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CEL I METODY Strzalkami oznaczono dwa gtéwne skupienia materiatéw hodowlanych

W toku realizacji Programu Wieloletniego IHAR-PIB na lata 2015-2020, Zad.2.4
prowadzone sg praceimajgce na celu podniesienie odpornosci buraka cukrowego
na rizomanig: powadowang przez wirus nekrotycznego zétkniecia nerwow BNYVV,

du na _pojawiajace sie patotypy wirusa posiadajace’ zdolnesc
do’ przelamywania istniejacej’ odpornosci konieczné' jest taczenie roznych jej zrodet
w jednej odmianie. OdPOMOSE na rizomanie wywodzi s:e z zasobow genowych buraka .
dzikiego Beta vulgans SSpmafitima.

Celem niniejszej pracy byja identyfikagjasmaterialow posiadajacych edpornosé na BNYVAL 0cena
wystepowania wybranych pgaduktéw PCR w materiglach hodowlanych buraka oréz poréwnanie
do zrédet odpornosEiwywedzacych sie z gatunkow: dzikichaW niniejszym badaniu affalizowano P - b
materiaty hedowlane buraka cukrowego F1. Przeprewadzono reakcje PCR z zastosowaniem - o mmmmme
wybranych " startefow segregujacych z odpornosciq. Nastepnie dokonano rozdziatu -
elektroforetycznego uzyskanych produktéw, oszacowano ich wielkosé
z zastosowaniem oprogramowania QuantityOne w. systemie Gel-Doc 2000 (BIO-RAD),,
a nastepnie skonstruowang dendrogram podobieistWwa genetycznego na bazie uprzednio ; 2100 .
opracowanego dendrogramil dla gatunkéw dzikich. Z pomocg metod RFLP - polimorfiziu > il Ryc.2. Produkty PCR dla minisatelitarnych
diugosci fragmentu_ réstrykeyin€go (ang. restriction fragment length polymegphism),: HRM (ang sekwencji mtDNA. Strzatkg zaznaczono wybrane
high resolutionimelting) = Wesystemie LightCycler480 (Roche).oraz sekwencjonowaniaiujawniono - genotypy reprezentujace cytoplazme odmienng
obecno$¢ wybranyeh SNP W rejonach opisywanych jakozwigzane z rézpymiizrétiami odpornosci od typu Owena. A-TR1,B-TR2, C-TR3, D -
Przeprowadzono fowniez-analize regionéw minisatelitarnego DNAwmitéchenfdriainego, ktora TRA4. K - kontrola reakgcji, M - marker wielkosci,

" pozwolita na oznaczenie typu cytoplazmy: 1-15 préby badane
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® Na podstawie demdrogramu podobienstwa genetyeznego oraz zgodnie
z dostepnym opisem dwa podstawowe skupienia materialow hodowlanych byly
detertninaWane gtownie jednym z komponentéw rodzicielskich (Ryc.1.).

® 7 z#8tosowdniem markerow mtDNA ujawniono ©Obecnos¢ nietypowego dia [ D D [:I D
materiatow.. buraka? ctkrowego profild minisatelit dia. jednego z batanych Lobiektow, ; ¥ T ! §
co wskaZzuje ha ‘Obecnos$¢ cytoplazmyhedBiegajacej  od typu Owena £ g
oraz od doty as\opisanych typow wgFénart 1in.(2008) (Ryc®.). )

) . A 1 . Ryc.3. Ocena fenotypowa badanych materiatéw hodowlanych w systemie real-time PCR
®  Bagujac na“danych fenotypowych zidentyfikowano atefialy " cenne! ktore LightCycler 480 w module Advanced Relative Quantification z zastosowaniem LightCycler 480
gl egliei TWyartosci wekiBrajgharaigemowampsic QJFkA. ozpaczona SYBR Green | Master (Roche Applied Science). A - ocena BNYVV wzgledem genu aktyny,
ZaWartosgig wirusa (RYE 3.) B - ocena Polymyxa betae, wektora BNYVV wzgledem genu aktyny. Zaznaczono genotypy
o niskiej koncentracji wirusa przy stosunkowo wysokiej koncentracji P. betae, niektére

| DoloinUNS NN flienia kil oftip Jprgili HRALTIMGEAzujacyel wykazaly znaczacq zgodnos¢ na poziomie analizowanych SNP z odmiang referencyjng ‘Annelisa’ KWS Rz2

na nagromadzenie SNPIw badanym obszarze opisywanym jako posiadajacy SNP
typowe dlaRz27(Ryc'4.), co zostalo nastgephie zweryfikowane poprzez ) 1- . T = )

sekwencjonowanie #(5 SNP)I Oceniano, iéwniez populacje'ypdd=katem SNP "N _aSsNANAR Py /I‘
opisywanego jako towarzyszacy Rz112Z zastosowaniem RELP.-(Ryc.5.).
Uzyskane wyniki wskazuja na obecnos¢ zZnaczgcego “zroznicowania
genotypowego i fenotypowego badanych miateriatow, a’ ustaleni@ “kansekwenciji
poszczegélnych polimorfizméw 'dla odpordosei ‘i interakcji roshny z“wirusem =
wymaga prowadzenia dalszych prac, w szczegolnosci analizy pokolenia F2.

Normalized and Temp-Shifted Difference Plot

® Wybrane produkty JPCR towarzyszace odpornosci wycinano z zelu
agargzowego (Fig.6.)., a nast@pnie sekwencjonowano i poszukiwano sekwencji o znaczacym
dopasowan) destepnyeh bazach z zastosowaniem BLAST (NGBI). Potwierdzono charakter
wybranych'produktow jako analogow genow odpornosci RGA (ang. esistance gene analogues).
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Ryc.5. Ocena genotypowa badanych
materiatéw na podstawie ciecia
restrykcyjnego produktéw PCR
zaprojektowanego z zastosowaniem
programu RestrictionMapper, wersja 3.
Analiza SNP towarzyszacego Rz1,
heterozygoty zaznaczono strzatkami

Ryc.6. Produkty PCR uzyskane dla wybranych sekwencji (A i B), po wycieciu z zelu poddano
ponownej amplifikacji (C) i sekwencjonowaniu. Potwierdzono wysokg zgodno$¢ na poziomie
99% do fragmentu genomu Beta vulgaris ssp. vulgaris o 100% dopasowania do mRNA biatek
typu NBS-LRR zwigzanych z odpornoscia. K - kontrola reakcji, M - marker wielkosci, 1-13
préby badane.

Badania realizowane w ramach Programu Wieloletniego na lata 2015-2020 “Tworzenie naukowych podstaw postepu biologicznego i ochrona roslinnych zasobéw genowych
zrédtem innowacjii wsparcia zréwnowazonego rolnictwa oraz bezpieczenstwa zywnosciowego kraju” na podstawie umowy nr HORzg 8424/2/2017 pomigdzy Ministrem Rolnictwa
i Rozwoju Wsi a Instytutem Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - PIB w Radzikowie z dnia 05.05.2017, Zad.2.4 “Poszerzanie puli genetycznej buraka cukrowego przez doskonalenie
procesu gynogenezy oraz podnoszenie odpornosci na wirus nekrotycznego zétkniecia nerwéw i tolerancji na susze”.




