Ocena zdolnosci kombinacyjnej nowych genotypéw truskawki dla okreslenia ich
przydatnosci do hodowli deserowych odmian odpornych na werticilioze
z zastosowaniem markeréw molekularnych QTL

W roku 2009 badania realizowano w Zaktadzie Hodowli Roslin Sadowniczych Instytutu Sadownictwa i

Kwiaciarstwa im. Szczepana Pienigzka w Skierniewicach, w Pracowni Genetyki i Hodowli oraz
Pracowni Niekonwencjonalnych Metod Hodowli.

Celem badan przeprowadzonych w Pracowni Genetyki i Hodowli byta ocena zdolnosci ogoinej (GCA) i
specyficznej zdolnosci kombinacyjnej (SCA) genotypéw przeznaczonych do hodowli odmian
deserowych.

Do programu krzyzowan wykonanego w 2008 roku w oparciu o niekompletny uktad dialleliczny wediug
Il metody Griffinga (krzyzowania proste i odwrotne), uzyto nowe deserowe odmiany truskawki,
odznaczajgce sie wysokg odpornoscig na werticilioze (‘Selvik’, ‘Elianny’, ‘Figaro’, ‘Sonata’, ‘Susy’,
‘Salsa’, ‘Albion’ i ‘Filon’) oraz dwie odmiany o sredniej wrazliwosci na te chorobe, ale bardzo cenione
ze wzgledu na bardzo dobry smak i atrakcyjny wyglad owocéw (‘Darselect’) lub zdolno$¢ do
powtarzania owocowania w okresie letnio-jesiennym (‘Charlotte’). Z uzyskanych nasion zimg
2008/2009 wyprodukowano siewki nalezgace do 36 rodzin mieszancowych.

W ramach badan polowych wykonano ocene stopnia porazenia roslin przez Verticillium dahliae dla
2160 siewek nalezgcych do ww. 36 rodzin, wysadzonych na pola prowokacyjne (,pola $mierci”’) o
znanej koncentracji patogena. Wstepng analize zebranych wynikéw uzyskanych w kazdym terminie
oceny (srednie dla 15 roslin na poletku) wykonano w oparciu o jednoczynnikowg analize wariancji w
uktadzie losowanych blokéw. Dla srednich rodzin z powt6rzenia wykonano analize wariancji wedtug
niekompletnego diallelicznego uktadu Griffinga, dla Ill metody, postugujac sie modelem statym
Griffinga.

Najwyzszg dodatnig wartos¢ efektow GCA, wskazujgcg na mozliwosé przekazywania potomstwu
cechy duzej podatnosci roslin na werticilioze, oszacowano dla odmian ‘Susy’ i ‘Elianny’. Wysoka
przydatno$¢ do hodowli odpornosciowej pod wzgledem tej choroby stwierdzono dla dwéch odmian
wyhodowanych w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skierniewicach — ‘Filon’ i ‘Selvik’. Dla
odmian tych wykazano wysokie ujemne wartosci efektow GCA. Wysokie dodatnie wartosci efektow
SCA dla cechy podatnosci na werticilioze oszacowano dla rodzin mieszancowych ‘Darselect’ x
‘Albion’, ‘Figaro’ x ‘Sonata’, ‘Figaro’ x ‘Darselect’ oraz ‘Susy’ x ‘Charlotte’ - nalezy oczekiwa¢, ze
potomstwo tych rodzin mieszancowych bedzie wrazliwe na werticilioze. Wysokie ujemne wartosci
efektéw SCA stwierdzono dla rodzin mieszancowych ‘Selvik’ x ‘Filon’, ‘Sonata’ x ‘Filon’, ‘Susy’ x
‘Filon’, ‘Albion’ x ‘Charlotte’ — dla rodzin tych istnieje duze prawdopodobienstwo wyselekcjonowania
pojedynkdéw, odznaczajgacych sie matg podatnoscig na werticilioze.

W ramach badan polowych wykonano takze nowy program krzyzowanh (w oparciu o niekompletny
uktad dialleliczny wg 1l metody Griffinga, tacznie 42 kombinacje krzyzowan), w wyniku ktoérego
uzyskano 7643 siewki, przeznaczone do oceny w roku 2010.

W Pracowni Niekonwencjonalnych Metod Hodowli kontynuowano préby zidentyfikowania
potencjalnych markeréw odpornosci truskawki na werticilioze poprzez analize BSA, przeprowadzono
analize gendw kandydujacych (Real time PCR) oraz ocene stopnia ekspresji genéw z systemu genow
kandydujacych technikg High Throughput Sequencing.

Badania metodg BSA (Bulked Segregant Analysis) przeprowadzono dla 80 roslin wybranych na
drodze losowej z populacji potomnych uzyskanych dla 8 kombinacji krzyzowan. W reakcji PCR z 60
starterami mikrosatelitarnymi ISSR, uzyskano 90 amplikondw, réznicujgcych genotypy podatne i
tolerancyjne w poszczegélnych populacjach potomnych, w tym dwa potencjalne markery réznicujgce
rosliny podatne i tolerancyjne. Byty to amplikony o diugosci 950 i 890 pz ( starter 848) dla genotypow
wrazliwych z populacji potomnych ‘Darselect’ x ‘Charlotte’ i ‘Figaro’ x ‘Darselect’ oraz ‘Elianny’ x ‘Susy’
i ‘Figaro’ x ‘Darselect’.



W ramach badan nad genami bezposrednio warunkujacymi odpornos¢ roslin na patogeny
analizowano poziom ekspresji nastepujacych gendéw-kandydatow:
* genu amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL) — ogniwo tgczace metabolizm podstawowy ze
szlakami metabolizmu wtérnego rosliny
» genu izomerazy chalkonowej (CHI) — enzym szlaku biosyntezy flawonoidow, bioracy udziat w
odpowiedzi na infekcje
genu B-1,3-glukanazy — enzym bioracy udziat w aktywnym zwalczaniu patogenéw grzybowych
podczas infekciji.
Role genu referencyjnego petnit gen 3-fosfodehydrogenazy gliceraldehydu (GAPDH2). Badanie
prowadzono dla genotypéw potomnych ‘Darselect’ x ‘Filon’ oraz Charlotte’ x ‘Filon’ (W x T).

W wyniku ww. badan stwierdzono znaczaca réznice w ekspresji genu PAL dla roslin nie wykazujacymi
objawéw (wysoka ekspresja) i roslin o silnych objawach werticiliozy (ekspresja relatywnie niska) dla
obu grup. Dla genu CHI, duza réznica w ekspresji genu dla roslin o silnych objawach i roslin
bezobjawowych wystgpita w genotypach potomnych 'Charlotte’ x 'Filon', natomiast w przypadku
genotypdw pochodzacych z krzyzowania 'Darselect' x 'Filon' zaobserwowano znaczacg réznice w
poziomie ekspresji genu CHI pomiedzy dwiema roslinami wykazujacymi silne objawy chorobowe.
Powyzsze dane potwierdzajg ztozono$¢ mechanizmu odpornosci na werticilioze.

Analize transkryptomu HTS przeprowadzono dla genotypdw reagujacych ekstremalnie na porazenie
przez V. dahliae. Badano poziom ekspresji gendw, stanowigcych ogniwo z systemie genow
kandydujacych, w tkankach pochodzacych z korzeni i liscia roslin podatnych (I grupa) i tolerancyjnych
(Il grupa). Kontrole stanowity rosliny nieinokulowane patogenem. W wyniku przeprowadzonych badan
uzyskano okofo 3 min 18 nukleotydowych fragmentéw cDNA o zwiekszonej liczbie kopii, z ktérych po
wstepnej selekcji bioinformatycznej wyodrebniono okoto 1500 fragmentéw, przeznaczonych do
dalszych analiz poréwnawczych z dostepng bazg danych NCBI w 2010 roku.

W ramach kontynuacji tematu w 2010 roku planuje sie:

- pozyskiwanie nowych materiatdw wyjsciowych dla hodowli wysokiej jakosci odmian deserowych
truskawki (badania genetyczno-hodowlane)

- identyfikacje nowych i walidacje uzyskanych markeréw selekcyjnych do oceny podatnosci truskawki
na werticilioze (badania molekularne)



