Slutrapport SLF projekt, H1333172, 2014-2016

Foradling av art for kad motstandskraft mot rotrota

Huvudsokande: Magnus Karlsson, Institutionen for skoglig mykologi och véxtpatologi,
Sveriges Lantbruksuniversitet, Uppsala.

Medsokande: Rolf Stegmark, Findus Sverige AB, Bjuv

Medsokande: Orjan Carlborg, Institutionen for kliniska vetenskaper, Sveriges
Lantbruksuniversitet, Uppsala.

Medstkande: Dan Funck Jensen, Institutionen for skoglig mykologi och vaxtpatologi,
Sveriges Lantbruksuniversitet, Uppsala.

Bakgrund till projektet

Art (Pisum sativum) odlas i Sverige bade fér mansklig konsumtion och som grénfoder. |
sodra Sverige ar produktion av frysta, grona arter en viktig inkomstkélla, och en stor del av
den arliga produktionen exporteras till den europeiska marknaden. Art bor dock inte odlas pa
samma falt oftare &n vart sjatte till attonde ar pa grund av risken for artrotrota, vilket ger en
kraftig inskrankning pa den totala produktionskapaciteten. Vid kraftigt smittade falt kan
vaxtfoljden behova dras ut till 10-15 &rs mellanrum for artodling. Artrotréta orsakas framst av
algsvampen Aphanomyces euteiches (Jones and Drechsler 1925), som bildar mycket
langlivade vilsporer (oosporer) i jorden. Kemisk bekdmpning &r ej mojlig ens inom
konventionell odling, och vid kraftiga angrepp kan mycket stora forluster uppsta. Det finns
idag inte heller nagra resistenta kommersiella artsorter.

Pa senare ar har man i en nordamerikansk genbank hittat en sort, PI180693, som visats sig
bara pa partiell resistens mot aphanomyces artrotréta och flera loci (quantitative trait loci,
QTL) for denna kvantitativa egenskap har identifierats (Hamon et al 2011). Artsorten
P1180693 har testats med svenska A. euteiches isolat vid Findus forsoksstation i Bjuv, och
resultaten bekréftar att P1180693 uppvisar partiell resistens. Plantans morfologi saknar dock
manga kommersiellt 6nskvarda egenskaper sdsom vit blomma, kort planta, halvbladloshet,
skrynkliga fron (s6tma), resistens mot bladmdgel, mjéldagg och &rt-enations-mosik virus.
Inom klassisk vaxtforadling kan man da korsa tva sorter med dnskvérda egenskaper for att
sedan vélja ut avkommor med basta mojliga egenskaper. Genom att upprepa urval och nya
korsningar kan man 6ver tiden utveckla grodor med nya egenskaper, sasom hog
motstandskraft mot sjukdomar. Denna typ av vaxtforadling kraver dock stora resurser i form
av vaxthus, faltforsok och antal plantor. Det &r ocksa svart att kombinera flera olika bra
egenskaper i samma sort, eftersom mindre 6nskvérda genvarianter kan vara fysiskt néra
kopplade med bra genvarianter och darfor svara att bli av med under foradlingsprocessen.



Ett sétt att underlatta och effektivisera foradlingsarbetet &r att utveckla genetiska markdorer for
de genvarianter som ger 6nskvarda egenskaper, sa att urvalet kan ske redan pa frostadiet med
hogre genetisk precision. Under de senaste aren har det skett en teknisk revolution vad galler
mojligheterna till analys (sekvensering) av det genetiska materialet (DNA). Nya tekniker for
storskalig DNA-sekvensering kan anvandas for snabb och omfattande genotypning av stora
populationer djur eller vaxter. En sadan teknik &r RAD-Seq, dar identifiering, detektion och
utvardering av genetiska markdrer sker i ett och samma steg.

Fragestéllning

Malet for detta forskningsprojekt var att utveckla nya artsorter som uppvisar resistens mot
aphanomyces artrotrota, i kombination med 6nskvérda produktionsegenskaper (resistens mot
bladmogel, mjéldagg och virus, kort planta, skrynkliga frén, klangen & vita blommor). For
att uppna detta planerade vi att anvanda tekniken RAD-Seq for identifiera genetiska markorer
som segregerar med resistens mot aphanomyces artrotréta, och att anvanda dessa markaorer
for att styra urvalet av avkommor under foradlingsprocessen.

Material och metoder
Vaxtmaterial, korsningar och urval

Under sommaren 2013 korsades P1180693 med artsorten Linnea (med goda
produktionsegenskaper) for att skapa en F1-generation. Dessa avkommor korsades tillbaka
mot Linnea for att skapa en forsta back-cross generation (BC1) som sedan inavlades
(BC1S1), vilken utgjorde grunden for den klassiska vaxtforadlingsdelen av projektet. Under
projektets tre ar sa testades manga individer (linjer) for resistens mot artrotréta och andra
egenskaper i véxthus och i falt (Figur 1). | varje generation valdes de mest resistenta
familjerna ut for vidare inavel och urval for resistens. | projektets slutfas arbetade vi med
linjer som inavlats till femte generationen (BC1S5).

Parallellt med detta sa korsades F1-individerna for att skapa en F2-generation, som anvandes
i arbetet med att identifiera genetiska markoérer for resistens mot artrotréta. F2-individer
utvarderades med avseende pa resistens mot artrotrota i vaxthus dar varje planta
klassificerades med ett sjukdomsindex (0, 10, 25 50, 75 eller 100% av rotsystemet med
symptom), enligt ett etablerat system (Hosseini et al 2014). Resistens och andra
produktionsegenskaper testades ocksa i falt.

Genotypning

DNA extraherades fran blad med Qiagen Genomic Tip 20 kit, enligt manualen. DNA
behandlades med tva olika restriktionsenzym, EcoRI och Taqal, renades och ligerades ihop
med DNA prober, enligt ett publicerat RAD-Seq protokoll (Peterson et al 2012). Det



genererade RAD-Seq biblioteket sekvenserades av SNP&SEQ teknikplattformen vid Uppsala
Universitet, med HiSeq2500 instrument. Genotypning av individuella genetiska markdrer
gjordes daven med PCR (polymerase chain reaction) foljt av Sanger sekvensering, samt med
IPLEX systemet, aven detta utfort av SNP&SEQ teknikplattformen. Genotypning av redan
publicerade mikrosatelliter (Hamon et al 2011), utférdes av Uppsala Genome Center vid
Uppsala Universitet.

Figur 1: Exempel fran faltforsok vid Findus forsoksstation i Bjuv. (A) Faltforsok. (B) Artsort Linnea
(L) i falt. (C) Artsort PI180693 (P) i falt. (D) Exempel pa vita (L) respektive lila (P) blommor. (E)
Exempel pa plantor med klangen istallet for smablad (L, vanster) respektive smablad (P, hoger). (F)
Exempel pa skrynkliga (L) respektive slata (P) fron.

Bioinformatik och QTL analys

Sekvensdata fran RAD-Seq analyserades med denovo_map.pl i programmet STACKS
(Catchen et al 2013). Identifierade genetiska markérer (SNP, single nucleotide
polymorphisms) exporterades till R/qtl format, med kravet att markdérer identifierades i minst
25 individer. FOr konstruktion av kopplingskarta och korrelationstest mellan genotyp och
fenotyp (QTL analys) anvandes paketet R/qtl i programmet R (Broman et al 2003).



Resultat

Individer fran den forsta BC1S1 generationen uppvisade en normalfordelad spridning av
sjukdomsresistens mot artrotréta (Figur 2A), vilket indikerade att resistensen &r en polygent
nedarvd, kvantitativ egenskap. Eftersom en tidigare artikel (Hamon et al 2011) indikerade att
generna for egenskaperna kort planta, skrynkliga fron och resistens mot mjéldagg (le, r och
er) ej ar genetiskt kopplade till sjukdomsresistens mot artrotréta, sa valdes plantor med dessa
egenskaper for det fortsatta foradlingsarbetet. Aven individer med de ogynnsamma
egenskaperna smablad istéllet for klangen samt lila blommor (AF och A) inkluderades i det
fortsatta arbetet, eftersom det finns en mdojlig genetisk koppling mellan generna for dessa
egenskaper och resistens mot artrotrota (Hamon et al 2011) och vi ville forsékra oss om att
inte vélja bort potentiella resistensgener pa detta tidiga stadium.
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Figur 2: Resistens mot artrotrota i tva olika drtpopulationer, BC1S1 (A) och F2 (B). Y-axeln
(frequency) indikerar det totala antalet plantor i varje sjukdomsklass.

Under det fortsatta foradlingsarbetet uppvisade ett flertal linjer 6kad resistens mot artrotrota,
t.ex. i den femte inavels-generationen (BC1S5) visade >4 familjer (bestdende av flera
besléktade linjer) signifikant hdgre resistens (lagre sjukdomsindex) jamfort med den
mottagliga foraldern Linnea (Figur 3).
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Figur 3: Resistens mot artrotrota i utvalda familjer fran generation BC1S5, med standardavvikelse
mellan linjer inom varje familj.

I likhet med resultaten fran BC1S1 generationen, sa uppvisade 120 individer fran F2
generationen ocksa en spridning av sjukdomsresistens mot artrotréta (Figur 2B). Baserat pa
detta resultat sa valdes de 18 mest resistenta och de 18 mest mottagliga individerna ut for
identifiering av genetiska markorer for resistens mot artrotrota. Dessa 36 individer, samt
foraldrarna P1180693 och Linnea, sekvenserades med RAD-Seq. Totalt genererades
288,807,005 sekvenser av hog kvalite, vardera med en langd av 120 DNA baspar (bp). Totalt
genererades alltsa 34,656,840,600 bp DNA fran art. Fran dessa sekvensdata identifierades ett
stort antal (tusentals) genetiska markorer. Det exakta antalet &r ej mojligt at specificera,
eftersom det beror pa vilken avgransning i kvalité som anvands i de respektive analyserna. En
forsta kopplingsanalys dar endast de 1000 basta markérerna anvandes genererade en genetisk
karta bestaende av sju stora kopplingsgrupper (Figur 4), vilket stdammer bra med de sju
kromosomer som finns i art. Mikrosatellit-markdrer publicerade av Hamon et al (2011)
anvandes for att korrelera kopplingsgrupper med korrekt kromosom (data visas €j).

En efterfljande QTL-analys i R/qgtl identifierade 14 genetiska markdrer (13 SNP fran RAD-
Seq och en mikrosatellit [Hamon et al 2011]) som signifikant korrelerade med resistens mot
artrotrota. Dessa 14 markorer var lokaliserade i tva olika regioner (QTL1 och QTL2), bada pa
kromosom 4 (Figur 5). Alleler i QTL1 var additiva, dar homozygoten P1180693/P1180693
(P/P) var mer resistent &n heterozygoten P1180693/Linnea (P/L), vilken i sin tur var mer
resistent &n homozygoten Linnea/Linnea (L/L) (Figur 5). QTL2 uppvisade 6verdominans for
sjukdomsbenagenhet, dar heterozygoten (P/L) var mer kanslig 4n ndgon av homozygoterna
(P/P, L/L) (Figur 5). Mikrosatellit-markdorer fran Hamon et al (2011) kunde aterigen anvandas
for att korrelera QTL1 och QTL2 med tidigare kédnda QTL for resistens mot artrotrota; QTL1



motsvarade troligen QTL Ae-Ps4.1 och QTL2 motsvarade troligen Ae-Ps4.3 (Hamon et al
2011).
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Figur 4: Kopplingskarta hos &rt, baserat pd 1000 SNP markarer. De sju storsta kopplingsgrupperna
visas, vilka motsvarar de sju kromosomerna hos art.

Linjer fran tva olika stadier i foradlingsprocessen, generation BC1S1 och BC1S5,
genotypades for fem av dessa 14 markorer med iIPLEX eller sekvensering. De analyserade
linjerna fran BC1S5, men inte BC1S1, hade signifikant hogre sjukdomsresistens mot
artrotréta. Endast en markor fran den additiva QTL1, 81344, kunde genotypas. Samtliga
linjer var homozygota for P/P, redan i den tidigt selekterade generationen BC1S1 (Tabell 1).
Fyra markorer fran QTL2 kunde genotypas. Samtliga markorer var homozygota for L/L i den
mer selekterade BC1S5 generationen, vilket inte var fallet i den tidigare generationen BC1S1
(Tabell 1).
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Figur 5: Lokalisering av QTL1 och QTL2 pa kromosom 4 hos art. Genotyp — fenotyp tabeller for den
mest signifikanta markoren fran vardera QTL.

Tabell 1. Procentuell férdelning av genotyper i tva olika féradlingspopulationer', BC1S1 och
BC1S5.

Allel? Markérer
81344 (QTL1) 5538 (QTL2) 110541 (QTL2) 32041a (QTL2) 32041b (QTL2)
BC1S1 BC1S5 | BC1S1 BC1S5 | BC1S1 BC1S5 | BC1S1 BC1S5 | BC1S1 BC1S5
P/P 100% 100%
P/L 65% 65% 65% 66%
L/L 35% 100% 35% 100% 35% 100% 34% 100%

! Detva foradlingspopulationerna representerar ett tidigt (BC1S1) och ett senare (BC1S5) stadium i

foradlingsprocessen. Linjer i BC1S5, men inte i BC1S1, har signifikant hdgre sjukdomsresistens (66% i
sjukdomsindex) an den mottagliga foraldern Linnea (81% i sjukdomsindex).
2pp = homozygot for allel fran P1180693, P/L = heterozygot for alleler fran P1180693/Linnea, L/L =
homozygot for allel fran Linnea.




Diskussion

Resistens mot rotrota i art orsakad av A. euteiches har tidigare visats vara en polygent
nedarvd egenskap i forsok i Frankrike och USA (Hamon et al 2011, Hamon et al 2013), vilket
stammer med resultaten fran denna studie som gjordes under svenska forhallanden och med
svenska isolat av A. euteiches. Genom att stegvis selektera for individer med resistens mot
artrotréta i kombination med goda produktionsegenskaper har vi redan under projektets tre ar
utvecklat linjer med signifikant hogre resistens jamfort med den mottagliga foraldern Linnea.
Vissa av dessa linjer klyver fortfarande for vissa egenskaper vilket indikerar en betydande
potential for ytterligare foradling. Vi har ocksa utvecklat en ny metod (RAD-Seq) for
storskalig genotypning i &rt, vilket redan i detta begransade projekt har genererat betydligt
fler genetiska markorer &n tidigare anvanda system sasom mikrosatelliter (Loridon et al 2005)
och RAPDs (Laucou et al 1998). Anvéandningen av denna metod 6kar stadigt inom
vaxtforadling (He et al 2014). Vi identifierade 14 stycken genetiska markorer, fordelade pa
tva olika QTL regioner, som signifikant korrelerade med resistens mot artrotrota i korsningen
mellan den partiellt resistenta P1180693 och den mottagliga Linnea under svenska
forhallanden. Dessa tva QTL motsvaras troligen av tva tidigare identifierade QTL for
resistens; Ae-Ps4.1 och Ae-Ps4.3 (Hamon et al 2011). Genom att folja allelfordelningen for
fem av dessa loci under olika steg i foradlingsprocessen kan vi pavisa en gradvis 6kning av
gynnsamma allelkombinationer; homozygoti for P/P for den additiva QTL1 och homozygoti
for L/L for QTL2 dar heterozygoten P/L ar kéanslig. Sammantaget tyder detta pa att
allelfordelningen hos dessa loci atminstone partiellt bidrar till de hogre resistensnivaer som
pavisades for vissa selekterade linjer i projektets slutskede. De identifierade genetiska
markdrerna kan darfor inga som en del av det beslutsunderlag som framtida urval baseras pa.
Av sarskilt intresse &r att jamfora linjer som ar P/P jamfort med L/L for loci i QTL2, da vara
QTL resultat indikerar att P/P genotypen mojligen &r mer resistent an L/L genotypen som
idag ar fixerad i de traditionellt framavlade linjerna.

Slutsatser

Vi har i detta forskningsprojekt utvecklat nya &rtlinjer som uppvisar resistens mot
aphanomyces artrotréta, i kombination med énskvarda produktionsegenskaper. Vi har ocksa
utvecklat och testat tekniken RAD-Seq for att generera och identifiera genetiska markorer
som segregerar med resistensen mot drtrotrota. Dessa markorer kan nu inga i
beslutsunderlaget for att styra urvalet av avkommor under foradlingsprocessen.

Resultatformedling

De genererade artlinjerna och genetiska markorerna ingar i Findus fortsatta foradling. Exakt i
vilken form beror pa de genomgaende strukturella forandringar som foretaget just nu
genomgar. De genererade genetiska markdrerna kommer ocksa att publiceras i en
vetenskaplig artikel som planeras till hosten 2017, med den prelimindra titeln QTL mapping



of resistance towards root rot caused by Aphanomyces euteiches in pea (Pisum sativum).
Projektet presenterades av Magnus Karlsson pa den nationella vaxtskyddskonferensen som
holls i Uppsala, 10-11 november 2015. Projektet presenterades ocksa av Rolf Stegmark pa
BioSoM-konferensen (Biologisk markkartering i praktiken), 18-19 november, 2015, samt pa
odlaredagarna (dar medlemmar fran artodlarféreningen deltog), 16-17 februari, 2016.
Projektet presenterades vidare i Vetenskapsradion under rubriken Vaxtforadling i Mendels
spar (http://sverigesradio.se/sida/avsnitt/511149?programid=412) av Rolf Stegmark och
Orjan Carlborg. Projektet presenteras dven pd hemsidan for Institutionen for skoglig
mykologi och véxtpatologi, Sveriges Lantbruksuniversitet. Delar av projektet ingick ocksa i
en uppsats pa kandidat-niva vid SLU; studenten Ingeborg Zinger fran Hanze University of
Applied Sciences i Nederlanderna publicerade 2016 uppsatsen Genomic and phenotypic
analysis of Aphanomyces euteiches resistance in Pisum sativum (Zinger 2016).
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