Nr zadania

31

SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2015 roku

A. INFORMACJE OGOLNE

Tytut zadania Piramidyzacja genéw odpornosci na rdze koronowa w genomie owsa oraz identyfikad
lokalizacja markerow DNA dla tych genow

Numer zadania (w zalgczniku nr 8do rozporzqdzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek
dotacji przedmiotowych dla réznych podmiotéw wykonujqcych zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. z 14 sierpnia 2015 r. poz. 1170)) 31

Planowany okres realizacji zadania 12 miesiecy

Planowane naktady w zt 80 000

B. DANE WNIOSKODAWCY

Imig¢ i nazwisko osoby reprezentujacej jednostke badawczag, tytut lub stopien naukowy, stanowisko, nazwa
i adres jednostki badawczej, telefon, fax)

Stanistaw Baran, Prof. dr hab. inz., Prorektor ds. Nauki i Wspélpracy z Zagranica,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin

Telefon: 81-445-60-66; Fax: 81-533-35-49, e-mail: biuro.rektora@up.lublin.pl




C. INFORMACJA O WYKONAWCACH

1. Zespot badawczy

kierownik zadania

imi¢ i nazwisko

stopien i tytul naukowy

miejsce zatrudnienia

Edyta Paczos-Grzeda

dr

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin

wykonawcy zadania

imi¢ i nazwisko

stopien i tytut naukowy

miejsce zatrudnienia

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Aneta Koroluk mer nz. Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ro$lin
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Instytut

Krzysztof Kowalezyk | prof. dr hab. Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ro$lin
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Katedra

Adam Kuzdralinski dr inz. Biotechnologii, Zywienia Czlowieka i Towaroznawstwa
ZywnoSsci

Justyna Les$niowska- dr inz Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Instytut

Nowak ) Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin

. . Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Instytut
Michat Nowak or inZ, Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ro$lin
Sylwia Okon dr inz. Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Instytut

Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin

2. Kierownik zadania (imig, nazwisko, tytut lub stopien naukowy, adres do korespondencji, telefon bezposredni i do
sekretariatu jednostki organizacyjnej zatrudniajqcej kierownika zadania, e-mail kierownika; telefon do oraz dane osoby,
Z ktorq mozna sig kontaktowac w razie nieobecnosci kierownika zadania)

Edyta Paczos-Grzeda, dr

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ro$lin
ul. Akademicka 15

20-934 Lublin

tel. bezp. (81) 445-68-66, kom. 504098872, sekretariat (81) 445-68-84
edyta.paczos@up.lublin.pl

osoba, z ktorqg mozna sig¢ kontaktowaé w razie nieobecnosci kierownika zadania
Aneta Koroluk, mgr inz.

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin
ul. Akademicka 15

20-934 Lublin

tel. (81) 445-68-84, kom. 509089757
aneta.koroluk@up.lublin.pl
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D. OPIS ZADANIA

1. Cele zadania

Lp Cel (zgodnie ze szczegdlowym opisem na dany rok) Czy cel 1ZOSta1 zreahlzowany
' (tak/nie*/czeSciowo™)

1 Okreslenie patogenicznosci izolatbw Puccinia coronata TAK
skolekcjonowanych w roku 2014 w réznych obszarach kraju.

5 Wyprowadzenie izolatdw z populacji rdzy koronowe;j TAK
skolekcjonowanych na obszarze kraju w roku 2015.
Wyprowadzenie populacji mapujacych dla wybranych

3 . . TAK
efektywnych gendow odpornosci.

4 Opracowanie markeréw dla genu odpornosci Pc39. TAK

2. Harmonogram realizacji zadania

Harmonogram realizacji zadania nalezy sporzqdzi¢ w tabeli, dla kazdego z planowanych tematow badawczych
Z uwzglednieniem ilosci planowanych testow/prob/linii na ktorych prowadzone bedq badania. Prosze podaé koszty realizacji
poszczegolnych tematéw badawczych.

Prosze wyroznic¢ etapy (tematy badawcze), okresli¢ czas ich trwania w miesigcach od rozpoczecia projektu i przewidywane
koszty. Terminy realizacji tematow badawczych mogq si¢ zazebiaé. Suma kosztow tematow badawczych musi by¢ rowna
catkowitemu kosztowi zadania.

Termin rozpoczgcia - Przewidywane
zakonczenia realizacji koszty realizacji
Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w tematu
mie_siqca_l_ch od rf)zpoczc;cia badawczego
realizacji zadania
Okreslenie spectrum patogenicznosci izolatow
1 | Puccinia coronata. (obejmuje tematy badawcze 1 i 2 planu 1-12 22 000
wieloletniego)
5 Ocena} segregacji gendOw odpornosci w populacjach 4-12 30 000
mapujacych F,.
Genotypowanie form rodzicielskich i mieszancéw z
3 | wykorzystaniem metod RAPD i RGA. (obejmuje tematy 1-12 28 000
badawcze 5 i 6 planu Wieloletniego)
Razem 80000

UWAGA: Nie sg tematami badawczymi czynnosci techniczne stuzace wykonaniu zadania np. zakup materiatéw, utrzymanie roslin
W szklarni, opracowanie statystyczne wynikow, opracowanie raportéw i sprawozdan.

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



3. OpiS tematow badawczych (nalezy sporzqdzi¢ opis dla tematow badawczych wymienionych w tabeli powyzej;
kolejnos¢ zgodnie z tabelg powyzej)

3. 1. Okreslenie spectrum patogenicznosci izolatéw Puccinia coronata.

Cel tematu badawczego 1

* Utrzymanie kolekcji 35 linii izogenicznych dla gendéw odpornosci na rdzg
koronowa owsa.

* Okreslenie patogenicznos$ci izolatow Puccinia coronata wyprowadzonych z
populacji skolekcjonowanych w roku 2014 w réznych obszarach kraju.

* QOcena reakcji linii referencyjnych posiadajacych zdefiniowane geny odpornosci
w warunkach naturalnej infekcji polowe;j.

*  Poszerzanie kolekcji izolatoéw Puccinia coronata.

Materialy i metody

Rozmnozeniu w warunkach polowych, z zachowaniem izolacji, poddano 35 linii
referencyjnych (Tab.1). Po 10 ziarniakow z kazdej linii wysiano w rzgdach dlugosci 1m.
W okresie poprzedzajacym pylenie roslin na pojedyncze wiechy (3-5) natozono izolatory z
tomofanu. Po osiggnigciu pelnej dojrzatosci wiechy zebrano i omtécono (z kazdego izolatora
osobno). Uzyskane ziarniaki poszczegélnych linii referencyjnych wykorzystywano do
okreslania patogenicznosci testowanych izolatow.

Tab.1. Testowane linie owsa zawierajace geny odpornosci na rdz¢ koronowa.
Gen Zrédlo genu Linia
Pcl4 Ascencao
Pc35 A. sterilis D-137
Pc36 A. sterilis CI 8081
Pc38 A. sterilis CW491-4 Pendek x Pc38
Pc39 Kan A. sterilis F-366 Pendek x Pc39
Pc40 USA A. sterilis F-83 Pendek x Pc40
Pc45 A. sterilis F-169 Pendek x Pc45
Pc46 Kan A. sterilis F-290 Pendek x Pc46
Pc48 Kan A. sterilis F-158 Pendek x Pc48
Pc50 Kan A. sterilis CW-486
Pc50 USA A. sterilis CW-486
Pc51 Kan A. sterilis Wahl No. 8
Pc51 USA A. sterilis Wahl No. 8 lowa isolines X270 & X434
Pch2 A. sterilis Wahl No. 2 lowa isoline X421
Pc54 A. sterilis CAV 1832 Pendek x Pc54
Pc55 A. sterilis CAV 4963 Pendek x Pc55
Pc56 A. sterilis CAV 1964 Pendek x Pc56
Pc57 A. sterilis ClI 8295
Pc58 USA A. sterilis P1 295919 TAM-0-301
Pc59 USA A. sterilis Pl 296244 TAM-0-312
Pc60 A. sterilis P1 287211 Coker 227




Gen Zrédlo genu Linia

Pc62 A. sterilis CAV 4274 Fraser Pc62
Pc64 A. sterilis CAV 4248 Makuru//Sun 11 Pc64
Pc67 A. sterilis CAV 4656 Makuru//Sun Il Pc67
Pc68 A. sterilis CAV 4904 Makuru//Sun Il Pc68
Pc70 A. sterilis P1318282

Pc71 A. sterilis 1A B437

Pcal A. magna A. magna x A.longiglumis
Pc94 Kan A. strigosa RL1697

Pc96 USA A. sativa

Pc97 Kan -

Pc98 Kan -

Pc101 Kan -

Pc103-1 Kan -

Pc104 Kan -

W celu okres$lenia patogenicznosci 20 izolatdéw Puccinia coronata, wyprowadzonych z
populacji skolekcjonowanych w roku 2014 w réznych obszarach kraju (Tab.2), na lisciach
siewek trzydziestu pigciu linii kontrolnych o zdefiniowanych genach odpornosci
przeprowadzono testy zywiciel-patogen. Ziarniaki testowanych linii wysiano na paletach w
fitotronie. Fragmenty lisci 10-dniowych siewek wylozono na szalki Petriego wypetnione do
potowy 0,6% roztworem agaru z benzymidazolem (35 mgedm-3). Kazda z linii zostata
przetestowana w trzykrotnym powtdrzeniu, a wynik zostal usredniony. Na kazda szalke
wytozono réwniez fragmenty liSci formy kontrolnej: cv. Kasztan (forma podatna na porazenie
wszystkimi testowanymi izolatami). Szalki z fragmentami liSci inokulowano w wiezy
inokulacyjnej ok. 500-700 zarodnikami rdzy koronowej na 1 cm?® Nastepnie szalki zostaty
umieszczane w fitotronie, w temperaturze ok. 18°C przy natezeniu $wiatta ok. 4 kLx i
wilgotnosci powietrza wynoszacej 70%. Po dziesigciu dniach od inokulacji okreslono
porazenie lisci w skali 5° wg Murphy (1935), gdzie 0 oznacza brak kolonii z wystepujacymi
zmianami nekrotycznymi i chlorotycznymi, 1 - mate kolonie otoczone zmianami
nekrotycznymi i chlorotycznymi, 2 — mate i S$rednie kolonie otoczone zmianami
chlorotycznymi, 3 — érednie kolonie ze zmianami chlorotycznymi, 4 — duze kolonie bez zmian
nekrotycznych i chlorotycznych.

W celu okreslenia odpornosci na rdz¢ koronowa 35 linii referencyjnych o zdefiniowanych
genach odporno$ci w warunkach naturalnej infekcji polowej zostaty zatozone metoda blokoéw
losowanych jednopowtdrzeniowe eksperymenty polowe w czterech lokalizacjach:

- Gospodarstwie Doswiadczalnym UP w Lublinie, w Czestawicach k/Natgczowa.
- Hodowli Roslin Strzelce Sp. z 0.0. w Strzelcach

- DANKO Hodowli Roélin Sp. z 0.0. w Kopaszewie

- Matopolskiej Hodowli Ros$lin Sp. z 0.0. w Polanowicach.

Siew wykonano na przetomie marca i kwietnia. Na poletka o dtugosci 1m i szerokosci 0,6
metra wysiano po 50 ziarniakow kazdej linii. Rozstawa rzedéw wyniosta 20cm. W
poczatkowym okresie wegetacji przeprowadzono oprysk pielegnacyjny herbicydem, a w fazie
strzelania w zdzblo - oprysk insektycydem. Ocen¢ porazenia przez rdze koronowg w
warunkach naturalnej infekcji polowej przeprowadzono dwukrotnie w trakcie wegetacji. Typ



infekcji zostat okreslony poprzez dokonanie wizualnej oceny lisci zgodnie ze skalg 0-9
(McNeal i in. 1971), w ktorej 0 oznacza catkowita odpornos¢, za§ 9 — silne porazenie.

W Czestawicach, Polanowicach, Kopaszewie i Strzelcach z losowo wybranych poletek
zostaly zebrane populacje Puccinia coronata. W trakcie czterokrotnych pasazy pojedynczych
kolonii grzyba wyprowadzono po 10 izolatow Puccinia coronata z kazdej lokalizacji.
Wyprowadzanie izolatéw polegato na zakazeniu wylozonych na szalkg¢ Petriego wypetniong
do potowy 0,6% roztworem agaru z benzymidazolem (35 mgedm-3) li§ci odmiany ‘Kasztan’
zarodnikami pobranymi sterylna, szklang pipetka z pojedynczej kolonii grzyba. Czterokrotne
rozmnozenie grzyba z pojedynczej kolonii gwarantowato jednorodno$¢ uzyskanego izolatu.
Utrzymanie izolatu wymagato przeszczepiania na kolejne $wieze liScie rosliny zywicielskiej
co 10 dni. W kolejnym roku badan uzyskane izolaty zostang ocenione pod wzgledem
spektrum patogenicznosci.

Tab.2. 20 izolatow rdzy koronowej skolekcjonowanych na terenie Polski i
uzytych do testowania linii z genami odpornosci.

Nr | Oznaczenie IGHIBR Miejscowos¢ Wojewodztwo
1 65 1/4 Piatnica podlaskie

2 791/3 Smitowice slaskie

3 821/2 Leczna lubelskie

4 86 1/2 Polanowice matopolskie
5 90 1/4 Putawy lubelskie

6 911/2 Ryki lubelskie

7 94 1/4 Strzelce todzkie

8 951/3 Strzezow matopolskie
9 97 2/3 Szymandwka swigtokrzyskie
10 100 1/4 Zyrzyn lubelskie
11 106 1/4 Nowy Besk lubelskie
12 119 1/4 Popowo kujawsko-pomorskie
13 120 1/4 Ryglice matopolskie
14 123 1/2 Solec nad Wista mazowieckie
15 124 1/2 Stobierne podkarpackie
16 126 1/4 Sufczyn matopolskie
17 128 1/3 Wrzosowo k. Kotobrzegu | zachodniopomorskie
18 130 2/3 Dabrowica lubelskie
19 132 1/4 Czestawice lubelskie
20 133 2/3 Kopaszewo wielkopolskie




Wyniki

Sposrod skolekcjonowanych w 2014 roku 20 izolatéw rdzy koronowej na podstawie testow
zywiciel-patogen najwigksza zjadliwoscia wykazaly si¢ te zebrane w Czestawicach,
Strzelcach, Sufczynie i Putawach (Rys. 2). Jako najbardziej wirulentne mogg by¢ z
powodzeniem stosowane do testowania materiatow pod katem ich odpornosci na rdze
koronowa.

Wisréd testowanych 35 linii referencyjnych o zdefiniowanych genach odpornosci w stadium
siewki najsilniej porazone byty Pc103-1 Kan i Pc38 (Tab. 3). Odpornos¢ tych linii zostata
przetamana przez odpowiednio 16 i 15 sposrod testowanych izolatow. Pelng odpornoscig w
testach na mlodych liSciach w warunkach laboratoryjnych wykazaty si¢ z kolei linie: Pc50
USA, Pc52, Pc60, Pc71, Pc91 (Rys. 1). Pojedyncze sposrod badanych izolatow przetamaty
odpornos¢ linii: Pc51 USA, Pc70 i Pc94 Kan, za$ po trzy izolaty przetamaty odporno$¢ linii
Pc50 Kan, Pc51 Kan, Pc58 USA, Pc59 USA i Pc68.

W celu oceny porazenia linii o zdefiniowanych genach odporno$ci w warunkach naturalnej
infekcji polowej zalozono do$wiadczenia polowe w czterech lokalizacjach: Czestawicach,
Strzelcach, Kopaszewie i Polanowicach. W Strzelcach rdza koronowa nie wystapita, nie
obserwowano objawdow infekcji. Wszystkie linie, tacznie z kontrolg pozostaty zdrowe.

W  pozostatych trzech lokalizacjach rdza koronowa wystagpita z réZznym nasileniem.
Najwicksze porazenie obserwowano w Czestawicach, mniejsze w Polanowicach, za$
najmniejsze w Kopaszewie.

W Polanowicach i Strzelcach porazonych bylo odpowiednio 9 i 6 sposrod 46 testowanych
linii. Niemniej jednak porazenie w tych lokalizacjach bylo znikome i nieréwnomierne, co
uniemozliwito doktadng ocene. Za porazone uznano linie z objawami choroby ocenionymi na
1, co $wiadczy o wystapieniu sporadycznych kolonii Puccinia coronata. W doswiadczeniu
zalozonym w Czeslawicach porazonych bylo az 40, czyli ok. 87% linii. Przeprowadzona
ocena pozwala uznaé za najbardziej efektywne w warunkach naturalnej infekcji polowej, w
stadium ro$liny dorostej geny: Pc36, Pc51 Kanada, Pc52, Pc57, Pc71 i Pcl01. Inne
wartosciowe w stadium rosliny dorostej geny to: Pc14, Pc50 Kanada, Pc51 USA, Pc53, Pc58
USA, Pc59 USA, Pc59 Kanada, Pc60, Pc62, Pc63, Pc70, Pc91, Pc94 USA, Pc94 Kanada i
Pc97. Sposrod wymienionych Pc52, Pc60, Pc71 i Pc91 byty catkowicie odporne w stadium
siewki.

W 4 miejscowosciach (Czeslawice, Polanowice, Strzelce, Kopaszewo) pobrano zarodniki
grzyba z 10 réznych lokalizacji, w celu wyprowadzania nowych izolatow. W trakcie
czterokrotnych pasazy pojedynczych kolonii grzyba wyprowadzono po 10 izolatow Puccinia
coronata z kazdej lokalizacji. W kolejnym roku badan uzyskane izolaty zostang ocenione pod
wzgledem spektrum patogenicznosci.

Dyskusja

Grzyby z rodzaju Puccinia spp. porazajg zboza oraz trawy. S3 to bezwzgledne pasozyty
rozwijajace si¢ w zywych tkankach roslinnych. Grzyby te wywotuja rdze zboz, ktére sa
zaliczane do najbardziej szkodliwych chordb ograniczajacych plonowanie. Gléwnymi
chorobami wystepujagcymi w owsie sg rdza koronowa powodowana przez grzyb Puccinia
coronata f.sp. avenae, maczniak prawdziwy wywotywany przez Blumeria graminis f.sp.



avenae oraz fuzariozy powodowane przez rdézne gatunki Fusarium (Simons 1980). W
warunkach naszego kraju najpowszechniej wystepujaca chorobg grzybowa owsa jest rdza
koronowa. Rdza koronowa owsa to choroba powodowana przez patogena Puccinia coronata
Cda. f.sp. avenae Erikss nalezacego do gromady Basidiomycota, klasy Teliomycetes, rzedu
Uredinales (Kryczynski, 2010). Spotykana jest na owsie we wszystkich rejonach jego uprawy
(Fiedorow i in., 2008). Z najwickszym nasileniem wyst¢puje na obszarze centralnej i
potudniowo-wschodniej Europy (Sebesta 1 in., 2003). W przypadku wyst¢powania tej
choroby na duzg skale straty w plonach ziarna si¢gaja 50%, a okres wegetacji roslin skraca si¢
0 nawet 4-6 tygodni (Kryczynski, 2010). Silne porazenie owsa nastepuje szczegolnie podczas
opoznionego siewu 1 z tego powodu owies nie jest wysiewany w mieszankach poplonowych
(Fiedorow i in., 2008).

Naturalna odporno$¢ owsa na rdze¢ koronowag warunkowana jest genami Pc (Gorny, 2005).
Niestety zdolnos$¢ patogenu do wytwarzania nowych ras fizjologicznych przetamujacych te
odpornos¢ jest bardzo duza (Leonard, Szabo, 2005). Istnieje wiele metod walki z patogenem,
lecz najlepsza wydaje si¢ poszukiwanie skutecznych zrodet odpornosci i wprowadzanie ich do
hodowli odmian odpornych. Do tej pory opisano ponad 100 gendéw odporno$ci na rozne rasy
fizjologiczne Puccinia coronata f. sp. avenae (Gnanesh i in. 2014). Geny te pochodza
glownie z czterech zrodetl: A. byzantina, A. sativa, A. sterilis, jak réwniez z diploidalnego
gatunku A. strigosa (Aung i in., 1977).

Catkowita odporno$¢ na okreslong ras¢ rdzy koronowej jest zazwyczaj cecha dominujaca
warunkowang monogenicznie. W warunkach europejskich do niedawna efektywne byly
pochodzace od A. sterilis geny Pc50, Pc60 i Pc61. Jednoczesnie stwierdzono juz wirulencje w
stosunku do najefektywniejszych dotychczas w Europie genow Pc39 i Pc68 (Sebesta i in.
2003). Z obserwacji wlasnych wynika, ze dotychczas w warunkach Polski nie zostaty
przetamane geny Pc52, Pc59, Pc60 oraz Pc91. Z wyjatkiem genu Pc91, zaden z pozostalych
nie byl wykorzystywany na szersza skal¢ w programach hodowlanych. Nie sa dostepne
rowniez bardziej szczegdtowe informacje na temat sposobu dziedziczenia tych genow lub
markerow dla tych genow.

W warunkach naturalnej infekcji polowej na przestrzeni kilku ostatnich lat jedynie odmiana
Celer wykazywata catkowitg odpornos¢ na Puccinia coronata, zas pozostate polskie odmiany
charakteryzowato rézne natgzenie wrazliwosci na ten patogen (Paczos-Grzeda i in. 2014).
Niestety od kilku lat obserwuje si¢ porazenie odmiany Celer w r6znych rejonach kraju. Na
podstawie rodowodu odmiany Celer mozna stwierdzi¢, ze dawcg genu odpornosci jest A.
sterilis. Prawdopodobnie jest to gen Pc39, jednakze reakcja odmiany Celer na porazenie
niektorymi izolatami jest nieznacznie rdzna, anizeli linii izogenicznej zawierajgcej ten gen
oraz zagranicznych odmian z tym genem. Z uwagi na brak efektywnych genéw odpornosci w
polskich odmianach celowym jest ich wprowadzanie z linii referencyjnych lub odmian
zagranicznych oraz ich piramidyzowanie.

Whioski

1.  Pelng odpornos$¢ w testach na miodych lisciach w warunkach laboratoryjnych wykazaty
linie: Pc50 USA, Pc52, Pc60, Pc71, Pc9l.

2. Pojedyncze sposrod badanych 20 izolatdow przetamaty odporno$é linii: Pc51 USA, Pc70
i Pc94 Kan.

3. Najwicksza zjadliwoscia w przeprowadzonym teScie wykazaly sie izolaty
wyprowadzone z populacji skolekcjonowanych w Czestawicach, Strzelcach, Sufczynie i
Putawach.

4. W roku 2015 w doswiadczeniach polowych najwigksze porazenie badanych linii
kontrolnych obserwowano w Czestawicach, mniejsze w Polanowicach, za§ najmniejsze



w Kopaszewie. W Strzelcach nie zaobserwowano objawow infekcji grzybem Puccinia
coronata.

5. Przeprowadzona ocena pozwala uzna¢ za najbardziej efektywne w warunkach
naturalnej infekcji polowej, w stadium ro$liny dorostej geny: Pc36, Pc51 Kan, Pc52,
Pc57, Pc71 i Pc101.

6. Z uwagi na brak efektywnych genéw odpornosci w polskich odmianach celowym jest
ich wprowadzanie z linii referencyjnych lub odmian zagranicznych oraz ich
piramidyzowanie.
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Mierniki dla tematu badawczego 1
|_p_ miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania

1. | Liczba izolatéw analizowanych pod katem 20 20
patogenicznosci wzgledem 35 linii referencyjnych.

2. | Liczba linii referencyjnych ocenianych w warunkach

. o . o 35 35
naturalnej infekcji polowej w czterech lokalizacjach.

3. | Liczba populacji, z ktorych zostana wyprowadzone nowe 4 4
izolaty.

3. 2. Ocena segregacji genow odpornosci w populacjach mapujacych

Cel tematu badawczego 2

*

Przeprowadzenie krzyzowan majacych na celu uzyskanie mieszancow pomiedzy formami ze
zdefiniowanymi genami odpornosci, a formami nieodpornymi

Fenotypowanie mieszancow F; uzyskanych w roku poprzednim

Ocena segregacji genow odporno$ci w populacji mapujacej F, Bingo x Pc52 na podstawie
testow zywiciel-patogen w warunkach laboratoryjnych i w warunkach naturalnej infekcji.

Rozmnozenie 4 populacji mieszancow F.

Materialy i metody

Wszystkie formy przeznaczone do krzyzowan, rozmnozen i/lub fenotypowania wysiano na
poletkach Gospodarstwa Doswiadczalnego Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, w




Czestawicach koto Naleczowa. Krzyzowania prowadzono w celu uzyskania ziarniakéw F; 10
kombinacji mieszancowych, w ktérych jednym z komponentéw rodzicielskich byta odmiana
‘Kasztan’, za$ drugim komponentem jedna z 10 wymienionych nizej linii referencyjnych.

Odmiana wrazliwa Odporne linie referencyjne
Kasztan Pc 51, Pc 53, Pc 57, Pc 58,Pc 70,
Pc71, Pc 97, Pc 101, Pc 103, Pc 104

Kastrowanie roslin rozpoczgto si¢ na poczatku fazy kwitnienia. W wiechach form matecznych
kastrowano kilkanascie szczytowych kloskdéw, fragmenty wiech zaizolowano izolatorami z
tomofanu do czasu zapylenia. Po 3-4 dniach od usunigcia pylnikow na dojrzale znamiona
naniesiono pytek z pylnikow zebranych wczesniej z roslin ojcowskich. Izolatory pozostawaty na
ro$linach az do zbioru, ktéry mial miejsce po osiggnieciu dojrzatosci woskowej. Na podstawie
liczby wykastrowanych kwiatkow oraz liczby zawigzanych ziarniakéw okreslono efektywno$é
krzyzowania.

Ziarniaki F; reprezentujace 100 kombinacji mieszancowych uzyskanych w roku poprzednim
wysiano w celu uzyskania pokolenia F,. Wysiewano po 2 ziarniaki z kombinacji, ewentualnie 1
jesli w roku poprzednim nie uzyskano wystarczajacej ilosci nasion. Wszystkie rosliny F; poddano
ocenie fenotypowej. Fenotypowanie roslin F; polegatlo na ocenie podstawowych waloréw
rolniczych ros§liny w warunkach laboratoryjnych. Ocenione zostaty: wysokos$¢, liczba pedow
produkcyjnych i niedogonow, dlugos¢ wiechy, liczba ktoskow, liczba i masa ziarniakéw z wiechy
oraz masa ziarniakow z rosliny.

250 ziarniakow pokolenia F, reprezentujacych kombinacje mieszancowa BingoxPc52
przeznaczonych do oceny segregacji genu odpornosci Pc52 wysiano na paletach w fitotronie.
Kazda z uzyskanych roslin w stadium 10-dniowej siewki poddano testowi zywiciel-patogen.
Metodyka i ocena testow zgodna z przedstawiong w temacie badawczym 1. Testy odpornosci
wykonano dla wstepnie wyselekcjonowanych 3 izolatéw, ktore charakteryzuja sie zjadliwoscig w
stosunku do odmiany ‘Bingo’, a nie przelamuja odpornosci warunkowanej genem Pc52. Rosliny,
z ktérych pobrano fragmenty liSci do testow nastepnie wysadzono na poletkach Gospodarstwa
Doswiadczalnego Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, w Czestawicach kolo Nateczowa. Z
obserwacji z lat poprzednich wiadomo, ze w zaleznosci od kondycji siewek i warunkow
pogodowych przezywalno$¢ roslin wynosi od 80 do 90%. Rosliny, ktore adaptowaly si¢ do
warunkow polowych (ok. 220) zostang poddano ocenie odpornosci w stadium rosliny dorostej w
warunkach naturalnej infekcji polowej. Typ infekcji okre§lono poprzez dokonanie wizualnej
oceny lisci zgodnie ze skalg 0-9 (McNeal i in. 1971). Wyniki obserwacji laboratoryjnych w
stadium siewki i obserwacji polowych w stadium ro$liny dorostej zostaty poréwnane. W fazie
dojrzatosci pelnej z kazdej roSliny zebrano ziarniaki reprezentujace pokolenie F3 w celu
identyfikacji homozygot odpornych (AA) i porazonych (aa).

Ziarniaki z pozostatych 4 populacji mapujacych F,, ktorych pochodzenie mieszancowe
potwierdzono metoda RAPD (w ramach tematu badawczego 3) poddano rozmnozeniu i
jednokrotnej ocenie rozszczepien odporno$ci na rdz¢ w warunkach naturalnej infekcji w
doswiadczeniu polowym zatozonym w GD UP w Czestawicach. Liczebno$¢ kazdej z populacji
wyniosto ok. 100 osobnikow. W fazie dojrzalo$ci peinej ze wszystkich roslin zebrano ziarniaki
reprezentujace pokolenie Fs.

Wyniki

Krzyzowania prowadzono w celu uzyskania ziarniakow F1 10 kombinacji mieszancowych, w
ktorych jednym z komponentow rodzicielskich byla odmiana ‘Kasztan’, za$§ drugim
komponentem jedna z 10 linii referencyjnych zawierajacych okreslone geny odpornosci na
rdze¢ koronowg Pc. W sumie wykastrowano i zapylono 926 kwiatkow w 88 wiechach i
otrzymano 172 ziarniaki. Ilo§¢ wyksztatlconych ziarniakow wahata si¢ od 1 dla kombinacji
Kasztan x Pc51 oraz Kasztan x Pc97 do 47 dla kombinacji Pc70 x Kasztan. W przypadku
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krzyzowania z linig PC70 wyzsza efektywnos¢ krzyzowania uzyskano, gdy forma mateczng
byta linia Pc. Srednia efektywno$¢ krzyzowania wyniosta 18,6%, wahajac si¢ od 1,6%
(Kasztan x Pc51) do 47,2 (Kasztan x Pc58) (Tab.5.).

Z uwagi na mala liczbe ziarniakéw uzyskang dla kombinacji Kasztan x Pc51 oraz Kasztan x

Pc97, krzyzowani zostang powtdrzone w roku kolejnym.

Tab.3. Opracowanie statystyczne prowadzonych krzyzowan.
Lllgstt)fo— Liczba Liczba
Forma Forma Pochodzenie formy wy . wykastro- . Efektywnos¢
. . L wanych i zawigzanych . .
mateczna | ojcowska ojcowskiej wanych N krzyzowania
zapylonych L ziarniakOw
. kwiatkow
wiech
Cereal Disease Lab, USDA
Kasztan Pc51 St. Paul, Minnesota, USA 6 62 1 1,61
Cereal Disease Lab, USDA
Kasztan Pc53 St. Paul, Minnesota, USA 4 49 4 8,16
Cereal Disease Lab, USDA
Kasztan Pc57 St. Paul, Minnesota, USA 8 86 11 12,79
Cereal Disease Lab, USDA
Kasztan Pc58 St. Paul, Minnesota, USA 8 89 42 47,19
Cereal Disease Lab, USDA
Kasztan Pc70 St. Paul, Minnesota, USA 14 153 7 4,58
Cereal Disease Lab, USDA
Pc70 Kasztan St. Paul, Minnesota, USA 14 135 47 34,81
Cereal Disease Lab, USDA
Pc71 Kasztan St. Paul, Minnesota, USA 19 181 27 14,92
AAFC, Winnipeg,
Kasztan Pc97 Manitoba, Kanada 4 42 1 2,38
AAFC, Winnipeg,
Kasztan Pc101 Manitoba, Kanada 4 48 16 33,33
AAFC, Winnipeg,
Kasztan Pc103-1 Manitoba, Kanada 5 57 11 19,30
AAFC, Winnipeg,
Kasztan Pc104 Manitoba, Kanada 2 24 5 20,83
Suma 88 926 172
Srednia 8 84,18 15,64 18,57
Mieszance F; reprezentujace 100 kombinacji poddano ocenie fenotypowej. Oprocz

podstawowych waloréw rolniczych roslin w warunkach laboratoryjnych ocenione zostaty
odporno$¢ na rdz¢ i maczniaka (Tab.6.). Wartos¢ poszczegdlnych cech
charakteryzowata si¢ duza zmienno$cig. Wigkszo$¢ mieszancow wykazywata zaréwno
odporno$¢ na maczniaka, jak i na rdz¢ w warunkach naturalnej infekcji polowe;.

réwniez:
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Tab.4.

Ocena fenotypowa mieszancéw reprezentujgcych 100 kombinacji

krzyzowkowych form odpornych z nieodpornymi.

oo ] “é g B ~
= b 8 = o B2 22| 8| & £ | = a
Qo IS o i= 2 29| 2| o 22 R = N = =
S| ¢ s |2 2 |23|2|8| 2| 2| | 2| 5 |«l|§
| 5 S |Z| 2|83 |E| 2| E| 8|2 E |8 &
zZ L L z| 2 |35 3|8 3 \S = = = x| =
581 | Sam Pc14 1 149 |6 4 |27 |99 225 8,82 [2,27 [39,20 |0 |0
581 | Sam Pcl4 2 137 |4 4 |23 |63 |133 |504 |2,11 |37,89 |0 |0
582 | Rajtar Pc104 |1 |125 |4 2 |26 |92 |161 |7,19 |1,75 |4466 |0 |O
583 |Breton |[Pcl01 |1 |[116 |3 1 120 |74 |173 |7 2,34 140,46 |0 |0
583 |Breton |Pcl01 |2 [113 |5 2 |20 |103 |217 |8,90 |2,11 |41,01 |0 |O
584 |Breton |Pc48K |1 [132 |9 10 |23 |115 |232 |9,12 |2,02 |[39,31 |0 |3
586 |Breton |Pc96K |1 (114 |4 1 |20 |69 |133 |544 [1,93 [40,90 |0 |O
586 | Breton |Pc96K |2 [128 |3 1 |20 |50 |116 |4,53 [2,32 [39,05 |0 |O
587 |Furman |Pcl04 |1 |[132 |4 0 |25 |84 |159 |5,88 |1,89 |36,98 |0 |0
587 |Furman |Pcl04 |2 |124 |4 0 |25 |77 141 |5,16 (1,83 [36,60 [0 |O
592 | Celer Pc39U |1 |125 |4 1 |25 |104 |189 |6,38 |1,82 [33,76 |nb |nb
592 | Celer Pc39U |2 [119 |4 2 |23 |85 |[168 |569 1,98 |33,87 |nb |nb
594 | Pc101 | Bingo 1 |153 |6 3 |20 |34 |83 329 [244 |3964 |0 |0
596 |Pc103 |Breton |1 |[138 |12 6 |25 |51 |79 |2,68 |155 |3392 |3 |7
598 | Pc104 | Rajtar 1 ]132 |5 1 |25 |80 |152 |6,16 [1,90 [40,53 |0 |O
598 | Pc104 | Rajtar 2 124 |4 1 |27 |78 |114 |555 |1,46 [48,68 |0 |0
600 | Pc104 Kasztan |1 [113 |2 1 |23 |54 |95 |4,27 |1,76 |4495 |0 |0
600 [ Pc104 |Kasztan |2 |[120 |3 0 |25 |60 |118 |4,99 |1,97 |4229 |0 |0
601 | Pc14 Rajtar 1 ]128 |6 0 |22 |54 |118 |4,66 |2,19 |39,49 |0 |0
602 | Pc14 Breton |1 |130 |6 4 |25 |8 |189 |759 2,22 |40,16 |0 |0
602 | Pc14 Breton |2 [125 |7 6 |25 |88 |[216 |9,29 245 |43,01 |0 |O
603 | Pc14 Bingo 1 |143 |8 6 |19 |88 |[170 |7,29 |1,93 |42,88 |0 |0
603 | Pc14 Bingo 2 121 |5 2 |21 |67 |[121 |5,07 |1,81 |419 |0 |O
604 | Pcl4 Kasztan |1 |118 4 3 24 164 118 |511 (1,84 4331 |0 0
605 | Pc14 Stawko |1 [125 |3 1 |22 |56 101 |4,39 |1,80 [4347 |0 |0
605 | Pc14 Stawko |2 [129 |4 1 |25 |60 |140 |575 |2,33 [41,07 |0 |O
606 | Pc14 Chwat |1 [132 |7 0 |24 |66 |147 |4,98 |2,23 |33,88 |nb |nb
608 | Pc38 Kasztan |1 |[126 |8 2 |23 |67 |142 |506 |2,12 |3563 |3 |3
608 | Pc38 Kasztan |2 |[1121 |7 5 |23 |53 |97 |348 |1,83 |3588 |3 |3
613 |Pc40K |Kasztan |1 |[119 |4 3 |25 |94 |229 |8)53 |2,44 |3725 |1 |0
613 |Pc40K |Kasztan |2 [123 |4 0 |24 |88 |160 |5,73 |1,82 |3581 |1 |0
614 | Pc45 Kasztan |1 |134 |4 8 |25 |90 |214 (7,35 [2,38 |34,35 |0 |3
614 | Pc45 Kasztan |2 |[118 |3 0 |17 |43 |85 3,24 |198 |38,12 |0 |3
615 | Pc46K | Kasztan |1 |125 3 1 23 |67 122 462 (1,82 |37,87 |1 0
616 | Pc48K | Rajtar 1 120 |4 0 |20 |56 |109 |3,71 |195 |3404 |0 |0
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617 |Pc48K |Budrys |1 [141 |3 0 |20 |56 |111 |3,97 |198 |3577 |0 |O
617 |Pc48K |Budrys |2 |[131 |2 0 |22 |86 |161 |4,74 |1,87 |29,44 |0 |0
618 | Pc48K | Bingo 1 |115 |3 0 |20 |58 |103 |3,71 |1,78 |36,02 |0 |O
618 | Pc48K | Bingo 2 105 |3 0 |19 |55 |87 3,22 |158 |3701 |0 |0
619 |Pc48K | Kasztan |1 [139 |4 3 |26 |99 |221 |8,67 |2,23 |39,23 |0 |0
620 | Pc48U | Bingo 1 |137 |10 10 (24 |83 |235 |841 |2,83 |3579 |1 |5
620 | Pc48U | Bingo 2 |133 |4 4 |24 |67 |123 |4,37 |1,84 |3553 |1 |5
621 |Pc48U |Kasztan |1 |116 |4 0 |22 |61 |121 |3,62 198 |29,92 |0 |O
621 |Pc48U |Kasztan |2 |[132 |3 4 |25 |69 |167 |534 |2,42 |3198 |0 |0
622 | Pc50 Bingo 1 |137 |3 1 |21 |61 |117 |529 |1,92 |4521 |0 |O
622 | Pc50 Bingo 2 |121 |5 0 |22 |76 |157 |544 |2,07 |3465 |0 |O
625 |Pc50K |[Chwat |1 |[135 |4 4 |20 |48 |122 |4,64 |254 |38,03 |1 |0
625 |Pc50K |Chwat |2 [132 |6 3 |21 |51 112 |4,34 |2,20 |38,75 |1 |0
627 | Pc50U | Rajtar 1 125 |4 2 |21 |71 |113 |4,29 |159 |37,9 |5 |O
627 | Pc50U | Rajtar 2 |144 |8 3 |31 |119 |282 |9,85 |2,37 |3493 |5 |0
628 |Pc50U |Breton |1 [126 |3 0 |22 |68 |119 |4,43 |1,75 |37,23 |0 |0
628 |Pc50U |[Breton |2 |[130 |2 1 |23 |42 |131 |5,09 |3,12 [38,85 |0 |O
629 | Pc50U | Bingo 1 |135 |4 1 |24 |86 |165 |586 1,92 |3552 |1 |1
629 | Pc50U | Bingo 2 (138 |4 3 |23 |78 |154 |6,33 |1,97 |41,10 |1 |1
630 | Pc50U | Kasztan |1 [133 |4 0 |25 |80 |162 |5,99 |2,03 |36,98 |0 |0
630 | Pc50U | Kasztan |2 |[133 |4 4 |25 |66 |172 |6,74 |2,61 |39,19 |0 |0
631 |Pc50U |Chwat |1 [130 |7 7 |23 |58 |150 |6,01 |2,59 [40,07 |0 |O
634 | Pc51U | Bingo 1 |120 |8 1 |18 |38 |80 3,33 |2,11 (4163 |0 |0
634 | Pc51U | Bingo 2 124 |5 8 |20 |42 |114 |491 |2,71 |43,07 |0 |0
635 |Pc51U |Kasztan |1 [128 |4 1 |22 |63 |126 [4,72 |2,00 |37,46 [0 |O
635 |Pc51U |Kasztan |2 |[115 |3 1 |18 |29 |60 |25 |[2,07 [41,67 |0 |O
636 | Pc51U | Stawko |1 [123 |3 3 |21 (39 |94 4,02 |2,41 |42,77 |0 |3
636 | Pc51U | Stawko |2 [128 |5 4 |22 |43 |101 |4,24 |2,35 |4198 |0 |3
637 |[Pc51U |[Chwat |1 [130 |5 4 |21 |56 |148 |564 |2,64 |38,11 |0 |3
637 |Pc51U |Chwat |2 [121 |4 2 |20 |51 |140 |5,03 |2,75 [3593 |0 |3
638 | Pc52 Rajtar 1 142 |4 1 |24 |80 |152 |573 1,90 [37,70 |0 |0
638 | Pc52 Rajtar 2 |128 |5 0 |22 |60 |100 |3,24 |1,67 |3240 |0 |O
639 | Pc52 Bingo 1 ]133 |3 0 |20 |60 |111 |4)58 |1,85 |41,26 |nb |nb
639 | Pc52 Bingo 2 |138 |4 1 (19 |45 |78 2,37 |1,73 |30,38 |nb |nb
640 | Pc52 Kasztan |1 |120 |2 1 |20 |42 |82 3,31 |1,95 [40,37 [0 |0
640 | Pc52 Kasztan |2 |[129 |2 1 |22 |54 |104 |3,75 1,93 [36,06 |0 |O
641 | Pc52 Bajka 1 |129 |4 3 |22 |46 |106 |3,95 |2,30 |37,26 |0 |3
641 | Pc52 Bajka 2 132 |6 3 |22 |65 |185 |556 2,85 |30,056 |0 |1
642 | Pc55 Kasztan |1 |137 10 10 |28 |73 199 |71 2,73 |3568 |3 |3
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642 | Pcb5 Kasztan |2 |138 4 5 24 |51 98 359 1,92 36,63 |3 3
643 | Pc56 Bingo 1 123 5 1 21 |76 159 (6,04 |2,09 |37,99 |5 0
643 | Pch6 Bingo 2 126 5 1 21 |38 148 |5,25 |3,89 |3547 |5 0
644 | Pc56 Kasztan |1 |125 5 2 24 |65 131 |5,10 |2,02 |38,93 |3 0
644 | Pc56 Kasztan (2 |118 5 0 23 |58 136 |5,27 |2,34 |38,75 |3 0
647 | Pc57 Kasztan |1 |[121 6 1 23 |51 111 4,54 2,18 |40,90 |0 0
648 | Pc57 Stawko |1 |125 4 4 23 |30 65 258 (2,17 39,69 |0 3
648 | Pc57 Stawko |2 |113 5 2 21 |42 84 3,26 |2,00 {38,81 |0 3
649 | Pc58U | Bingo 1 111 2 2 20 |29 69 3,04 (2,38 (44,06 |1 0
650 | Pc59K | Breton |1 |117 6 4 21 |29 78 3,05 {2,69 |39,10 |0 0
651 | Pc59K | Bingo 1 |140 5 0 26 |78 135 |5,43 |1,73 40,22 |0 0
651 | Pc59K | Bingo 2 144 4 1 25 |57 104 (4,47 1,82 |42,98 |0 0
652 | Pc59K | Kasztan |1 [142 |4 2 |29 |59 |115 |4,80 |1,95 |41,74 |3 |0
652 | PcB9K | Kasztan |2 | 142 5 6 30 |51 110 (4,8 2,16 (43,64 |0 0
653 | Pc59U | Rajtar 1 |123 7 9 25 (34 82 3,47 2,41 42,32 |0 0
653 | Pc59U | Rajtar 2 |119 7 9 26 |43 111 (4,71 |2,58 |42,43 |0 0
654 | Pc59U | Breton 1 132 5 4 22 |32 83 2,72 (259 32,77 |0 0
654 | Pc59U | Breton |1 |135 3 3 23 |75 176 |6,78 2,35 38,52 |0 0
654 |Pc59U |Breton |2 |130 6 5 22 |84 200 6,92 |2,38 |34,60 |0 0
655 | Pc59U | Bingo 1 |107 3 2 16 |40 87 2,67 2,18 |30,69 |0 0
655 | Pc59U | Bingo 2 |131 4 0 20 |57 112 (4,21 1196 |37,59 |0 0
656 | Pc59U Kasztan |1 |[102 4 5 23 |49 122 4,84 (2,49 |39,67 |[nb |nb
656 | Pcb9U | Kasztan |2 |120 4 3 20 |54 164 |5,87 |3,04 |3579 |0 0
657 | Pc60 Arden 1 |121 6 1 21 |48 90 3,42 (1,88 (38,00 |0 0
657 | Pc60 Arden 2 110 3 1 18 |32 57 1,97 1,78 |34,56 |0 0
659 | Pc60 Bingo 1 |131 7 10 |21 |43 110 (4,63 |2,56 |42,09 |0 1
660 | Pc60 Kasztan |1 |[136 6 4 25 |45 101 3,93 2,24 3891 |0 0
660 | Pc60 Kasztan (2 |128 5 3 23 |44 90 3,5 2,05 (38,89 |0 0
661 | Pc60 Chwat 1 |16 4 1 19 |37 75 3,18 (2,03 (42,40 |0 0
661 | Pc60 Chwat 2 115 5 0 20 |35 67 242 1191 |36,12 |0 0
667 | Pc64 Bingo 1 |122 4 1 20 |45 97 3,60 [2,16 |37,11 |nb |nb
668 | Pc68 Rajtar 1 |125 4 1 22 |74 138 4,91 |1,86 |3558 |0 0
668 | Pc68 Rajtar 2 |131 4 3 25 |58 153 |6,3 2,64 (41,18 |0 0
669 | Pc68 Breton |1 |123 4 2 21 |63 118 |4,46 |1,87 |37,80 |0 0
670 | Pc68 Arden 1 |132 6 3 20 |60 132 |5,88 2,20 |44,55 |0 3
670 | Pc68 Arden 2 |125 8 5 21 |74 145 (6,38 |1,96 |44,00 |0 5-7
671 | Pc68 Bingo 1 |125 3 1 22 |64 123 |5,75 |1,92 |46,75 |0 5
671 | Pc68 Bingo 2 |137 6 4 25 |82 123 |6,97 |1,50 |56,67 |0 7
672 | Pc68 Kasztan |1 |127 3 3 22 |50 91 421 11,82 46,26 |0 5
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672 | Pc68 Kasztan |2 |[135 4 4 23 |67 104 4,71 |155 4529 |0 1
674 | Pc71 Bingo 1 112 4 0 18 |39 91 3,72 (2,33 |40,88 |0 0
674 | Pc71 Bingo 2 105 5 0 17 130 68 2,74 12,27 140,29 |0 0
675 | Pc71 Kasztan |1 |118 4 1 16 |33 62 244 (1,88 (39,35 |0 0
675 | Pc71 Kasztan (2 |115 6 2 20 |40 90 3,9 2,25 (43,33 |0 0
676 | Pc9l Rajtar 1 |128 6 5 25 (80 164 |6,71 |2,05 |40,91 |0 3
676 | Pc91 Rajtar 2 |126 4 4 25 |88 182 (6,92 |2,07 |38,02 |0 3
681 | Pc91l Bingo 1 ]130 2 3 20 |38 123 |5,08 3,24 41,30 |0 0
681 | Pc91 Bingo 2 |118 6 3 21 |47 173 |6,68 |3,68 |38,61 |0 3
682 | Pc9l Kasztan |1 |[121 2 0 20 |52 91 3,37 |1,75 |37,03 |0 3
682 | Pc91 Kasztan |2 |[125 3 3 22 |53 132 |5,12 2,49 |38,79 |0 5
683 | Pc91 Stawko |1 |132 4 4 25 |83 174 |7,66 |2,10 |44,02 |0 0
683 | Pc9l Stawko |2 |137 4 4 25 |87 221 19,36 |2,54 42,35 |0 0
685 | Pc94K | Rajtar 1 |117 4 1 23 |51 104 (3,87 |2,04 |37,21 |0 0
685 | Pc94K | Rajtar 2 125 4 3 22 |56 106 |3,97 |1,89 |37,45 |0 0
686 | Pc94K | Kasztan |1 |121 8 10 |23 |43 90 3,74 (2,09 (4156 |0 3
686 | Pc94K | Kasztan |2 |115 5 3 21 |57 104 (4,38 |1,82 |42,12 |0 3
687 | Pc94U | Rajtar 1 |118 6 10 |21 |61 119 4,03 |1,95 |33,87 |0 5
688 | Pc94U | Breton 1 122 6 3 21 |76 136 |5,21 |1,79 |38,31 |0 3
688 | Pc94U | Breton |2 |120 2 2 20 |56 102 4,27 |1,82 |4186 |0 3
689 | Pc94U Kasztan |1 |105 3 0 20 |39 71 255 (1,82 |3592 |0 0
689 | Pc94U |Kasztan |2 |104 |4 0 20 |46 86 3,34 1,87 38,84 |0 0
690 | Pc96K | Rajtar 1 |104 |3 0 20 |56 106 |4,45 |1,89 [4198 |0 0
690 | PcO6K | Rajtar 2 195 3 2 18 |40 68 3,05 (1,70 |44,85 |0 0
691 | Pc96K | Arden 1 |128 3 4 27 |85 173 |7,79 2,04 45,03 |0 5
691 | PcO6K | Arden 2 |121 3 8 26 |83 190 (8,74 |2,29 |46,00 |0 5
692 | Pc96K | Bingo 1 |120 9 4 25 |37 71 2,86 |1,92 40,28 |0 3
692 | PcO6K | Bingo 2 |103 5 3 21 |29 102 (4,51 |3,52 |44,22 |0 3
694 | Pc96U | Bingo 1 |104 5 2 19 |32 56 2,28 (1,75 |40,71 |0 1
695 | PcO6U |Kasztan |1 |160 |3 2 19 |43 73 3,22 |1,70 |44,11 |0 1
695 | Pco6U Kasztan (2 |101 3 3 19 |41 74 3,16 (1,80 (42,70 |0 1
696 | Pc98 Rajtar 1 |150 7 8 31 |75 162 |6,11 |2,16 |37,72 |3 0
696 | Pc98 Rajtar 2 | 146 6 6 29 |68 137 |534 |2,01 |38,98 |3 0
697 | Pc98 Bingo 1 |153 7 8 30 (89 187 |7,70 |2,10 41,18 |1 0
697 | Pc98 Bingo 2 |155 8 8 29 (70 182 6,88 |2,60 |37,80 |1 0
698 | Pc98 Kasztan |1 |142 3 3 27 |57 135 |5,26 |2,37 |38,96 |0 1
699 | Bingo Pc104 1 199 3 0 22 |40 90 354 2,25 39,33 |0 0
699 | Bingo Pc104 2 117 3 5 23 |54 119 |551 |2,20 |46,30 |nb |nb
700 | Bingo | Pcl4 1 |105 |1 0 |16 |21 |40 |1,72 |1,90 |43,00
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701 | Bingo PcbOK |1 |119 3 0 22 |76 146 559 [1,92 38,29 |0 0
701 | Bingo Pc50K |2 101 3 0 19 |27 56 2,38 (2,07 (4250 |0 0
702 | Bingo Pch2 1 |124 3 1 22 |67 137 |5,02 (2,04 36,64 [nb |nb
702 | Bingo Pc52 2 120 3 0 21 |65 18 0,51 |0,28 (28,33 |nb |nb
703 | Kasztan | Pcl101 1 |155 4 7 28 |33 92 3,52 2,79 38,26 |0 5
706 | Kasztan |[Pc58K |1 |101 4 2 22 |56 119 |5,03 |2,13 |42,27 |0 0
707 | Kasztan |[Pc59K |1 |111 5 1 20 |31 83 3,67 (2,68 (44,22 |0 3
707 | Kasztan |Pc59K |2 |107 3 0 19 |26 60 249 12,31 |4150 |0 7
708 | Kasztan |Pc59U |1 |123 2 1 20 |56 115 (4,54 2,05 |39,48 |0 0
709 | Kasztan | Pc60 1 |113 2 2 18 |39 62 2,64 |159 4258 |0 3
710 | Kasztan | Pc68 1 123 4 4 22 |48 102 (3,82 |2,13 |37,45 |0 5
712 | Bajka Pch2 1 ]133 8 6 25 (80 143 |5,72 |1,79 40,00 |0 5
712 | Bajka Pch2 2 1130 5 3 27 |78 187 |7,54 2,40 40,32 |0 5
713 | Bajka Pc60 1 |131 11 5 25 |29 68 3,01 (2,34 (44,26 |0 7
714 | Bajka PcO6K |1 |104 |4 2 20 |61 123 4,85 2,02 [39,43 |0 3
715 | Stawko | Pc52 1 |137 3 3 23 |76 152 (6,41 |2,00 |42,17 |0 3
715 | Stawko | Pc52 2 142 6 4 26 |72 202 8,32 2,81 |41,19 |0 0
716 | Chwat Pcl4 1 112 4 2 21 |50 102 (4,27 |2,04 |41,86 |0 0
717 | Chwat Pc60 1 123 4 5 22 | 47 96 3,94 (2,04 (41,04 |0 1
717 | Chwat | Pc60 2 129 |6 4 |21 |57 |95 |4721 |167 |4432 |0 |1

Rosliny F, reprezentujace kombinacje mieszancowa Bingo x Pc52 przeznaczone do oceny
segregacji genu odporno$ci Pc52 testowano w stadium siewki, a nastepnie oceniano w
warunkach naturalnej infekcji polowej. Testy odpornosci w stadium siewki wykonano dla 252
ro$lin dla wstgpnie wyselekcjonowanych 3 izolatow, ktére charakteryzowaty si¢ zjadliwoscia
w stosunku do odmiany ‘Bingo’, a nie przetamywatly odpornosci warunkowanej genem Pc52.
Przeprowadzony test wykazat zr6znicowang reakcje poszczegdlnych roslin mieszancowych
na poszczeg6Olne izolaty. Tylko w niektorych przypadkach typ reakcji byt zgodny dla
wszystkich testowanych izolatow.

Rosliny, z ktorych pobrano fragmenty lisci do testow, nastgpnie wysadzono na poletkach
Gospodarstwa Do$wiadczalnego Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie, w Czeslawicach
koto Nal¢czowa. Rosliny, ktore adaptowaly sie do warunkéw polowych poddano ocenie
odpornosci w stadium ro$liny dorostej (Tab.7.). W tym wypadku réwniez nie obserwowano
zgodnosci pomigdzy reakcja roslin w stadium siewki, a reakcja rosliny dorostej. Niemniej
jednak, dla wybranych genotypoéw reakcja ta byla zbiezna i te rosliny zostang w kolejnym
roku badan przetestowane pod katem identyfikacji homozygot odpornych i porazonych, co
umozliwiloby w przyszlosci opracowanie markera molekularnego dla genu Pc52.

Kombinacje 483, 540, 553 oraz 575 wybrane po potwierdzeniu ich mieszancowego
pochodzenia metoda RAPD, zostaly przeznaczone do dalszych rozmnozen i analizy
rozszczepien gendw odpornosci Pc57 i Pc59. Zaplanowano przeprowadzenie jednokrotnej
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oceny odpornosci na rdz¢ w warunkach naturalnej infekcji, niemniej jednak ocen¢ t¢
prowadzono 3-krotnie w okresie wegetacji z uwagi na catkowity brak porazenia. Dopiero
ocena w trzecim terminie zakonczyla si¢ identyfikacjg roslin porazonych. Rosliny takie
stwierdzono jedynie w populacjach 483 i 540 (Tab. 8). W populacjach 553 i 575 nie
odnotowano porazenia.

Tab. 8. Ocena porazenia ro$lin rdzg koronowa mieszancéw pokolenia F2.

Populacja

mapujaca K.ombi,nacja Gen » Liczbfl ro§lin | Liczba Foélin nie | Liczebnos¢ calej
pokolenie F, mieszancowa odpornosci porazonych porazonych populacji
483 Pc57 3 x Bingo A Pc57 8 121 129
540 Bingo 2 x Pc59 1 Pc59 16 73 89
553 Bingo 4 x Pc59 1 Pc59 0 99 99
575 Kasztan 6 x Pc59 1 Pc59 0 123 123

Na podstawie oceny porazenia populacji 540 mozna wnioskowaé, ze odpornosé
warunkowana obecnos$cig genu Pc59 jest odpornos$ciag monogeniczng dominujaca, a stosunek
rozszczepien zblizony jest do 3:1. Rosliny porazone to homozygoty recesywne. Ocena
rozczepien linii F3 w warunkach laboratoryjnych, izolatem wywolujacym podobna reakcje do
reakcji w stadium ros$liny dorostej w warunkach polowych umozliwitaby identyfikacje
odpornych homozygot dominujgcych. Taka ocena bylaby wstgpem do poszukiwania markera
dla genu odpornosci Pc59.

Dyskusja

Specjalizacja patogenéw 1 wytwarzanie nowych ras fizjologicznych prowadzi do
przetamywania odpornosci roslin warunkowanej przez geny odpornosci. Pojawianie si¢ ras
wirulentnych w stosunku do znanych genéw zmusza do poszukiwania nowych Zzrddet
odpornosci (Gorny, 2005). W hodowli odpornos$ciowej selekcja roslin odpornych odbywa si¢
W oparciu o obserwacj¢ fenotypu w warunkach naturalnej lub sztucznej infekcji polowe;j.
Najczesciej prowadzi sie jednak testy zywiciel — patogen w stadium siewki na catych
roslinach lub fragmentach lisci (Kowalczyk 1 in. 1998, Czembor 2000, Tomczynska, Sliwka,
2011). W celu tatwiejszego monitorowania przeplywu genow i selekcji roslin bedacych
homozygotami pod wzgledem danego locus warunkujgcego odporno$é, najlepszym
rozwigzaniem jest ocena genotypowa, gdyz w porownaniu z selekcja fenotypowa wyniki
otrzymywane sg szybko i niezalezne od okresu wegetacyjnego oraz od wplywow srodowiska
(Tomczynska, Sliwka, 2011). Testy zywiciel-patogen stosowano w owsie zwyczajnym do
poszukiwania nowych oraz identyfikacji znanych genow odpornosci na rdz¢ koronowa
(Sebesta i Harder 1983, Sanchez-Martin i in. 2012, Paczos-Grzgda i in. 2014).

Aby sprawdzi¢ czy w genotypie rosliny znajduje si¢ gen warunkujacy odpornos¢ najlepiej
dokonaé jego identyfikacji przy pomocy markeréw molekularnych (Tomczynska, Sliwka,
2011). Niemniej jednak, aby mozliwe byto opracowanie markera, pierwszym etapem pracy
jest wyprowadzenie populacji mapujacych zawierajacych badane geny odpornosci w tle
odmiany podatnej na porazenie. W przypadku dziedziczenia monogenicznego rozszczepienie
w pokoleniu F; powinno wynosi¢ 3:1 form odpornych do porazonych. Wszystkie formy
porazone s3 homozygotami recesywnymi pod wzgledem danego genu i nie wymagaja
dalszego testowania, jednak nie jest mozliwe odroznienie homozygoty dominujacej od
heterozygoty, gdyz fenotypowo oba te genotypy sa odporne. Kolejnym etapem jest wigc
testowanie pokolenia F3. Homozygoty pokolenia F, pozostaja homozygotami w pokoleniu F3
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i sg fenotypowo jednorodne, a wigc odporne, heterozygoty rozszczepiajg si¢ i segregujg pod
wzgledem odpornosci w stosunku 3:1. Test w pokoleniu F; pozwala wige zidentyfikowaé
homozygoty dominujgce. Tak wytypowane homozygoty obu typow mogg postuzy¢ do
poszukiwania markera dla genu odporno$ci z wykorzystaniem metody pul zbiorczych - BSA
(bulk segregant analysis) (Michelmore i in. 1991, Quarrie i in. 1999). Stosujgc réozne metody
identyfikacji polimorfizmu nalezy poszukiwa¢ rdznic na poziome DNA lub mRNA pomigdzy
formami odpornymi i podatnymi. Zidentyfikowane polimorfizmy moga by¢ sprzezone Z
genem odpornosci, a w skrajnie korzystnej sytuacji moga znajdowac si¢ bezposrednio w
obrebie sekwencji kodujace;.

U roslin wystepuje odporno$¢ rasowo specyficzna (monogeniczna) 1 niespecyficzna
(poligeniczna) (Tomczynska, Sliwka, 2011). Pierwsza z nich warunkowana jest przez jeden
gen i uwidacznia si¢ we wszystkich stadiach rozwojowych rosliny. Stosunkowo tatwo mozna
ja wprowadzi¢, ale takze jest szybciej przelamywana niz odporno$¢ warunkowana
poligenicznie (Tuzun, 2001). Drugi typ odpornosci warunkowany jest przez wigcej niz jeden
gen. Jest nazywany réwniez odpornoscia czesciowa, gdyz nie zapobiega infekcji catkowicie,
ale spowalnia i ogranicza rozwdj patogenu (Portyanko i in., 2005). Odpornos¢ niespecyficzna
rasowo moze by¢ bardziej trwata od odpornosci specyficznej, poniewaz patogen poddawany
jest stabszej presji selekcyjnej, co spowalnia rozwoj wirulencji wzgledem tych genow. Wada
jest trudno$¢ w uzyskaniu tego typu odpornosci.

W przypadku odpornosci rasowo specyficznej wazny jest dobor odpowiedniego izolatu do
testowania populacji. Z obserwacji wynika, ze najlepiej do testow w warunkach
laboratoryjnych majacych okresli¢ segregacje danego genu wykorzystywac izolaty
wyprowadzone z populacji patogenu zebranych z roslin mieszancowych bedacych
homozygotami recesywnymi. Wowczas bardzo latwo o zgodno$¢ wynikow testu
laboratoryjnego i testu polowego. Pojedynczy gen warunkuje co prawda odpornos¢ rosliny w
kazdym stadium rozwojowym, ale czy dany gen nie zostanie przetlamany, zalezy od
zjadliwosci izolatow tworzacych lokalng populacje patogenu.

Kolejng kwestig jest brak pewnosci czy odpornos¢ linii z genem Pc52 jest warunkowana
monogenicznie i wynika wylgcznie z obecnosci genu Pc52. Kolejnym krokiem bedzie wigc
przeprowadzenie testu w pokoleniu F; w celu identyfikacji homozygot odpornych i
weryfikacji homozygot porazonych, a takze eliminacji heterozygot. Umozliwi to
zweryfikowanie stosunku rozszczepien obserwowanego w pokoleniu F.

Whioski

1. W efekcie krzyzowan przeprowadzonych w ramach tematu uzyskano mieszance
dla niemal wszystkich wartoSciowych gendéw nadajacych odporno$¢ na rdze
koronowa3.

2. Mieszance zawierajace slabsze geny postuza do piramidyzacji i do okre$lenia
wspoétdziatania gendw o stabszych efektach.

3. Na podstawie przeprowadzonych testow stwierdzono zréznicowana odpowiedz
poszczegolnych roslin F2 populacji 552 na porazenie réznymi izolatami Puccinia
coronata.

4. Najwickszg zgodnos$¢ testu polowego z testem w warunkach laboratoryjnych
stwierdzono dla izolatu 94.3.2.

5. Fenotypy mieszancow F2 nalezy zweryfikowa¢ testem na liniach F3. Tak

zidentyfikowane homozygoty postuza do poszukiwania markeréw molekularnych
dla genu odpornosci Pc52.
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Mierniki dla tematu badawczego 2
Lp. miernik warto$¢ miernika wartos¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania

1. | Liczba wyprowadzanych kombinacji mieszancowych F 10 10

2. | Liczba fenotypowanych kombinacji mieszancowych F; 100 100

3. | Liczba roélin F, ocenianych pod wzgledem odpornosci na 2

. 50 250
rdz¢ w warunkach laboratoryjnych.

4. | Liczba ro$lin F, ocenianych pod wzgledem odporno$ci na

L B . 220 220
rdz¢ w warunkach naturalnej infekcji polowej

5. | Liczba populacji mapujacych F, poddanych rozmnozeniu i

wstepnej ocenie rozszczepien w warunkach polowych 4 4
(wytypowanych w ramach tematu badawczego 3).
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3. 3. Genotypowanie form rodzicielskich i mieszancéw z wykorzystaniem metod RAPD i
RGA.
Cel tematu badawczego 3

*  Potwierdzenie mieszancowego pochodzenia kombinacji F; przeznaczonych do rozmnozenia
i fenotypowania.

*  Genotypowanie form rodzicielskich i mieszancéw F, homozygotycznych pod wzglgdem
odpornosci na rdz¢ koronowa w celu identyfikacji potencjalnych markerow dla genu
odpornosci Pc39 z wykorzystaniem analizy mikromacierzy DArT.

*  Poszukiwanie markerow dla genu Pc39 metoda RGA (resistance gene analogs).

*  Konwersja potencjalnych markerow DArTseq i silicoDArT dla genu Pc39 na markery
specyficzne.

Materialy i metody

Ekstrakcje, a nastgpnie ocene parametrow fizycznych preparatdow DNA przeznaczonych do analiz
molekularnych przeprowadzono z ok. 15 form rodzicielskich, 7 roslin pokolenia F; oraz 50 roslin
F, homozygotycznych pod wzgledem odpornosci wynikajacej z obecnosci genu Pc39.
Wykorzystano komercyjne zestawy do izolacji DNA. DNA wyizolowano z mtodych lisci. Liscie
pobrano w latach poprzednich w fazie krzewienia i zamrozone w temp. -70°C do czasu izolacji.
Czystos¢ 1 stezenie DNA okre§lono spektrofotometrycznie, a jakos$¢ elektroforetycznie na 1%
zelu agarozowym w buforze TBE. Wszystkie preparaty doprowadzono do stezenia 100 ng/ul i
przeznaczono do dalszych analiz.

Dla 7 wybranych kombinacji mieszancowych z genami odpornosci o najwickszym potencjale
przeprowadzono analizy molekularne z wykorzystaniem metody RAPD majgce na celu
potwierdzenie mieszancowego pochodzenia tych form. Reakcje przeprowadzono min. dla 40, a
max. dla 50 starterow RAPD w zalezno$ci od identyfikowanego poziomu polimorfizmu. W sktad
mieszaniny reakcyjnej o objetosci 20 pL weszty: 1 x bufor do PCR; 160 uM dNTP; 5 pM
startera; 1,5 mM MgCI2; 20 ng genomowego DNA; 1 U polimerazy DNA Taq (Fermentas).
Amplifikacja bedzie prowadzona na termocyklerze T Professional Basic (Biometra) z
zastosowaniem profilu termicznego: 95°C 2°30”; 40x (94°C 457, 37°C 457, 72°C 1°); 72°C 10°.
Rozdziat elektroforetyczny produktéow amplifikacji prowadzono w 1,5% zelu agarozowym z
0,01% EtBr w buforze TBE przez 4 godziny przy napigciu 120V.

Analizy z wykorzystaniem mikromacierzy DArT przeprowadzono dla homozygotycznych pod
wzgledem genu odpornosci Pc39 roslin F, populacji ‘Celer’ x STH 9210. 500ng genomowego
DNA reprezentujacego wytypowane genotypy wyslano w celu identyfikacji polimorfizmu
klonow DArT. Analizy zrealizowano w Diversity Arrays Technology, University of Canberra w
Australii wg opracowanej 1 opatentowanej metodyki. Jest to jedyny osrodek prowadzacy takie
analizy. Wyniki uzyskano w postaci macierzy binarnych i poddano wstgpnej ocenie
polimorfizmu.

Matryce w reakcji PCR-RGA stanowito DNA form rodzicielskich populacji mapujacej
‘Celer’xSTH 9210 oraz proby zbiorcze odpornych i nieodpornych ro§lin F,. Probki zbiorcze
przygotowano zgodnie z metoda BSA (Bulk Segregant Analysis) (Michelmore i in. 1991). W tym
celu wyizolowane DNA 30 homozygotycznych roslin F, doprowadzono do jednakowego stezenia
(100 ng/ul), a nastepnie potgczono ze sobg w jednakowych objetosciach. Reakcje PCR
prowadzono dla 15 par starterow w 20 ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: wode
dejonizowang, bufor, MgCl, (2mM), dNTP (200mM), starteryF i R (10pMol), polimerazg Taq
(1V) i DNA (40ng). Amplifikacja przeprowadzono na termocyklerze T Professional Basic
(Biometra). Zastosowano profil temperaturowy reakcji: wstepna denaturacja - 95°C - 3 min,
denaturacja - 94°C - 45 s; annealing —50-56°C- 45 s; wydluzanie - 72°C - 45 s; koncowe
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wydhuzanie — 72°C - 7 min. W celu identyfikacji polimorfizméw, wystgpujacych pomig¢dzy
osobnikami odpornymi i nieodpornymi przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu
agarozowym z 0,01% EtBr w buforze TBE przez 3 godziny przy napigciu 120V. Przed
przystapieniem do wlasciwych analiz dla kazdej pary starterow okreslono optymalng temperature
przylaczania startera poprzez zastosowanie reakcji PCR w gradiencie temperatur. W celu
weryfikacji czy potencjalne markery identyfikowane metoda RGA sa sprzgzone z genem
odpornosci przeprowadzono reakcje dla wytypowanych par starteréw z DNA homozygotycznych
roslin F,.

Potencjalne markery DArTseq i silicoDArT dla genu Pc39 zidentyfikowane wérdd fragmentow
silicoDAIT i DArTseq uzyskanych w toku genotypowania w roku poprzednim
przekonwertowano na markery specyficzne. Do projektowania starterow wykorzystano program
Primer 3.0 dostepny w bazie NCBI. Po zsyntetyzowaniu zaprojektowanych starteréw dla kazdej
pary dobrano wlasciwg temperature annealingu w reakcjach, w ktoérych matryce stanowic¢ bedzie
DNA form rodzicielskich: ‘Celer’ i STH 9210. Reakcja PCR prowadzono w 20 ul standardowej
mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: wodg dejonizowana, bufor, MgCl, (2mM), dNTP (200mM),
startery F i R (10pMol), polimeraze Tag (1U) i DNA (40ng). W celu weryfikacji czy
konwertowane markery segreguja z genem odpornosci przeprowadzono reakcje z DNA
homozygotycznych roslin F, populacji mapujacej ‘Celer’ x STH 9210.

Wyniki

W celu potwierdzenia mieszancowego pochodzenia wybranych 7 kombinacji ro$lin
odpornych 1 porazonych przeprowadzono reakcj¢ PCR z wykorzystaniem starteréw RAPD.
Analizy przeprowadzono dla wytypowanych mieszancow 467, 470, 483, 540, 548, 553,
575 oraz ich form rodzicielskich. Analiz¢ wykonano dla 30 starterow, z ktorych 16
potwierdzito mieszancowy charakter co najmniej dwoch kombinacji. Startery potwierdzajace
mieszancowy charakter zaledwie jednej kombinacji odrzucono z analizy. Wyjatkiem byt
starter C20, ktory niepodwazalnie potwierdzal mieszancowe pochodzenie kombinacji 548.

Tab.5. Produkty RAPD potwierdzajace mieszancowy charakter roslin pokolenia
F1.
Lp. | Starter 467 470 483 540 548 553 575 Suma
(937xPc39) | (Pc36xS1) | (Pe57xS1) | (SIxPc59) | (S1xPcld) | (S1xPc59) | (S17xPc59)
1 A7 0 660 660 0 690 0 0 3
2 A8 0 0 0 710 0 710 0 2
3 Al6 1350 860 0 0 0 0 1000 3
4 Al8 0 1000 1050 0 0 0 0 2
5 B19 500 0 850, 1050 0 1100 0 0 3
6 C7 0 0 850 1200 0 1200 1200 4
7 C9 1500 0 1500 0 0 1300 1300 4
8 C16 0 800 0 0 1000 0 0 2
9 C20 0 0 0 0 760 0 0 1
10 D10 500 0 2200 820 1700 820 820 6
11 F3 0 680, 1000 1000 530 500 530, 1100 | 530, 1100 6
12 H3 0 590 780 0 0 1100 1100 4
13 H11 0 1020 1020 0 0 0 0 2
14 K9 0 0 0 0 700 630 630 3
15 | K10 0 930 1050 600 0 0 0 3
16 | W19 0 1400 950 1500 0 1500 0 4
4 9 11 6 7 8 7
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Analizujagc uzyskany polimorfizm poszukiwano takich odcinkow DNA, ktore ulegaty
amplifikacji zard6wno u form ojcowskich, jak 1 mieszancoéw, natomiast nie byty obecne u form
matecznych (Fot.1.). Zidentyfikowano 56 takich produktow, §rednio 8 na kombinacje, od 4
dla kombinacji 467 do 11 dla 483 (Tab. 8).

Fot.1. Produkty RAPD uzyskane w wyniku amplifikacji u badanych mieszancéw oraz form
rodzicielskich przy uzyciu starterow HI11l i KI10. Kropkami oznaczono produkty

potwierdzajace mieszancowy charakter kombinacji.

Z uwagi na to, ze kazda z analizowanych form byta efektem udanego krzyzowania do
dalszych rozmnozen i analiz wybrano kombinacje 483, 540, 553 oraz 575. Wyboru dokonano
na podstawie efektywnosci genow odpornosci. Pc57 i Pc59 uznano za najbardziej
perspektywiczne 1 mozliwe do wykorzystania w piramidyzacji gené6w odpornosci.

Analiza mikromacierzy DArT 44 osobnikéw pokolenia F; - homozygot wzgledem genu Pc39,
wykazata polimorfizm 374 sond. W przypadku dwéch sond segregacja byta w petni zgodna z
obecnoscig lub brakiem genu Pc39: 412309 (oPt-9004) oraz 467871 (0Pt-17172).

Do przeprowadzenia reakcji w celu poszukiwania markeréw dla genu Pc39 uzyto réwniez
starterow typu RGA o sekwencjach dostepnych w literaturze (Tab.6.).

Tab.6. Startery do reakcji typu RGA.
Oznaczenie Nazwa Sekwencja Liczba Tm Region
nt konserwatywny

A F_L7M2.2_460 GCAAGCACTGCAGCTATGC 19 65

A R_L7M2.2_460 | TCATCAACCCGACAACTAG 19 59

B F_L7M2.2-sg CGAAGCTAAAGGGCATGCCTAG 22 68

B R_L7M2.2-sg TCTTCACGAGGTTTGCCGCT 20 69

C F_L7M2.2-MN AAATCATCATTTCCGCTGGATC 22 66

C R_L7M2.2-MN CCAGATGATGTAGCTCTAGTTGA 23 60

D F_L7M2.3_580 GCAACAGCACTGGGCTCTG 19 67

D R_L7M2.3 580 |TGCTGGTTCCTTGCATGAC 19 65

F RGA_S2 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG 21 72 NBS
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Oznaczenie Nazwa Sekwencja Liczba m Region
nt konserwatywny

F RGA_A2 CAACGCTAGTGGCAATCC 18 62 NBS
G RGA_S3 GGNATGGGNGGNTTNGGNAARACNCAN 27 63 P-loop
G RGA_AS3 TCNCGNATNATNTTNACNACNCGN 24 47 Kinase-3a
H RGA_F_Kla GGNATGGGNGGNNTNGGNAARCANAC 26 57,5 | Kinase-la
H RGA_R_D2 NCAWTTNAGNGCNAGNGGNAGNCC 24 51 Domain2
J RGA_R11F AACCCAATTCCACCTCTTTTACA 23 64 NBS-LRR
J RGA_R11R TTCCCCTTGCAATAGTCACCATAG 24 67 NBS-LRR
K RGA_R2F CTATGGTGACTATTGCAAGGGGAA 24 67 NBS-LRR
K RGA_R2R ATTGTGATTGATGGCATGTCTACG 24 67 NBS-LRR
L RGA_OF CCTCGATGCAATAACTAATTT 21 57 NBS
L RGA_OR TCTGTTTGCATCATCAATGT 20 59 NBS
M RGA_NF TAGGGCCTCTTGCTACGT 18 60 LRR
M RGA_NR TATAAAAAGTGGCGGACT 18 55 LRR
N RGA_3LF CCTTKCCTTMGAGCTTTGTAT 21 50 NBS-LRR
N RGA_3LR GCTTCCTTTGCCTCCCCMAC 20 66 NBS-LRR
P RGA_R4-2F CAGCAGCCTAAGATTCCTCCTA 22 63,5 |LRR
P RGA_R4-2R TGTGCAGAACCTCCAATGATAC 22 64 LRR
R RGA_R4-3F AGGGCTTGCAAATATTAGACCTC 23 63 Kinase
R RGA_R4-3R CTCTAGCAGATGTTTGTGTGTGC 23 64 Kinase
S RGA_R4-4F ACCTCTCTGGCACAATGATAAAA 23 63,5 |LRR
S RGA_R4-4R AGACTTGGCCTTGTTCATCATAA 23 635 |LRR

Pierwszym etapem dos$wiadczenia byla optymalizacja warunkéw reakcji. W tym celu
analizujac DNA form rodzicielskich populacji mapujacej: cv. ‘Celer’ i STH 9210 nastawiono
reakcj¢ PCR w gradiencie temperatury annealingu dla kazdej pary starterow RGA w zakresie
dziewieciu stopni Celsjusza.

Sposrod testowanych par starterow na podstawie zdje¢ rozdzialow elektroforetycznych
wyselekcjonowano 13: A, B, C, D, F, J, K, L, M, N, P, R, S — bedacych potencjalnymi
markerami dla odpornos$ci warunkowanej obecnosciag genu Pc39 1 wybrano dla kazdej z par
trzy, zblizone do optymalnej, temperatury przebiegu reakcji, w ktorych pojawily sie
roznicujace fragmenty DNA. W celu skontrolowania powtarzalno$ci wyniku powtdrnie uzyto
par starterow: B, D, J, N 1 R. Po przeprowadzeniu reakcji PCR produkty rozdzielono
elektroforetycznie (Fot.2.) i po zweryfikowaniu powtarzalno$ci pojawiajacych si¢ wzoréw
prazkowych wybrano 7 par starterow: B, D, F, K, M, N, R, z uzyciem ktorych przetestowano
trzy porazone i trzy odporne proby zbiorcze przygotowane zgodnie z metoda BSA. W celu
identyfikacji  polimorfizméw  wystepujacych pomigdzy osobnikami odpornymi 1
nicodpornymi przeprowadzono rozdzial elektroforetyczny. Ze wzgledu na niepowtarzalnosé
wzorow prazkowych reakcje przeprowadzono ponownie w tych samych warunkach z
uzyciem nowych rozcienczen DNA testowanych roslin. Przeanalizowano powtdrnie produkty
reakcji (Fot.3.) 1 powtornie nie odnaleziono potencjalnych markeréw sprz¢zonych z genem
odpornosci. Ostatnim etapem bylo ponowne przetestowanie pary starterow - D, ktora na
podstawie pierwszych analiz w najwigkszym stopniu rokowata jako potencjalny marker,
poszerzajac liczbe analizowanych genotypow do 10 odpornych i1 dziesigciu porazonych
homozygot populacji mapujacej. Produkty reakcji rozdzielono (Fot.4.) i na podstawie analizy
zdje¢ tego rozdziatu ponownie nie stwierdzono obecnos$ci prazkow polimorficznych.
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Fot.2. A.B.C. Rozdziat elektroforetyczny produktow uzyskanych w wyniku amplifikacji RGA-PCR w
gradiencie temperatur DNA form rodzicielskich populacji mapujacej E310 przy uzyciu
starterow: A, B, C, D, F, J, K, L, M, N, P, R, S. Kropkami oznaczono fragmenty réznicujace
bedace potencjalnymi markerami dla odpornosci warunkowanej obecnoscig genu Pc39.
Oznaczenia poszczegdlnych sciezek: K- STH 9210, C-cv. “Celer’.
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Fot. 3. Produkty RGA-PCR uzyskane w wyniku amplifikacji DNA prob zbiorczych roslin odpornych i
porazonych pokolenia F, populacji E310 przy uzyciu starteréw B, D, F, K, M, N, R. Oznaczenia
poszczegblnych $ciezek: BO — proba zbiorcza (Bulk) homozygot odpornych populacji E310, BP
— proba zbiorcza (Bulk) homozygot porazonych populacji E310.

Fot. 4. Amplifikacja RGA-PCR przy udziale pary starterow D DNA homozygotycznych osobnikow
odpornych i porazonych populacji E310.

Celem tematu badawczego 3 byta rowniez identyfikacja markerow DArTseq i silico DArT dla
genu Pc39 w populacji Celer x STH 9210 i ich konwersja do warunkow specyficznego PCR.
Analize segregacji markeroéw DArTseq i silicoDArT w badanej populacji prowadzono pod
katem identyfikacji tych markerow, ktérych segregacja odpowiadata homozygotycznym

25



genotypom roslin odpornych i porazonych. Zidentyfikowano 13 sekwencji DArTseq oraz 31
silicoDArT (Tab. 10).

Tab.7.

Dla 7 sekwencji DArTseq zaprojektowano startery typu ASA, identyfikujace allel recesywny

Sekwencje DArTseq segregujace w homozygotycznych liniach populacji
E310 zgodnie z genem odpornosci Pc39.

Sekwencja DArTseq Sekwencja silicoDArT
3457217|F|0--22:T>C 3456624|F|0
3457217|F|0-22:T>C-22:T>C 3454401|F|0
3458005|F|0--25:G>T 3456272|F|0
3458005|F|0-25:G>T-25:G>T 3455622|F|0
3459473|F|0--46:A>G 3282296|F|0
3459473|F|0-46:A>G-46:A>G 3454180|F|0
3456430|F|0--54:T>A 3454823|F|0
3456430|F|0-54:T>A-54:T>A 3454695|F|0
3457355|F|0--11:T>C 3282501|F|0
3457355|F|0-11: T>C-11:T>C 3455639|F|0
3457455|F|0--54:C>A 3455834|F|0
3457455|F|0-54:C>A-54:.C>A 3455725|F|0
3457685|F|0--51:A>T 3277488|F|0
3457685|F|0-51:A>T-51:A>T 3454210|F|0
3457768|F|0--68:A>C 3455782|F|0
3457768|F|0-68:A>C-68:A>C 3454271|F|0
3458768|F|0--42:C>G 3455780|F|0
3458768|F|0-42:C>G-42:C>G 3279713|F|0
3459167|F|0--46:A>G 3454010|F|0
3459167|F|0-46:A>G-46:A>G 3455021|F|0
3457810|F|0--52:C>A 3453998|F|0
3459357|F|0-55:G>C-55:G>C 3280216|F|0
3282731|F|0-44:G>A-44:.G>A 3282919|F|0
3282731|F|0--44:G>A 3454302|F|0
3455287|F|0
3455125|F|0
3455447|F|0
3455136|F|0
3455179|F|0
3455032|F|0
3456198|F|0

lub dominujacy genu (Tab. 11). W kolejnym etapie przeanalizowano sekwencje silicoDArT.
Na podstawie 9 sekwencji silicoDArT zaprojektowano startery do reakcji typu STS (Tab. 11).
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Tab.8.

Zaprojektowane startery do reakcji typu ASA i STS.

| Nr . Nazwa sekwencji Sekwencja startera: (5' - 3") Liczba nukleotydow | Tm

aboratoryjny
44 F1 F1_ 3282731 TTCGGACATCGATTTCGCTTG 21 69
44 R1 R1_3282731 CTGGAAGGCCTATCCTCCACC 21 68
44 R2 R2_3282731 CTGGAAGGCCTATCCTCCATC 21 66
45 F1 F1 3457217 TGCAGCAATTGAGGAAAAAGAAT 23 65,5
45 R1 R1 3457217 GGCAAAGCAAGGCCGAATACT 21 68
45 F2 F2_3457217 TGCAGCAATTGAGGAAAAAGAAC 23 66
46_F1 F1_3458005 CTAATTTCTGCGTTTTCTATG 21 56
46_R1 R1_3458005 AAACCATAGAAATGATATGT 20 50
46_F2 F2_3458005 CTAATTTCTGCGTTTTCTATT 21 55
47 F1 F1_ 3456430 TGCAGCAGGTCAGCG 15 62,5
47 R1 R1 3456430 GTGGTCTCGTGTCCAGCA 18 64
47 R2 R2_ 3456430 GTGGTCTCGTGTCCTGCA 18 64
48 F1 F1 3457685 CAGGTGTTGGCCCAT 15 59
48 R1 R1_3457685 GGGGTTCATCATTTAGTTCA 20 59
48 R2 R2_3457685 GGGGTTCATCATTTAGTACA 20 56,5
49 F1 F1 3458768 TGCAGGACAACCTGGTCGCTT 21 71
49 R1 R1_3458768 GCAGCTTGCCAGGGATCCGC 20 75
49 R2 R2_3458768 GCAGCTTGCCAGGGATCCCC 20 74
50_F1 F1 3459167 CCTCGATGTAAACGCAAGCAA 21 67
50 R1 R1_3459167 TGGGTGGTTCAGTAGATGGATTT 23 65
50_R2 R2_3459167 TGGGTGGTTCAGTAGATGGATTC 23 66
51 F F_ 3454210 GCTGTTGTTGTTGCGGACAGTAG 23 68
51 R R_3454210 GCCATCTTCTGCTGGCCATGGAT 23 74
52 F F 3455782 GATCGAGCTGCATGCGTACT 20 65,5
52 R R_3455782 CCTGCCTGCACGATACACG 19 68
53 F F 3279713 TGCAGGTAGATCTTTTCTTCCCAA 24 66,5
53 R R_3279713 CTCGGCCCATTCCCATCTTG 20 71
54 F F_ 3455021 TGCAGGCAGCTACTGCGATCC 21 72
54 R R_3455021 GGTCGGCAGGTTCTGTTCGT 20 69
55_F F_3282919 GGAGCAATCGACGAGCAGTAG 21 66
55 R R_3282919 TTCCTGCTGAACCGCTCTTCC 21 70

W pierwszym etapie oceny starterow przeprowadzono reakcje dla form rodzicielskich,
jednoczesnie testowano rdzne przedzialy temperatur przylaczania starterow. W efekcie tych
reakcji dla kazdej pary starterow ustalono optymalng temperatur¢ annealingu (Fot. 5). W
reakcji amplifikacji wykorzystano trzy rézne polimerazy. Najlepsze efekty uzyskano dla
polimerazy JumpStart (Sigma). Przeprowadzone analizy dostarczyly wstepnej informacji o

przydatnosci poszczegdlnych starterow do identyfikacji genu Pc39.
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Fot. 5. Amplifikacja ASA w gradiencie temperatury. Wstepne testowanie par starteréw na DNA form

rodzicielskich — odpornej i porazone;j.
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Fot. 6. Testowanie homozygotycznych osobnikow odpornych i porazonych z wstgpnie wytypowanymi

parami starterow — potencjalnymi markerami dla Pc39.

Po ustaleniu optymalnej temperatury przytaczania startera prowadzono reakcj¢ z DNA
pojedynczych roslin odpornych 1 porazonych w celu sprawdzenia, czy segregacja
\potencjalnego markera dla genu Pc39 jest zgodna z segregacja fenotypow roslin (Fot. 6).

Dyskusja

Pojawianie si¢ nowych form patogenéw przetamujacych odpornos¢ efektywnych
dotychczas gendw jest powaznym problemem nowoczesnej hodowli roslin. Stale prowadzone
sa nie tylko poszukiwania nowych zrodet odpornosci, ale rowniez proby piramidyzacji
dostepnych genow.

Aby ograniczy¢ testy fizjologiczne zywiciel-patogen celem projektu, jest opracowanie
markerow sprzezonych z efektywnymi genami odpornosci przeznaczonymi do piramidyzacji.
Markery takie sa niezbedne do monitorowania przeptywu gendéw u mieszancow podczas
zarowno krzyzowan prostych, jak i1 wypierajacych. Niezmiernie istotne jest, aby dla
poszczegolnych zrodet odpornosci zidentyfikowaé i opracowa¢ markery molekularne, ktore
umozliwityby kumulacje¢ pozadanych alleli w mieszancach. Markery molekularne
opracowano m.in. dla genow: Pc38, Pc39 i Pc48 (Wight i in. 2005), Pc68 (Chen et al. 2006;
Satheeskumar et al.2011), Pc71 (Bush and Wise 1998), Pc92 (Rooney et al. 1994b) i Pc94
(Chong et al. 2004) Sa to markery typu: RFLP, RAPD, AFLP i DArT. Dla genéw Pc68, Pc91
i Pc94 zidentyfikowano rowniez markery typu SNP bazujgce na polimorfizmie pojedynczego
nukleotydu w obrgbie sekwencji DNA (Gnanesh i in., 2013, 2014). Wyzej wymienione typy
markeréw, z wyjatkiem SNP, s3 markerami dominujacymi i nie nadajg si¢ do identyfikacji
homozygot 1 heterozygot. Markery takie nie nadajg si¢ rowniez do szybkiego genotypowania
duzych populacji z uwagi na ich zlozony charakter i pracochtonnos¢ metod. Kolejnym
problemem jest niepelne sprzezenie markeréw z genem. Zaden z markeréw nie trafia
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bezposrednio w sekwencje zmutowanego genu. Ponadto z uwagi na to, ze wyzej wymienione
markery zostaty opracowane na odmiennych genetycznie materiatach anizeli pula genowa
polskich odmian, sekwencje towarzyszace genom odpornosci w krajowych materiatach moga
by¢ zupeie inne.

Rosliny posiadajg efektywne mechanizmy umozliwiajgce rozpoznanie patogenu i
reakcje na infekcje¢. Specyficzng role w odporno$ci na patogeny odgrywaja geny odpornosci
(Sekhwal 1 in., 2015). Nie sg znane podstawy odpornosci réznych gatunkoéw na réznorodne
patogeny, niemniej jednak na podstawie zidentyfikowanych genéw warunkujacych odpornos¢
wyodrebniono pewne domeny i motywy wystepujace w strukturze gendow odpornosci i tego
typu sekwencje okreslono jako analogi genow odpornosci (RGA). Opierajgc si¢ na ich statych
cechach strukturalnych mozna je podzieli¢ na dwie glowne grupy posiadajace odpowiednio:
miejsce wigzania nukleotydu oraz powtdrzenia bogate w leucyne — NBS-LRR lub
transblonowe powtorzenia bogate w leucyne — TM-LRR (Sekhwal i in., 2015). Startery dla
analogow genow odpornosci (RGA) wykorzystane w takcie badan nie pozwolily na
identyfikacje produktu charakterystycznego dla form odpornych lub porazonych.
Odpowiednia modyfikacja uzytych sekwencji  starter0w za pomoca narzedzi
bioinformatycznych umozliwi zwigkszenie specyficznosci reakcji. Metoda RGA-PCR
stanowi potencjalne narzedzie do selekcji markerow dla gendéw odporno$ci, niemniej jednak
wymaga opracowania wlasnych sekwencji starterow na podstawie informacji dostepnych w
bazach danych ze szczeg6lnym uwzglednieniem sekwencji dla traw 1 ros§lin zbozowych.

Whioski

1. Metoda RGA-PCR stanowi potencjalne narzedzie do selekcji markerow dla genow
odpornosci, niemniej jednak wymaga opracowania wlasnych sekwencji starterow.

2. Najlepszym typem markera bylby marker allelospecyficzny zaprojektowany w oparciu
0 sekwencje DArTseq, niestety zadnej z sekwencji nie udato si¢ skutecznie
przekonwertowaé do warunkow allelospecyficznej amplifikacji.

3. Aby potwierdzi¢ skuteczno$¢ uzyskanych markerow nalezy przeprowadzi¢
identyfikacj¢ homozygot odpornych i porazonych przy ich udziale, a nast¢pnie
potwierdzi¢ fenotyp wytypowanych homozygot w tescie zywiciel-patogen.

4.  Nalezy rowniez sprawdzi¢ czy marker ulega amplifikacji w innych populacjach
mieszancowych zawierajacych jako komponent rodzicielski, a jednoczes$nie Zrdédio
odpornosci na rdze koronowsa, odmiane Celer lub lini¢ Pc39.

5. Warto$¢ markera mozna rowniez zweryfikowac poprzez sprawdzenie czy marker ulega
amplifikacji w materiatach hodowlanych lub odmianach zagranicznych zawierajacych
gen Pc39.
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Mierniki dla tematu badawczego 3
|_p_ miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania

1. | Liczba kombinacji F; sprawdzanych pod katem 7 7

mieszancowego pochodzenia.

2. | Liczba testowanych par starterow RGA. 15 15

3. | Liczba form genotypowanych metoda mikromacierzy 44 44

DAIT

4. | Liczba konwertowanych sekwencji DArTseq lub 15 15

silicoDArT

4. Mierniki dla zadania - planowana prezentacja wynikow badan (poda¢ w tabeli - nalezy wymienic
konferencje, na ktorych zaprezentowano wyniki i/lub wymieni¢ publikacje, przygotowane i przyjete do druku w trakcie
realizacji zadania w danym roku).

Prezentacja wynikow na konferencjach
|p. konferencja miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zadania zrealizowana
1 XII Ogoélnopolska Konferencja Naukowa
,,Nauka dla hodowli 1 nasiennictwa roslin
uprawnych”, 2-6 lutego 2015 r., Zakopane poster 1 1
Wyniki uzyskane w ramach tematu bad.
3.3/2015 str. 32-33.
XIV International Cereal Rusts and
Powdery Mildews Conference, 5-8 lipca
2 | 2015, Helsingor, Dania poster 1 1
Wyniki uzyskane w ramach tematu bad.
3.3/2015 str. 7-10.
Ip. monografia/czasopismo miernik warto$¢ miernika wartos¢ miernika
podana w opisie zadania zrealizowana

Jesli ktorys z miernikow nie zostat zrealizowany nalezy podac przyczyny.

Zatgczniki:

1. Edyta Paczos-Grzeda, Sylwia Rog, Aneta Koroluk, Agnieszka Ostrowska, Maria Chrzgstek. 2015.
Wyprowadzanie populacji mapujacych dla genéw odpornosci na rdze¢ koronowsa. XII Ogoélnopolska
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Konferencja Naukowa ,,Nauka dla hodowli i nasiennictwa ro$lin uprawnych”, 2-6 lutego 2015 .,
Zakopane.

2. Edyta Paczos-Grzeda, Sylwia Rog, Aneta Koroluk, Sylwia Okon, Agnieszka Ostrowska, Tomasz
Ociepa, Patrycja Erdzik, Maria Chrzastek, Krzysztof Kowalczyk. 2015. Virulence structure of
Puccinia coronata f.sp. avenae in Central and South Eastern Poland. XIV International Cereal Rusts
and Powdery Mildews Conference, 5-8 lipca 2015, Helsinger, Dania.

5. Adres, pod ktorym wyniki badan sg dostepne na stronie internetowej wnioskodawcy

http://www.up.lublin.pl/badania-gen/

Sporzadzono:

Lublin 10.01.2016r.

Piecz¢¢ jednostki Osoba reprezentujaca jednostke Kierownik zadania

data podpis i pieczeé podpis

32



