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D. OPIS ZADANIA
1. Cele zadania

Czy cel zostal
zrealizowany

Lp. | Cel (zgodnie ze szczegdtowym opisem na dany rok) (tak/nie
Jczg$ciowo?)

1 Okreslenie patogenicznosci izolatow Puccinia coronata zebranych w roku TAK
2017.

2 | Poszukiwanie markeréw dla genu odporno$ci Pc51 metoda SRAP. TAK

3 Proba konwersji markeréw losowych SRAP dla genu Pc60 na markery TAK
specyficzne.

4 | ldentyfikacja sekwencji DArTseq sprzezonych z obecnoscig genu Pc60. TAK
Proba konwersji na markery specyficzne sekwencji DArTseq sprz¢zonych z

5 | obecnoscia genow Pc52 oraz Pc60 zidentyfikowanych na podstawie TAK

catogenomowych analiz polimorfizmu.

2. Harmonogram realizacji zadania

Termin rozpoczecia —
zakonczenia realizacji
Lp. Nazwa tematu badawczego tematu badawczego w
miesigcach od rozpoczecia
realizacji zadania
Okreslenie spectrum patogeniczno$ci izolatow
1 | Puccinia coronata. 1-12
(obejmuje tematy badawcze 1 i 2 planu wieloletniego)
Ocena segregacji gendOw odpornosci.
2 . ) 4-10
(temat badawczy 3 planu wieloletniego)
3 Piramidyzacja genow. 4-9
(temat badawczy 4 planu wieloletniego)
4 Konwersja markeréw losowych na specyficzne. 1-10
(obejmuje tematy badawcze 5, 6 i 8 planu wieloletniego)
Konwersja na markery specyficzne sekwencji
5 zidentyfikowanych na podstawie catogenomowych 7.12
analiz polimorfizmu.
(temat badawczy 7 planu wieloletniego)




3. OplS 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 45 linii referencyjnych dla genéw odpornosci na rdz¢ koronowa owsa.

*  Okreslenie patogenicznosci 40 izolatow Puccinia coronata wyprowadzonych z populacji
skolekcjonowanych w roku 2017 w Czestawicach, Kopaszewie, Polanowicach i Strzelcach
wzgledem 45 linii referencyjnych

*  QOcena porazenia linii referencyjnych posiadajacych zdefiniowane geny odpornosci
w warunkach naturalnej infekcji polowej.

*  Poszerzanie kolekcji izolatow Puccinia coronata.

Wyniki

W celu zobrazowania wirulencji populacji rdzy koronowej wystepujacej w 2017 roku na terenie
Polski materiat do badan pobierano z miejsc hodowli owsa, gdzie spodziewano si¢ najwiekszej pres;ji
selekcyjnej na populacje¢ patogenu. Izolaty wyprowadzone z populacji grzyba zebranych w Strzelcach
wykazaly catkowitg awirulencj¢ wzgledem 21 linii z genami Pc, populacja P. coronata z Kopaszewa
byla awirulentna wobec 17 testowanych linii, natomiast populacja z Czestawic, wobec 16 linii z
genami odporno$ci na rdz¢ koronowa. Populacja patogenu zebrana w Polanowicach wykazata si¢
najwicksza zjadliwoscia i tylko 14 genéw Pc pozostawato w pei efektywnych wzgledem izolatow
pochodzacych z tej miejscowosci.

Wisrod testowanych 45 linii referencyjnych z genami odpornosci (Pc¢) w stadium siewki najsilniej
porazona byla linia Pc35, wzgledem ktorej wirulencje wykazato ponad 50% izolatow z Czestawic,
Kopaszewa i Polanowic. Bardzo niskim poziomem odpornosci wykazaty si¢ rowniez linie z genami
Pc38, Pc45, Pc56, Pc63 USA oraz Pcl03-1 Kan. Pelng odpornoscia w stadium siewki
charakteryzowaly si¢ linie zawierajgce geny Pc50 Kan, Pc51 Kan, Pc51 USA, Pc52, Pc57, Pc59
USA, Pc68, Pc71 oraz Pc91, ktoére nie zostaty przetamane przez zaden z testowanych izolatoéw (Wyk.
3). Odpornos¢ warunkowang genami Pc70, Pc59 Kan, Pc46 Kan, Pc50 USA oraz Pcl04 Kan
przetamaty w niewielkim stopniu jedynie pojedyncze izolaty, ponadto wysokim poziomem odpornosci
wykazaty si¢ linie z genami Pc101 Kan oraz Pc98 Kan.

W celu oceny porazenia linii referencyjnych z genami Pc w warunkach naturalnej infekcji
polowej zalozono do$wiadczenia polowe w czterech lokalizacjach: Czestawicach, Strzelcach,
Kopaszewie i Polanowicach. Ocen¢ porazenia przez rdz¢ koronowa w warunkach naturalnej infekcji
polowej przeprowadzono dwukrotnie w trakcie wegetacji. Sposrod wszystkich odczytow zanotowano
najwyzszy stopien porazenia badanych linii owsa zwyczajnego. Typ infekcji ,,0” oceniano jako
odpornos¢ linii Pc.

Najwieksze porazenie grzybem P. coronata na poziomie ok. 80% zaobserwowano w Strzelcach i
Czestawicach. W Kopaszewie przetamanych zostato 20 testowanych linii, natomiast w Polanowicach,
zaledwie 15. Przeprowadzona ocena pozwala uzna¢ za najbardziej efektywne w warunkach naturalnej
infekcji polowej, w stadium rosliny dorostej geny Pc51 USA, Pc52, Pc58 USA, Pc59 Kan, Pc91 oraz
Pc94 USA. W zadnej z lokalizacji nie stwierdzono infekcji linii z tymi genami. Inne, wartos$ciowe w
stadium rosliny dorostej geny to: Pc51 Kan, Pc53, Pc58 Kan oraz Pc60, a takze Pc50 Kan, Pc70 oraz
Pc71.

. W Czestawicach, Polanowicach, Kopaszewie i Strzelcach z 10 losowo wybranych poletek
zebrano populacje Puccinia coronata. W trakcie czterokrotnych pasazy pojedynczych kolonii grzyba
wyprowadzono po 10 izolatbw Puccinia coronata z kazdej lokalizacji. Izolaty zamrozono
w temp. -70 °C do czasu oceny spektrum patogenicznosci w kolejnym roku badan .



Whioski

1. Izolaty wyprowadzone z populacji P. coronata zebranych w roku 2017 w Strzelcach wykazaty
catkowitg awirulencje wzgledem 21 linii z genami Pc, populacja z Kopaszewa byta awirulentna
wobec 17 testowanych linii, natomiast z Czestawic, wobec 16 linii.

2. Najwicksza zjadliwoscig wykazata si¢ populacja patogenu skolekcjonowana w roku 2017 w
Polanowicach. W pethi efektywnych wzglgdem izolatéw pochodzacych z tej miejscowosci
pozostato 14 genoéw Pc.

3. Geny, ktore nie powinny by¢ wykorzystywane w hodowli odpornosciowej w warunkach Polski,
gdyz warunkujg najnizszy spos$rod badanych poziom odpornosci, to Pc35, Pc38, Pc45, Pc56,
Pc63 USA oraz Pc103-1 Kan.

4. Pelng odpornos¢ w stadium siewki warunkowaty geny Pc50 Kan, Pc51 Kan, Pc51 USA, Pc52,
Pc57, Pcb9 USA, Pc68, Pc71l oraz Pc9l, ktore nie zostaly przetamane przez zaden z
testowanych izolatow.

5. Odporno$¢ warunkowang genami Pc70, Pc59 Kan, Pc46 Kan, Pc50 USA oraz Pc104 Kan
przelamaty w niewielkim stopniu jedynie pojedyncze izolaty.

6. W roku 2018 najsilniejsze porazenie grzybem P. coronata na poziomie ok. 80%
zaobserwowano w Strzelcach i Czestawicach.

7. Przeprowadzona ocena pozwala uzna¢ za najbardziej efektywne w warunkach naturalnej
infekcji polowej, w stadium rosliny dorostej geny Pc51 USA, Pc52, Pc58 USA, Pc59 Kan,
Pc91 oraz Pc94.

8. Inne, warto$ciowe w stadium rosliny dorostej geny to: Pc51 Kan, Pc53, Pc58 Kan oraz Pc60, a
takze Pc50 Kan, Pc70 oraz Pc71.

Mierniki dla tematu badawczego 1
Lp. miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania

1. | Liczba izolatéw analizowanych pod katem 40 40
patogeniczno$ci wzgledem 45 linii referencyjnych.

2. | Liczba linii referencyjnych ocenianych w warunkach 45 45
naturalnej infekcji polowej w czterech lokalizacjach.

3. | Liczba populacji, z ktorych zostang wyprowadzone 4 4
izolaty.

3. 2. Ocena segregacji genow odpornosci

Cel tematu badawczego 2

*

*

Ocena segregacji genow odporno$ci w 4 populacjach mieszancow F.

Ocena segregacji genow odpornosci w populacji mapujacej F3 E635 (Pc51U x Kasztan) na
podstawie testow zywiciel-patogen w warunkach laboratoryjnych.

Wyniki

Rosliny pokolenia F, czterech populacji mapujacych: E983, E630/1, E990 oraz E656 poddano

ocenie rozszczepien odpornosci na rdz¢ koronowa w warunkach laboratoryjnych wykonujac test dla
50 siewek przy wykorzystaniu czterech izolatow nie przelamujacych odpornosci warunkowanej
odpowiednio przez geny Pc50K, Pc50U, Pc59K oraz Pc59U.

Aby stwierdzi¢, ze odpornos¢ warunkowana jest obecnoscig genu gléwnego o charakterze

dominujgcym, nalezy zaobserwowac stosunek rozszczepien fenotypow w pokoleniu F, zblizony do
3:1. Rosliny porazone to homozygoty recesywne, za$ odporne to zar6wno homozygoty dominujace,
jak i heterozygoty. Ocena rozczepien roslin F, w warunkach laboratoryjnych, izolatem wywolujagcym

4




podobng reakcj¢ do reakcji w stadium ro$liny dorostej w warunkach polowych umozliwitaby
identyfikacj¢ odpornych homozygot dominujacych juz na etapie siewki.

Na podstawie oceny porazenia 50 roslin reprezentujacych populacje z genami odpornosci
Pc50K, Pc50U, Pc59K i Pc59U (Tab.6) stwierdzono, ze w trzech sposrod badanych populacji oprocz
genow gltownych wystgpuja réwniez allele warunkujace odpornos¢ o mniejszym znaczeniu, ktore
modyfikuja aktywno$¢ genu gtdéwnego. W przypadku populacji z genem Pc50U profile porazenia byty
jednakowe dla roznych izolatow, co wskazuje, ze mozliwe jest identyfikowanie za ich pomocg efektu
dziatania genu gtéwnego. Najbardziej skomplikowany obraz uzyskano dla populacji z genem Pc50K.
Wydaje sie, ze w linii tej wystgpuja dodatkowe geny majace wplyw na ekspresje genu glownego,
zardbwno o charakterze dominujacym, jak i recesywnym. Na podstawie przeprowadzonych analiz
mozna wytypowac izolaty do testowania populacji na poziomie F; w celu identyfikacji homo- i
heterozygot.

Rozszczepienie pod wzgledem odpornosci obserwowano réwniez w stadium rosliny dorostej w
warunkach naturalnej infekcji polowej. Stosunek rozszczepien 3:1 stwierdzono w przypadku populacji
z genami Pc59K i Pc59U. Obserwacja porazenia roslin reprezentujacych populacje z genami Pc50U i
Pc50K nie wskazywata na obecno$¢ jednego genu gtownego.

Ocenie porazenia w stadium siewki w warunkach laboratoryjnych poddano réwniez 200 linii F3
populacji E635 (Pc51) w celu okreslenia jednoczesnie genotypu i fenotypu analizowanych ro$lin. Do
tego celu wykorzystano izolaty P coronata CR230 oraz CR257.

Po weryfikacji otrzymanych wynikéw za pomoca testu y* stwierdzono proporcje rozszczepien:
2 linie heterozygotyczne: 1 linia odporna: 1 linia wrazliwa. Zastosowane izolaty pozwalaja na
identyfikacje genu gtownego Pc51 w analizowanych mieszancach i wytypowanie roslin F, do analiz
polimorfizmu DNA w celu poszukiwania markera molekularnego. Pomimo innego profilu wirulencji
obu izolatow obserwowano identyczne fenotypy badanych linii F.

Whioski

1. W wyniku przeprowadzonych testow wytypowano izolaty, ktore w latach kolejnych moga
postuzy¢ do identyfikacji homozygot w pokoleniu F3 dla populacji z genami Pc50K, Pc50U,
Pc59K i Pc59U.

2. Obserwacje polowe umozliwily identyfikacje form odpornych i wrazliwych w warunkach
naturalnej infekcji w stadium rosliny dorostej, co umozliwi wytypowanie korespondujacego
izolatu do przeprowadzenia analiz w stadium siewki.

3. Zidentyfikowane homozygoty w populacji 635 postuzyly do poszukiwania markeréw
molekularnych dla genu odpornosci Pc51U w ramach zadania 3.4.

Mierniki dla tematu badawczego 2

warto$¢ miernika warto$¢ miernika

Lp. miernik pOdaZ’;ad;‘:ﬂc;piSie zrealizowana
1 Liczba populacji mapujacych F, poddanych rozmnozeniu 4 4

" | i wstgpnej ocenie rozszczepien.
5 Liczba linii F;3 ocenianych pod wzgledem odpornosci na 200 200

rdz¢ w warunkach laboratoryjnych.




3. 3. Piramidyzacja genow.

Cel tematu badawczego 3

* Przeprowadzenie krzyzowan majacych na celu uzyskanie mieszancéw dwugenowych
i trojgenowych pomiedzy formami ze zdefiniowanymi genami odpornosci

* Fenotypowanie mieszancow F; uzyskanych w roku poprzednim
Wyniki

Przeprowadzono krzyzowania majace na celu uzyskanie mieszancéw dwugenowych
pomig¢dzy formami ze zdefiniowanymi genami odpornos$ci, czyli pomigdzy odmiang Celer, a ro$linami
reprezentujagcymi odmiany lub linie referencyjne z wysoce efektywnymi genami odpornosci: Pc50K,
Pc50U, Pc59U.

Tab.1. Efektywno$¢ krzyzowan mieszancow dwugenowych.

Forma Forma |w kals_tll?g\?VZn ch Liczba Liczba Efektywnos¢
- y Y wykastrowanych | zawiazanych | krzyzowania
mateczna | ojcowska | i zapylonych Kkwiatkéw Ziarniakéw (%)
wiech
Celer Pc 50K 2 21 1 4,76
Celer Pc 50U 5 47 4 8,51
Celer Pc 59U 4 40 4 10
Suma 11 108 9 -
Srednia - 36 3 7,76

W celu uzyskania mieszancow wykastrowano 108 kwiatkéw w 11 wiechach uzyskujac 9
ziarniakow (Tab. 1). Srednia efektywno$¢ krzyzowania wyniosta 7,76% wahajac sic od 4,76% w
przypadku kombinacji ‘Celer’ x Pc50K do 10% dla kombinacji ‘Celer’ x Pc59U. Otrzymano
wszystkie zaplanowane kombinacje mieszancéw dwugenowych.

Tab.2. Efektywnos$¢ krzyzowan mieszancow trojgenowych.

— =
e (2] ~
ég é‘ ? 2 2 §
T G g g2 §-‘§ 2 .=
- o] L o ; o e =
Forma mateczna Forma ojcowska NZSNS%g B E 2 & | Wprowadzone
_ e T = S e ® = = B geny
“B5o-HgE 25 |3%
£ £ &N |ug
s 2 |3 S
é\ N 5 -~
1001 1004 Pc52+Pc39+Pc6
(Pc52xCeler Pc39) (Pc60xCeler Pc39) 1 10 5 | 50,00 0
1003 1006 Pc52+Pc39+Pc7
[Pc52x968(Pc52xPc39)] (Pc70xCeler Pc39) 2 21 10 | 47,62 0
1001 1002 Pc52+Pc39+Pc9
(Pc52xCeler Pc39) (Pc52xNAM2 Pc9l) 2 16 4 | 2500 !
1014
[968(Pc52xPc39)x969 (Coler égggxpcsl) ’ 19 5 | 2632 P052+P§39+P05
(Pc52xPc39)]
Suma 7 66 24 -
Srednia - 17 6 37




Komponentami byly rowniez kombinacje mieszancowe F; wyprowadzone w roku poprzednim,
krzyzowane W celu uzyskania mieszancow trojgenowych (Tab.2). Wykastrowano 66 kwiatkow w 7
wiechach otrzymujac 24 ziarniaki. Srednia efektywno$¢ krzyzowania wyniosta 37%. Najwyzsza
efektywno$¢ 50% osiaggnigto dla kombinacji 1001x1004, za$ najnizszg 25% dla kombinacji
1001x1002.

Mieszance F; reprezentujace 5 kombinacji poddano ocenie fenotypowej (Tab.3.). Wartos¢
poszczegdlnych cech, w zalezno$ci od kombinacji, charakteryzowata si¢ duzg zmienno$cig. Wstepna
ocena odpornosci mieszancéw w warunkach naturalnej infekcji polowej wskazuje, ze formy te
charakteryzuje odporno$¢ w stadium rosliny doroste;.

Tab. 3. Ocena fenotypowa mieszancow kombinacje krzyzowkowych F;.
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1 Pc52 | 968 (552 Pc52x310 Pc39) | 1003/1 [103| 2 | 2 |18 |56 | 88 | 3,96 | 0,82 | 26
1 Pc52 | 968 (552 Pc52x310 Pc39) [ 1003/2| 90 | 4 | 0 |20 |31 | 53 |2,07| 2,12 | 62
1 Pc52 | 968 (552 Pc52x310 Pc39) [ 1003/3| 76 | 4 | 0 |18 |56 | 75 | 4,28 | 5,00 | 123
1 Pc52 | 968 (552 Pc52x310 Pc39) | 1003/4 [111] 3 | 0 |20 |33 | 74 [2,99| 2,72 | 64
2 Pc60 Celer Pc39 1004/1 (100 10| 2 |21 |41 | 88 | 3,79 | 26,86 | 620
2 Pc60 Celer Pc39 1004/2 | 87 | 2 | 4 |22]36| 70 |3,04| 4,73 | 108
2 Pc60 Celer Pc39 1004/3|91| 6 | 0 | 22|33 |72 |3,06| 10,1 |340
2 Pc60 Celer Pc39 1004/4| 90 | 5 | 0 | 20|31 | 56 |2,18| 6,64 |500
2 Pc60 Celer Pc39 1004/5| 87| 5| 0 |20]25| 54 |1,92]| 584 |150
3 Pc70 Celer Pc39 1005/1 [103| 3 | 0 | 18|38 |89 [3,29| 2,91 | 70
3 Pc70 Celer Pc39 1005/2| 96 | 3 | 0 | 15|37 | 60 |2,23| 1,37 | 38
3 Pc70 Celer Pc39 1005/3 [102| 3 | 0 |17 |32 | 61 |2,21| 2,41 | 64
3 Pc70 Celer Pc39 1005/4 [107| 4 | 1 | 15|40 | 76 | 2,88 | 3,17 | 97
3 Pc70 Celer Pc39 1005/5 (112 3 | 1 |24 |56 [114|4,31| 3,67 | 94
3 Pc70 Celer Pc39 1005/6 | 97 | 3 | 0 {20 |37 | 71 [256| 4,12 |111
3 Pc70 Celer Pc39 1006/1 [112| 6 | 3 |22 |53 |105|4,05 | 15,64 | 580
3 Pc70 Celer Pc39 1006/2| 99 | 6 | 3 | 22|54 |103|4,11 | 15,86 | 620
3 Pc70 Celer Pc39 1006/3 [106| 4 | 3 |24 |52 [110|4,01| 7,77 |340
4 | Pc51U Celer Pc39 1026/1 |91 | 5| 0 | 18|32 | 67 |2,64| 3,96 |105
4 | Pc51U Celer Pc39 1026/2 |89 | 3 | 1 [19|18 | 44 |1,72| 3,90 | 108
4 | Pc51U Celer Pc39 1026/3 |82 | 3 | 0 |17 |27 |54 [1,79] 2,33 | 72
4 | Pc51U Celer Pc39 1026/4| 91| 3 | 0 | 18|23 | 48 | 1,72 4,15 113
4 | Pc51U Celer Pc39 1026/5| 88 | 3 | 1 |15[22| 44 |163] 2,71 | 79
5 | Celer Pc71 979/1 | 98 | 3 | 1 [20|56 |99 |412]| 552 |142

Pc39

Whioski

1. W efekcie prowadzonych krzyzowan uzyskano kombinacje genow Pc39 i Pc52 z czterema
innymi genami: Pc51U, Pc60, Pc70 i Pc91.

2. Cechy plonotwoércze uzyskanych mieszancow dwugenowych pokolenia F; wskazujg na
mozliwos$¢ selekcji wérod nich form o korzystnym uktadzie alleli o znaczeniu agronomicznym.



Mierniki dla tematu badawczego 3

warto$¢ miernika e
: : . warto$¢ miernika
Lp. miernik podazr;zzj;\:]&plme Jrealizowana
1. | Liczba nowych kombinacji dwugenowych 3 3
2. | Liczba nowych kombinacji tr6jgenowych 4 4
3. | Liczba fenotypowanych kombinacji F; 5 5

3. 4. Konwersja markerow losowych na specyficzne.

Cel tematu badawczego 4

*  Genotypowanie mieszancow F, homozygotycznych pod wzgledem odpornosci na rdze
koronowa w celu identyfikacji potencjalnych markeréw dla genu odpornosci Pc51

z wykorzystaniem metody SRAP.

*  Konwersja markerow losowych SRAP dla genu Pc60 na markery specyficzne.

Wyniki

Sposrod 500 testowanych par starterow na podstawie zdje¢ rozdziatow elektroforetycznych
wyselekcjonowano 27, z udziatem ktorych reakcje powtorzono na losowo wybranym zestawie DNA 5
homozygot odpornych i 5 wrazliwych pokolenia F, populacji E635 (Tab. 4). Po przeprowadzeniu
i po zweryfikowaniu powtarzalnosci
pojawiajacych si¢ wzorow prazkowych wybrano 2 pary starteréw dajacych powtarzalny produkt i dla
nich nastawiono reakcje na matrycach DNA 12 odpornych i 12 wrazliwych osobnikéw populacji

reakcji PCR produkty rozdzielono elektroforetycznie

E635.

Tab. 4. Pary startero6w SRAP potencjalnie amplifikujace produkt réznicujacy genotypy

odporne i wrazliwe na rdz¢ koronowa w populacji E635.

Kolorem zielonym oznaczono pary starterow wytypowane do dalszych analiz

Kombinacja Nr Starter F Starter R Wielkosc Femtyp’.“ kto.r ¢80
produktu (pz) wystapil prazek
2+45 1 Mel0 Em15 420 odporny
5+44 2 Mel5 Em14 320 odporny
6+46 3 Mel6 Em16 500 odporny
6+47 4 Mel6 Em17 250 odporny
6+56 5 Mel6 Em25 250 odporny
6+61 6 Mel6 Em3 350 odporny
9+52 7 Mel9 Em21 210 odporny
10+59 8 Me2 Em28 50 odporny
12+49 9 Me21 Em19 150 porazony
13+55 10 Me22 Em24 880 odporny
13+70 11 Me22 em20_epl 320 odporny
15+68 12 Me24 Em30 1400 odporny
16+41 13 Me25 Emll 490 porazony
17+43 14 Me26 Em13 2701 480 odporny
17+46 15 Me26 Em16 340 odporny
17+47 16 Me26 Em17 820 odporny
17+61 17 Me26 Em3 480 odporny
17+63 18 Me26 Em5 350 porazony
17+70 19 Me26 em20_epl 350 550 porazony
18+43 20 Me3 Em13 510 odporny




Kombinacja Nr Starter F Starter R Wielkosc Femtyp’.u kto.r ¢go
produktu (pz) wystapil prazek
18+60 21 Me3 Em29 490 odporny
19+40 22 Me4d Eml 180 odporny
19+63 23 Me4 Em5 700 odporny
19+64 24 Me4 Em6 1000 odporny
21+48 25 Me6 Em18 580 odporny
21+51 26 Me6 Em20 500 i 1000 odporny
24+51 27 Fsrap13 Em20 80 odporny

Analiza rozdzialu elektroforetycznego produktow amplifikacji pozwolita wytypowaé 1 pare
starterow nr 2 (Mel5+Em14), z udzialem ktorej nastawiono reakcje na 20 homozygotycznych
roslinach odpornych i 20 homozygotycznych roslinach wrazliwych pod wzglgdem odpornosci na rdzg
koronowa w obrebie populacji E635. Potencjalnie roznicujacy produkt oznaczony strzatka na Fot. 3
okazat si¢ by¢ niestabilny i niepowtarzalny, dlatego zaniechano jego dalszych analiz.

W celu konwersji na markery specyficzne 12 produktow PCR dla genu Pc60 uzyskanych z
udziatem starterow SRAP w roku poprzednim, reakcje z tymi starterami przeprowadzono z DNA 2
homozygotycznych genotypow wrazliwych i odpornych populacji E660. Produkty amplifikacji zostaty
wyizolowane z Zelu, a nastgpnie poddane klonowaniu. Wyniki sekwencjonowania poddano analizie
bioinformatycznej przy uzyciu oprogramowania MEGA 6.0. W kolejnym etapie poszukiwano
sekwencji homologicznych do sekwencji uzyskanych fragmentow DNA w bazie danych GenBank
NCBI z wykorzystaniem narz¢dzia BLAST. Na podstawie sekwencji DNA uzyskanych produktow
SRAP zaprojektowano specyficzne startery. W pierwszym etapie oceny starteréw przeprowadzono
reakcje PCR z DNA dwoch roslin odpornych i dwoch porazonych. W przypadku tych kombinacji,
ktore identyfikowaty polimorfizm odpowiadajacy fenotypom, reakcje powtoérzono na 4 roslinach
odpornych i porazonych W przypadku dwoch sekwencji SRAP, oznaczonych jako 54 i 62 uzyskano
bardzo obiecujagce wyniki. Do oceny na catej populacji 660, zawierajacej segregujacy gen Pc60
wybrano pary starterow: 54 _F1 + 54 _R1 oraz 62_F1 + 62_R3. Niestety zadna z par starterow nie
inicjowata amplifikacji, ktéra w jednoznaczny sposob odrdzniataby formy odporne od porazonych.

Whioski

1. W celu identyfikacji markeréw specyficznych dla genu odpornosci Pc51 przetestowano 500
kombinacji starterow SRAP.

2. Sposrod 500 analizowanych kombinacji starterow SRAP wstepnie wyselekcjonowano 27,
ktore inicjowaly na probach zbiorczych o przeciwstawnych fenotypach (odpornych/
porazonych) synteze produktow réznicujacych.

3. Amplifikacja z wytypowanymi starterami z wykorzystaniem jako matrycy DNA
pojedynczych roslin nie potwierdzita specyficznosci amplifikowanych z ich udziatem
produktow wzgledem okreslonego fenotypu warunkowanego allelem Pc51 lub pc51.

4. Konwersji na markery specyficzne dla genu Pc60 poddano 12 potencjalnych markerow SRAP
zidentyfikowanych w roku poprzednim, spos$rod ktorych tylko dwa identyfikowaly rosliny
odporne i porazone w populacji E660 segregujacej pod wzgledem odpornosci warunkowane;j
tym genem.

Mierniki dla tematu badawczego 4

Lp. miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania
1. | Liczba testowanych par starteréw SRAP 500 500
2. | Liczba konwertowanych markeréw SRAP 12 12




3. 5. Konwersja na markery specyficzne sekwencji zidentyfikowanych na podstawie
calogenomowych analiz polimorfizmu

Cel tematu badawczego 5

*  Identyfikacja sekwencji DArTseq sprzezonych z obecnos$cig genu odpornosci Pc60.

*  Proba konwersji na markery specyficzne sekwencji DArTseq sprzgzonych z obecnosciag
genow Pc52 oraz Pc60 zidentyfikowanych na podstawie catogenomowych analiz
polimorfizmu.

Wyniki

Analizy DArTseq przeprowadzono dla form rodzicielskich oraz 44 homozygotycznych pod
wzgledem genu odpornosci Pc60/pc60 roslin F, populacji E660 (Pc60 x Kasztan) w roku 2017.
Identyfikacje sekwencji DArT sprzgzonych z obecnoscig genu odpornosci Pc60 przeprowadzono w
oparciu o analiz¢ zgodno$ci segregacji markerow molekularnych w populacji pokolenia F, z
fenotypem roslin pokolenia F3 na matrycach uzyskanych w roku poprzednim po analizie DArTseq. Po
zaprojektowaniu starterow specyficznych do wybranych sekwencji, przeprowadzono reakcje¢ PCR
wykorzystujac jako matryce DNA dwoch roslin porazonych oraz dwoéch roslin odpornych z populacji
E660. Reakcje przeprowadzono dla 35 par starterow.

W kolejnym etapie dla wyselekcjonowanych par starterow przeprowadzono reakcje z 4 DNA
ro$lin odpornych i 4 DNA ro$lin porazonych, nastepnie najlepiej segregujace markery poddano
amplifikacji na DNA 12 homozygot odpornych z genem Pc60 oraz 12 homozygot. Na podstawie
uzyskanych wynikow do amplifikacji na DNA reprezentujacym cata populacj¢ E660 wybrano dwie
kombinacje starterow Pc60_21 F1+R1 oraz Pc60_38 F2+R2. Niestety nie uzyskano segregacji typu
0/1, co oznacza, ze uzyskane markery mogg mie¢ zastosowanie w analizach naukowych, ale bardzo
trudna bedzie ich adaptacja w hodowli odpornosciowe;.

W oparciu o sekwencje DArTseq sprz¢zone z obecnos$cig genu Pc52 zidentyfikowane w roku
poprzednim zaprojektowano startery specyficzne. Analizie poddano 5 sekwencji markerowych:
20588937, 13739674, 13739682, 13740104 oraz 20619220. Na podstawie sekwencji markeréw
zaprojektowano startery specyficzne i przeprowadzono reakcje z DNA 4 roslin odpornych populacji
E552 (Bingo x Pc52) oraz 4 ro$lin porazonych. Na podstawie przeprowadzonego screeningu do
dalszych etapéw na 10 ro$linach odpornych z genem Pc52 i 10 roélinach prazonych wybrano 8
kombinacji staterow z ktorych nastepnie do reakcji amplifikacji na DNA catej populacji E552
wybrano tylko dwa: Pc52 82 F1+R1 oraz Pc52 20 F1+R1 (Fot. 15).

Whnioski

1. Do analiz wytypowano 21 sekwencji DArT sprzezonych z obecnoscia genu odpornosci Pc60.

2. Konwersj¢ przeprowadzono dla 5 sekwencji DATT specyficznych dla genu Pc60 oraz dla 5
sekwencji wytypowanych w roku ubiegltym dla genu Pc52.

3. Zadna z konwertowanych sekwencji zaréwno w przypadku genu Pc52, jak i Pc60 nie
segregowata zgodnie z fenotypem badanych roslin.

Mierniki dla tematu badawczego 5

Lp. miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania
1. | Liczba analizowanych matryc DArTseq 1 1

2. | Liczba sekwencji DArT konwertowanych do warunkow

specyficznego PCR 10 10
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