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Cel 1. Stworzenie i utrzymanie kolekgji linii referencyjnych owsa z genami odpornosci na rdze koronowa.
Cel 2. Okreslenie spectrum patogenicznosci izolatow P. coronata pochodzacych z réznych obszaréw kraju.

Wyk. 2.1. Wirulencja izolatéw P. coronata zbieranych na terenie
Wyniki Polski w latach 2013-2019.

W 2014 roku skompletowano kolekcje 45 linii referencyjnych owsa z genami odpornosci na rdze 70%
koronowg Pc, pochodzacych z lowa State University oraz AAFC Cereal Research Centre

w Winnipeg w Kanadzie. W latach 2015-2020 linie referencyjne poddawano rozmnozeniu 60%
w warunkach polowych z zachowaniem izolacji w celu utrzymania kolekcji do dalszych badan.

W latach 2014-2019 w celu okreslenia struktury populacji P. coronata zbierano populacje
patogenu z réznych obszaréw kraju. Z populacji wyprowadzono 250 izolatéw i okreslono ich
profile wirulencji. Poziom wirulencji izolatéw wahat sie od 0% do 58%, przy czym srednio wynosit
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Cel 3. Identyfikacja efektywnych w warunkach kraju genéw odpornosci owsa na rdze koronowa.

Wyniki

Testy prowadzone zarowno w warunkach laboratoryjnych, jak
i polowych wykazaty, ze sposrod badanych genéw catkowicie efektywny
byt jedynie Pc91. Petng efektywnoscia w warunkach naturalnej infekcji
polowej charakteryzowaty sie geny Pc51USA, Pc71, Pc59Kan oraz
Pc59USA Wyk. (3.1). Tylko pojedyncze izolaty przetamywaty geny Pc70,
Pc60, Pc52, Pc51Kan i Pc50 Kan (Tab. 3.1).

Dyskusja i Wnioski

Wiele gendw Pc pozostaje efektywnych w Polsce, jednak wprowadzanie
monogenicznie warunkowanej odpornosci do odmian, a nastepnie
dtugotrwata uprawa tych odmian w monokulturze moze przyczynié sie
do zwiekszenia presji selekcyjnej na populacje patogenu. Efektem moze
by¢ pojawianie sie bardziej agresywnych izolatéw i przetamanie
odpornosci warunkowanej pojedynczym genem. Alternatywa jest
piramidyzacja gendw i faczenie w jednej formie co najmniej kilku genow
odpornosci o jak najszerszym spektrum dziatania.

Wyk. 3.1. Najbardziej efektywne geny Pc w warunkach laboratoryjnych
i w doswiadczeniach polowych.
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B Warunki laboratoryjne Doswiadczenie polowe

%
owsa oraz identyfikacja i lokalizacja markeréw DNA dla tych genow S
Tab. 3.1. Efektywnos¢ gendw Pc w warunkach laboratoryjnych.
Linia referencyjna Irddto Dornor genu Linia testowa Srednia .. Post hoc
owWsa efehtywnoic
Pc 51 Isu* A sterilis Wahl No. g \OWRIINEsXZI0E 00 o a
X434
Pc 52 15U A steriliz Wahl Mo. 2 lowa isoline X421 100,086 El
Pc 31 AAFC-CRC A magna Amaglon Pl437742 100,06 E]
Pc 59 TAMU A sterilis Pl 296244 TAM-0-312 99,9% a
Pc 57 AAFC-CRC A_sterilis Cl 8295 H-555 or 1A D640 99, 7% a
Pc 71 I5U A steriiz 1A B437 14 Y345 or |A D526 99,7% E]
Pr 104 AAFC-CRC A_ steriliz G51 Maorgan = G51 99, 75% E]
Pc 50 AAFC-CRC A =zperilis CW-485 Pendek= P50 99,4% E]
Pc 68 AAFC-CRC A steriis CAV 4904 M ak uru/fSun I Pceg 99,3% a
Pr 38 AAFC-CRC A sterilis CAV 1579 Harmon = CAY 1575 93,8% ab
Pc 101" AAFC-CRC A sterili Pl 334961 Harmeon = Pl 334961 98,1% ab
Pc 70 15U A steriis PI318282 H547 97,0% ab
Pc 60 Coker's Seed Co.* A sterilis PI 287211 Coker 227 BE,4% ab
Pr 56 AAFC-CRC A_sative MG 85035 - 95,2% abc
Pc 39 AAFC-CRC A. stenliz F-366 Pendek= Pc35 94, 4% abc
Pr 61 Coker's Sesd Co. A sterilis Pl 287211 Coker 234 94,056 abc
Pc 53 I5U A, sterilis 6-112-1-15 H441 93,4% abc
Pc 14 15U A. sativa Ascencao AsSCENCan 92,8% abc
Pc I8 AAFC-CRC A. sterilis F-290 Pendek= Pcdt 92,3% abc
Pc 36 U A sterilis Cl 8081 |A D515 or H382 92,0% abc
Pr5d AAFC-CRE A. serigosa [RL16S7) - 91,8% abc
Pr 48 AAFC-CRC A stenliz F-158 Pendek= Pcdl 89,9% abcd
Pr 58 TAMU A steriliz Pl 2855919 TAM-O0-301 29,9% abcd
Pc 40 AAFC-CRC A_ steriliz F-83 Pendek= Pc4d 85,4% brde
Pc 54 AAFC-CRC A sterilis CAV 1832 Pendek = CAV1832 21,9% cde
Pc 55 AAFC-CRC A sterilis CAV 4563 Pendek= Pch5 21,2% cdef
Pc 63 AAFC-CRC A sterilis CAV 4540 Fraser = PcE3 76,8% defg
Pc 57 AAFC-CRC A steniis CAV 1180 Harmon = CAY 1130 76,8% defg
Prc 62 AAFC-CRC Al steriis CAV 4274 Fraser = PcE2 76,4% defg
Pc 63 AAFC-CRC A. sterilis CAV 4248 Makuru//5un I/ Pced 74,5% efg
Pc 45 AAFC-CRC A. stenliz F-169 Pendek= P45 67,3% fgh
Pri103-1° AAFC-CRC A steriliz Pl 333463 Harmon = Pl 333463 63,8% £h
Pc 56 AAFC-CRC A sterilis CAV 1964 Pendek= Pt 63,3% £h
Pc 35 AAFC-CRC A sterilis 0-137 Pendek= P35 54 6% hi
Pc 38 AAFC-CRC A sterilis CW491-4 Pendek= Pc33 42.2% hi
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Cel 4. Okreslenie podstaw odpornosci na rdze koronowg odmiany Celer.

Wyniki

Na podstawie analizy rozszczepien wykazano, ze odpornos¢ na P. coronata w odmianie Celer
kontrolowana jest przez pojedynczy gen dominujgcy. Analiza poréwnawcza profili wirulencji
izolatow P. coronata wzgledem odmiany Celer i linii referencyjnych z genami Pc (Rys. 4.1) oraz
wyniki testu allelicznosci (Rys. 4.2) dowiodty, ze za odpornos¢ na rdze koronowg w tej odmianie
odpowiada gen Pc39.

Dyskusja i Wnioski

Odmiane Celer wytypowano jako najbardziej odporng z polskich odmian owsa. Poniewaz
odmiana ta charakteryzuje sie szeregiem korzystnych cech agronomicznych, moze by¢
z powodzeniem wykorzystywana jako bezposredni donor genu Pc39 w hodowli.
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Rys. 4.2. Test zywiciel-patogen na 96 roslinach pokolenia F,
" populacji ‘Celer’ x linia referencyjna z genem Pc39 z uzyciem 4
Sobiesz. - izolatéw P. coronata : 4.2 (BLDGGBLJG), 11 (QGBTFDQBG),

Przebaj I 5 4H
— Proporiyk Rys. 4.3. Porazone rosliny 12.2 (QGBTKDQDB), 13.3/1 (NLBGFBBKG).
A Kasztan, owsa zwyczajnego. C — ‘Celer

Rys. 4.1. Fragment dendrogramu podobienstwa profili infekcji badanych * - linia referencyjna z genem Pc39,
linii referencyjnych z genami Pc oraz polskich odmian owsa zwyczajnego K - odmiana kontrolna ‘Marvelous’.
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Cel 5. Charakterystyka gendw odpornosci na rdze koronowg pod wzgledem sposobu dziedziczenia.
Cel 6. Piramidyzacja efektywnych w warunkach kraju genow odpornosci i wyprowadzenie w oparciu o polskie odmiany
mieszancéw o poprawionej odpornosci na rdze koronowa.

Wyniki

W latach 2014-2020 prowadzono krzyzowania majgce na celu wyprowadzenie populacji z genami odpornosci na rdze koronowg w tle odmiany podatnej na
porazenie oraz piramidyzacje efektywnych gendw Pc. Na podstawie oceny efektywnosci gendw Pc wytypowano kombinacje mieszaricowe do dalszego rozmnozenia.
W celu okreslenia sposobu dziedziczenia tych gendéw przeprowadzono ocene segregacji fenotypdw z wykorzystaniem pozyskanych izolatéw P. coronata
o zroznicowanej wirulencji reprezentatywnej dla populacji rdzy koronowej na terenie kraju. Na poziomie F, sfenotypowano 1842 rosliny reprezentujace 14
kombinacji (Tab. 5.1). Wybrano populacje, dla ktérych uzyskano segregacje roslin wskazujaca na fakt, ze odpornos¢ ma charakter dominujacy i jest warunkowana
monogenicznie. 1130 linii F; tych populacji sfenotypowano w celu wytypowania homozygotycznych rosdliny F,, ktére postuzyty do identyfikacji markeréw

molekularnych (Tab. 5.2). Ocena efektywnosci gendw odpornosci na rdze koronowa umozliwita wytypowanie gendw Pc do krzyzowan. Za

najbardziej perspektywiczne uznano geny Pc39, Pc51USA, Pc71, Pc59Kan, Pc59USA, Pc70, Pc60, Pc52, Pc51Kan

Tab. 5.1. Fenotypowane linie F, i Pc50 Kan. Donorem Pc39 byta odmiana Celer. Krzyzowania prowadzono z najlepszymi pod wzgledem cech

Liczba plonotwdrczych polskimi odmianami owsa, a mieszaricami wielogenowymi. W sumie wykastrowano i zapylono
Populacja|Kombinacja mieszaficowa roslin 8459 kwiatkdéw i otrzymano 1366 ziarniakow. Efektem krzyzowan byty miedzy innymi 24 kombinacje
310 Celer x STH9210 150 W|elogenowe taczace w sobie od 3 do 5 ge.nc'>w Pc, ws.rod k’to’rych zn.alaz'iy sie P.C39' PCSOL.J, Pc'52, Pc:f)OK, Pc59U,
Pc60, Pc70 i Pc91 (Tab.5.3). Uzyskano rowniez wiele mieszancéw zawierajgcych inne kombinacje gendw.
483 Pc57x Bingo 129 .. . .
. Dyskusja i Wnioski
252 Bingo x Pc52 252 W efekcie krzyzowan przeprowadzonych w ramach
i Tab. 5.2. Fenotypowane linie F
540 Bingo x Pc59 89 vp 3 tematu uzyskano mieszance dla niemal wszystkich
553 Bingo x Pc59 99 . Kombinacja Liczba wartosciowych genéw nadajacych odpornoéé na rdze
575 Kasztan x Pc59 123 Populacja mieszaricowa linii koronowg. Mieszarice wykorzystano do oceny sposobu
840 Pc14 x Kasztan 50 310 Celer x STH9210 150 dziedzlif:zeni.a warunkovyanej hprzez te ginylodpornos'ci,
345 Pc71 x Kasztan 50 ooy Bingo x Pc52 220 poszukiwania ' sprzezor?yc ma'r er?w oraz
wyprowadzania wysoce ztozonych kombinacji.
842 Pc70 x Kasztan 50 983 Kasztan xPc50K 90 . . . .
Tab. 5.3. Piramidyzacja gendéw
851 Pc101 x Kasztan 50 630 Pc50U x Kasztan 90
983 Kasztan xPc50K 200 660 Pe60 x Kasztan 500 Wprowadzone geny Pc Liczba kombinacji
630 Pc50U x Kasztan 200 39,500,590 6
990 Kasztan x Pc59K 90 39,50U,50K 6
990 Kasztan x Pc59K 200 656 Kasztan x Pc59U 90 39,52 60,91 6
656 Kasztan x Pc59U 200 635 Pc51U x Kasztan 200 39,52,60,70,91 3
Suma 1842 Suma 1130 39,52,60,70 3
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Cel 7. Opracowanie markerow molekularnych sprzezonych z efektywnymi genami odpornosci oraz ich lokalizacja na

chromosomach owsa.

Wyniki

W celu opracowania markeréw molekularnych do identyfikacji 99\ /55"
genu Pc39 w populacji E310 (Celer x STH9210) przetestowano 500 3 3%;35023454401_5:)3
starteréw RAPD, 960 par starteréw SRAP oraz 15 par starteréw forecit ot
RGA. Wytypowane homozygoty populacji poddano réwniez — **|| [ st
genotypowaniu metodg mikromacierzy DArT oraz ponrve
sekwencjonowania DArTseq. Zidentyfikowano 6 markerow

sprzezonych z genem Pc39 typu RAPD, SRAP, DArT i DArTseq, ktére 3454320 3455136
przekonwertowano na specyficzne markery typu SCAR. Analiza e 2%2%;?282
BLASTn z T3/0Oat umozliwita zlokalizowanie markeréw w obszarze

3280390 3281687
102 3466252 3454540
" 3454137

1057 1 3454981 3455125
SCAR_3456624 3454210

3,7-6,7 cM Mrg 11 (Rys. 7.1). B8 e 06040
Genotypowaniu za pomoca metody DArTseq, a w niektérych "7 ) Saoseart
przypadkach takze markeréw RAPD lub SRAP, poddano réwniez [ }|550
populacje 983 (Kasztan x Pc50K), 630 (Pc50U x Kasztan), E635 4] | scic o s
SCAR_oPt_17172

avgbs_cluster_32397.1.62 avgbs2_122557.1.35

(Pc51U x Kasztan), 552 (Bingo x Pc52) oraz E660 (Pc60 x Kasztan). '8

Wytypowane sekwencje DArTseq i silicoDArT konwertowano do
warunkow specyficznego PCR. Konwersji poddawano sekwencje
nie tylko charakteryzujace sie silnym sprzezeniem z genem

23

SCAR_SRAP_Me23+Em14_SCAR_3454401
3456624_sD1 3456213

3455834 3455743

avgbs_246256.1.9 3455639

"

54823 3454695
avgbs_88849.1.10 3453998
3282501 3282361

odpornosci, ale réwniez odpowiedna dtugoécia, a w przypadku 262296 3271488

markerow DArTseq rdéwniez wifasciwym potozeniem SNP, co
najmniej 20 nukleotydéw od konca 5 lub 3’. Pozwolito to na
opracowanie markeréw dla genéw Pc50U, Pc50K i Pc60.

Dyskusja i Wnioski

Skomplikowana budowa, duzy rozmiar i segmentalna homeologia chromosoméw
gatunkow z rodzaju Avena wymusza stosowanie systemow markerowych identyfikujgcych
wysoki poziom polimorfizmu na jak najwiekszym obszarze genomu, takich jak DArTseq.
Genotypowanie DArTseq umozliwito lokalizacje genu Pc39 na mapie konsensusowej owsa,
a takze opracowanie markeréw molekularnych zaréwno dla genu Pc39, jak i Pc50U, Pc50K
oraz Pc60. Dalsza analiza z wykorzystaniem nowszej wersji genomu referencyjnego Avena,
moze przyczyni¢ sie do okreslenia lokalizacji pozostatych sekwencji markerowych dla
badanych gendw Pc.

Rys. 7.1 Fragment
mapy sprzezen z

Pc39.

markerami dla genu

0000000000000000000000000000000000000PPPPPPPPPPP

pyore
o

Rys. 7.2. Specyficzne produkty PCR dla genéw Pc50U, Pc50K, Pc60, i Pc39.
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KONKRETNE OSIAGNIECIA PROJEKTU
1. Skompletowanie zestawu linii referencyjnych z genami Pc, wyprowadzenie linii czystych, usuniecie duplikatow. Linie referencyjne moga by¢ nadal
wykorzystywane zaréwno do bezposredniego wprowadzania genéw Pc do materiatéw hodowlanych, jak i do testowania wirulencji populacji i izolatéw.
Skompletowane linie referencyjne zostaty przestane do University of Sydney w Australii i sg przedmiotem miedzynarodowego eksperymentu majacego na celu stworzenie
zunifikowanego zestawu linii do testowania wirulencji Puccinia coronata w laboratoriach na catym $wiecie.
Mieszarice F, odmian Kasztan i Bingo z genami Pc uzyskane w ramach projektu zostaty przestane do Agriculture and Agri-Food Canada, Morden Laboratory w Winnipeg, w Kanadzie,
gdzie zostaty poddane genotypowaniu metodg GBS i fenotypowaniu wraz z populacjami kanadyjskimi. Efektem tej wspdtpracy sg dwie publikacje z JCR:
Kebede A.Z., Friesen-Enns J.R., Gnanesh B.N., Menzies J.G., Mitchell Fetch J.W., Chong J., Beattie A.D., Paczos-Grzeda E., McCartney C.A. 2019. Mapping Oat Crown Rust Resistance
Gene Pc45 Confirms Association with PcKM. G3: Genes, Genomes, Genetics .9 (2).505-511. MNiSW 2019 — 30 pkt, IF = 2,742
Zhao J., Kebede A.Z., Menzies J.G., Paczos-Grzeda E., Chong J., Mitchell Fetch J., Beattie A.D., Peng Y.Y., McCartney C. 2020. Chromosomal location of the crown rust resistance gene
Pc98in cultivated oat (Avena sativa L.). Theor. Appl. Genet. 133 (4) s. 1109-1122. MEN 2020 - 100 pkt, IF = 4,439
2. Utworzenie kolekgcji izolatéw P. coronata f. sp. avenae, ktdre moga by¢ wykorzystane w testach zywiciel-patogen do postulowania genéw odpornosci na rdze
koronowa w réznych formach owsa oraz do testowania materiatéw wyjsciowych i linii hodowlanych.
Izolaty wyprowadzone w ramach projektu zostaty wykorzystane do analizy polskich odmian A. sativa i licznych form dzikich z rodzaju Avena, czego efektem byty publikacje z JCR:
Sowa S., Paczos-Grzeda E., Koroluk A., Okon S., Ostrowska A., Ociepa T., Chrzgstek M.,. Kowalczyk K., 2016. Resistance to Puccinia coronata f. sp. Avenae in Avena murphyi, Avena
magna and Avena insularis. Plant Disease, 100 (6), s.1184-1191. MNiSW 2019 — 35 pkt, IF = 3,173.
Paczos-Grzeda, E., Sowa, S., Koroluk, A. Langdon T., 2018. Characteristics of resistance to Puccinia coronata f. sp. avenae in Avena fatua L. Plant Disease. 102(12), 5.2616-2624.
MNiSW 2019 - 35 pkt, IF = 3,583.
Paczos-Grzeda, E., Sowa, S., Boczkowska, M., Langdon T., 2019. Detached leaf assays for resistance to crown rust reveal diversity within populations of Avena sterilis L. Plant Disease.
105(5), s.832-840. MNiSW 2019 - 35 pkt, IF = 3,809.
Sowa, S., Paczos-Grzeda, E. 2020 A study of crown rust resistance in historical and modern oat cultivars representing 120 years of Polish oat breeding. Euphytica 216, 12.
MEN 2020 - 70 pkt, IF =1,614.
3. Poznanie wirulencji populacji P. coronata na terenie kraju, co pozwala zaplanowac kierunki hodowli odpornosciowej na najblizsze lata.
4. Uzyskanie mieszancéw wielogenowych, w ktérych spiramidyzowano od 3 do 5 gendw Pc. Stanowig one wartosciowy materiat badawczy i hodowlany
5. Opracowanie markeréw dla gendw odpornosci na rdze koronowa owsa Pc39, Pc50U, Pc50K i Pc60. Opatentowanie trzech par starterow identyfikujacych
markery dla genu Pc39.
Imig i nazwisko Data Data Nazwa wynalazku
L.p. twércow Nr patentu | zgtoszenia | udzielenia
Paczos-GrzedaE., Dwie pary oligonukleotydowych starteréw do wykrywania obecnosci alleli dominujgcego lub recesywnego genu odpornosci na rdze koronowa
1 [Sylwia Sowa P.422535 |11.08.2017| 06.06.2019| Pc39 w genomie owsa zwyczajnego (Avena sativa L.), kombinacja dwdch par starteréw oraz sposéb wykrywania uktadu alleli genu Pc39
Paczos-GrzedakE., Para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania oraz sposéb wykrywania allelu dominujgcego genu odpornosci na rdze koronowga Pc39
2 [Sylwia Sowa P.422536 | 11.08.2017| 06.06.2019| w roslinach owsa zwyczajnego (Avena sativa L.)
Paczos-GrzedaE., Para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania oraz sposéb wykrywania allelu recesywnego genu odpornosci na rdze koronowg Pc39
3 [Sylwia Sowa P.422537 | 11.08.2017| 06.06.2019| w roslinach owsa zwyczajnego (Avena sativa L.)
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