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D. OPIS ZADANIA

1. Cele zadania

Czy cel zostal
Lp. | Cel (zgodnie ze szczegélowym opisem na dany rok) Zreggli;)r\:;/;ny
Jcze$ciowo?)
Okreslenie patogenicznosci izolatow Puccinia coronata skolekcjonowanych
1 TAK
w roku 2016.
2 | Poszukiwanie markeréw dla genu odporno$ci Pc60 metoda SRAP. TAK
Proba konwersji markerow losowych RAPD i SRAP dla genu Pc39 na
3 . TAK
markery specyficzne.
Identyfikacja i préba konwersji na markery specyficzne sekwencji DArTseq
4 . g TAK
sprzezonych z obecnos$cia genu Pc52.
5 Genotypowanie populacji E660 z wykorzystaniem catogenomowych analiz TAK

polimorfizmu.

3. Opis tematow badawczych (nalezy sporzqdzi¢ opis dla tematow badawczych wymienionych w tabeli powyzej;

kolejnosé zgodnie z tabelg powyzej)

3. 1. OKkreslenie spectrum patogenicznosci izolatow Puccinia coronata.

Cel tematu badawczego 1
*  Utrzymanie kolekcji 45 linii referencyjnych dla gendw odpornosci na rdze¢ koronowa owsa.

*  Okreslenie patogenicznosci 40 izolatow Puccinia coronata wyprowadzonych z populacji
skolekcjonowanych w roku 2016 w Czestawicach, Kopaszewie, Polanowicach i Strzelcach
wzgledem 45 linii referencyjnych

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

*  Poszerzanie kolekcji izolatow Puccinia coronata.

Materialy i metody

Rozmnozeniu w warunkach polowych, z zachowaniem izolacji, poddano 45 linii referencyjnych.
W celu okreslenia patogenicznos$ci 40 izolatow Puccinia coronata, wyprowadzonych z populacji
skolekcjonowanych w roku 2016 w Czestawicach, Kopaszewie, Polanowicach i Strzelcach
wzgledem 45 linii kontrolnych o zdefiniowanych genach odpornosci na pierwszych lisciach 10-
dniowych siewek przeprowadzono testy zywiciel-patogen. W celu okreslenia odpornosci na rdzg
koronowa 45 linii referencyjnych o zdefiniowanych genach odpornosci w warunkach naturalnej
infekcji polowej zalozono metodg blokéw losowanych jednopowtdrzeniowe eksperymenty
polowe w czterech lokalizacjach:

- Gospodarstwie Doswiadczalnym UP w Lublinie, w Czestawicach k/Naleczowa.
- Hodowli Ro$lin Strzelce Sp. z 0.0. w Strzelcach

- DANKO Hodowli Roslin Sp. z 0.0. w Kopaszewie

- Malopolskiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0. w Polanowicach.

Typ infekcji okreslono poprzez dokonanie wizualnej oceny liSci wg skali 0-9 (McNeal i in.
1971), w ktorej 0 oznaczato catkowita odpornos¢, zas 9 — silne porazenie.




W populacji Puccinia coronata zebranych w Czestawicach, Polanowicach, Kopaszewie i
Strzelcach wyprowadzono izolaty Puccinia coronata. W kolejnym roku badan uzyskane izolaty
zostang ocenione pod wzglgdem spektrum patogenicznosci.

Wyniki

Izolaty wyprowadzone z populacji grzyba zebranych w Kopaszewie wykazaty catkowita
awirulencje wzgledem 26 linii z genami Pc, populacja P. coronata ze Strzelec byta awirulentna
wobec 25 testowanych linii, natomiast populacja z Polanowic, wobec 18 linii z genami
odpornosci na rdzg koronowa. Populacja patogenu skolekcjonowana w Czestawicach, wykazata
si¢ najwigksza zjadliwoscig i tylko 12 gendow Pc pozostawato w peini efektywnych wzgledem
izolatow pochodzacych z tej miejscowosci (wyk.1).

100% —
90% +— —

80% +— —

70% +— —

60% +——

Przetamane geny
odpornosci

50% -
u Efektywne geny
odpornosci

40%

30% +——
20% +—
10% +—
0% - T T T

Czestawice Polanowice Strzelce Kopaszewo

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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Wyk. 4. Stosunek linii odpornych do porazonych w warunkach naturalnej infekcji polowej
w Czestawicach, Polanowicach, Kopaszewie i Strzelcach

Przeprowadzona ocena pozwala uzna¢ za najbardziej zjadliwa w warunkach naturalnej infekcji
polowej populacje wystepujagca w Czestawicach, za$ najmniej zjadliwg populacje z Polanowic.

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 .




3. 2. Ocena segregacji genéw odpornosci

Cel tematu badawczego 2

*  Ocena segregacji gendw odpornosci w 4 populacjach mieszancow F.

*  QOcena segregacji genow odpornosci w populacji mapujacej F3 E660 (Pc60 x Kasztan) na
podstawie testow zywiciel-patogen w warunkach laboratoryjnych.

Materialy i metody

Ziarniaki 4 populacji mapujacych F, uzyskanych w wyniku krzyzowania przeprowadzonego
w roku 2015:

Pc14 x Kasztan (840)

Pc70 x Kasztan (842)

Pc71 x Kasztan (845)

Pc101 x Kasztan (851)

poddano rozmnozeniu w warunkach polowych w celu uzyskania 200 roslin pokolenia F3 kazdej z
populacji, za§ ocen¢ rozszczepien odpornosci na rdz¢ koronowg przeprowadzono w stadium
siewki F, w warunkach laboratoryjnych na podstawie testu 50 li§ci z 4 izolatami.

200 linii pokolenia F; reprezentujacych kombinacj¢ mieszancowa E660 Pc60 x Kasztan
przeznaczonych do oceny segregacji genu odpornosci Pc60 wysiano na paletach w fitotronie.
Testy odpornosci wykonano dla 2 izolatéw, ktore charakteryzuja si¢ zjadliwoscig w stosunku do
odmiany ‘Kasztan’, a nie przelamuja odpornosci warunkowanej genem Pc60.

Wyniki

Rosliny pokolenia F, 4 populacji mapujacych E840, E842, E845 oraz E851 (Tab. 1) uzyskanych w
wyniku krzyzowania przeprowadzonego w roku 2015 poddano prébie oceny rozszczepien odpornosci
na rdze koronowag w warunkach laboratoryjnych wykonujac test dla 50 siewek przy wykorzystaniu
czterech izolatow nie przetamujgcych odpornosci warunkowanej odpowiednio przez geny Pcl4, Pc70,
Pc71 oraz Pc101.

Tab. 1. Analizowane populacje mapujace pokolenia F,.

Populgqa Kombinacja Gen I__|czba
mapujgca . , .. | analizowanych
pokolenie F mieszancowa odpornosci roslin
2
840 Pc14 x Kasztan Pc14 50
842 Pc70 x Kasztan Pc70 50
845 Pc71 x Kasztan Pc71 50
851 Pc101 x Kasztan Pc101 50




Tab. 2 . Ocena stosunku rozszczepien mieszancoéw pokolenia F,.

Liczba Liczba Liczba
Kombinacja Izolat |testowanych| roslin nie roslin
mieszancowa roslin porazonych | porazonych

15.1 50 41 9
840 39U(3) 50 42 8
Pcl4 x Kasztan | 13.3/1 50 42 8
133.1/5 50 46 4
70U(12) 50 40 10
845 15.1 50 37 13
Pc71 x Kasztan | 39U(3) 50 36 14
101K(35) 50 26 24
4.2 50 42 8
842 48U(28) 50 38 12
Pc70 x Kasztan | 133.1/5 50 43 7
57U(45) 50 31 19
94U(63) 50 40 10
851 CR 233 50 39 11
Pc101 x Kasztan 230 50 42 8
39U(3) 50 46 4

Aby stwierdzi¢, ze odporno$¢ warunkowana jest obecno$cig genu gltownego 0 charakterze
dominujacym, nalezy zaobserwowac stosunek rozszczepien fenotypow w pokoleniu F, zblizony do
3:1 (Tab. 2). Rozszczepienie zblizone do 3:1 zaobserwowano w przypadku mieszanca 845 dla
izolatow 15.1 1 39U(3), 842 — 48U(28), zas dla 851 dla izolatow 94U(63) i CR 233.

Ocenie porazenia w stadium siewki w warunkach laboratoryjnych poddano réowniez 200 linii Fj
populacji E660 w celu okreslenia jednocze$nie genotypu i fenotypu analizowanych roslin. Do tego
celu wykorzystano izolaty P coronata 241 oraz 257.

Tab. 3. Ocena odpornosci pokolenia F3 populacji E660 na 2 wybrane izolaty P. coronata
O — homozygoty odporne; P — homozygoty wrazliwe; H — heterozygoty.

z' | lzolat P. coronata z' | Izolat P. coronata z | 1zolat P. coronata z> | Izolat P. coronata
- 241 257 - 241 257 | 241 257 - 241 257
(4 4 4 4

1 0 ) 51 P P 101 0 o 151 P P
2 o) 9 52 P P 102] O o) 152 P P
3 P P 53 H H 103] O o) 153 H H
4 P P 54 H H 104 P P 154 H H
5 H H 55 H H 105 H H 155 H H
6 o) o) 56 H H 106 P P 156 o) o)
7 P P 57 P P 107 H H 157 H H
8 H H 58 H H 108 H H 158 H H
9 H H 59 H H 109| O O 159 H H
10 H H 60 P P 110 P P 160 P P
11 O O 61 O 0 111 H H 161 o o)
12 O O 62 H H 112 H H 162 o o)




2> | lzolat P. coronata Z> | 1zolat P. coronata 2> | 1zolat P. coronata z> | lzolat P. coronata
- 241 257 - 241 257 | 241 257 - 241 257
z z z z

13 H H 63 P P 113 H H 163 P P
14 H H 64 P P 114 H H 164 P P
15 H H 65 P P 115 P P 165 o o
16 H H 66 P P 116 H H 166 H H
17 P P 67 H H 117 P P 167 H H
18 P P 68 P P 118 H H 168 H H
19 H H 69 H H 119 H H 169 H H
20 H H 70 H H 120 P P 170 H H
21 H H 71 O O 121 P P 171 H H
22 H H 72 O O 122 H H 172 H H
23 P P 73 H H 123 H H 173 H H
24 H H 74 o 0 124 H H 174 o o
25 H H 75 H H 125 H H 175 H H
26 H H 76 H H 126 H H 176 H H
27 H H 77 H H 127 H H 177 H H
28 o o 78 o o 128 H H 178 P P
29 o o 79 H H 129 H H 179 H H
30 H H 80 H H 130 P P 180 P P
31 H H 81 H H 131 H H 181 o o
32 H H 82 P P 132 H H 182 P P
33 0 o 83 P P 133 H H 183 H H
34 0 o 84 P P 134 P P 184 H H
35 0 o 85 P P 135 H H 185 H H
36 H H 86 H H 136 0 0 186 P P
37 0 o 87 H H 137 0 0 187 o o
38 0 o 88 H H 138 0 0 188 H H
39 P P 89 o o 139 0 O 189 H H
40 P P 90 o o 140 H H 190 H H
41 o o 91 H H 141 H H 191 o o
42 P P 92 H H 142 H H 192 o o
43 P P 93 P P 143 H H 193 o o
44 P P 94 P P 144 H H 194 o o
45 0 o 95 o 0 145 H H 195 o o
46 0 o 96 o 0 146 P P 196 o o
47 0 o 97 P P 147 P P 197 H H
48 0 o 98 P P 148 H H 198 P P
49 P P 99 H H 149 H H 199 o o
50 0 o 100 H H 150 P P 200 o o

Po weryfikacji otrzymanych wynikow 3 stwierdzono proporcj¢ rozszczepien: 2 rosliny
heterozygotyczne: 1 roslina odporna: 1 roslina porazona (Tab. 3). Zastosowane izolaty pozwalaja na
identyfikacje genu glownego Pc60 w analizowanych mieszancach i wytypowanie roslin do analiz
polimorfizmu DNA w celu poszukiwania markera molekularnego.




3. 3. Piramidyzacja genow.

Cel tematu badawczego 3

* Przeprowadzenie krzyzowan majacych na celu uzyskanie mieszancéw dwugenowych
pomiegdzy formami ze zdefiniowanymi genami odpornosci

* Fenotypowanie mieszancow F; uzyskanych w roku poprzednim

Materiaty i metody

Krzyzowania prowadzono w celu uzyskania mieszancow dwugenowych pomiedzy odmiang Celer, a
ros$linami reprezentujgcymi odmiany lub linie referencyjne z wysoce efektywnymi genami odpornosci:
Pc51, Pc52, Pc59, Pc60, Pc70. Komponentem krzyzowan byto rowniez 5 kombinacji mieszancowych
F; uzyskanych w roku poprzednim. Na podstawie liczby wykastrowanych kwiatkow oraz liczby
zawigzanych ziarniakow okreslono efektywnos$¢ krzyzowania.

Ziarniaki F; reprezentujace 10 kombinacji mieszancowych uzyskanych w roku poprzednim wysiano w
celu uzyskania pokolenia F,. Wszystkie rosliny F; poddano ocenie fenotypowej. Fenotypowanie roslin
F, polegato na ocenie podstawowych walorow rolniczych rosliny w warunkach laboratoryjnych.
Ocenione zostaly: wysoko$¢, liczba pedéw produkcyjnych i niedogonoéw, dtugos¢ wiechy, liczba
ktoskow, liczba i masa ziarniakow z wiechy oraz masa ziarniakow z rosliny.

Wyniki

Przeprowadzono krzyzowania majgce na celu uzyskanie mieszancow dwugenowych pomiedzy
formami ze zdefiniowanymi genami odpornosci, czyli pomi¢dzy odmiang Celer, a roslinami
reprezentujagcymi odmiany lub linie referencyjne z wysoce efektywnymi genami odpornosci: Pc51,
Pc52, Pc59, Pc60, Pc70. Komponentem krzyzowan byly rowniez kombinacje mieszancowe F;
uzyskane w roku poprzednim.

Tab.4. Opracowanie statystyczne prowadzonych krzyzowan.
. Liczba Tlos¢ Liczba | Efektywnos¢
Lp. Forma mateczna Forma ojcowska - zapylonych | . — =", . .
wiech .y ziarniakow | krzyzowania
kwiatkow
1.|Pc 52 968 (552 Pc52 %310 Pc39) 3 28 14 50,0
2. |Pc 60 Celer Pc39 2 20 6 30,0
3.|Pc70 Celer Pc 39 6 60 22 36,7
4. 1977 (Celer Pc39xPc59K) | 990 (Kasztan x Pc59K) 1 12 1 8,3
5.|Pc51U Celer Pc 39 4 46 11 23,9
Pozostate Pozostate 26 358 0 -
Suma 42 524 54 10,3

W celu uzyskania mieszancow wykastrowano 524 kwiatki w 42 wiechach uzyskujac 54 ziarniaki
(Tab. 4). Efektywno$¢ krzyzowania wyniosta 10,3% wahajac sie od 8,3% w przypadku
kombinacji 977 x 990 do 50% dla kombinacji Pc52 x 968. Uzyskano od 1 do 22 ziarniakow
mieszancowych z kombinacji. Otrzymano wszystkie zaplanowane kombinacje mieszancowe
zawierajace gen Pc 39 w polaczeniu z genami Pc51, Pc52, Pc59, Pc60, Pc70.

Mieszance F; reprezentujace 10 kombinacji poddano ocenie fenotypowej (Tab.5.). Wartos¢
poszczegdlnych cech, w zaleznosci od kombinacji, charakteryzowata si¢ duzg zmiennoscig.
Wstepna ocena odpornosci mieszancow w warunkach naturalnej infekcji polowej wskazuje, ze

formy te charakteryzuje odpornos¢ w stadium rosliny doroste;.




Tab. 5. Ocena fenotypowa mieszancow reprezentujacych 10 kombinacji krzyzowkowych

Fi.
N
3
— — =2
g | E . =0 =
el = S| E £
= = c|l | 2| B i/ o
g < g |z AR 2|z N
e} © = @ g L>; = oz R =] — B3 L0
S = S| 2 | sX|=|8|=| | N| 2|5
| s € S 2 |S8(S| PSS |DM|gs
e - S sl 2|l El2l2| & | E|ls
- z ¥ 2zl 2 |08 lal3|3|F | > [>8
1 960 310/822 x 552/114 | 1 | 111 4 2 |22 |55]105)|3,93|37,4 13,31
2 963 552/114 x310/822 | 1 | 113 7 1 |20|65|156|5,79|37,1| 25,75
3 966 552/192 x 310/836 | 1 | 72 4 1 |17 |59 |107|4,45|41,6 | 10,24
3 966 552/192 x 310/836 | 2 | 72 2 1 18|64 (117|4,81|411 -
4 968 552/240 x310/798 | 1 | 71 5 2 119|71|138|4,85|351| 16,1
4 968 552/240 x 310/798 | 2 | 62 3 3 11537 |77 13,05|39,6| 2,63
4 968 552/240 x 310/798 | 3 | 75 4 5 |18 |56 |124|4,06|32,7| 16,8
5 970 552/241 x310/798 | 1 | 70 4 312089 |176|7,45|423| 5,73
6 974 Pc 52 x 310/838 1] 69 3 2 |18 |62|120|4,21|35,1 -
7 975 Pc 71 x 310/818 1] 116 4 3 124|186 |172| 7 |40,7|11,42
8 977 Celer x Pc 59K 1] 94 8 6 |21 33|85 |391| 46 | 26,15
9 978 Celer x Pc 60 1] 110 5 3 |23 |58|118|4,72| 40 | 18,92
10 979 Celer x Pc 71 1] 98 3 1120|5699 |4,12|416| 552

3. 4. Genotypowanie z wykorzystaniem metody SRAP. Konwersja markerow losowych na
specyficzne.

Cel tematu badawczego 4

*  Genotypowanie mieszancow F, homozygotycznych pod wzgledem odpornosci na rdze
koronowg w celu identyfikacji potencjalnych markeréw dla genu odporno$ci Pc60 z
wykorzystaniem metody SRAP.

*  Konwersja markerow losowych RAPD — H11 i SRAP — Me23+Em14 dla genu Pc39 na
markery specyficzne.

Materiaty i metody

Do analiz wykorzystano DNA, ktore wyizolowano w ramach tematu 4.5 z 200 roslin F, populacji
Pc60 x Kasztan. Nastgpnie wyodrebniono homozygoty pod wzglgdem odpornosci wynikajacej z
obecnos$ci genu Pc60. Analizy molekularne przeprowadzono z wykorzystaniem metody SRAP na
probach zbiorczych DNA odpornych i nieodpornych roslin F,.

Roéznicujace fragmenty DNA RAPD i SRAP dla genu Pc39 po rozdziale w 1,5% zelu
agarozowym wycigto z zelu i przeprowadzono izolacj¢. Wyizolowane DNA poddano
klonowaniu. Tak otrzymang matryce do PCR wykorzystano do amplifikacji fragmentu
plazmidowego DNA, ktory zawieral wklonowany fragment przeznaczony do sekwencjonowania.
Sekwencjonowanie przeprowadzono w obie strony dla co najmniej 5 sklonowanych matryc
RAPD i 5 matryc SRAP. Wyniki sekwencjonowania poddano analizie bioinformatycznej przy
uzyciu oprogramowania MEGA 6.0. Kolejnym etapem bylo odszukanie sekwencji
homologicznych do sekwencji uzyskanych fragmentow DNA w bazie danych GenBank NCBI (z
wykorzystaniem narz¢dzia BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).




Do uzyskanych sekwencji zaprojektowano startery z wykorzystaniem oprogramowania Primer3.
Wykorzystujac jako matryce DNA formy zawierajacej Pc39 (np. Celer) oraz formy porazonej
(np. odmiana Kasztan) przeprowadzono reakcje PCR w odpowiednio zoptymalizowanych
warunkach. Rozdzial elektroforetyczny potwierdzil obecno$¢ pozadanych produktow, wiec
uzyskany marker zwalidowano na populacji mapujacej z gem Pc39. W celu walidacji
opracowanych markerow SCAR przeprowadzono reakcj¢ amplifikacji.

Wyniki

Sposrod 200 testowanych par starterow na podstawie zdje¢ rozdziatldow elektroforetycznych
wyselekcjonowano 22, z udziatem ktorych reakcje powtdrzono na losowo wybranym zestawie DNA 5
homozygot odpornych i 5 wrazliwych pokolenia F, populacji E660. Po przeprowadzeniu reakcji PCR
produkty rozdzielono elektroforetycznie i po zweryfikowaniu powtarzalno$ci pojawiajacych sig
wzorow prazkowych wybrano 14 par starter6w dajacych powtarzalny produkt i dla nich nastawiono
reakcje na matrycach DNA 10 odpornych i 10 wrazliwych osobnikow populacji E660. Produkty
amplifikowane przy uzyciu 14 par starterow SRAP pojawily si¢ u wszystkich przetestowanych form
odpornych i heterozygot populacji E660. Reakcja byla powtarzalna, a produkt réznicujacy stabilny,
niezaleznie od warunkow. Dalsza konwersja markera moze umozliwi¢ uzyskanie wysokiej
specyficznos$ci amplifikacji potwierdzonej jednoprazkowym obrazem rozdziatu produktow reakcji
PCR na zelu.

W celu konwersji na marker specyficzny dla genu Pc39 produktu PCR uzyskanego z udziatem startera
H11, reakcji z tym starterem poddano DNA 2 homozygotycznych genotypdéw wrazliwych populacji
E310 oraz DNA wrazliwej odmiany A. sativa ,,Bingo”. Produkty amplifikacji zostaly wyizolowane z
zelu, a nastgpnie poddane klonowaniu i sekwencjonowaniu. Sekwencj¢ uzyskanego fragmentu
poddano analizie podobienstwa z sekwencjami znajdujgcymi si¢ w bazie danych GenBank. Wykazata
ona, ze fragment analizowanej sekwencji DNA podobny jest do niekodujgcego obszaru sekwencji
chromosomu 3B pszenicy zwyczajnej Triticum aestivum L. znajdujacego si¢ w niewielkiej odlegtosci
(291 pz) od obszaru kodujacego biatko, ktore w swojej strukturze zawiera domene konserwatywna z
rodziny biatek Potato inhibitor I. Na podstawie sekwencji DNA uzyskanego produktu RAPD-PCR
zaprojektowano pary specyficznych starteroéw. Wszystkie testowane pary starterow amplifikowaty
produkt o pozadanej dlugosci, jednak w przypadku 3 par produkt okazal si¢ by¢ monomorficzny.
Przeprowadzone reakcje dostarczyly wstepnej informacji o przydatnosci poszczegolnych starterow do
identyfikacji genu Pc39 i umozliwily wytypowanie pary starterow, amplifikujacej najmniejsza ilo$¢
produktéw niespecyficznych. Dla pary tej do dalszych analiz wybrano optymalna temperature
annealingu 58°C, w ktorej powielany produkt byl najbardziej stabilny. W celu weryfikacji czy
potencjalny marker RAPD-SCAR jest sprzezony z genem odpornos$ci, przeprowadzono reakcje PCR z
DNA ro$lin pokolenia F, populacji E310. Pozadany produkt rdznicujacy ulegt amplifikacji w linii
STH9210, wigkszosci homozygot wrazliwych na porazenie i heterozygot badanej populacji oraz
dwoch homozygotach odpornych.

Przeprowadzono rowniez konwersj¢ produktu PCR uzyskanego z udzialem starteréw SRAP.
Chromatogramy potwierdzity czysto$¢ wszystkich sklonowanych fragmentow DNA roznicujacych
badane pule. Poréwnanie analizowanych sekwencji pozwolito stwierdzi¢, ze produkty sg identyczne,
co moze $wiadczy¢ 0 ich uniwersalnym charakterze. Na podstawie sekwencji DNA uzyskanego
produktu SRAP-PCR zaprojektowano pary specyficznych starterow. Przeprowadzone reakcje
dostarczyly wstepnej informacji o przydatnosci poszczegdlnych starteréw do identyfikacji genu Pc39 i
umozliwity wytypowanie jednej pary starterow, dla ktorej do dalszych analiz wybrano optymalna
temperatur¢ annealingu 50°C, w ktorej amplifikowany produkt byl najbardziej stabilny. Pelna
sekwencj¢ uzyskanego fragmentu DNA poddano analizie podobienstwa z sekwencjami znajdujgcymi
si¢ W bazie danych GenBank. W celu weryfikacji czy potencjalny marker SRAP-SCAR jest sprzezony
z genem odpornosci, przeprowadzono reakcje PCR z DNA roslin pokolenia F, populacji E310.

Pozadany produkt roznicujacy ulegl amplifikacji we wszystkich roslinach badanej populacji. W
roslinach odpornych i heterozygotach ilos¢ amplifikowanego produktu byta wigksza, niz w przypadku
homozygot wrazliwych. Ze wzgledu na to, ze zidentyfikowana sekwencja, jest w duzej mierze
komplementarna z sekwencjami o charakterze powtarzalnym, powstalo wiele produktow

10



niespecyficznych, a oprocz tego produkt o wielkosci ok 950 pz, ktorego segregacja w znacznie
wigkszym stopniu odpowiadata segregacji genu Pc39.

3. 5. Genotypowanie populacji mapujacych z wykorzystaniem calogenomowych analiz
polimorfizmu

Cel tematu badawczego 5

*  Genotypowanie form rodzicielskich i mieszancow F, homozygotycznych pod wzgledem
odpornosci na rdz¢ koronowa w celu identyfikacji potencjalnych markeréw dla genu
odpornosci Pc60 z wykorzystaniem catogenomowej analizy polimorfizmu metoda DArTseq

*  Proba konwersji na markery specyficzne sekwencji DArTseq sprz¢zonych z obecnoscia genu
Pc52.

Materialy i metody

Ekstrakcje, a nastgpnie oceng parametrow fizycznych preparatow DNA przeznaczonych do analiz
molekularnych przeprowadzono z form rodzicielskich oraz 200 roslin F, populacji Pc60 x Kasztan.
Wykorzystano komercyjne zestawy do izolacji DNA. DNA wyizolowano z mtodych lisci. Liscie
pobrano w roku poprzednim w fazie krzewienia i zamrozono w temp. -70°C do czasu izolacji.
Czystos¢ 1 stezenie DNA okreslono spektrofotometrycznie, a jakos¢ elektroforetycznie. Wszystkie
preparaty doprowadzono do stgzenia 100 ng/pl i przeznaczono do dalszych analiz.

Analizy DArTseq przeprowadzono dla form rodzicielskich oraz 44 homozygotycznych pod wzgledem
genu odpornosci Pc60 roslin F, populacji Pc60 x Kasztan.

W oparciu o sekwencje DATT sprze¢zone z obecno$cia genu Pc52 zidentyfikowane w roku poprzednim
zaprojektowano startery specyficzne. Analizie poddano 5 markeréw. Na podstawie sekwencji
markerow zaprojektowano startery do reakcji typu ASA lub STS.

Wyniki

Analizy DArTseq przeprowadzono dla form rodzicielskich oraz 44 homozygotycznych pod wzgledem
genu odpornosci Pc60 roslin F, populacji Pc60 x Kasztan. Wyniki uzyskano w postaci macierzy
binarnych i poddano wstegpnej ocenie polimorfizmu. Macierz obejmuje 25 tys. Markerow typu
silicoDArT oraz 15 tys. Markerow DArTseq. Potencjalne markery DArTseq i silicoDArT dla genu
Pc60 zostang zidentyfikowane wsrod fragmentow silicoDArT i DArTseq w roku kolejnym.

W oparciu o sekwencje DArTseq sprzezone z obecno$cig genu Pc52 zidentyfikowane w roku
poprzednim zaprojektowano startery specyficzne. Analizie poddano 5 sekwencji markerowych. Na
podstawie sekwencji markerow zaprojektowano startery. Sposrod 23 sekwencji, do ktorych znaleziono
homologi w bazie GenBank wybrano 5, dla ktorych zaprojektowano 39 starterow. Sekwencje wybrano
na podstawie ich podobienstwa do rejondéw kodujacych geny zwigzane z odporno$cig roslin na stresy
biotyczne. Po otrzymaniu zsyntetyzowanych starterow potaczono je w 51 kombinacji, aby moc
okresli¢, ktora z nich dostarczy najlepszych wynikow. Biorgc pod uwage temperatury topnienia (Tm)
zardwno startera ,,Forward” jak i ,,Reverse” w kazdej parze poszukiwano optymalnych temperatur
annealingu. W tym celu ustalono wstepny zakres temperatur annealingu dla kazdej z pary i
przeprowadzono reakcj¢ PCR w gradiencie temperatur.

Do poszukiwania optymalnych temperatur annealingu wykorzystano jako matryce DNA form
rodzicielskich, a wigc: DNA podatnej na porazenie odmiany ‘Bingo’ oraz DNA odpornej linii Pc52.

Przeprowadzono walidacje, a wigc testowanie potencjalnych markerow na DNA ro$lin o
przeciwstawnych fenotypach. Reakcje PCR przeprowadzono dla wybranych par starterow, w
okreslonych dla nich temperaturach annealingu wykorzystujac jako matryce DNA 3 ro$lin odpornych i
3 ros$lin porazonych. Ze wzgledu na otrzymane wyniki wybrano 4 pary, ktore uczestniczyly w
kolejnym etapie analiz. Z ich udzialem przeprowadzono kolejng reakcj¢ PCR na DNA 8 roslin
odpornych oraz 6 ro$lin porazonych. Jedynie w przypadku jednej pary zaobserwowano zréznicowanie
w identyfikacji produktu odpowiadajace cze$ciowo segregacji fenotypowej, czyli odpornosci Pc52.
Prazek o masie 50pz byt obserwowany u wszystkich szesciu roslin porazonych, ale niestety takze u 2 z
8 roslin odpornych, co wskazuje, Ze nie jest to marker idealny.
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