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SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2016 roku

A. INFORMACJE OGOLNE

Tytut zadania — Identyfikacja i lokalizacja markeréw DNA dla wybranych genéw odpornosci na maczniaka
prawdziwego w owsie zwyczajnym oraz piramidyzacja efektywnych genéw odpornosci w genomie owsa.

Numer zadania (w zatqczniku nr 8 do rozporzgdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla roznych podmiotow wykonujgcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. z 2015 r., poz. 1170))- 91

Planowany okres realizacji zadania 2016

Planowane naktady w zt 90 000

B. DANE WNIOSKODAWCY

Imie i nazwisko osoby reprezentujacej jednostke badawcza, tytut lub stopien naukowy, stanowisko, nazwa
i adres jednostki badawczej, telefon, fax)

Prorektor d/s Nauki i Wspolpracy z Zagranica

prof. dr hab. Zbigniew Gradzki

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13

20-950 Lublin

tel. (+ 81) 445-68-68




C. INFORMACJA O WYKONAWCACH
1. Zespot badawczy

Kierownik zadania

imi¢ i nazwisko stopien i tytul naukowy miejsce zatrudnienia

Sylwia Okon dr UP w Lublinie
Wykonawcy zadania

imie i nazwisko stopien i tytut naukowy miejsce zatrudnienia
Krzysztof Kowalczyk prof. dr hab. UP w Lublinie
Edyta Paczos-Grzeda dr UP w Lublinie
Justyna Lesniowska-Nowak dr UP w Lublinie
Tomasz Ociepa mgr inz. UP w Lublinie
Aleksandra Nucia mgr inz. UP w Lublinie

D. OPIS ZADANIA

1. Cele zadania

Lp. Cel (zgodnie ze szczeg6lowym opisem na dany rok) Czy(tc:li/z(}:tlﬁ;izzel‘;?:)l;(:)vl\')any
Ocena poziomu efektywno$ci opisanych do tej pory gendw odpornoéci
1 na maczniaka prawdziwego w owsie w warunkach naturalnej infekcji TAK
polowej
2 Analiza zmian wirulencji maczniaka prawdziwego na terenie Polski w TAK
latach 2010-2015
3 Ocena segregacji genow odpornoéci w populacjach F, oraz analiza TAK
rozszczepien w pokoleniu F; z wykorzystaniem testow zywiciel-patogen
4 Ocena poziomu odporno$ci odmian owsa zwyczajnego wpisanych do TAK
krajowego rejestru odmian uprawnych
Uzyskanie na drodze krzyzowania roslin, mieszancow owsa
5 zwyczajnego z liniami zawierajagcymi efektywne geny odpornosci na TAK
maczniaka prawdziwego
Poszukiwanie markeréw RAPD roéznicujacych pule roslin
6 odpornych i podatnych w populacji F, APR122 x Fuchs TAK
7 poszukiwanie markeréw DArTseq réznicujacych pule roslin odpornych TAK
i podatnych w populacji F, APR122 x Fuchs

3. OpIS tematow badawczych (nalezy sporzqdzi¢ opis dla tematéw badawczych wymienionych w tabeli powyzej;
kolejnosc zgodnie z tabelg powyzej)

prawdziwego w warunkach polowych oraz ocena poziomu wirulencji populacji maczniaka

3.1 Temat badawczy 1: Analiza efektywnosci genéw odpornosci na maczniaka

prawdziwego wystepujacego na terenie Polski

odpornosci na maczniaka prawdziwego w owsie w warunkach polowych. Z uwagi na brak
doniesien dotyczacych struktury populacji maczniaka prawdziwego na terenie Polski,
celem zadania 1 byla rowniez analiza zmienno$ci populacji maczniaka prawdziwego owsa na

terenie kraju. Glownym zatozeniem analizy zmiennos$ci byta ocena zmian wirulencji patogenu

Cel tematu badawczego 1

Celem zadania 1 byta ocena poziomu efektywnosci opisanych do tej pory gendéw

w stosunku do najbardziej efektywnych genow odpornosci na mgczniaka prawdziwego.

! Jesli dotyczy — prosze opisa¢ pod tabela, w jakim stopniu cel zostat osiaggniety i poda¢ przyczyny




Materialy i metody

Przedmiotem badan w zakresie analizy efektywnos$ci genow odpornosci na maczniaka
prawdziwego w warunkach polowych byly odmiany i linic owsa posiadajgce opisane do tej
pory geny odporno$ci na maczniaka prawdziwego: Jumbo — Pm1, Mostyn — Pm3, Av1860-
Pm4, Bruno- Pm6, APR122 — Pm7 oraz odmiana Fuchs nieposiadajaca genéw odpornosci na
maczniaka prawdziwego. Do oceny wlaczono réowniez odmian¢ Canyon, ktora posiada
efektywne, ale jeszcze niescharakteryzowane zrodto odpornosci na maczniaka prawdziwego.

Ziarniaki form kontrolnych wysiano w czterech lokalizacjach: Kopaszewo - Hodowla
Roslin DANKO, Strzelce - Hodowla Roslin Strzelce, Polanowice - Matopolska Hodowla
Roslin, Czestawice koto Naleczowa — Gospodarstwo Doswiadczalne Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie.

Formy kontrolne wysiane zostaly na poletkach 2-rzedowych o dlugosci 1 m
(powierzchnia 0,2m?), w siewie gestym, rzutowym (ok. 200 ziarniakéw na m? ). Rozstawa
rzedow wynosita 20cm.

Porazenie maczniakiem prawdziwym zestawu linii kontrolnych, w warunkach infekcji
naturalnej, prowadzone bylo w 9-cio stopniowej skali, gdzie 9 oznaczato brak porazenia
przez maczniaka prawdziwego, 1- porazenie, w ktorym objawy widoczne byly na calej
powierzchni liscia

Przedmiotem badan w zakresie analizy wirulencji populacji maczniaka prawdziwego
owsa byta kolekcja izolatdow maczniaka prawdziwego zebrana w latach 2010-2015 w réznych
lokalizacjach na terenie kraju. Gtownym zatozeniem tych analiz byto okreslenie zmiennos$ci
wystepujace] w populacji patogenu i ocena mozliwosci przetamania przez istniejgce rasy
patogenu odpornosci warunkowanej najbardziej efektywnymi w chwili obecnej genami
odporno$ci na maczniaka prawdziwego.

Izolaty maczniaka prawdziwego zostaly przetestowane na zestawie linii i odmian
kontrolnych z wykorzystaniem testow zywiciel-patogen. Fragmenty lisci 10-dniowych siewek
genotypéw kontrolnych (Jumbo — Pm1, Cc3678 — Pm2, Mostyn — Pm3, Av1860- Pm4, Am27
— Pm5, Bruno- Pm6 i APR122 — Pm7 oraz odmian wrazliwych Fuchs i Sam) wylozone
zostalty na szalki Petriego wypelnione do polowy pozywka agarowa z dodatkiem
beznymidazolu (6g agaru na 11 wody 1 35 mg/l benzymidazolu). Szalki z fragmentami lisci
poddano inokulacji zarodnikami poszczegolnych izolatdbw maczniaka prawdziwego.
Po inokulacji szalki zostaly umieszczone w fitotronie w nastgpujacych warunkach:
temperatura 18°C, wilgotnos¢ 80% i fotoperiod 16/8. Po 10 dniach od inokulacji oceniono
stopien porazenia analizowanych odmian przez izolaty mgczniaka prawdziwego. Zastosowana

zostata skala 5-Stopniowa, w ktérej 0 oznacza brak infekcji, brak widocznych objawow



porazenia maczniakiem prawdziwym, 1 — ograniczony rozw6j patogenu, widoczne
pojedyncze i niewielkie kolonie, 2 — widoczna grzybnia z niewielka iloscig zarodnikow
zajmujaca mniej niz 20% powierzchni liscia, 3 - grzybnia rozlegta zajmujaca 20%-50%
powierzchni liScia, 4 — obfita grzybnia zajmujaca ponad 50% powierzchni liscia.

Uzyskane w testach zywiciel-patogen wyniki zostaly przekonwertowane na matryce 0-1
z uwzglednieniem warunku, ze jezeli symptomy choroby zostaly ocenione jako 0, 1 lub 2 to
izolat byl klasyfikowany jako awirulentny dla danego genu odporno$ci, natomiast jesli
symptomy choroby zostaly ocenione jako 3 lub 4 izolat zostat sklasyfikowany jako
wirulentny dla danego genu. Na podstawie uzyskanej matrycy oceniono frekwencje
wirulencji poszczegdlnych izolatow, ich kompleksowo$¢ i zrdznicowanie. Izolaty zostaty
roéwniez zgrupowane w odpowiednie patotypy, okreslono rowniez podobienstwo patotypow
maczniaka prawdziwego wystepujacego w Polsce. Analizy zostaty przeprowadzone z oparciu

0 program HaGiS Tool (Herrmann i in. 1999).

Wyniki

W 2016 roku objawy maczniaka prawdziwego obserwowano we wszystkich
4 lokalizacjach, w ktorych prowadzono obserwacje polowe. Najsilniejsze objawy porazenia
maczniakiem prawdziwym obserwowano na terenie Polski zachodniej, najstabsze
w lokalizacji ,,Czestawice” (woj. lubelskie). Sposrdéd ocenianych genotypow najbardziej
porazona byta odmiana Fuchs, ktora nie posiada zadnych genéw odpornosci na maczniaka
prawdziwego. Silne porazenie obserwowano rowniez na liSciach odmian Bruno z genem Pm6
i Jumbo z genem Pm1. Odmiana Mostyn, z genem Pm3 byta porazona w mniejszym stopniu,
co moze $wiadczy¢ o tym, ze gen Pm3 nadal utrzymuje umiarkowang odporno$¢ na
maczniaka prawdziwego w stadium ro$liny dorostej. Linie AvI860 z genem Pm4 i APR122
z genem Pm7 byty catkowicie odporne na maczniaka prawdziwego w warunkach naturalnej
infekcji polowej. Objawow maczniaka prawdziwego nie obserwowano rowniez na lisciach

odmiany Canyon (Tab. 1).

Tabela 1. Odpornos¢ linii i odmian kontrolnych w warunkach naturalnej infekcji polowe;j

w 2016 roku
Lokalizacja Jumbo | Bruno | Mostyn | Av1860 | APR122 | Fuchs Canyon
(Pm1) | (Pm6) | (Pm3) (Pm4) (Pm7)
Kopaszewo 3 3 5 9 9 3 9
Strzelce 3 3 5 9 9 3 9
Polanowice 3 5 7 9 9 3 9
Czestawice 5 5 7 9 9 3 9

Populacje maczniaka prawdziwego wykorzystane do oceny wirulencji patogenu

skolekcjonowano w latach 2010-2015 w réznych czesciach Polski (Tab. 2). Z kazdej



lokalizacji w warunkach laboratoryjnych uzyskano po 10 jednozarodnikowych izolatow

zgodnie z metodyka opisang przez Okon i Kowalczyk (2012).

Tabela 2. Szczegotowe zestawienie dotyczace lokalizacji oraz roku pobrania izolatow uzytych
w doswiadczeniu.

= Rok 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Lokalizacja

Bialka +

Choryh + ¥

Cisow +

Czerwin +

Czestawice + + T

+

Czluchow

Kopaszewo +

Polanowice

Strzelce + +

Warmia

+ |+ |+ ]+

Zambrow

Zalno +

Na podstawie testow zywiciel-patogen przeprowadzonych na grupie genotypow
kontrolnych posiadajacych zdefiniowane geny odpornosci na maczniaka prawdziwego owsa,
wyliczono jedng z podstawowych wartosci dla tego typu analiz jaka jest frekwencja
wirulencji. Warto$¢ ta przedstawia catkowita liczbe wirulentnych typow reakeji (tj. takich,
ktore w tescie zywiciel-patogen charakteryzowaly si¢ objawami porazenia na poziomie
wiekszym lub réwnym 3) dla kazdego z badanych izolatow, wyrazong w procentach (Tab.3,
Rys. 1). Testowane izolaty maczniaka prawdziwego niemal catkowicie przetamaty odporno$é
warunkowana genami Pm1, Pm3 i Pm6. Frekwencja wirulencji wobec tych genow wahata si¢
w przedziale 78-100%. Izolaty maczniaka prawdziwego skolekcjonowane na terenie kraju
zaczelty przelamywaé odpornos¢ warunkowana genem Pm7, jednakze frekwencja wirulencji
wobec tego genu utrzymata si¢ na bardzo niskim poziomie i nie przekroczyta 10%. Zaden
z testowanych izolatdéw maczniaka prawdziwego nie przetamat odpornosci warunkowanej

genami Pm2, Pm4 i Pm5.

Tabela 3. Frekwencja wirulencji izolatow maczniaka prawdziwego skolekcjonowanych na
terenie Polski w latach 2010-2015

Geny odpornosci

Rok
Pm1 Pm2 Pm3 Pm4 Pm5 Pm6 Pm7

2010 100 0 100 0 0 100 5
2011 95 0 95 0 0 80 5
2012 90 0 90 0 0 90 5
2013 85 0 95 0 0 85 0
2014 78 0 87 0 0 90 7
2015 93 0 88 0 0 95 3
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Rysunek 1. Graficzne przedstawienie wirulencji maczniaka prawdziwego w latach 2010-
2015.

Kolejnym parametrem pozwalajagcym na charakterystyke populacji patogena jest
kompleksowos¢. Parametr ten okresla liczbe odmian (o$ X), ktore zostaty porazone przez
dany procent izolatow (0§ Y) z uwzglednieniem poszczegdlnych lat (Rys. 2.).

Analizowane w prezentowanej pracy izolaty mgczniaka prawdziwego najczesciej
przetamywaty odpornos$¢ 3 sposrdd 7 genéw odpornosci wykorzystanych w testach zywiciel-
patogen, byty to geny Pml, Pm3 i Pm6. Zaden z testowanych izolatéw maczniaka
prawdziwego nie byt w stanie przetama¢ odpornosci jednoczesnie zestawu 5, 6 lub 7

analizowanych genow odpornosci (Rys.2.).
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Rysunek 2. Kompleksowos¢ wirulencji maczniaka prawdziwego w latach 2010-2015.
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200 izolatow maczniaka prawdziwego uzyskanych z réznych lokalizacji na terenie
Polski w latach 2010-2015 przetestowano na zestawie 7 odmian i linii kontrolnych z r6znymi
genami odpornosci na maczniaka prawdziwego. Na podstawie modelu porazenia
poszczegolnych linii kontrolnych przez badane izolaty maczniaka prawdziwego okreslono
patotypy tych izolatow za pomoca kodu opracowanego przez Glimour (Tab. 4.). Najczesciej
wystepujacym patotypem byt patotyp 70, ktory reprezentowany byt przez ok. 65,5 %
analizowanych izolatbw maczniaka prawdziwego. W latach 2010, 2011 i 2012
zidentyfikowano po 5 patotypow, w 2013 juz 6, a w 2014 i 2015 odpowiednio 9 i 6
patotypow maczniaka prawdziwego (Tab. 5.). Zréznicowanie patotypéw bylo bardzo niskie
ze wzgledu na niewielka ilo$¢ analizowanych form kontrolnych oraz ze wzgledu na fakt, ze

niemal wszystkie izolaty byly wirulentne wobec genéw Pm1, Pm3 i Pmé6.

Tabela 4. Klasyfikacja patotypow wg. Glimour

QOdrgbny patotyp Liczebnos¢ Frekwencja [%)]
0 2 1
10 1 0,5
20 2 1
30 19 9,5
40 3 15
42 1 05
50 21 10,5
52 1 05
60 11 55
70 131 65,5
72 8 4

Tabela 5. Roznorodno$¢ patotypéw maczniaka prawdziwego

Parametr 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Tlo$¢ izolatow 10 10 10 20 90 60
Liczba réznych patotypow 5 5 5 6 9 6
Patotypy z oceng >1 1 1 1 2 5 5
Diversity: Simple 0,50 0,50 0,50 0,30 0,10 0,10
Diversity: Gleason 1,74 1,74 1,74 1,67 1,78 1,22
Diversity: Shannon 1,23 1,23 1,23 1,08 1,42 0,88

Mierniki dla tematu badawczego 1 (podaé w tabeli)

Warto$¢ miernika Warto$é
Lp. Miernik? podana w opisie miernika
zadania zrealizowana
Liczba lokalizacji, w ktorych przeprowadzono
1 obserwacje porazenia maczniakiem prawdziwym 4 4
zestawu 7 linii i odmian kontrolnych
Liczba izolatoéw uzytych do analizy zmiennos$ci
2 . . . 200 200
populacji maczniaka prawdziwego

2 Poda¢ miernik — np. ilo¢ testow, prob, badanych genotypow etc.



3.2. Temat badawczy 2: Ocena segregacji genow odpornosci w populacjach F, oraz

analiza rozszczepien w pokoleniu F3 z wykorzystaniem testow zywiciel-patogen

Cel tematu badawczego 2

Celem zadania 2 byla ocena segregacji pod wzgledem odporno$ci na maczniaka
prawdziwego populacji F, APR122 x Fuchs, APR122 x Sam, Av1860 x Fuchs i Av1860 x
Sam oraz wybor homozygot dominujacych i recesywnych na podstawie analizy populacji F3.

Materialy i metody

Przedmiotem badan realizowanych w 2016 roku byly populacje F, uzyskane
w wyniku krzyzowania linii APR122 z genem Pm7 oraz linii Av1860 z genem Pm4
z odmianami Fuchs i Sam, wrazliwymi na maczniaka prawdziwego

Do testow zywiciel-patogen wybrano po 3 izolaty awirulentne dla genow Pm4 i Pm7.
Z kazdej populacji F» wysiano pojedynczo do pojemnikow z ziemig ogrodnicza po 300
ziarniakoéw 1 umieszczono w fitotronie. Po 10 dniach fragmenty lisci analizowanych form
wylozono na 12-sto dotkowe plytki wypetnione do polowy agarem z dodatkiem
benzymidazolu (6g agaru na 1l wody i 35 mg/l benzymidazolu). Ptytki z fragmentami li§ci
poddano inokulacji zarodnikami poszczegdlnych izolatow maczniaka prawdziwego.

Po inokulacji szalki umieszczono w fitotronie w nastgpujacych warunkach: temperatura 18°C,
wilgotno$¢ 80% 1 fotoperiod 16/8. Po 10 dniach od inokulacji oceniono stopien porazenia
analizowanych genotypow przez wybrane izolaty maczniaka prawdziwego.

Do oceny porazenia zastosowano skale 5-stopniowg, w ktorej 0 oznacza brak infekcji,
brak widocznych objawdéw porazenia maczniakiem prawdziwym, 1 — ograniczony rozwoj
patogenu , widoczne pojedyncze i niewielkie kolonie, 2 — widoczna grzybnia z niewielka
iloscig zarodnikéw zajmujgca mniej niz 20% powierzchni liScia, 3 - grzybnia rozlegta
zajmujaca 20% - 50% powierzchni liscia, 4 — obfita grzybnia zajmujaca ponad 50%
powierzchni liscia.

Na podstawie uzyskanych wynikdw oceniono segregacje¢ odpornosci na maczniaka
prawdziwego w poszczegolnych populacjach. W celu potwierdzenia zgodnos$ci otrzymanych
w testach odpornosci rozszczepien w segregujacych pokoleniach F, badanych populacji,
w porownaniu z warto$ciami oczekiwanymi zastosowano test zgodnosci 2.

Osobniki populacji F, analizowane w testach zywiciel-patogen wysadzono na poletka
doswiadczalne Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie zlokalizowane w Czestawicach koto
Naleczowa. Rosliny wysadzono co 10 cm na 1 metrowych poletkach w rozstawie rzedow 20
cm. Po zakonczeniu okresu wegetacji z kazdej rosliny F, zebrano ziarniaki Fs. Ziarniaki te
wykorzystano do oceny homozygotycznosci osobnikéw pokolenia F, z wykorzystaniem

testow zywiciel-patogen.



Wyniki

Populacje Av1860 x Fuchs i Av1860 x Sam testowano w oparciu o 3 izolaty
awirulentne dla genu Pm4: Polanowice 2015(1)PK, Kopaszewo 2015(1) PK oraz
Czestawice2015 (2). Do testow populacji APR122 x Fuchs i ARP122 x Sam wybrano 3
izolaty awirulentne dla genu Pm7: Choryn 2014, Strzelce 2015 (1), Czestawice 2014. WyniKi
testow przedstawiono w Tabeli 6. Rosliny, ktorych reakcja na patogen byta oceniona jako 3
1 4 klasyfikowano jako wrazliwe, rosliny ocenione jako 0 klasyfikowano jako w petni
odporne, 1 1 2 klasyfikowano jak odpowiedz umiarkowang i zaliczano te ro$liny do
odpornych.

W pokoleniu F, mieszancow Av1860 x Fuchs, Av1860 x Sam, APR122 x Fuchs, APR
122 x Sam uzyskano segregacje roslin na odporne i podatne na porazenie przez wybrane
izolaty maczniaka prawdziwego (Tab. 7, Rys. 3). Po weryfikacji otrzymanych wynikoéw za
pomoca testu y° we wszystkich analizowanych populacjach stwierdzono proporcje

rozszczepien pasujaca do modelu 3 rosliny odporne: 1 roslina wrazliwa.

Tabela 6. Wyniki testow zywiciel-patogen przeprowadzone na populacjach F;

Av1860 x Fuchs Av1860 x Fuchs APR122 x Fuchs APR122 x Sam
izolaty 1zolaty 1zolaty 1zolaty
maczniaka maczniaka maczniaka maczniaka
rawdziwego rawdziwego rawdziwego rawdziwego
% p . g % p g % pﬁ - g % pﬁ - g
——~ < <

quu’to’qﬂ e %3335@ e = |3 5 2 < |8 5
cERa@s 2o |85 5 m A o6 12«
SS 0N Nuw S3leg |88 2 Esi8g 2 Esi8g
ISR Aol OX¥) o QK& O OhZd o OhZd o
1 4 4 4 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
2 4 4 4 2 1 1 2 2 2 2 2 2 0 0 0
3 4 4 4 3 1 2 2 3 0 0 0 3 2 2 2
4 4 4 4 4 1 1 1 4 2 1 1 4 2 1 1
5 2 2 2 5 1 1 1 5 1 2 1 5 2 2 1
6 0 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0 6 0 0 0
7 0 0 0 7 2 2 2 7 2 2 2 7 2 2 2
8 2 1 1 8 1 1 2 8 1 2 2 8 0 0 0
9 0 0 0 9 2 1 2 9 0 0 0 9 2 1 1
10 2 2 2 10 1 1 1 10 2 2 2 10 4 4 4
11 0 0 0 11 2 2 2 11 2 1 1 11 2 1 1
12 2 2 2 12 4 4 4 12 1 2 2 12 1 2 1
13 4 4 41 13 1 1 1] 13 0 0 0 13 0 0 0
14 0 0 0| 14 4 4 41 14 2 2 1| 14 4 4 4
15 1 1 1 15 4 4 4 15 2 2 2 15 2 2 2
16 0 0 0 16 4 4 4 16 4 4 4 16 4 4 4
17 0 0 0| 17 4 4 41 17 0 0 0 17 0 0 0
18 2 2 0| 18 2 2 1] 18 0 0 0| 18 0 0 0
19 4 4 4 19 1 1 1 19 4 4 4 19 4 4 4
20 0 0 0| 20 4 4 41 20 4 4 41 20 4 4 4
21 0 0 0| 21 4 4 41 21 1 1 2| 21 1 1 2
22 4 4 4 22 1 1 1 22 1 2 2 22 1 2 2
23 4 4 41 23 0 0 0| 23 3 3 41 23 3 3 4
24 1 1 2| 24 0 0 0f 24 1 1 1| 24 2 2 2
25 1 1 1 25 0 0 0 25 4 4 41 25 4 4 4
26 1 1 2| 26 1 1 1| 26 4 4 4| 26 4 4 4
27 1 1 1( 27 0 0 0 27 1 1 1| 27 1 1 1
28 0 0 0 28 1 1 1 28 1 2 2 28 4 4 4
29 2 2 20 29 2 2 20 29 1 1 20 29 1 1 2
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Tabela 7. Segregacja mieszancow pokolenia F, pod wzgledem odpornosci na maczniaka
prawdziwego

Liczba Liczba ro$lin Liczba ro$lin Oczekiwane

. ., a2
Mieszatce testowanych ro$lin odpornych wrazliwych rozszczepienie Wartose
Av1860 x Fuchs 300 226 74 31 0,017
Av1860 x Sam 300 229 71 3:1 0,284
APR122 x Fuchs 300 216 84 31 1,44
APR122 x Sam 300 220 80 3:1 0,64
APR122 x Fuchs Av1860 x Fuchs APR122 x Sam Av1860 x Sam
m Liczbaroskin odpornych B Liczbaroskin odpor nych m Liczba rosiin odpornych m Liczba rosiin odpornych
W Liczbarosin wraliwych w Liczbaroshn wralivych u Liczbarodin wraliwych miLiczbarcdin: wralinych

Rysunek 3. Segregacja mieszancéw pokolenia F, analizowanych populacji pod wzglgdem
odpornosci na mgczniaka prawdziwego
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Z analizowanych populacji zebrano ziarniaki F3 z kazdej rosliny oddzielnie i wysiano
w celu oceny homozygotycznosci roslin Fo. Ocen¢ homozygotycznos$ci przeprowadzono w
oparciu o testy zywiciel-patogen z wykorzystaniem izolatow awirulentnych dla genéw Pm4 i
Pm7. Na podstawie przeprowadzonych testow wyselekcjonowano osobniki homozygotyczne i

heterozygotyczne w analizowanych populacjach (Tab. 8).

Tabela 8. Rozktad osobnikéw homozygotycznych i heterozygotycznych w
analizowanych populacjach

Populacja Liczebno$¢ populacji | Liczba homozygot odpornych | Liczba homozygot wrazliwych | Liczba heterozygot
AV1860 x Fuchs 300 87 74 139
Av1860 x Sam 272 73 65 134
APR122 x Fuchs 280 71 75 134
APR122 x Sam 278 78 69 131

Mierniki dla tematu badawczeqo 2 (podaé w tabeli)

Warto$¢ miernika
Lp. Miernik® podana w opisie
zadania

Wartos¢ miernika
zrealizowana

Liczba przetestowanych populacji F;

(300 osobnikow z kazdej populacji) 4 4

Liczba izolatéw maczniaka
2 prawdziwego wybranych do oceny 3 3
kazdej z analizowanych populacji F»

3.3. Temat badawczy 3: Piramidyzacja i wprowadzanie do genomu owsa efektywnych

genow odpornosci przeciwko maczniakowi prawdziwemu na drodze krzyzowania roslin

Cel tematu badawczego 3

Celem zadania 3 byla ocena poziomu odpornosci odmian owsa zwyczajnego
wpisanych do krajowego rejestru odmian uprawnych oraz uzyskanie na drodze krzyzowania
ros$lin, mieszancéw odmian owsa zwyczajnego z liniami zawierajagcymi efektywne geny
odporno$ci na maczniaka prawdziwego jak réwniez piramidyzacja efektywnych gendéw

odpornosci w genomie owsa.

Materialy i metody

Pierwszy etap prac w zadaniu 3 obejmowat ocen¢ poziomu odpornos$ci polskich odmian owsa
zwyczajnego na maczniaka prawdziwego za pomoca testow zywiciel-patogen. Przedmiotem
badan byto 30 polskich odmiany owsa zwyczajnego znajdujace si¢ aktualnie na liscie odmian

uprawnych COBORU (Tab.9.)

® Poda¢ miernik — np. ilo¢ testow, prob, badanych genotypow etc.
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Tabela 9. Charakterystyka analizowanych odmian owsa zwyczajnego

Lp Odmiana Hodowca Odpornos'(f polowa na chzn_iaka
prawdziwego (wg. 9°skali)

1 Arab DANKO HR 75
2 Arden DANKO HR 7.8
3 Arkan DANKO HR 8,0
4 Berdysz DANKO HR 7,7
5 Bingo Hodowla Roslin Strzelce 1,7
6 Borowiak Matopolska Hodowla Ro$lin -
7 Breton DANKO HR 75
8 Celer Matopolska Hodowla Roslin 77
9 Chwat Hodowla Roslin Strzelce 7,7
10 Deresz DANKO HR 75
1 Elegant Hodowla Roélin Strzelce 8,4
12 Furman DANKO HR 7,7
13 Gniady DANKO HR 7.8
14 Grajcar Matopolska Hodowla Roslin -
15 Haker Hodowla Roélin Strzelce 8,0
16 Harna$ Matopolska Hodowla Roslin 1,7
17 Kasztan Matopolska Hodowla Roslin -
18 Komfort Hodowla Roslin Strzelce 79
19 Koneser Hodowla Roélin Strzelce 7.8
20 Krezus Hodowla Ro$lin Strzelce 7,6
21 Maczo Hodowla Roslin Strzelce 8,0
22 Nawigator Hodowla Roélin Strzelce 8,1
23 Paskal Hodowla Roélin Strzelce 8,1
24 Polar Hodowla Roélin Strzelce 8,0
25 Rajtar DANKO HR 7.9
26 Romulus DANKO HR -
27 Siwek Matopolska Hodowla Roslin 8,1
28 Stawko Hodowla Ro$lin Strzelce 7,6
29 Szakal Hodowla Roélin Strzelce 7,6
30 Zuch DANKO HR 7,2

Ocena oparta na podstawie porejestrowych doswiadczen odmianowych prowadzonych przez
COBORUT[http://www.coboru.pl/DR/charaktodmiany.aspx]: 9 odmiana catkowicie odporna , 0 — odmiana
wrazliwa

Testy zywiciel-patogen wykonano na pierwszych liciach 10-dniowych siewek.
Fragmenty li$ci wykladano na 12 dotkowe ptytki wypetnione do potowy agarem z dodatkiem
benzymidazolu (6 g agaru na 1 1 wody oraz 35 mg-1™ benzymidazolu). Do pierwszego
I ostatniego dotka kazdej ptytki wyktadano formy kontrolne w kolejnosci: Fuchs - odmiana
podatna na porazenie maczniakiem, odmiana Jumbo z genem Pm1l, Mostyn z genem Pm3,
linia Av1860 z genem Pm4, odmiana Bruno z genem Pm6 i linia APR122 z genem Pm7.

Piytki z fragmentami lisci inokulowano w wiezy inokulacyjnej, umieszczajgc ok. 500-700
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zarodnikéw maczniaka prawdziwego na 1 cm®. Nastepnie szalki umieszczano w fitotronie,
w temperaturze ok. 17°C przy nat¢zeniu $wiatta ok. 4 kLx.

Po dziesieciu dniach od inokulacji izolatami maczniaka prawdziwego okreslono
porazenie lisci w skali 5° (gdzie 0 oznacza brak porazenia, a 4 porazenie w ktorym grzybnia
zajmuje powyzej 50% powierzchni liscia). Wyrdzniono trzy klasy reakcji na zastosowane
izolaty. Odporna — gdy infekcja wzgledem odmiany podatnej wynosita 0-20%, posrednia —
jesli infekcja wzgledem odmiany podatnej wynosita ok. 20-50% 1 wrazliwa — gdy stopien
infekcji byl powyzej 50%.

Testy zywiciel-patogen prowadzono w oparciu o 10 izolatow maczniaka prawdziwego
charakteryzujacych si¢ r6znym wzorem porazenia zestawu linii i odmian kontrolnych oraz

charakteryzujacych si¢ zréznicowanym pochodzeniem.

Drugi etap badan w ramach zadania 3 obejmowat krzyzowanie wrazliwych na
porazenie maczniakiem prawdziwym odmian owsa zwyczajnego z liniami zawierajagcymi
efektywne geny odpornosci. Jako formy mateczne wykorzystano 20 odmian owsa
zwyczajnego zidentyfikowanych jako wrazliwe na porazenie przez maczniaka prawdziwego
oraz linie hodowlane pozyskane ze spotek hodowli roslin. Jako formy ojcowskie
wykorzystano linie owsa zwierajace zdefiniowane geny odpornosci na maczniaka
prawdziwego.

Genotypy przeznaczone do krzyzowan wysiano na poletkach do§wiadczalnych
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie zlokalizowanych w Czestawicach koto Natgczowa
(Tab. 10). Na kilka dni przed kwitnieniem w ktoskach wiech matecznych z pierwszego
kwiatu usunigto pylniki, natomiast pozostate kwiaty wycigto. Na wiechy zalozono izolatory z
folii celulozowej, a po czterech dniach od kastrowania na znamiona stupka naniesiono pylek z
roslin ojcowskich.

We wszystkich krzyzowanych wiechach oceniono liczbe wykastrowanych kwiatow
oraz zawigznych ziarniakéw. Na podstawie tych danych obliczono efektywnos¢

przeprowadzonych krzyzowan i zdolno$¢ kombinacyjng poszczegdlnych form wyrazong w %.

Tabela 10.Genotypy owsa wysiane do krzyzowan w 2016 roku

. Linie i odmiany ze zdefiniowanymi
Odmiany owsa Genotypy z Hodowli Roslin
Lp ; genami odporno$ci na maczniaka
ZWYyczajnego DANKO .
prawdziwego

1 Arkan D1 Jumbo

2 Arden D2 Mostyn

3 Bingo D3 Av1860

4 Berdysz D4 Bruno

5 Borowiak D5 APR122

6 Breton D6 Canyon
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7 Celer D7 Fuchs
8 Chwat D8 Sam
9 Elegant D9
10 Furman D10
11 Haker D11
12 Kasztan D12
13 Komfort D13
14 Koneser D14
15 Krezus D15
16 Nawigator D16
17 Paskal D17
18 Romulus D18
19 Siwek D19
20 Zuch
Wyniki

Izolaty maczniaka prawdziwego pozyskano z populacji patogenu zebranych
w roznych czesciach kraju (Rys.4.). W warunkach laboratoryjnych z kazdej lokalizacji
wyprowadzono jednozarodnikowe izolaty, ktore wykorzystano do przeprowadzenia testow
zywiciel-patogen na zestawie linii i odmian kontrolnych. Do analizy poziomu odpornosci
polskich odmian owsa zwyczajnego na maczniaka prawdziwego wybrano 12 izolatow
charakteryzujgcych si¢ zroznicowanym poziomem porazenia genotypow ze zdefiniowanymi
genami odpornosci. Wyselekcjonowane izolaty maczniaka prawdziwego pozwolily na

identyfikacje w badanym materiale genéw Pm1, Pm3, Pm4, Pm6 i Pm7.

Nowssiéki
Zalno
Sepdino Krajenskie
Zambrow
Czerwin
Strzelce
Choryh
Kopaszewo
Prusice Czeslawice
03
Polanowice

© OpenStreethap contmbutors © CartoDB,CartoDB attribution
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Rysunek 4. Pochodzenie wybranych do testow zywiciel-patogen izolatow magczniaka
prawdziwego.

Sposrdd testowanych 30 polskich odmian owsa zwyczajnego 22 wykazaly catkowita
wrazliwo$¢ lub odpowiedz posrednia na pojedyncze izolaty maczniaka prawdziwego

zastosowane w doswiadczeniu (Tab.11).

Tabela 11. Wzory porazenia odmian owsa zwyczajnego wykazujgcych wrazliwos¢ lub
umiarkowang odporno$¢ na maczniaka prawdziwego.

Izolaty maczniaka prawdziwego
¥ | =
o = M Q D —
. s|lslelsle|lS|elglalalylS

Odmiana o g o = | 8 bt i = = e <

- 7} — ~ b S (=] o <t o =

o = o <+ v} N N 2 N — 8 I

5% L2 | N = e Q £ > 8 I I3

o ] 5} 8 g 2 E N 2 < [} \%

R I R = R I - N T B T < =

[ I 2 S N £ = = 2] =2

N 2 = z 5 2 | O G g | % 2 g

S|ls|a|2|Zz|K N | g || x| S

5 =% @] ®] o

X | &

Arab W W[ W|W[|W|W|W|W]|W P W | W
Arden WIW| W[|W|W|W|W | W|W|W|W|W
Arkon W | W[ W]| W P W | W|W| W P W | W

Berdysz W W | W|W|W|W P W | W|W|W|W
Bingo Wi W W[ W W|W|W | W|W|W|W|W
Borowiak Wi W W |  W|W| W W | W|W|W|W]|W
Breton P WI|lW | W|[|W|W|W P W | W|W| W
Chwat W[ iW| W[ | W|W|W/|W|W P W | W P
Elegant P W W | W [|W|W|W]|W P P W | W
Furman Wi W W | W W | W|[W | W|W]|W P W
Grajcar Wi W W |  W|IW| W W | W | W|W|W]|W
Haker W | W | W[ W P W I W | W|W P W | W
Komfort Wi W W | W W | W|[W | W|W]|W P W
Koneser P P W | W P W | W P W P W | W
Krezus Wi W| W |  W|W| W W |  W|W|W|W]|W
Paskal Wi W|W| W W[ W|W| W | W|W|W]|W
Polar P W | W| W P W I W|W | W|W|W]|W
Romulus P w P w P P W | W| W P W | W
Siwek P W I W|W|W | W|W|W]|W P W | W
Stawko Wi W| W |  W|W| W W |  W|W|W|W]|W
Szakal Wi W|W| W W[ W|W| W | W|W|W]|W
Zuch Wi W| W |  W|W| | W W | W | W|W|W]|W

Odpowiedz roslin na atak patogenu
W - wrazliwa, P- posrednia, O — odporna

Przeprowadzone testy pozwolily na identyfikacje obecnosci genow odpornosci w polskich
odmianach owsa zwyczajnego. Porownanie profili porazenia linii i odmian kontrolnych

z profilami porazenia analizowanych odmian pozwolilo na identyfikacje genu Pm6
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w odmianie Rajtar, genu Pm1 w odmianie Gniady i genu Pm3 w odmianie Deresz (Tab.12).
Wzér porazenia odmiany Harna$ pozwala przypuszczaé, iz odmiana ta posiada gen Pm6
potaczony z innym, niezidentyfikowanym genem lub genami odpornosci. Wzory porazenia
uzyskane dla odmian Maczo, Nawigator, Kasztan i Celer nie pasowaty do wzoréw porazenia
linii i odmian kontrolnych, mozna wigc przypuszczaé, ze posiadaja one kombinacje réznych
genow odpornosci (Tab.12). Odmiany te byly odporne na pojedyncze izolaty maczniaka
prawdziwego. Odmiany Nawigator i Maczo odporne byly na dwa izolaty pochodzace
z zachodniej cze$ci kraju, Odmiana Kasztan, na izolaty pochodzace ze wschodniej czegsci

Polski. W zadnej z testowanych odmian owsa zwyczajnego nie zidentyfikowano genow Pm4

i Pm7.

Tabela 12. Wzory porazenia odmian owsa zwyczajnego wykazujacych odpornos¢ na
maczniaka prawdziwego.

Izolaty maczniaka prawdziwego
¥ | X
o = —~ —~ =
S|l S8 £ w | S w | Tl |l x| & Postulowane geny
. = | e = | ~| 3 ) M el 2 | o ¥ 0 :
Odmiana w | |lw | T | |z|8|~=|28|F| w | = |odpomoscinamaczniaka
P Z =l = 159 e} 39 — = < i
|8 |9 || 2|9 = a |l s | prawdziwego
N B BN ) Y £ o 3 I3 39
o s @ 1 B 2 S Q 2 ~ © g
= | 2| L2 ] 21l ezl | 8¢
3 =} & E\- 53 = N _= 2 s g =
B2 5| E|s|3|°C|3|s|&8|&2)| 5
g | & 5 9 & N
X | &
Celer W | W | W| W P P 0} w 0} 0} w P U
Deresz W|W|[|O|W| W |W]|W P w P w P Pm3
Gniady P W | W | W| W P P W | W 0} W | W Pm1
Harnas W o P w o P w 0} P P (0} P Pm6+U
Kasztan w P w P W | W 0} P w 0} w P U
Maczo P W | W | W P P w P W | W (0} w U
Nawigator P P P w P W | W P P P w U
Rajtar W | W | W| W O W | W | W|[|W|W 0} w Pm6

Odpowiedz roslin na atak patogenu
W - wrazliwa, P- posrednia, O — odporna

W ramach realizacji zadania wykonano krzyzowania roslin zgodnie z zaplanowanym
schematem. W 2016 roku do krzyzowan przeznaczono 19 linii Hodowlanych pochodzacych
z Hodowli Roslin DANKO (Tab. 13), 20 odmian owsa zwyczajnego (Tab. 14), oraz 8 linii
I odmian owsa stanowiacych zestaw linii i odmian kontrolnych (Tab. 15). Lacznie
wykastrowano 2129 kwiatkéw z form matecznych. Najwiecej wykastrowanych kwiatkéw
przypadato dla odmiany Canyon oraz dla linii D7 najmniej dla odmian Furman, Romulus
i Elegant oraz dla linii D15. Srednio na jedna odmiane mateczng przypadato 45,93
wykastrowanych kwiatkodw, na genotyp ojcowski za$ 263,63.

W 2016 roku wykonano 110 kombinacji krzyzowkowych. Ziarniaki mieszancowe

uzyskano dla 70 kombinacji. Lacznie w wyniku krzyzowan przeprowadzonych w 2016 roku
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uzyskano 317 ziarniakéw. Procent zawigzanych ziarniakow wahat si¢ od 61% do 2%.
Najwiegcej ziarniakéw otrzymano dla kombinacji krzyzowkowych wykonanych pomiedzy
liniami z Hodowli Ro$lin DANKO a liniami z genami Pm4 i Pm7 (Tab. 13), najmniejsza
liczbe ziarniakow uzyskano w wyniku krzyzowania odmian owsa zwyczajnego z liniami
Av1860 i APR122 (Tab. 14). Najwigcej ziarniakoéw uzyskano w wyniku zapylania pytkiem
pochodzacym z linii Av1860 (214 ziarniakoéw), najmniej za§ w wyniku zapylenia pytkiem
pochodzacym z odmiany Sam (3ziarniaki) $rednio na jedng form¢ ojcowska przypadato 26,75
ziarniaka.

Rozpatrujac formy mateczne, najwigcej ziarniakéw uzyskano dla kombinacji z linig
D11 (23 ziarniaki) oraz dla kombinacji z odmiang Canyon (17 ziarniakéw), $rednio na jedng

odmian¢ mateczng wykorzystang w krzyzowaniach przypadato 7,04 ziarniaka.

Tabela 13. Kombinacje krzyzowkowe wykonane pomiedzy liniani otzrmanymi z Hodowli
Roslin DANKO a liniami AV1860 (Pm4) i APR122 (Pm7)

% ]
z S

g g | g% | §3
S S §E | £
= 9 = £ E
.E \2 E
o Pm4 1 26%
Pm7 0 0%
Pmd 19 51%

D2
Pm7 1 3%
0,
3 Pmd 5 13%
Pm7 3 11%
Pm4 4 9%

D4
Pm7 2 7%
0,
o Pmd 13 31%
Pm7 0 0%
Pm4 14%
D6 m 5 (]
Pm7 0 0%
o Pmd 5 10%
Pm7 1 3%
Pmd 20 57%

D8
Pm7 0 0%
Pm4 1 5%

D9
Pm7 2 8%
0,
010 Pmd 5 15%
Pm7 1 4%
Pma4 2 1%
D11 3 61%
Pm7 0 0%
o2 Pmd4 9 30%
Pm7 1 3%
Pma4 21%
D13 8 >
Pm7 2 7%
Pmd 15 43%
Dl Pm7 4 11%
Pmd 5 40%

D15
Pm7 0 0%
Pmd 18 48%

D16
Pm7 4 13%
Pm4 14 35%

D17
Pm7 5 20%
Pmd 6 18%

D18
Pm7 1 2%

20



Pm4 3 13%

D19 Pm7 0 0%

Tabela 14. Kombinacje krzyzoéwkowe wykonane pomiedzy odmianani owsa zwyczajnego a
liniami AV1860 (Pm4) i APR122 (Pm7)

=

Qo
8 S 8 E Y E o
= ) 3% 3 g z B
e ] N 'J

®
Arden Pm4 23 10 43%
Arden Pm7 15 4 27%
Arkan Pm4 19 9 47%
Arkan Pm7 12 5 42%
Berdysz Pm4 15 0 0%
Berdysz Pm7 9 0 0%
Bingo Pm4 15 0 0%
Bingo Pm7 13 0 0%
Borowiak Pm4 10 0 0%
Borowiak Pm7 14 1 7%
Breton Pm4 12 6 50%
Breton Pm7 10 1 10%
Celer Pm4 15 2 13%
Celer Pm7 8 0 0%
Chwat Pm4 12 0 0%
Chwat Pm7 10 0 0%
Elegant Pm4 7 1 14%
Elegant Pm7 13 1 8%
Furman Pm4 9 0 0%
Furman Pm7 11 0 0%
Haker Pm4 11 0 0%
Haker Pm7 11 0 0%
Kasztan Pm4 16 0 0%
Kasztan Pm7 13 0 0%
Komfort Pm4 13 0 0%
Komfort Pm7 9 0 0%
Koneser Pm4 11 0 0%
Koneser Pm7 11 0 0%
Krezus Pm4 12 0 0%
Krezus Pm7 10 0 0%
Nawigator Pm4 10 0 0%
Nawigator Pm7 15 0 0%
Paskal Pm4 15 0 0%
Paskal Pm7 9 0 0%
Romulus Pm4 9 3 33%
Romulus Pm7 11 0 0%
Siwek Pm4 13 0 0%
Siwek Pm7 15 0 0%
Zuch Pm4 9 0 0%
Zuch Pm7 12 0 0%
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Tabela 15. Kombinacje krzyzoéwkowe wykonane pomiedy odmianami i liniami owsa
stanowigcycmi zestaw komtrolny.

Sz
S o 2| 5t
© < N R

—

Bruno Canyon 12 3 25%
Bruno Jumbo 10 3 30%
Bruno Mostyn 10 1 10%
Bruno Pm4 12 2 17%
Bruno Pm7 15 2 13%
Canyon Bruno 13 0 0%
Canyon Fuchs 11 5 45%
Canyon Jumbo 14 3 21%
Canyon | Mostyn 13 3 23%
Canyon Pm4 15 1 7%
Canyon Pm7 13 2 15%
Canyon Sam 15 3 20%
Jumbo Bruno 15 1 7%
Jumbo Canyon 12 2 17%
Jumbo Mostyn 12 1 8%
Jumbo Pm4 13 2 15%
Jumbo Pm7 15 3 20%
Mostyn Bruno 13 2 15%
Mostyn | Canyon 12 3 25%
Mostyn Jumbo 13 3 23%
Mostyn Pm4 12 1 8%
Mostyn Pm7 11 3 27%
Pm4 Bruno 12 2 17%
Pm4 Canyon 13 1 8%
Pm4 Jumbo 11 1 9%
Pm4 Mostyn 10 1 10%
Pm4 Pm7 9 1 11%
Pm7 Bruno 12 1 8%
Pm7 Canyon 15 0 0%
Pm7 Jumbo 14 1 7%
Pm7 Mostyn 12 2 17%
Pm7 Pm4 13 2 15%

22



Mierniki dla tematu badawczego 3

Wartos¢ Wartos¢
Lp. Miernik* miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana
1 Liczba przetestowanych odmian owsa zwyczajnego 30 30
2 Liczba izolatow maczn.ia.ka wykorzystanych do testow 10 12*
zywiciel-patogen
3 Liczba wykonanych kombinacji krzyzéwkowych 100 110”

* Wyzsza warto$¢ zrealizowanego mernika zwigzana jest z wykonaniem testow na wigkszej iloSci
izolatow z powodu mozliwosci utraty czgsci wynikdw z przyczyn losowych (obumarcie lisci, staby
rozwoj patogenu podczas testu)

“wyzsza wartosc zrealizowanego miernika wynika z faktu iz iloé¢ kombinacji wykonana byta z 10%
zapasem w razie utraty czeSci z nich z przyczyn losowych- prace prowadzone byly w warunkach
eksperymentu polowego

44 Temat badawczy 4: Genotypowanie form rodzicielskich 1 mieszancow F;
homozygotycznych pod wzgledem odporno$ci na maczniaka prawdziwego z wykorzystaniem

technik RAPD, ISSR i SRAP

Cel tematu badawczego 4
Celem prac prowadzonych w ramach tematu 4 bylo poszukiwanie losowych markeréw

DNA réznicujacych pule roslin odpornych i podatnych w populacji Fo, APR122 % Fuchs

Materialy i metody

Przedmiotem badan realizowanych w 2016 roku byty homozygotyczne pod wzglgdem
odporno$ci na maczniaka prawdziwego osobniki populacji APR122 x Fuchs oraz formy
rodzicielskie. Na podstawie testow zywiciel-patogen, z analizowanej populacji wybrano po 30
roslin homozygotycznych (odpornych i podatnych). 1zolacje DNA z badanych mieszancow
oraz form rodzicielskich przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu
kolumienkowego. Do poszukiwania losowych markerow DNA dla genu Pm7 wykorzystano
metode BSA (Bulk Segregant Analysis) (Michelmore i in. 1991). DNA wyizolowane z roslin
odpornych 1 podatnych na porazenie maczniakiem prawdziwym potgczono w pule zgodnie
z zalozeniami metody BSA i wykorzystano do analiz PCR. W pierwszej kolejnosci do
poszukiwania losowych fragmentéw DNA roznicujacych pule roslin odpornych i podatnych
wykorzystano metod¢ RAPD. Przetestowano 200 starterow RAPD. Sklad mieszaniny
reakcyjnej o objetosci 15ul byt nastepujacy: 1 x bufor do PCR (10 mM Tris pH 8.8, 50 mM
KCI, 0.08% Nonidet P40), 160 uM kazdego dNTP, 5,3 pM startera, ImM MgCl,, 60 ng

# Poda¢ miernik — np. ilo§¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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genomowego DNA, 0.4 U Tag DNA Polymerase. Reakcje amplifikacji przeprowadzono na
termocyklerze Thermalcycler T1 Biometra z zastosowaniem nastgpujgcego profilu
termicznego: wstgpna denaturacja przez 3 min. w 94°C, 44 cykle: 94°C - 45 s, 37°C - 45 s,
72°C - 45 s, z koncowg inkubacjg 7 min. w 72°C. Produkty reakcji rozdzielano na 1,5% zelu
agarozowym zawierajacym bromek etydyny. Zele pods$wietlano na transiluminatorze

1 fotografowano z wykorzystaniem systemu dokumentacji zeli Poly Doc.

Wyniki

Na podstawie wynikow testow zywiciel-patogen do analiz molekularnych wybrano 60
osobnikdw homozygotycznych pod wzgledem odpornosci na maczniaka prawdziwego.
30 osobnikéw stanowily homozygoty odporne na maczniaka prawdziwego, kolejne 30
homozygoty wrazliwe. Ponadto materialem w analizach molekularnych bylty rowniez formy
rodzicielskie: Linia ARP122 z genem Pm7 i odmiana Fuchs wrazliwa na mgczniaka

prawdziwego (Tab. 16)

Tabela 16. Genotypy populacji APR122 x Fuchs wybrane do analiz molekularnych

Genotypy odporne
(Numer roéliny Fy)
1
2
6
9
17
18
36
37
39
46
47
49
50
55
56
61
62
65
66
70
71
76
82
85
88
91
95
97
101
113
APR122

Genotypy wrazliwe
(Numer roéliny Fy)
10
14
19
20
25
26
28
31
43
44
45
51
60
68
81
83
89
90
92
93
99
108
110
111
116
119
125
126
127
133
Fuchs
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W 2016 roku przeprowadzono reakcje z 200 starterami RAPD (Tab. 17)

Tabela 17. Startery RAPD przetestowane w 2016 roku
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Lp s'\tl:é\ég Sekwencja Lp s,\tl:rztgz sekwencja Lp s’\tl:rztgz Sekwencja Lp sI\t]:th\é\;: sekwencja

1 A-01 CAGGCCCTTC 51 C-14 TGCGTGCTTG | 101 F-09 CCAAGCTTCC 151 1-05 TGTTCCACGG

2 A-02 TGCCGAGCTG 52 C-15 | GACGGATCAG | 102 F-10 GGAAGCTTGG | 152 1-06 AAGGCGGCAG
3 A-03 AGTCAGCCAC 53 C-16 CACACTCCAG | 103 F-11 TTGGTACCCC 153 1-08 TTTGCCCGGT

4 A-04 AATCGGGCTG 54 C-17 TTCCCCCCAG | 104 F-12 ACGGTACCAG | 154 1-09 TGGAGAGCAG
5 A-05 AGGGGTCTTG 55 C-18 TGAGTGGGTG | 105 F-13 GGCTGCAGAA | 155 1-10 ACAACGCGAG
6 A-06 GGTCCCTGAC 56 C-19 GTTGCCAGCC | 106 F-15 CCAGTACTCC 156 I-11 ACATGCCGTG
7 A-07 GAAACGGGTG 57 C-20 ACTTCGCCAC | 107 F-19 CCTCTAGACC 157 I-12 AGAGGGCACA
8 | A-07B | GAAACGGGTG | 58 D-01 | ACCGCGAAGG | 108 F-20 GGTCTAGAGG | 158 1-13 CTGGGGCTGA
9 A-09 GGGTAACGCC 59 D-02 | GGACCCAACC | 109 | G-01 CTACGGAGGA | 159 I-14 TGACGGCGGT
10 | A-10 GTGATCGCAG 60 D-04 | TCTGGTGAGG | 110 | G-02 GGCACTGAGG | 160 I-15 TCATCCGAGG
11 | A-12 TCGGCGATAG 61 D-05 | TGAGCGGACA | 111 | G-03 GAGCCCTCCA | 161 I-16 TCTCCGCCCT

12 | A-13 CAGCACCCAC 62 D-06 | ACCTGAACGG | 112 | G-04 AGCGTGTCTG 162 1-17 GGTGGTGATG
13 | A-l14 TCTGTGCTGG 63 D-07 | TTGGCACGGG | 113 | G-05 CTGAGACGGA | 163 1-18 TGCCCAGCCT
14 | A-15 TTCCGAACCC 64 D-08 GTGTGCCCCA | 114 | G-06 GTGCCTAACC 164 1-19 AATGCGGGAG
15 | A-16 AGCCAGCGAA 65 D-09 CTCTGGAGAC | 115 | G-07 GAACCTGCGG | 165 1-20 AAAGTGCGGG
16 | A-17 GACCGCTTGT 66 D-10 GGTCTACACC | 116 | G-08 TCACGTCCAC 166 J-01 CCCGGCATAA
17 | A-18 AGGTGACCGT 67 D-11 AGCGCCATTG | 117 | G-09 CTGACGTCAC 167 J-02 CCCGTTGGGA
18 | A-19 CAAACGTCGG 68 D-12 CACCGTATCC | 118 | G-10 AGGGCCGTCT | 168 J-03 TCTCCGCTTG

19 | A-20 GTTGCGATCC 69 D-13 | GGGGTGACGA | 119 | G-11 TGCCCGTCGT 169 J-19 GGACACCACT
20 B-01 GTTTCGCTCC 70 D-14 CTTCCCCAAG | 120 | G-12 CAGCTCACGA 170 3-20 AAGCGGCCTC
21 B-02 TGATCCCTGG 71 D-15 CATCCGTGCT | 121 | G-13 CTCTCCGCCA 171 K-01 CATTCGAGCC
22 B-03 CATCCCCCTG 72 D-17 TTTCCCACGG | 122 | G-14 GGATGAGACC | 172 | k-02 GTCTCCGCAA
23 B-05 TGCGCCCTTC 73 D-18 | GAGAGCCAAC | 123 | G-15 ACTGGGACTC 173 | k-03 CCAGCTTAGG
24 B-06 TGCTCTGCCC 74 D-19 CTGGGGACTT | 124 | G-16 AGCGTCCTCC 174 | k-04 CCGCCCAAAC
25 B-07 GGTGACGCAG 75 D-20 ACCCGGTCAC | 125 | G-17 ACGACCGACA | 175 | Kk-05 TCTGTCGAGG
26 B-08 GTCCACACGG 76 E-01 CCCAAGGTCC | 126 | G-18 GGCTCATGTG 176 K-06 CACCTTTCCC

27 B-10 CTGCTGGGAC 77 E-02 GGTGCGGGAA | 127 G-19 GTCAGGGCAA | 177 K-07 AGCGAGCAAG
28 B-11 GTAGACCCGT 78 E-03 CCAGATGCAC | 128 | G-20 TCTCCCTCAG 178 | Kk-08 GAACACTGGG
29 B-12 CCTTGACGCA 79 E-04 GTGACATGCC | 129 | H-01 GGTCGGAGAA | 179 | Kk-09 CCCTACCGAC
30 B-13 TTCCCCCGCT 80 E-05 | TCAGGGAGGT | 130 | H-02 TCGGACGTGA | 180 | Kk-10 GTGCAACGTG
31 B-14 TCCGCTCTGG 81 E-06 AAGACCCCTC | 131 | H-03 AGACGTCCAC | 181 | Kk-11 AATGCCCCAG
32 B-15 GGAGGGTGTT 82 E-07 AGATGCAGCC | 132 H-04 GGAAGTCGCC 182 K-12 TGGCCCTCAC
33 B-16 TTTGCCCGGA 83 E-08 TCACCACGGT | 133 H-05 AGTCGTCCCC 183 K-13 GGTTGTACCC
34 B-17 AGGGAACGAG 84 E-09 CTTCACCCGA | 134 | H-06 ACGCATCGCA | 184 | Kk-14 CCCGCTACAC
35 B-18 CCACAGCAGT 85 E-10 CACCAGGTGA | 135 | H-07 CTGCATCGTG 185 | Kk-15 CTCCTGCCAA
36 B-19 ACCCCCGAAG 86 E-11 GAGTCTCAGG | 136 | H-08 GAAACACCCC | 186 | Kk-16 GAGCGTCGAA
37 B-20 GGACCCTTAC 87 E-12 TTATCGCCCC | 137 | H-09 TGTAGCTGGG 187 | k-17 CCCAGCTGTG
38 C-01 TTCGAGCCAG 88 E-13 CCCGATTCGG | 138 H-11 CTTCCGCAGT 188 K-18 CCTAGTCGAG
39 C-02 GTGAGGCGTC 89 E-14 TGCGGCTGAG | 139 H-12 ACGCGCATGT 189 L-01 GGCATGACCT
40 | C-03 GGGGGTCTTT 90 E-15 | ACGCACAACC | 140 | H-13 GACGCCACAC | 190 | L-02 TGGGCGTCAA
41 | C-04 CCGCATCTAC 91 E-16 GGTGACTGTG | 141 | H-14 ACCAGGTTGG | 191 | .03 CCAGCAGCTT
42 | C-05 GATGACCGCC 92 E-17 CTACTGCCGT | 142 | H-15 AATGGCGCAG | 192 | .04 GACTGCACAC
43 | C-06 GAACGGACTC 93 E-18 | GGACTGCAGA | 143 | H-16 TCTCAGCTGG 193 | .05 ACGCAGGCAC
44 C-07 GTCCCGACGA 94 E-19 ACGGCGTATG | 144 H-17 CACTCTCCTC 194 L-06 GAGGGAAGAG
45 C-08 TGGACCGGTG 95 E-20 AACGGTGACC | 145 H-18 GAATCGGCCA | 195 L-07 AGGCGGGAAC
46 | C-09 CTCACCGTCC 96 F-01 ACGGATCCTG | 146 | H-19 CTGACCAGCC 196 | | -08 AGCAGGTGGA
47 | C-10 TGTCTGGGTG 97 F-02 GAGGATCCCT | 147 1-01 ACCTGGACAC | 197 | |L-09 TGCGAGAGTC
48 | C-11 AAAGCTGCGG 98 F-03 CCTGATCACC | 148 1-02 GGAGGAGAGG | 198 | .10 TGGGAGATGG
49 | C-12 | TGTCATCCCC | 99 | F-05 | CCCGAATTCC | 149 | 103 | CAGAAGCCCA |19 | .11 ACGATGAGCC
50 | C-13 AAGCCTCGTC 100 F-08 GGGATATCGG | 150 1-04 CCGCCTAGTC 200 | L-12 GGGCGGTACT
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W wyniku reakcji amplifikacji z wybranymi starterami RAPD uzyskzno lacznie 1835
prazkow, z ktorych jedynie 10% bylo prazkami polimorficznymi. Wséréd uzyskanych
produktow nie zidentyfikowano prazkow specyficznych dla genotypow odpornych
posiadajacych gen Pm7.

Fot.1. produkty amplifikacji uzyskane po wiaczniu do PCR sterteroéw LO1, L02, LO3 i L0O4.
1-linia APR122 (Pm7), 2,3,4 — homozygoty odporne (bulki), 5,6,7 — homozygoty wrazliwe
(bulki), 8 — Fuchs, M- marker wielko$ci

Mierniki dla tematu badawczego 4 (podaé w tabeli)

Wartos$¢ Wartos¢
Lp. Miernik® miernika podana miernika
w opisie zadania | zrealizowana
Liczba osobnikow wybranych do analiz RAPD 62 62
Liczba przetestowanych starterow RAPD 200 200

45 Temat badawczy 5: Genotypowanie populacji z wykorzystaniem

catogenomowych analiz typu DArTseq

Cel tematu badawczego 5
Celem prac prowadzonych w ramach tematu 5 w 2016 roku bylo poszukiwanie
markeréw DArTseq roéznicujacych pule roslin odpornych i podatnych w populacji ARP122 x

Fuchs.

Materialy i metody
Przedmiotem badan realizowanych w 2016 roku byly homozygotyczne pod wzglgdem
odporno$ci na maczniaka prawdziwego osobniki populacji APR122 x Fuchs oraz formy

rodzicielskie. Do analiz typu DArTseq wybrano po 20 osobnikéw odpornych i wrazliwych na

® Podaé miernik — np. ilo$¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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porazenie maczniakiem prawdziwym oraz formy rodzicielskie. Izolacj¢ DNA z badanych
mieszancéw oraz form rodzicielskich przeprowadzono zostanie z wykorzystaniem
komercyjnego zestawu kolumienkowego. Po izolacji oceniono jakos$¢ i ilo§¢ uzyskanego
DNA oraz wykonano odpowiednie rozcienczenia. Analizy DArTseq zlecono firmie Diversity

Arrays Technology.

Wyniki

W 2016 roku do analiz typu DArTseq wybrano po 20 osobnikow odpornych
i podatnych z populacji APR122 x Fuchs oraz formy rodzicielskie (tabela 19). DNA
z analizowanych préob wyizolowano za pomoca komercyjnego zestawu kolumienkowego.
Jako$c 1 ilosc uzyskanego DNA oceniono spektrofotometrycznie (Tabela 20) i za pomoca
elektroforezy agarozowej (Fot. 2). Wyizolowany 2z wybranych geontypéw kwas
deoksyrybonukleinowy doprowadzono do stgzenia 50ng/ul i przestano do Diversity Arrays
Technology w celu wykonania analiz. Przeprowadzone analizy pozwolity na uzyskanie 5 660
markeréow typu silicoDArT i 1 900 markerow SNP. Wstepna analiza uzyskanych wynikoéw
pozwolita na wytypowanie 220 markeréw silicoDArT i1 22markerow SNP sprzezonych z
genem Pm7 odpornosci na maczniaka prawdziwego. Wybrane markery zostang poddane
szczegotowej analizie. Ich sekwencje zostang porownane do sekwencji umieszczonych w
bazach danych (min. NCBI) oraz zostang poddane probie konwersji na markery specyficzne

STS. Doktadna analiza uzyskanych wynikow zostanie przeprowadzona w 2017 roku.

Mierniki dla tematu badawczego 5 podaé w tabeli)

Warto$¢ Wartos$¢
Lp. Miernik® miernika podana miernika
w opisie zadania zrealizowana
Liczba osobnikoéw poddanych analizie typu
1 42 42
DArTseq

® Poda¢ miernik — np. ilo§¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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4. Planowana prezentacja wynikéw badan (poda¢ w tabeli - nalezy wymieni¢ konferencje, na ktorych
zaprezentowano wyniki i/lub wymienié¢ publikacje, przygotowane i przyjete do druku w trakcie realizacji zadania w danym

roku).
Prezentacja ikow na konferencjach
Liczba prezentacji . ..
. .7 e Liczba prezentacji
Lp. Konferencja prezentacja podana w opisie Trealizowana
zadania
Konferenga Naukowa ,,Nowe osiagniecia pOIS!(ICh Komunikat (krotka
1 zespotéw badawczych w dziedzinie genetyki, 10-cio mi 2 )
Hodowli i biotechnologii roslin” Migdzyzdroje 8-10 -Clo minutowa
prezentacja)

czerwca 2016

Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Liczba publikacji

Liczba publikacji

graminis DC. f.sp. avenae Em. Marchal) — Annales
UMCS, Sectio E — Agricultura

Lp. Monografia/Czasopismo publikacja® podana w opisie srealizowana
zadania
1 Ocena  odpornoéci  polskich  odmian  owsa
zwyczajnego na maczniaka prawdziwego (Blumeria Publikacja oryginalna 1 1

Jesli ktorys z miernikow nie zostat zrealizowany nalezy podac przyczyny.

6. Miernik zadania — stopien realizacji

Warto$c miernika
Lp. Miernik podana w opisie Wart0§.c miernika | Stopien rea.lizacji
sadania zrealizowana zadania
1 2 3 4 5
Temat badawczy 1
11 Liczba lokalizacji, w ktorych przeprowadzono obserwacje porazenia maczniakiem 4 4 1,00
prawdziwym zestawu 7 linii i odmian kontrolnych
12 Liczba izolatow uzytych do analizy zmiennos$ci populacji maczniaka prawdziwego 200 200 1,00
Temat badawczy 2
2.1 Liczba przetesotwanych populacji F, (3000sobnikéw z kazdej populacji) 4 4 1,00
22 Liczba izolatow maczniaka prawdziwego wybranych do oceny kazdej z analizowanych 3 3 1,00
populacji F,
Temat badawczy 3
31 Liczba przetestowanych odmian owsa zwyczajnego 30 30 1,00
3.2 Liczba izolatow maczniaka wykorzystanych do testow zywiciel-patogen 10 12 1,20
33 Liczba wykonanych kombinacji krzyzéwkowych 100 110 1,10
Temat badawczy 4
41 Liczba osobnikéw wybranych do analiz RAPD 62 62 1,00
4.2 Liczba przetestowanych starterow RAPD 200 200 1,00
Temat badawczy 5
51 Liczba osobnikéw poddanych analizie typu DArTseq 42 42 1,00
$rednia 1,03
% realizacji
zadania 103%

Sporzadzono: 12.01.2017 r.

" Podag, czy chodzi o wyktad plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.

8 Podag, czy chodzi o publikacje oryginalna, czy np. polemika, list do edytora, rozdziat w monografi etc.
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