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Wstep

t mechanizmem uniemozl
wilasnym pytkiem, stymu
amoniezgodnos$¢ u roslin
Brassicaceae j kontrolowana przez
multialleliczny locu (S-locus). Zawiera on
kodujacy kinaze receptorowa (SRK) obecna w znamieniu
stupka oraz gen kodujacy biatko SCR (zwane tez SP11)
obecne w $cianie ziaren pytku (Kitashiba i Nasrallah 2014,
Yamamoto i Nishio 2014). Gdy receptor SRK i jego ligand
SCR pochodza z tego samego allelu S-locus, indukuje to
kaskade reakcji biochemicznych skutkujacych
zahamowaniem kietkowania tagiewki pytkowej. w
materiatach kapusty odnajduje sie takze rosliny, u ktérych
mechanizm samoniezgodnosci nie dziata - tzw.
samozgodne. Mapowanie genetyczne przeprowadzone przez
autoréw wykazato kolokalizacje QTL samozgodnosci i S-
locus. Nieznana pozostaje natura zmian w S-locus
prowadzacych do samozgodnosci — ich poznanie byto celem
tej pracy.

roslinie zap
samym obcop

Materiaty i metody

Analizami objeto dwie populacje kapusty warzywnej
glowiastej (Brassica oleracea L. var. capitata L.) - 651 oraz
I1. Pierwsza z nich reprezentowata pokolenie F2 a druga
pokolenie BC1. Obydwie populacje powstaly z krzyzowan
rosliny samoniezgodnej i samozgodnej oraz wykazywaty
segregacje pod wzgledem tych cech. Fenotyp roslin
wyrazano wspotczynnikiem samoniezgodnosci bedacym
srednia liczba nasion w luszczynach danej rosliny po jej
samozapyleniu w otwartym kwiecie. Dla wybranych roslin
samoniezgodnych i samozgodnych 2z tych populacji
wykonano PCRy ze starterami zakotwiczonymi w
sekwencjach locus samoniezgodnosci (S-locus). Otrzymane

produkty amplifikacji sekwencjonowano w serwisie
zewnetrznym.
Wyniki

Genotypowanie badanych populacji markerami dla
poszczegolnych genéw S-locus (SRK, SLG i SCR/SP11)
uwidocznito zwiazki pomiedzy wartoscia wspoiczynnika
samoniezgodnoséci oraz typem profilu markerowego.
Przyktadowo:

- w populacji 651 rosliny z amplifikacja produktu dla genu
SCR cechowata wyzsza warto$¢ tego wspoiczynnika w
poréwnaniu do roslinami bez amplifikacji (ryc. 1).

- w populacji I1 rosliny z amplifikacja produktu dla genu
SRK cechowata nizsza wartosé wspoétczynnika
samoniezgodnosci w poréwnaniu do roslinami bez
amplifikacji (ryc. 2).
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lonych fragmentow genu SRK odnaleziono: egzon 2, intron 2, egzon 3, intron 3, egzon 4, intron
je uzyskane z roslin samoniezgodnych populacji 651 (51) i I1 (156) oraz z rosliny samoz
oddano uliniowieniu w celu identyfikacji rejonéw polimorficznych. Diugosc otrzymanych
rosliny nr 51 oraz 964 bp dla roslin nr 1 oraz 156. Zestawienie sekwencji nukleoty
dzy roslinami 1 i 156, wykazalo natomiast odmiennos¢ rosliny 51, przy czym rejony ré i

ty sie z lokalizacja intron6éw. Ogétem pomiedzy sekwencjami roslin 1/156 i 51 odnotowano 114
cyjnych. Sekwencji SRK nie powielono z samozgodnych roslin populacji I1.

kwencji SRK manualnie usunieto introny otrzymujac wirtualne cDNA, ktére z kolei poddano
odpowiednich sekwencji aminokwasowych (ryc. 3). Analiza homologii wykazata, ze samozgodna
1) i samoniezgodna roslina z populacji I1 (156) reprezentuja S-haplotyp S-45. Z kolei sekwencja
y z populacji 651 (51) reprezentowata haplotyp S-3.

wykazato ro
duzej mierz
polimorfiz
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1_SRK LLIHFCLHKRKONRAKYHATSINTYHNQORNONYLHNTHTQSNKROLSRENKADEFELPLIELEAYYKATENFSNCNELGOGGFGIYYKGE-HLDGOEYAYKRLSKTSLOGIDEFHNE YRLIARLOQHINLYR
156_SRK LLIHFCLMKRKONRAKYHATSIHTYNQORNANYLHNTHTASNKROLSRENKADEFELPLIELEAYYKATENF SNCHEL GOGGF GIYYKG-HLDGQEYAYKRLSKTSLAGIDEFHNEYRLIARLOHINLYR
51_SRK LLIHFCLMKRKOKRAKANATSIETYNRORNONLPHNGHVLSSKTEFSEENKIEELELPLIDLETYYKATENFSHCNKLGOGGF GIYYKGRLLDGKETIAYKRLSKTSYQGTDEFHNEYTLIARLOHINLYQ
Consensus LLINFCLMKRKOnRAKvKATS - $LDGqE ! AYKRLSKTS1OGiDEFHNEYrLIARLOHINL Yr

131 140 150

1

1_SRK ILGCCIEADEKILIYEYLENSSLDYFLHEKHEALT
156_SRK ILGCCIEADEKILIYEYLENSSLDYFLAEKNEALT
51_SRK TIGCCTEADEKHLIYEYLENLSLDSFLHEKLEGLS
Consensus I1GCCIEADEKiLIYEYLENsSLDyFLAEKnEaLE

TYHqURNONvLHNEHEqSnKr #15SrENKa8EFELPLI #LEaYYKATENF SNCNeLGOGGFGIVY
160 165
- 1

Ryc. 3. Uliniowienie sekwencji biatka SRK otrzymanych poprzez wirtualna translacje dla roslin: samozgodnej z populacji
651 (1), samoniezgodnej z populacji 651 (51) i samoniezgodnej z populacji I1 (156). Zielonymi liniami oddzielono
sekwencje kodowane przez sasiadujace egzony.

Gen SLG

Sekwencja genu SLG zostala powielona u obydwu typow roslin z populacji I1 oraz u samoniezgodnych roslin z populacji
651. W drugim przypadku sekwencja SLG reprezentowata typ S-3 odnaleziony w rekordzie sekwencyjnym CAA55949.1
(ryc. 4). U roslin z populacji I1 jednoznaczna identyfikacja sekwencji SLG nie byta mozliwa. Sekwencji SLG nie powielono
u samozgodnych roslin z populacji 651.
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51_5LG STESLTISSHRTLYSPCSHFELGFFRTHSSSRHYLGIHYKKLSHRTYYHYAHRDHPLSHSTGTLKISGHHLYLL GHSHRSYHSTHLTRENERSTY
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51_5LG VAELLANGHFYHRDASGFLHOSFDYPTOTLLPEHKLGYDLKTGLHRFLTSHRSSDDPSSGOFSYKLETRRLPEFYISSGYFLLYRSGPHHGIRYSGILEDOKLHYHYYHF TENSE
CAAS5949.1 YAELLAHGHFYHRDASGFLHASFDYPTDTLLPEHKLGYDLKTGLHRFLTSHRSSODPSSGDFSYKLETRRLPEFYISSGYFLLYRSGPHHGIRYSGILEDOKLHYHYYHF TEHSEEYAYTFRHTHHSIYS
Consensus  YAELLAHGHFYHRDASGFLHASFOYPTDTLLPEHKLGYDLKTGLHRFLTSHRSSDDPSSGDFSYKLETRRLPEFYISSGYFLLYRSGPHHGIRYSGILEDOKLHYHVYNFTENSE. o v v vnsrsass

Ryc. 4. Uliniowienie sekwencji biatka SLG otrzymanych poprzez wirtualng translacje odpowiednich sekwencji
nukleotydowych: z rosliny samoniezgodnej z populacji 651 (51) oraz z rekordu sekwencyjnego CAA55949.1.

Gen SCR/SP11

W roslinach samoniezgodnych z populacji 651 (np. 51) zidentyfikowano fragment DNA majacy diugos¢ 116 nt i
wykazujacy identyczno$¢ z analogicznym odcinkiem genu SCR z haplotypu S-3 Brassica oleracea (znalezionym w
rekordzie sekwencyjnym AJ278643.1).

Zgodnie z oczekiwaniami wirtualna translacja znalezionej sekwencji genu SCR wykazata peina zgodnosc jej
sekwencji aminokwasowej z analogicznym regionem biatka SCR z haplotypu S-3 B. oleracea (AJ278643.1). Sekwencje te
wykazywaty takze podobienstwo do biatka SCR z B. rapa (AB370010.1) (ryc. 5).

1 10 20 30 40 50 60 0 79
1 1
51_SCR CPIOFHLGGAOCGHSGEDACYEEYHRKKKKKKIF CSCGG
AJ278643.1 HRKATIYALLCFLFIVSSRGOEYEANYHKHCPIOFHLGGACGHSGGDACYEEYHRKKKKKKIFCSCGEYR-YGOCCCTY
AB370010.1 GOEEKANYLKKCD=-5FPLGGLCGKLGYSACYSSYHHKKKKSD=--CSCGHYDEYGTCCC
CONSENSUS . ovevnsvenssesensns gqe. . anv. k. CpigFnLGGqCGnsGedACYeeYHrKKKKkkif C5CGgv, .ve. . coC. .

Ryc. 5. Uliniowienie sekwencji biatka SCR otrzymanych poprzez wirtualng
translacje odpowiednich sekwencji nukleotydowych: z rosliny samoniezgodnej z
populacji 651 (51) oraz z rekordéw sekwencyjnych AJ278643.1 oraz AB370010.1
(B. rapa).

Podsumowanie i wnioski

1. Roéliny samoniezgodne z populacji 651 cechuje haplotyp S-3. Swiadcza o tym analizy sekwencyjne
i SCR/SP11.

2. Rosliny samoniezgodne z populacji I1 cechuje haplotyp S-45. Wskazuje na to typ sekwencji SRK zn
roslin.

3. Samozgodny S-haplotyp roslin z populacji 651 powstat prawdopodobnie poprzez mutacje haplotyp:
na to typ sekwencji SRK znaleziony u tych roslin.

4. W obrebie sekwencji uzyskanych dla roslin samozgodnych z populacji 651 nie znaleziono sekwe
sekwencjach roslin samozgodnych z populacji I1 nie znaleziono sekwencji SRK. Wskazuje to, iz d
odpowiada za samozgodnos¢ u roslin z wymienionych populacji.
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