Nr zadania

31

SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE

z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej w 2019 roku

A. INFORMACJE OGOLNE

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

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

Planowany okres realizacji zadania 12 miesi¢cy

Planowane naktady w zt 48 240

B. DANE WNIOSKODAWCY

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

Zbigniew Gradzki, Prof. dr hab., Prorektor ds. Nauki, Wdrozen i Wspélpracy Miedzynarodowej
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 tytut naukowy

miejsce zatrudnienia

Edyta Paczos-Grzeda

dr hab.

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

Sylwia Sowa dr inz. Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ros$lin
. . Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

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

Ewelina Marek mer nz. Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ros$lin
Joanna Toporowska mer inz, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ros$lin

2. Kierownik Zadania(imig nazwisko, tytul 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 sie kontaktowac w razie nieobecnosci kierownika zadania)

Edyta Paczos-Grzeda, dr hab.

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Instytut Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin
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 do kontaktu w razie nieobecnosci kierownika zadania:
Sylwia Sowa, dr inz.

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

20-934 Lublin

tel. (81) 445-68-84, kom. 509089757
sylwia.sowa@up.lublin.pl




D. OPIS ZADANIA

1. Cele zadania

Lp. | Cel Czy c_el zostal
zrealizowany
1 | Okreslenie patogenicznosci izolatdbw Puccinia coronata zebranych w roku 2018. TAK
2 | Identyfikacja efektywnych w Polsce genow Pc. TAK
3 | Uzyskanie ztozonych kombinacji gendw odporno$ci na rdz¢ koronowa. TAK
Proba konwersji na markery specyficzne sekwencji DArTseq sprzezonych z
4 g TAK
obecnoscia genu Pc60.

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 tematow badawczych.

Prosze wyroznic¢ etapy (tematy badawcze), okresli¢ czas ich trwania w miesigcach od rozpoczecia projektu i przewidywane
koszty. Terminy realizacji tematow badawczych mogq sie zazebiaé. Suma kosztow tematow badawczych musi by¢ rowna
catkowitemu kosztowi 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. (obejmuje tematy badawcze 1 i 2 planu 1-12
wieloletniego)

o | Ocena segregacji genow odpornosci. (temat badawczy 4-10
3 planu wieloletniego)

3 Piramidyzacja genoéw. (temat badawczy 4 planu 4-9

wieloletniego)

Konwersja na markery specyficzne sekwencji
zidentyfikowanych na podstawie catogenomowych 7-12
analiz polimorfizmu.

(obejmuje tematy badawcze 5,6,7 i 8 planu wieloletniego)

UWAGA: Nie s3 tematami badawczymi czynno$ci techniczne stuzace wykonaniu zadania np. zakup materialow, utrzymanie ro$lin
w szklarni, opracowanie statystyczne wynikow, opracowanie raportéow i sprawozdan.




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 45 linii referencyjnych dla genéw odpornosci na rdzg koronowg owsa.

*  Okreslenie patogenicznosci 40 izolatow Puccinia coronata wyprowadzonych z populacji
skolekcjonowanych w roku 2018 w Czestawicach, Kopaszewie, Polanowicach i Strzelcach
wzgledem 45 linii referencyjnych

*  (Ocena porazenia linii referencyjnych posiadajgcych zdefiniowane geny odpornosci w
warunkach naturalnej infekcji polowej.

*  Poszerzanie kolekcji izolatow Puccinia coronata.

Wyniki

W celu zobrazowania wirulencji populacji rdzy koronowej wystepujacej w 2018 roku na terenie
Polski material do badan pobierano z miejsc hodowli owsa, gdzie spodziewano si¢ najwickszej
presji selekcyjnej na populacje patogenu. Wyniki porazenia 45 linii referencyjnych z genami Pc
w stadium siewki przez izolaty wyprowadzone z populacji zebranych w Czestawicach,
Kopaszewie, Polanowicach i Strzelcach przedstawiono za pomocg warto$ci procentowych
(Tab.2). Izolaty wyprowadzone z populacji grzyba zebranych w Kopaszewie wykazaty catkowita
awirulencj¢ wzgledem 16 linii z genami Pc, populacja P. coronata ze Strzelec byta awirulentna
wobec 14 testowanych linii, natomiast populacja z Polanowic, wobec 7 linii z genami odporno$ci
na rdz¢ koronows. Populacja patogenu zebrana w Czestawicach wykazata si¢ najwicksza
zjadliwoscia i1 tylko 6 genow Pc pozostawalo w pelni efektywnych wzgledem izolatow
pochodzacych z tej miejscowosci.

Wisrod testowanych 45 linii referencyjnych z genami odpornosci (Pc¢) w stadium siewki najsilniej
porazona byla linia Pc38, wzgledem ktorej wirulencj¢ wykazalo ponad 50% izolatow z
Czestawic, Kopaszewa i Strzelec (Wyk.2). Bardzo niskim poziomem odpornosci wykazaty sig¢
réwniez linie z genami Pc35, Pc56, Pc55, Pc63 USA, Pc103-1 Kan, Pc64, Pc62 oraz Pc45. Pelng
odpornoscig w stadium siewki charakteryzowaly si¢ linie zawierajgce geny Pc52, Pc91 oraz
Pc104, ktore nie zostaty przetamane przez zaden z testowanych izolatoéw (Wyk. 3). Odpornos¢
warunkowang genami Pc51 USA, Pc59 USA, Pc59 Kan, Pc51 Kan, Pc98 Kan, Pc50 USA, Pc57
oraz Pc60 przelamaly w niewielkim stopniu jedynie pojedyncze izolaty, ponadto wysokim
poziomem odpornosci wykazaty si¢ linie z genami Pc68, Pc71, Pc101 Kan, a takze Pc46 Kan.
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Wyk. 1. Wirulencja izolatow P. coronata wyprowadzonych z populacji w Czestawicach,
Polanowicach, Kopaszewie i Strzelcach wzgledem testowanych linii referencyjnych z
genami Pc
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Kopaszewie, Polanowicach i Strzelcach.

WyK. 2. Procent porazenia testowanych linii referencyjnych zaw
rdz¢ koronowg (PC)
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Wyk. 3. Procent porazenia testowanych linii referencyjnych zawierajacych rozne geny odpornosci na rdzg koronowa (Pc) izolatami wyprowadzonymi z populacji

P. coronata w Czestawicach, Kopaszewie, Polanowicach i Strzelcach przedstawiony dla wszystkich lokalizacji razem.




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

W Strzelcach nie zaobserwowano porazenia rdza koronowg linii referencyjnych. Najwigksze
porazenie grzybem P. coronata na poziomie ok. 72% zaobserwowano w Polanowicach. W
Czestawicach poziom wirulencji wynosit 57%. W Kopaszewie natomiast przetamanych zostato
zaledwie 6 genow (Tab.4, Wyk.4).

100%
90%
80%
70%

60% przetamane geny
50% odpornosci

40% m efektywne geny odpornosci
30%
20%
10%

0% T T 1
Polanowice Czestawice Kopaszewo

Wyk. 4. Stosunek linii odpornych do porazonych w warunkach naturalnej infekcji polowe;j
w Czestawicach, Kopaszewie i Polanowicach.

Przeprowadzona ocena pozwala uzna¢ za najbardziej efektywne w warunkach naturalnej infekcji
polowej, w stadium rosliny dorostej geny Pc51 USA, Pc52, Pc59 USA, Pc59 Kan, Pc68, Pc71
Pc91 oraz Pc101 Kan. W Zadnej z lokalizacji nie stwierdzono infekcji linii z tymi genami. Inne,
warto$ciowe w stadium rosliny dorostej geny to: Pc50 i Pc94 oraz Pc60, a takze Pc57, Pc97 Kan,
Pc51 Kan oraz Pc96 USA. (Tab.3, Wyk.5)
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Wyk. 5. Procent porazenia testowanych linii referencyjnych zawierajacych rézne geny odpornosci na rdz¢ koronowa (Pc) w warunkach naturalnej infekcji polowej w

Czestawicach, Kopaszewie i Polanowicach przedstawiony dla wszystkich lokalizacji razem.



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 izolatow Puccinia coronata z kazdej lokalizacji. Izolaty zamrozono
w temp. -70 °C do czasu oceny spektrum patogenicznosci w kolejnym roku badan .

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

naturalnej infekcji polowej w czterech lokalizacjach. 45 45

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

3. 2. Ocena segregacji genow odpornosci

Cel tematu badawczego 2

*  QOcena segregacji genow odpornosci w populacjach Fs: E983, E630/1, E990 oraz E656 na
podstawie testow zywiciel-patogen w warunkach laboratoryjnych.

Materiaty i metody

Ziarniaki 4 populacji F; uzyskanych w wyniku krzyzowania przeprowadzonego w latach
poprzednich: 983, 630/1, 990, 656 poddano rozmnozeniu w warunkach laboratoryjnych w celu
uzyskania z kazdej z populacji 90 linii (Tab. 5). Z kazdej linii F3 testowi zywiciel-patogen poddano
min. 10 roslin w stadium 10-dniowej siewki. Metodyka i ocena testow zgodna z przedstawiong w
temacie badawczym 2. Testy odpornosci zostaly wykonane dla 2 izolatow, ktore charakteryzujg si¢
zjadliwo$cia w stosunku do odmiany °‘Kasztan’, a nie przetamujg odpornosci warunkowanej
poszczegbdlnymi genami, dla ktorych w roku poprzednim wykazano profil wirulencji umozliwiajacy
identyfikacje tych gendw.

Wyniki

Roéliny pokolenia F3 czterech populacji mapujacych: E983, E630/1, E990 oraz E656 (Tab. 5)
poddano ocenie rozszczepien odpornosci na rdz¢ koronowag w warunkach laboratoryjnych wykonujac
test dla 90 linii przy wykorzystaniu dwoch izolatow nie przetamujacych odpornosci warunkowane;
odpowiednio przez geny Pc50K, Pc50U, Pc59K oraz Pc59U.

Tab. 5. Analizowane populacje mapujace pokolenia F3.

Populgcja Kombinacja Gen PIZOIE.HY
pgllfoligg?ec?% mieszancowa odpornosci C(?r(z)crl]glcg
983 Kasztan xPc50K Pc50K 51(22), 241
630/1 Pc50U x Kasztan Pc50U 51(22), 241
990 Kasztan x Pc59K Pc59K 254,257
656 Kasztan x Pc59U Pc59U 241,254




Aby stwierdzi¢, ze odporno$§¢ warunkowana jest obecno$cia genu glownego o charakterze
dominujacym, nalezy zaobserwowac stosunek rozszczepien fenotypow w pokoleniu F3; zblizony do
1:2:1 (Tab. 6). Rosliny porazone to homozygoty recesywne, za§ odporne to zar6wno homozygoty
dominujace, jak i heterozygoty. Ocena rozczepien roslin F; w warunkach laboratoryjnych, izolatem
wywolujacym podobng reakcje do reakcji w stadium rosliny dorostej w warunkach polowych
umozliwitaby identyfikacj¢ odpornych homozygot dominujacych juz na etapie siewki.

Na podstawie oceny porazenia 90 roslin reprezentujacych populacje z genami odpornosci
Pc50K, Pc50U, Pc59K i Pc59U (Tab.6) stwierdzono, ze w trzech spo$rod badanych populacji oprocz
genow gltownych wystepuja réwniez allele warunkujgce odpornos¢ o mniejszym znaczeniu, ktore
modyfikujg aktywnos¢ 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
dzialania genu glownego. Najbardziej skomplikowany obraz uzyskano dla populacji z genem Pc59K.
Wydaje si¢, ze w linii tej wystgpuja dodatkowe geny majace wplyw na ekspresje genu gldwnego,
zaréwno o charakterze dominujacym, jak i recesywnym.

Tab. 6 . Ocena stosunku rozszczepien mieszancow pokolenia F3 w stadium siewki w
teScie zywiciel - patogen w warunkach laboratoryjnych.

Wartos¢
L Liczba Liczba Liczba . ¥2 dla
Kombinacja Liczba p-
R , Izolat | testowanych | homozygot | homozygot rozszcze
mieszancowa 1 . heterozygot " value
roslin odpornych | porazonych pienia
1:2:1
083 51(22) 90 23 24 43 0,270 |0,874
Kasztan xPc50K CR241 90 26 22 42 0,591 |0,744
630/1 51(22) 90 27 21 42 0,941 |0,625
Pc50U x Kasztan CR241 90 27 21 42 0,941 |0,625
990 CR254 90 27 22 41 1,05 |0,591
Kasztan x Pc59K CR257 90 22 26 42 0,970 |0,615
656 CR241 90 18 26 46 1,836 | 0,399
Kasztan x Pc59U CR254 90 19 25 46 1,127 | 0,569

Po weryfikacji otrzymanych wynikoéw za pomoca testu x? stwierdzono proporcje rozszczepieni:
2 linie heterozygotyczne: 1 linia odporna: 1 linia wrazliwa (Tab. 6). Zastosowane izolaty pozwalaja na
identyfikacje genow glownych Pc50K, Pc50U, Pc59K i Pc59U w analizowanych mieszancach i
wytypowanie ro$lin F, do analiz polimorfizmu DNA w celu poszukiwania markerow molekularnych.

Mierniki dla tematu badawczego 2

warto$¢ miernika e
. : o warto$¢ miernika
Lp. miernik podazr;iz\:ﬂc;plsne Srealizowana
1. | Liczba populacji F; poddanych ocenie rozszczepien. 4 4

10




3. 3. Piramidyzacja genéw.

Cel tematu badawczego 3

* Przeprowadzenie krzyzowan majacych na celu uzyskanie mieszancow trojgenowych
i czterogenowych pomig¢dzy formami ze zdefiniowanymi genami odpornos$ci

* Fenotypowanie mieszancow F; uzyskanych w roku poprzednim

Wyniki

Przeprowadzono krzyzowania majace na celu uzyskanie mieszancow trojgenowych pomiedzy
mieszancami odmiany Celer z liniami odpornosci Pc50K, Pc50U, Pc59U (Tab. 7).

Tab.7. Efektywno$¢ krzyzowan mieszancow trojgenowych.

Liczba Liczba
Forma Forma WykaSt:]O._ WykaSt:]O._ L.ICZba Efektywnos¢ Polaczone
mateczna ojcowska wanych | wanychl | zawigzanych krzyzowania (%) geny
zapylonych | zapylonych | ziarniakéow

wiech kwiatkow
Celer x 50U | Celer x 59U 7 84 4 4,76 39U, 50U, 59U
Celer x 59U | Celer x 50U 8 81 5 6,17 39U, 50U, 59U
Celer x 50U | Celer x 50K 3 31 1 3,23 39U, 50K, 50U
Celer x 50K | Celer x 50U 4 46 3 6,52 39U, 50K, 50U
Suma 22 242 13 - -
Srednia 5,5 60,5 3,25 5,37 -

W celu uzyskania mieszancow wykastrowano 242 kwiatki w 22 wiechach uzyskujac 13
ziarniakow (Tab. 7). Srednia efektywno$é krzyzowania wyniosta 5,37% wahajac si¢ od 3,23% w
przypadku kombinacji ‘Celer’ x Pc50U x ‘Celer’ x Pc50K do 6,52% dla krzyzowania zwrotnego.
Otrzymano ziarniaki wszystkich zaplanowanych kombinacji mieszancow trojgenowych. Dla genow
Pc39U, Pc50U, PcS9U — zawiazato sie dziewie¢ ziarniakoéw, dla kombinacji Pc39U, Pc50K, Pc50U —
cztery.

Komponentami krzyzowania byly réwniez trojgenowe kombinacje mieszancowe F1
wyprowadzone w roku poprzednim, krzyzowane w celu uzyskania mieszancow czterogenowych
(Tab.8). Wykastrowano 275 kwiatkow w 24 wiechach otrzymujac zaledwie 5 ziarniakéw. Srednia
efektywno$¢ krzyzowania wyniosta 1,92%. Najwyzszg efektywnos¢ 3,51% osiagnigto dla kombinacji
1006x1004x1001x1004, zas$ najnizsza 1,23% dla kombinacji 1001x1002x1001x1004. W uzyskanych
mieszancach kumulacji ulegly geny Pc39+Pc52+Pc60+Pc91 oraz Pc39+Pc52+ Pc60+Pc70.

Mieszance F1 reprezentujace 7 kombinacji poddano ocenie fenotypowej (Tab.9.). Wartosé
poszczegdlnych cech, w zalezno$ci od kombinacji, charakteryzowata si¢ duzg zmienno$cig. Wstepna
ocena odporno$ci mieszancoOw w warunkach naturalnej infekcji polowej wskazuje, ze formy te
charakteryzuje odpornos¢ w stadium rosliny dorostej zarowno na rdz¢ koronows, jak i w mniejszym
stopniu na mgczniaka prawdziwego. Formy te moga zosta¢ wykorzystane bezposrednio jako materiat
wyjéciowy do hodowli nowych odmian, jak rowniez jako nowe komponenty w hodowli tworcze;.

11



Tab.8. Efektywno$¢ krzyzowan mieszancow czterogenowych.

— =
58] € |z |8
22| £ 82|83
SScI8S8 52 £
Forma mateczna Forma ojcowska NESRE% g2 ég Wprowadzone geny
JgsHEE Y523
3 9 E8|3%
z2g| £ |3 =
-]
1001 (Pc52xCeler Pc39) | 1001 (Pc52xCeler
x 1002 (Pc52xNAM2 Pc39) x 1004 7 81 | 1 | 1,23 PC39+P§S§1+P°6°+
Pc91) (Pc60xCeler Pc39)
1001 (Pc52xCeler Pc39) 1001 (Pc52xCeler
x 1004 (Pc60xCeler Pc39) x 1002 6 75 1 | 1,33 | Pc39+Pc52+Pc60+Pcol
Pc39) (Pc52xNAM2 Pc91)
1001 (Pc52xCeler Pc39) 1006 (Pc70xCeler
x 1004 (Pc60xCeler Pc39)x 1004 6 62 | 1 | 161 P;fé’gf;f?zg
Pc39) (Pc60xCeler Pc39)
1006 (Pc70xCeler Pc39)x 108;55;2%2%?“ . &7 > | 351 Pc39+Pc52+
1004 (Pe60Celer Pe39) | ooeo’ 1o peag) Pc60+Pc70
Suma 24 275 5 - -
Srednia 6 [6875| 1,25 | 1,92 -

Mierniki dla tematu badawczego 3

warto$¢ miernika e
P . warto$¢ miernika
Lp. miernik podazgeé;\;ic;plsne Jrealizowana
1. | Liczba nowych kombinacji trojgenowych 2 2
2. | Liczba nowych kombinacji czterogenowych 2 2
3. | Liczba fenotypowanych kombinacji F; 7 7

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

Cel tematu badawczego 4

*  Proba konwersji na markery specyficzne sekwencji DArTseq i SilicoDArT sprzgzonych
Z obecnoscig genu Pc60

Wyniki

Na podstawie segregacji markeréw DArT i DArTseq zidentyfikowano sekwencje sprz¢zone z
obecnoscig genu odpornosci Pc60. Dla czterech najsilniej sprzezonych sekwencji o wlasciwej pozycji
SNP jak réwniez podobienstwie sekwencji do genow zwigzanych bezposrednio lub posrednio z
odpornoscia zaprojektowano startery (Tab. 10) i przeprowadzono reakcje PCR.
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Tab. 10. Startery zaprojektowane w oparciu o sekwencje sprzezone z genem Pc60.

Nazwa sekwencji Nazwa
DArTseq/ Sekwencja 5'3" Sekwencja nukleotydowa DArTseq/silicoDArT / Wynik BLAST
. startera
silicoDArT
60 02 F1 GCAGCTGCTTCCCGTCCC
5445602|F|0- TGCAGCAGCTGCTTCCCGTCCCcTGTCCAGCCAGACCTTCCTCGGGACCGTCTGGACGCCG
21:C>T-21:C>T 60_02_F2 |GCAGCTGCTTCCCGTCCT XM_004960139.2 Setaria italica beta-fructofuranosidase, insoluble isoenzyme 7
' : (LOC101781847), mRNA
60 02 R1 |CGTCCAGACGGTCCCGAG
60_67_F1 CTGCAGTATTGGTGCTGAT
37041367|F|0- TGCAGTATTGGTGCTGAtAAGTCGTTTGGCCGTGACATAGTTGACTCGCACTACAAGGCTT
17 T>G-17-T>G 60_67_F2 CTGCAGTATTGGTGCTGAG |GCCTCTTT
' ' KY678612.1 Poa pratensis glutamine synthetase (GS1) mRNA, complete cds
60 67 R1 |AAAGAGGCAAGCCTTGTAG
60_60_F1 | TGCAGGACAGGACCAGCGA | TGCAGGACAGGACCAGCGACGCCTACCGCTGGATGCTGCACCACGGGGAGAG
20599760 GTACCGCGACGCGGACG
60 60 R1 | CGCGGTACCTCTCCCCGTG | XM_020340691.1 Aegilops tauschii subsp. tauschii UDP-glycosyltransferase 72B1-like
60_38_F1 | TACTAGCCTGTCACAAGTTC | TGCAGGTACAACTAGTACTAGCCTGTCACAAGTTCGATCATTTGCATTGTTCGGAGAGTTA
3278538 TCATACAC
60 38 R1 | CTCTCCGAACAATGCAAATG | XM_020333758.1 Aegilops tauschii subsp. tauschii putative disease resistance RPP13-like protein 3
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Poczatkowo amplifikacje prowadzono w obecnosci DNA 4 homozygotycznych ro$lin
odpornych i 4 porazonych reprezentujacych populacje E660 w gradiencie temperatur dobranych
zgodnie z temperatura topnienia poszczegolnych starterow (Fot. 1).

Fot. 1. Przyktadowe produkty PCR uzyskane po wiaczeniu do reakcji zaprojektowanych par starterow
charakterystycznych dla genu Pc60.

Po przeanalizowaniu elektroforegraméw do dalszej analizy na wigkszej ilosci probek (24
odpornych i na 24 porazonych wybrano m.in. pary starterow:
1. 60 38 F1+60 38 R1 temp. 49°C
2. 60 60 F1+60 60 R1 temp. 51°C
Szczegbdlnie zadowalajacy byt wynik uzyskany dla pierwszej pary starterow, ktora
determinowata amplifikacje produktu wystgpujacego wytacznie u form porazonych (Fot. 2). Niestety
produkt ten nie byt obecny u wszystkich form porazonych.

Fot. 2. Produkty PCR uzyskane po wlaczeniu do reakcji par starterow: 60 38 F1 + R1 oraz 60_60 F1 + RI1.
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W kolejnym etapie analiz przeprowadzono reakcje amplifikacji dla wszystkich ro$lin z
populacji E660 (Fot. 3). Niestety, w dalszym ciaggu produkt o masie ok. 750 pz byt obecny tylko u
niektorych porazonych form co wskazuje, ze odlegto$¢ markera od genu Pc60 jest duza, a marker nie
moze by¢ wykorzystany w selekcji MAS.

Fot. 3. Produkty PCR uzyskane po wiaczeniu do reakcji pary starterow 60 38 F1 + R1 dla populacji E660

segregujacej pod wzgledem obecnosci genu Pc60.

Mierniki dla tematu badawczego 4

Lp. miernik warto$¢ miernika warto$¢ miernika
podana w opisie zrealizowana
zadania
1. | Liczba sekwencji DArTseq i silicoDArT konwertowanych 4 4

do warunkéw specyficznego PCR
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