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Lp. |Cele projektu: czy c.e KR
zrealizowany
Opracowanie testu umozliwiajgcego kompleksowg
1 ocene odpornosci owsa warunkowanej genami R na TAK
P. coronata, P. graminis oraz B. graminis.
Opracowanie selekcyjnych markerow
2 molekularnych dla genu odpornosci na rdze TAK
koronowg Pc59 w oparciu o analizy genomu.
Konstrukcja bibliotek do analizy porownawczej
3 transkryptomu linii bliskoizogenicznych Pc39/pc39 TAK
po infekcji P. coronata.
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Kompleksowe badania odpornosci owsa na choroby
grzybowe ze szczegolnym uwzglednieniem Puccinia
coronata f. sp. avenae

Materiat i metody

Temat badawczy 1

Materiat:

* Linie referencyjne z genami Pc, Pg i Pm

* lzolaty Puccinia coronata, P. graminis,
Blumeria graminis

Metody:

* Test zywiciel patogen

y/ /4

Temat badawczy 2

Materiat:
* populacje mapujace F2:
707 (Kasztan x Pc59K); 990 (Kasztan x Pc59K),
655 (Pc59U x Bingo); 656 (Pc59U x Kasztan)
Metody:
* Genotypowanie metodg DArTseq
* Opracowanie markerow allelospecyficznych
* Opracowanie markerow KASP dla genu Pc59

Temat badawczy 3

Materiat:

* Linie bliskoizogeniczne z/bez genu Pc39

* Specyficzne izolaty P. coronata

Metody:

* lzolacja RNA

* Przygotowanie i walidacja bibliotek do
mMRNAseq
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Opracowanie testu umozliwiajgcego kompleksowga ocene odpornosci owsa

Temat badawczy 1 c ; s s
warunkowanej genami R na P. coronata, P. graminis oraz B. graminis

1. Dobdr warunkow i fazy wzrostu roslin oraz odpowiednich izolatow do testu umozliwiajgcego
kompleksowg ocene odpornosci owsa warunkowanej genami R na P. coronata, P. graminis oraz
B. graminis.

Wyniki
Na podstawie profilowania wirulencji izolatéw
wyprowadzonych z populacji poszczegélnych patogenicznych

Do testu ukierunkowanego na identyfikacje genow R wybrano
18 linii referencyjnych z 3 silnymi i 3 stabymi genami Pc, Pg oraz

. ) a y Pm (Tab. 2).
grzybow wyselekcjonowano 12 patotypow (6 —Pc,3—Pgi3 — it}
Bg) o spektrach wirulencji reprezentatywnych dla populacji Tab. 2. Linie z genami odpornosci na Puccinia coronata f. sp. avenae, P. graminis
wystepujacych na terenie kraju (Tab. 1). f. sp. avenae i Blumeria graminis f. sp. avenae wybrane do analiz
> Nazwa linii
Tab. 1. Izolaty Puccinia coronata f. sp. avenae, Puccinia graminis f. sp. Gatunek patogenu Efektywnos¢ genu (posiadany gen)
avenae i Blumeria graminis f. sp. avenae wybrane do analiz Pec50
Skrot wysoka Pc91
Gatunek patogenu literowy Nazwa izolatu Puccinia coronata f. sp. avenae l;;llo}
1.Pc 230 niska Pc39
2. P¢ 257 Pcd0
e 3.Pc 254 Pgd
Puccinia coronata f. sp. avenae Pe 4. Pc_1.94(63) wysoka gg ;g
5.Pc 56 Puccinia graminis f. sp. avenae lgg 7
1. P g_CZ_l 8)’3 ng
Puccinia graminis f. sp. avenae Pg 2.Pg St _20/1 Pmd
3.Pg Pr 20/2 wysoka Pms
L. Pm_Kn_ZO./ 1 Blumeria graminis {. sp. avenae ml
Blumeria graminis f. sp. avenae Bg 2.Pm_Pol_18/6 dlaten Pm3
3. Pm_Sul_19/6 Pmé
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Opracowanie testu umozliwiajgcego kompleksowga ocene odpornosci owsa

Temat badawczy 1 - : e o e
warunkowanej genami R na P. coronata, P. graminis oraz B. graminis

Wyniki
Celem doswiadczenia bylo okreélenie czy obserwowana Tab.4. Odpowiedz linii z genami odpornosci na rdze koronowg na porazenie
odpowiedi na porazenie patogenem we wszystkich badanych wybranymi izolatami Pc. Wzrost linii bez fotoperiodu.

przypadkach bedzie jednorodna, gdyz odpornos¢ warunkowana Linia  |Wick rodliny] Pe 230 | Pc 257 | Pe 254 [Pe L94(63) Pe 56 | Pe 131
; A - : o o Peld |10 dui 3 0 3 3 3 [
genami R objawia sie na wszystkich etapach rozwoju rosliny. T 3 = ; : 2 =
W doswiadczeniu przeprowadzonym dla rdzy koronowej i linii Pelt S 4 X : e i 2
referencyjnych z genami odpornosci Pc50, Pc91 i Pc101 oraz Pc14, Pe39U_|Styg 3 ] [ g ON_
’ ; : e e E PeiSU_[Styg. O - o [ oN | o |
Pc39 i Pc40 nie stwierdzono roinic w reakcji na porazenie Ped0U_ |10 dmi [ 0N 2 4 oN
. P T . ) r sle PedOU S typ. 4 ON 2 E ON
poszczegolnych linii w zaleznosci od warunkéw wzrostu roslin Pot0U |8 tyg. 3 N 3 3 oN
. e g .- . . PcSOU 110 dm oN ON 0 oN 2 0
(Tab. 3 i 4). Réznice w reakcji na porazenie obserwowane na PesoU TS g, & T T o = i o
- . H H cli PeSOU [ 8typ. ON ON N ON 2 ON
fr'agmentach lisci pobranych w roinej fazie wzrostu rodliny e ot TN : e ]
rowniez byly nieistotne. POl |Styg. ON | ON | ON | ON | ON
Pedl 8 eyp. 4 0N 0 ON O:N 0
o ) o o PelOl | 10_dai 0N 0 0 [ 0; 0
Tab. 3. Odpowiedz linii z genami odpornosci na rdze koronowa na porazenie PelOl | S tyg. 0 0N 0 0; 0 0
Pel0l__{Styg. ON | ON | 0 ON | 0z

wybranymi izolatami Pc. Wzrost linii z zachowaniem fotoperiodu.

Linia  |Wiek roiliny Pc 230 | Pe 257 | Pc 254 [Pe_L94(63) Pe 56 | Pe 13.1
Peld |10 dm 4+ ON 3 4 4 ( Whioski
Peld_ |Sthg 3 G 3 3 3 o= 8 ) )
Pold _Joon E S 4 I3 € o ) 1. Odporno$¢ na porazenie warunkowang genami R moina
9. lo ‘ s s . . > . - .
PeI9U_ | Styg. 4 i 3 o 0; o | bada¢ w tescie zywiciel — patogen na kazdym etapie rozwoju
Pe [ 0:
30U [Stye K 4 4 0. 3 sys . s . e .
Pet0U_ 10 dm r 0N 1 3 F o rosliny, niezaleznie od jej warunkow wzrostu.
PotOU | Styg. 4 ON 1 3 4 0 . [ . . s
PetoU TS0a ; = 3 . - = 2. Zastosowane warunki fitotronowe, zaréwno do wzrostu linii
e ;‘:’:‘“ e e e H : referencyjnych, jak i testu zywiciel-patogen, nie wplywaja
P _lso. 2 O o 3] ox negatywnie na przebieg doswiadczenia i mogg byé z
POl [Stg i 0Z 0Z 0z 0 powodzeniem wykorzystywane w tescie majgcym na celu
Pedl Styp. 4 0z 0z 0z 0z | a . y . % o . ‘s
Pel0l | 10_du 0z | _oN | oz 0z 0z | oz identyfikacje genow APR, ujawniajgcych sie u roélin
Pelol Sty 0z 0 [74 0z 0N 0 h
Pelol Sty oz | o [ oz | oz [ ox | o dorostych.
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Temat badawczy 2

Opracowanie selekcyjnych markerow molekularnych dla genu odpornosci na
rdze koronowg Pc59 w oparciu o analizy genomu

odpornosci na rdze koronowg Pc59.

1. Okreslenie fenotypu Pc59/pc59 mieszancow F, na podstawie segregacji pokolenia Fs.
2. Opracowanie selekcyjnych markerow molekularnych umozliwiajgcych identyfikacje genu

Wyniki

Genotypowaniu z wykorzystaniem metody DArTseq zostaly
poddane 32 linie reprezentujgce populacje mapujace F, 707
(Kasztan x Pc59K) i 32 linie z populacji 990 (Kasztan x Pc59K),
20 linii populacji 655 (Pc59U x Bingo) i 20 z populacji 656

Na podstawie segregacji markerow DArTseq i silicoDArT
zidentyfikowano sekwencje sprzezone z obecnoscig genu Pc59.
Dla 10 najsilniej sprzezonych sekwencji o wtasciwej pozycji SNP
zaprojektowano startery (Tab.6) i przeprowadzono reakcje PCR.

(Pc59U x Kasztan) oraz formy rodzicielskie. W efektfne T m———
prowadzonych analiz uzyskano 85 653 markerow
sekwencyjnych, w tym 43 640 markeréw silicoDArT oraz 42 DArTseq Sekwencja 5'-3'
013 markerow DArTseq (Tab. 5). 13061614 | TGCGGGCGCTGTCTTCCTGGACGGCAGGCGCGGGCAGTGGAAGCTGCCGCCGT
T TT CAAAGCT CTTT.
Tab. 5. Charakterystyka markerow silicoDArT i DArTseq uzyskanych SRan SESITTISTICLVOARARAN il e SECARRECNRTS
dla badanych populacji 30322188 TGCGCGACTTTATTTACTTCGACCTGCCTCACGT
30527756 | TGCAGAAGAAATCAACAAGATTTAACCGTTCGACCTGCCTCACGT
Liczba markerow DArTseq silicoDArT
30782499 | TGCATGATCACCTCCCCGGCATCAACTTCGACCTGCCTCACGTCATCTCCG
. s S il 030 3078499 TGCGATGATCACCTCCCGCATCAACTTCGACCTGCCTCACGTCATCTCCG
Zmapowanych do T30at 17 850 11400
Niezmapowanych do T30at 24 163 32 240 30599021 | TGCGCAGCAGCCAACACCATGCGTGCTCCCGCGAGCTTCCTGCACCGCACGGTTG
Zmapowanych do genomu owsa v.2 36 414 33268 30584821 | TGCGAAAAGGAAAAGCGGCGGAGGGTGAAATGAGCAAGGCATCTTGGCCGAG
Niezmapowanych do genomu owsa v.2 5599 10372
30164127 | TGCTGGCACTTATAGAAGTATGTTGACACTTGAAATTTCTCACTGTCCTAAGTTGT
302045853 | TGCGGCTGCTTCCAGCTGGAACATATTGAAGGCCGTCCTGGCACTTTGGATAGCA
3079360 TGCGCGACGCTCGGCAGCTAGATAACGTGGGATGTTAGCGAGATCTGCA
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Opracowanie selekcyjnych markeréw molekularnych dla genu odpornosci na

Temat badawezy 2 rdze koronowg Pc59 w oparciu o analizy genomu

e T Dwa najsilniej sprzezone markery (m.in. 9360) adaptowano do

heterenge 9360_F1 + 9360_R2a systemu KASP i z ich wykorzystaniem poddano analizie DNA
) wyizolowane z roslin populacji F, 707 i 990.

Whioski

1. Metoda DArTseq umozliwifa uzyskanie duzej liczby
markerow molekularnych uzytecznych do identyfikacji
rejondw genomu owsa zwigzanych 2z odpornoscig
warunkowang genem Pc59.

2. Genotypowanie wiecej niz jednej populacji z segregujgcym
genem odpornosci istotnie wplynelo na moiliwosci
identyfikacji silnie sprzezonych z odpornoscig sekwencji.

3. Konwersja marekrow typu PCR do systemu KASP jest
wysoce efektywng metodg uzyskiwania markeréw fatwych
do wykorzystania w  wysokoprzepustowej selekcji

Fot. 1. Elektroforegram przedstawiajgcy efekt amplifikacji uzyskany z parg genotypéw.
starterow zaprojektowang w oparciu o sekwencje DArTseq 3079360.
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Analiza poréwnawcza transkryptomu linii bliskoizogenicznych Pc39/pc39
Temat badawczy 3 8 o,
po infekcji P. coronata
1. Konstrukcja bibliotek cDNA do poréwnawczych analiz transkryptomicznych w oparciu o RNA linii
bliskoizogenicznych Pc39/pc39 po infekcji P. coronata
Wyniki
Z pobranego do analiz materiatu roslinnego uzyskano
36 wysokiej jakosci izolatow RNA o koncentracji " b):_m - L=
powyzej 1000 ng/ul i wartosci wspofczynnika TP ERERE
integralnosci RIN powyzej 7. W przypadku trzech *1
prébek konieczne byfo powtdrzenie procedury izolacji Bowe we e b Bow owe ew B we e
catkowitego RNA gdyz integralnos¢ uzyskanego RNA -1 e ca ,"'1"'
byta zbyt niska tj. RIN<3 (Rys. 1.1 a,b) co wskazuje na Bl | | ! e o - :ﬁ]‘
degradacje RNA w czasie izolacji. W obrazach -~ e P e i E Sy . Oy
z s e —— 185 (ANA B 20 1000 w00 o0 B W W oo 1) B X e o
elektroforetycznych probek o wysokiej wartosci _
wspotczynnika RIN wyraznie widoczne sg dwa prazki N | —
odpowiadajgce 285 and 185 rRNA. W przypadku = ==
probek zdegradowanych prazki te byly ledwo C e——
widoczne. Po wzbogacaniu frakeji mRNA i T
jednoczesnym usunieciu rRNA z wykorzystaniem
kulek magn_ewcznyCh oligo-dT, koncentracja iZOI.atéw Rys.1.1 Przykiadowe wyniki oceny RNA otrzymane przy uzyciu Bioanalyzer.
RNA wynosita od 40 do 78 ng/pl.,, co wskazuje na a) obraz rozdziatu catkowitego RNA po izolacji i usunieciu pozostatosci DNA
efektywne usuniecie dominujacej frakcji rRNA. Wynik genomowegow zelu uzyskany w czasie elektroforezy automatycznej, probki 1-3
potwierdzono przy uzyciu elektroforezy reprezentujgce RNA o wysokiej integralnosci, probki 4-6 reprezentujgce zdegradowane

izolaty RNA wymagajgce powtorzenia procedury iozolacji;
b) chromatogramy rozdzialu catkowitego RNA, probki 1-3 o wysokiej integralnosci i RIN
7,8-7,9; probki 4-6 zdegradowane RNA o wartosci RIN 2,5-2,8;

automatycznej w aparacie Bioanalyzer. Uzyskany
wynik potwierdzit catkowity brak obecnosci pragzkow
odpowiadajgcych 28S and 18S rRNA (1.2c).

Y»p‘»f‘*l» *\Yp. t } % _.,“‘,m»‘ »#rr':»?yy
S e i U B _.L__x_s_n_x_i_._:__.l_.x_x._x__l.__s__.l_;x_t__t__\_.i_x_x_;_ L__L_i_a__\__i_n_.t_i_x_x_x.
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Analiza poréwnawcza transkryptomu linii bliskoizogenicznych Pc39/pc39
Temat badawczy 3 8 o,
po infekcji P. coronata
Wyniki
W trakcie przygotowywania bibliotek poszczegodlne ° B
probki zaindeksowano tak aby moiliwe byto ich . f‘
zmieszanie i jednoczesna analiza przy uzyciu : of % ‘\ ||
sekwenatora Illumina NovaSeq. Prawidiowosc - {'¢
przygotowania bibliotek tj. obecnos¢ wiasciwych ® ¢$:~
sekwencji adaptorowych umotzliwiajgcych . ? *‘:::«‘_ .
przylaczenie sie do komérki  przeplywowej s & Pk
sekwenatora NGS, na ktorej zachodzi A A e e e e S e = ™
sekwencjonowanie, potwierdzono poprzez R
wykonanie gPCR. Przygotowane biblioteki zmieszano d) e)
tak aby finalnie ich stezenie bylo jednakowe. o ——
Whioski . .III.I

1. Konieczne jest zachowanie mozliwie jak najnizszej
temperatury w trakcie izolacji catkowitego RNA aby
uniemozliwi¢ jego degradacje.

2. Usuwanie rRNA przy uzyciu kulek magnetycznych z
oligo-dT jest skuteczne.

3. Spadek koncentracji RNA w toku przygotowania
bibliotek  transkryptomowych jest  wynikiem
efektywnego usuwania frakcji rRNA z izolatow.

T
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Rys.1.2 Przykiadowe wyniki oceny RNA otrzymane przy uzyciu Bioanalyzer.
c) chromatogram i obraz zelu pojedynczej probki po przeprowadzeniu procedury

wzbogacania frakcji mRNA i usuniecia frakcji rRNA;

d) ocena rozkiadu difugosci fragmentow gotowych bibliotek do sekwencjonowania NGS

widok zelu;

e) chromatogram rozkiadu diugosci fragmentow wchodzacych w skiad przykiadowej

biblioteki RNAseq
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R wartosc stopien
- wartos¢ miernika podana o e
Lp. miernik . . miernika realizacji
w opisie zadania = :
zrealizowana | zadania
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
1.1 | Liczba testow opracowanych dla genow R 1 1 100%
temat badawczy 2
2.1 | Liczba opracowanych markerow 2 2 100%
temat badawczy 3
3.1 | Liczba opracowanych bibliotek 36 36 100%
SREDNIA 100%
% REALIZACII
100%
ZADANIA
N R Y N R N R NN N R O O A NN I N N O O N N OO O I OO N NN



