Badania podstawowe na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej

InHort..

INSTYTUT OGRODNICTWA

Zadanie nr 34
Okres realizacji: 01.01.2024 - 31.12.2024

Badanie molekularnych mechanizmoéow
odpornosci ogoérka na najwazniejsze czynniki
biotyczne | ablotyczne

Kierownik: dr Urszula Kfosinska, e-mail: urszula.klosinska@inhort.pl

Wykonawcy: dr Marzena Nowakowska', dr Wojciech Szczechura', mgr Katarzyna Nowak’,
Ewa Matysiak’, lic. Paulina Fydrych-Lichman', mgr Ewa Gotebiewska', prof. dr hab. Mirostaw Tyrka?

'Instytut Ogrodnictwa — PIB, Zaktad Hodowli Roslin Ogrodniczych, _ ]
Pracownia Genetyki i Hodowli Roslin Warzywnych Instytut Ogrodnictwa — Panstwowy Instytut Badawczy
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3

96-100 Skierniewice

2Politechnika Rzeszowska, Wydziat Chemiczny,
Katedra Biochemii i Biotechnologii




: Czy cel zostat
. Cele zadania w roku 2024

Fenotypowa ocena populacji mapujace] RIL F8 otrzymane] ze
skrzyzowania odpornej linii Pl 197088 z podatng linig Pl 175695 pod
wzgledem odpornosci na P. cubensis wywotujgcego maczniaka
rzekomego dyniowatych.

tak

Genotypowanie komponentow rodzicielskich i wybranych 92 linii RIL

metodg sekwencjonowania nastepnej generacji na platformie

DArTseq na potrzeby dalszych etapow badan dotyczacych konstrukcji tak
mapy genetycznej oraz mapowania loci warunkujgcych odpornosc

ogorka na P. cubensis.

Ocena trwatosci poziomu odpornosci na maczniaka rzekomego

w nowo zidentyfikowanych odpornych genotypach ogorka. tak
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Miernik zadania - stopien realizac;ji

Wartos¢ miernika cr Stopien
. Wartos¢ miernika s

podana w opisie realizacji
zadania zadania

zrealizowana

Temat badawczy 1

n Liczba ocenianych populacii 112 112

ﬂ Liczba wyizolowanych prob zbiorczych gDNA 94 94

Temat badawczy 2

m Liczba ocenianych linii/fodmian ogdrka 9 9
ﬂ Liczba przeprowadzonych doswiadczen 5 5
polowych
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% realizacji o
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Materialy | Metody

Temat badawczy 1

« 2 linie rodzicielskie : PI 197088 — odpornai Pl 175695 — podatna na P. cubensis
110 rekombinacyjnych linii wsobnych populacji mapujacej RIL Fg (P1 197088 x Pl 175695)
test fitopatologiczny w warunkach sztucznej inokulacji P. cubensis w szklarni

doswiadczenie polowe w warunkach naturalnej infekcji P. cubensis; dwie lokalizacje:
Raciborowice, Skierniewice
ocena fenotypowa ww. linii wg 10. stopniowej skali (O=brak objawow, 9=catkowite porazenie)

izolacja DNA z linii rodzicielskich oraz 92 populacji RIL F5 wg zmodyfikowanej metody z
wykorzystaniem CTAB (Inglis i in. 2018)

wysokoprzepustowe genotypowania metodg sekwencjonowania nastepnej generacji
(ang. Next Generation Sequencing, NGS) na platformie DArTseq (Diversity Arrays
Technologies, Australia — usfuga obca)

Temat badawczy 2

* 6 linii odpornych na P. cubensis: Ames 2353, Ames 2354, PI1 197085, Pl 197086, P1 197088, Pl 330628;
3 kontrolne linie/odmiany podatne na P. cubensis: Pl 175695, Coolgreen, Wisconsin

doswiadczenie polowe; pie€ lokalizacji: Raciborowice, Tarnow, Skierniewice, Nochowo, Markusy
naturalna infekcja P. cubensis, dwa terminy obserwacji
ocena odpornosci wg 10. stopniowej skali (0=brak objawdw, 9=catkowite porazenie)



WYNIKI

Mapowanie i charakterystyka QTL warunkujacych odpornos¢ ogorka na P. cubensis

Tabela 1. Wartos¢ wspdtczynnika podatnosci DSI, addytywnosci a, i dominowania d, w testach
przeprowadzonych w warunkach naturalnej infekcji w polu w Skierniewicach i Raciborowicach.

Wartos¢ wspétczynnika
Lokalizacja
doswiadczenia DSI
m an d,
P, P, RIL Fg
Skierniewice 0,20 a 8,67 a 6,18a 4,40 a -4,20 a 1,78 a
Raciborowice 0,40 a 9,00 a 7,10 b 4,70 a -4,30 a 2,40 b

DSI - wspdtczynnik podatno$ci; m — Srednia rodzicow; a, — wspotczynnik addytywnosci; d,— wspdtczynnik dominowania
Srednie poréwnano testem HSD Tukey'a przy o. = 0.05. Wartosci liczbowe w obrebie tej samej kolumny oznaczone tq sama literg nie roznig sig istotnie.

» Najwyzszym poziomem odpornosci (DSI = 0,2) charakteryzowata sie linia mateczna Pl 197088 (P1), ktore] wskaznik
porazenia wynosit 0,2 i 0,4 odpowiednio dla Skierniewic i Raciborowic. Natomiast Sredni wskaznik porazenia DSI
wszystkich 110 linii reprezentujacych populacje mapujacg RIL Fg wynosit 6,18 i 7,10 odpowiednio dla Skierniewic i
Raciborowic i byt istotnie wyzszy od Sredniej rodzicow (m) wynoszacej 4,401 4,70.

» Zanotowano wysokg wartos¢ wspotczynnika a,, co wskazuje na istotne dziatanie gendw addytywnych w zwiekszaniu
odpornos$ci na P. cubensis. Stwierdzono takze istotny wptyw gendw dominujacych na ceche odpornosci, na co wskazujg
wysokie wartosci wspotczynnika d, = 1,8 oraz 2,4, odpowiednio dla Skierniewic i Raciborowic.
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c.d. Temat badawczy 1: Mapowanie i charakterystyka QTL warunkujacych odpornos¢ ogérka na P. cubensis

Tabela 2. Zroznicowanie fenotypowe 110 linii populacji mapujacej RIL Fg (Pl 197088 x Pl 175695) pod wzgledem poziomu odpornosci na
P. cubensis w warunkach naturalnej infekcji w polu w dwoch lokalizacjach: Skierniewice i Raciborowice.

Lokalizacja Kurtoza
doswmdczema

SklernleWIce 1,20 9,00 6,18 0,13 -0,67 28,93

0.80 9.00 710 19 1.86 147 26,76

» Na podstawie przeprowadzonego fenotypowania stwierdzono, ze wsobne linie rekombinacyjne populacji mapujacej RIL
Fg (P1197088 x Pl 175695) charakteryzujg sie Srednim do matego zrdznicowaniem pod wzgledem odpornosci na
P. cubensis, patogena wywotujgcego maczniaka rzekomego (CV = 28,91 26,8).

» W przypadku doSwiadczenia w Skierniewicach rozktad fenotypow w pokoleniu Fg zblizony jest do rozktadu normalnego
na co wskazuje wartos¢ kurtozy zblizona do zera (K = 0,1), a niewielka ujemna wartos¢ skosnosci (S = - 0,7) wskazuje
na jego niewielkie przesunigcie w prawg strong, co z kolei oznacza ze wigkszosc linii populacji Fg ma wartosci powyze;
sredniej. Natomiast w przypadku doswiadczenia zlokalizowanego w Raciborowicach, stwierdzono ze rozktad fenotypow
oddalony jest od normalnego i znacznie przesuniety w prawg strone o czym Swiadczg wysokie wartosci kurtozy i
skosnosci wynoszace odpowiednio 1,91 -1,5.
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c.d. Temat badawczy 1: Mapowanie i charakterystyka QTL warunkujacych odpornos¢ ogérka na P. cubensis

> Niezaleznie od lokalizacji, najmniej liczng byta grupa linii odpornych,
ktorych udziat w badanej populacji F; w obu lokalizacjach wynosit
7%. Nieco wiecej linii zaklasyfikowano do grupy Srednio odpornych
13 i 19%, odpowiednio dla Raciborowic i Skierniewic. Najliczniej
reprezentowane byly linie srednio podatne (MS), ktore stanowity 40 |
28% populacji mapujacej oraz linie podatne (S), ktdrych udziat
wynosit 34 i 52% odpowiednio w Skierniewicach i Raciborowicach.

Raciborowice, druga potowa wrzesnia 2024 r. Odporna linia RIL Fg nr 104

R R - obiekty odporne
7% MR - obiekty Srednio odporne
R MR  MS - obiekty Srednio podatne
7% 13% S - obiekty wrazliwe
S MR
34% 19%
S —> Raciborowice
52%
— % Skierniewice
MS
MS 28%

40%

Rysunek 1. Dystrybucja linii RIL Fg w poszczegdlnych grupach porazenia
w dwdch lokalizacjach: Skierniewice i Raciborowice.




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 ogorka na P. cubensis w pieciu lokalizacjach: Markusy, Nochowo, Skierniewice, Tarnéw, Raciborowice w dwéch terminach obserwacji.

> Sredni stopien porazenia odmian podatnych w | terminie obserwacji ksztaltowat sie w przedziale 6,4 — 6,8 we wszystkich
lokalizacjach, za wyjatkiem Skierniewic (DSI = 5,1). Takze w Il terminie obserwacji DSI obiektow podatnych w Skierniewicach
wynosito 7,9 i byto nizsze niz w pozostatych czterech lokalizacjach (DSI = 8,4 - 8,8).

» Najmniejszy Sredni wskaznik porazenia linii odpornych w | i Il terminie obserwacji stwierdzono na potnocy Polski w Markusach
(DSI = 0,6 1 0,9) oraz w centralnej Polsce w Skierniewicach (DSI = 0,8 i 0,7), natomiast dla pozostatych lokalizacji wskaznik ten
miescit sie w granicach 0,9-1,2i1,2-1,7).

> Wszystkie linie odporne, za wyjatkiem Pl 197086 potwierdzity swoj bardzo wysoki i stabilny poziom odpornosci na P. cubensis
niezaleznie od lokalizacji doswiadczania. Podobnie jak w latach poprzednich, szczeg6lnie wyrdznita sie linia Pl 197088, ktora
niezaleznie od lokalizacji i terminu obserwacji charakteryzowata sie najwyzszym srednim poziomem odpornosci DSI = 0,2.
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» Wyniki fenotypowania wykazaty, ze wsobne linie rekombinacyjne populacji mapujacej RIL Fg (P1197088 x Pl
1756995) charakteryzujg sie Srednim do matego zréznicowaniem pod wzgledem odpornosci na P. cubensis
w warunkach naturalnej infekcji w Skierniewicach (woj. 6dzkie) i w Raciborowicach (woj. matopolskie).

» Segregacja fenotypow w pokoleniu Fg w Skierniewicach zblizona byta do rozktadu normalnego, co wskazuje
ze odporno$¢ na P cubensis u linii Pl 197088 ma charakter poligeniczny. Natomiast w przypadku
doswiadczenia zlokalizowanego w Raciborowicach, stwierdzono ze rozktad fenotypow oddalony jest od
normalnego i znacznie przesuniety w prawg strone o czym Swiadczg wysokie wartosci bezwzgledne kurtozy
| skosnosci wynoszace odpowiednio 1,91-1,5.

» [Zaobserwowany w Raciborowicach wiekszy udziat obiektow podatnych niz Srednio podatnych w
pordwnaniu do Skierniewic, moze $wiadczy¢ o korzystniejszych do rozwoju patogenu warunkach
pogodowych panujgcych na potudniu Polski, min. wigksza wilgotnoS¢ powietrza, wieksza iloSC opadow.

» Cztery odporne linie: Pl 197088, Pl 197085, Ames 2353, i Ames 2354 potwierdzity wysoki i stabilny poziom
odpornosci na P. cubensis w pieciu roznych 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.

» Na podstawie stopnia porazenia badanych obiekiow mozna wnioskowac, ze rozw6j maczniaka rzekomego,
przebiegat szybciej w potudniowej, zachodniej i potnocnej Polsce, niz w centralnej, co moze by¢ zwigzane z
mniej sprzyjajacymi warunkami pogodowymi do rozwoju patogena panujacymi w tej czesci kraju w 2024 r.
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Pordwnawcze analizy transkryptomoéw metods RNA-Seq w liniach ogorka
zréznicowanych pod wzgledem tolerancji na stres suszy

Wajciech Szczechura, Urszula Klosinska, Katarzyna Nowak, Marzena Nowakowska

Pracownia Hodowli 1 Genetykl Roslin Warzywnych, Zakiad Hodowli Roslin Ogrodniczych,
Instytut Ogrodnictwa — Panstwowy Instytut Badawezy, Skierniewice
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Comparative transcriptome analyvses using RNA-Seq in cucumber lines with contrasting
drought responses

Developing drought-tolerant varieties is a key priorty in cucumber (Cuwcuniis safivies L) breeding. Understand-
ing the genetic mechanisms behind plant response to drought stress is crocial for developing effective strategies.
To identify genes responsive o drought stress, we conducted a comparative transcriptomic analysis of two cu-
cumber lines with contrasting drought responses: tolerant (5U2) and sensitive (SU6). performing high-
throughput RNA sequencing. Material for RNA isolation was collected from 5-week-old plants at 3rd and Tth
. day of limited watering {stress) and from optimally watered plants {control). Analysis revealed differences in
= gene expression between well-watered and drought-stressed plants, with patterns varying based on the line's
PODSUMOWANIE - . . .

. * Wyhypowano sidem gendw jako polenciskie Zwiagamyeh 2 podwyzszong response o droughi. The highest number of genes underwent expression changes on the third day of drought
ehspres] oditniajace tieancyjg exposure with a slightly higher number of differentially expressed genes observed in the drought-sensitive SUG.

Conversely, the tolerant line SU2 exhibited 21% more differentially expressed genes compared to SUG for the

- qPCR: PowerTrack™ SYBR Green Maser Mic i)
Applied Binsystem, |ightCycler® 480 Il [Roche]
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« Poziom waglednej ekspresii badanych ganiw:
metoda podwéjng] delty (Livek | Schenitigen 2001)
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seventh day of limited watering. Additionally, unique gene expression patterns specific to the drought-tolerant
line SU2 were identified. including three potential candidate genes associated with drought tolerance:
CoGySGOO5210  (protein - receptor kinase), CeGySGINM2SD  (ranscription factor  ERF 1B-like).  and
Colip2GO2S730 (CYPEZDA T-like). These findings shed light on the genetic mechanisms underlyving cucumber’s
response (o drought siress and provide potential candidate genes for further research on enhancing drought toler-
ance in cucumber breeding programs.




