warunkujacych odpornos¢ ogorka na P. cubensis

O Na podstawie przeprowadzonego fenotypowania stwierdzono, ze wsobne linie rekombinacyjne populacii
mapujacej RIL Fg (P1197088 x PI 175695) charakteryzujq sie duzym zréznicowaniem pod wzgledem odpornosci na
P cubensis, patogena wywotujgcego maczniaka rzekomego.

O Segregacja fenotypow w pokoleniu Fg obejmowata wszystkie klasy porazenia od 0 do 9, a rozktad linii RIL Fq
w poszczegolnych klasach zblizony byt do rozkladu normalnego z przewaga roslin o srednim stopniu odpornosci

| podatnosci, co wskazuje ze
odpornos¢ na P. cubensis u linii
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Rys.1. Zakres zmiennoSci porazenia przez Rys. 2. Udziat poszczegdinych grup genotypow

P. cubensis populacji mapujacej RIL Fg. o zrdznicowanej odpornosci na P. cubensis w badanej
. o populacji mapujacej RIL Fg i liniach rodzicielskich
Ocena podatnosci wg 10. stopniowej skali bonitacji: .

0 — brak objawdw choroby, 9 — rosliny porazone w 100% P1197088 (P,) i PI 175695 (P,).




WYNIKI

c.d. Temat badawczy 1: Mapowanie i charakterystyka QTL warunkujacych odpornos¢ ogorka na P. cubensis

O Najnizszy sredni wskaznik podatnosci DSI = 0,25 zanotowano U Tabela 1. Wartos¢ wspoiczynnika podatnosci DSI,
odpornej linii rodzicielskiej P1197088 (P,), a najwyzszy DS| = 8,25 ~ addytywnoscia, | dominowania dy

u podatnej linii PI175695 (P,). Natomiast sredni wskaznik Wartos¢ wspétczynnika
porazenia DSI| wszystkich linii reprezentujacych populacje DSI

mapujacq RIL F; wynosit 4,6 i nie roznit sig istotnie od $rednigj P, | P, |RILFg| |
rodzicow (m) wynoszacej 4,5 (Tabela 1). 025 | 825 | 460 | 450 | -400 | 0,210

DSI - wspdtczynnik podatnosci; m — $rednia rodzicow;

O Stwierdzono wysokg wartos¢ wspotczynnika addytywnosci (a,), a,, ~ wspdtozynnik addytywnosci; d, - wspdtczynnik dominowania
co wskazuje na istotne dziatanie genow addytywnych w
zwiekszaniu odpornosci na P. cubensis. Natomiast bardzo niska
warto$¢ wspotczynnika dominowania (d, = 0,1), wskazuje na brak
istotnego wptywu genoéw dominujgcych na ceche odpornosci na
tego patogena (Tabela 1).

O Kontynuowano rozmnozenie metodg SSD 40. linii wsobnych
pokolenia F, uzyskujac odpowiednig iloS¢ nasion populacii
mapujacej RIL Fg (Pl 197088 x Pl 175695), co pozwoli na
realizacje dalszych etapdw badan.
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Fot. 1. Reakcja odpornej linii PI 197088 (P,) i podatnej linii

Pl 175695 (P,) na porazenie przez P. cubensis w warunkach
testow infekcyjnych w szklarni.




WYNIKI

Temat badawczy 2: Badanie stabilnosci odpornosci na maczniaka rzekomego w nowo zidentyfikowanych

odpornych genotypach ogorka
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Rys. 3. Reakcja 9 linii/lodmian ogdrka na P. cubensis w czterech lokalizacjach: Markusy, Skierniewice, Tarndw, Raciborowice w dwdch terminach obserwacii.
Srednie poréwnano testem HSD Tukey'a przy o = 0.05. Wartosci liczbowe w obrebie jednej linii 0znaczone ta sama litera nie réznig sie istotnie w danym terminie obserwacji we wszystkich lokalizacjach.

 Stwierdzono, ze na potnocy Polski w Markusach, w | terminie obserwacji wszystkie badane linie, zarowno odporne jak i
podatne charakteryzowaty sie istotnie mniejszym stopniem porazenia przez P. cubensis. Sredni wskaznik DSI dla linii
podatnych wynosit 2,7, podczas gdy w pozostatych rejonach kraju ksztattowat sie w przedziale 6,5-7,6.

O Najwyzszy wskaznik podatnosci zanotowano dla linii/lodmian podatnych w Raciborowicach w obu terminach obserwaciji.
W przypadku linii odpornych najmniejszy Sredni wskaznik porazenia (DSI| = 0,2) w | terminie obserwacji stwierdzono na
potocy Polski w Markusach, natomiast dla pozostatych lokalizacji miescit sie w granicach 1,0 — 1,5.

O Zanotowano niewielkie réznice w wartosci DSI linii odpornych pomiedzy rejonami Polski. Trzy linie (Ames 2353, Ames 2354,
Pl 197088,) potwierdzity swoj bardzo wysoki i stabilny poziom odpornosci na P. cubensis niezaleznie od lokalizacji

doswiadczania.




WYNIKI

Temat badawczy 3. Pordwnawcze analizy transkryptoméw metoda RNA-Seq w liniach ogdrka zréznicowanych
pod wzgledem tolerancji na stres suszy

Tabela 1. Ranking stabilnosci ekspresji 10 kandydatdéw na geny referencyjne, obliczony przez pie¢ réznych rodzajéw oprogramowania.

& Ogolny
geNorm BestKeeper Delta Ct RefFinder r. geom. ranking
wszystkie algorytmy

Clathrm adaptor complex
Z’ipcjlsi)f/;l;:aipjftivator) 4 4 4 3 2 3,29 3
Ubiquitin-like protein 3 1 2 4 3 2,35 2
5 5 1 5 4 3,47 4
2 3 8 2 5 3,44 5
6 6 6 7 6 6,19 6
7 7 7 6 7 6.79 7
8 8 9 8 8 8,19 9
10 10 3 10 9 7,70 8

O Wyniki rankingu stabilnosci badanych genow referencyjnych (HKG) byty niespojne i zalezaly od
zastosowanego algorytmu oceny.

O Ogolny ranking wskazywat na geny: CACS, UBI-1 i TIP41 jako potencjalnie najlepsze do normalizacii
transkryptéw w roslinach ogorka poddawanych stresowi suszy oraz: GAPDH, ACT i HEL jako najgorsze.



WYNIKI

c.d. Temat badawczy 3. Porownawcze analizy transkryptoméw metoda RNA-Seq w liniach ogérka

zréznicowanych pod wzgledem tolerancji na stres suszy
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O Wzgledne poziomy ekspresji trzech badanych gendw, uzyskane
dwiema metodami (RT-gPCR i RNA-Seq) byty najbardziej zblizone,
gdy do normalizacji uzywano genu CACS, o czym Swiadczg wysokie
wartosci korelacji. Najbardziej odbiegajace trendy obserwowano w
przypadku genu GAPDH.

O Wybdr odpowiedniego genu referencyjnego do normalizacji wynikow
reakcji RT-gPCR, dostoswanego do badanych  warunkow
doswiadczalnych, ma istotne znaczenie dla wiarygodnego oznaczenia
poziomu ekspresji genow, a w konsekwencji - odpowiedniegj
interpretaciji uzyskanych wynikow.
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WNIOSKI

J Wyniki fenotypowania wykazaty, ze wsobne linie rekombinacyjne populacji mapujacej RIL Fq
(P1197088 x Pl 175695) charakteryzujg sie duzym zroznicowaniem pod wzgledem odpornosci
na P. cubensis.

 Segregacja fenotypow w pokoleniu Fg; obejmowata wszystkie klasy porazenia od 0 do 9, a
rozktad linii RIL w poszczegdinych klasach zblizony byt do rozktadu normalnego z przewaga
roslin o Srednim stopniu odpornosci i podatnosci, co wskazuje ze odpornos¢ na P. cubensis u
linii PI 197088 ma charakter poligeniczny.

U Trzy odporne linie: Pl 197088, Ames 2353, i Ames 2354 potwierdzity wysoki i stabilny poziom
odpornosci na P. cubensis w czterech r6znych rejonach Polski, dzieki czemu stanowig cenny
materiat wyjsciowy do wykorzystania w programach hodowli ogorka z odpornoscig na maczniaka
rzekomego oraz jako zrodto nowej zmiennoSci genetycznej tego gatunku.

1 Na podstawie stopnia porazenia badanych obiektdw mozna wnioskowac, ze rozwdj maczniaka
rzekomego, przebiegat wolniej w potnocnej Polsce, co moze byC zwigzane z mniej sprzyjajacymi
warunkami pogodowymi do rozwoju patogena panujacymi w tej czesci kraju.
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c.d. WNIOSKI

O W oparciu o wyniki rankingu stabilnosci badanych gendw referencyjnych (HKG) wytypowano
trzy geny CACS, UBI-11 TIP41 jako potencjalnie najlepsze do normalizacji transkryptow w
roslinach ogorka poddawanych stresowi suszy.

d Wybor odpowiedniego genu referencyjnego do normalizacji wynikow reakcji RT-gPCR,
dostoswanego do badanych warunkow doswiadczalnych, ma istotne znaczenie dla
wiarygodnego oznaczenia poziomu ekspresji genow, a w konsekwencji - odpowiednie]
interpretacji uzyskanych wynikow.

PREZENTACJA WYNIKOW BADAN

O Ktosinska U. 2023. Ocena poziomu odpornosci na Pseudoperonospora cubensis wybranych materiatow ogdrka w
roznych lokalizacjach Polski. Konferencja naukowa organizowana przez PTNO pt.. Przyjazne Srodowisku
ogrodnictwo w Zyciu wspotczesnego cztowieka, Olsztyn, 21-22 czerwca 2023 r. (poster).
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