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Lp. |Cele projektu: Czy cel zostat

zrealizowany
Opracowanie testu umozliwiajgcego kompleksowg ocene
1 odpornosci APR owsa na P. coronata, P. graminis oraz TAK
B. graminis.
Testowanie markerow  molekularnych dla genu
2 TAK

odpornosci na rdze koronowa Pc589.

Sekwencjonowanie bibliotek uzyskanych dla linii
3 bliskoizogenicznych Pc39/pc39 po infekcji P. coronata TAK
i ztozenie transkryptomu.
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Kompleksowe badania odpornosci owsa na choroby
grzybowe ze szczegolnym uwzglednieniem Puccinia
coronata f. sp. avenae

Materiat i metody

y// 4

Temat badawczy 1

Materiat:

* Linie o podwyiZszonej odpornosci na
Puccinia coronata, Puccinia graminis
i Blumeria graminis w warunkach
polowych i braku odpornosci w stadium
siewki — potencjalnie posiadajgce APR
(adult plant resistance)

* Scharakteryzowane pod wzgledem
wirulencji izolaty Puccinia coronata,
Puccinia graminis, Blumeria graminis

Metody:

» Test zywiciel patogen na ptytkach na
fragmentach lisci z roslin 10-dniowych,
5-tygodniowych i 8-tygodniowych

* Test zywiciel patogen na catych roslinach
10-dniowych, 5-tygodniowych
i 8-tygodniowych

Temat badawczy 2

Materiat:

* populacje mapuj3ace F;:
650 (Pc59K x Breton), 707 (Kasztan x Pc59K),
977 (Celer x Pc59K), 990 (Kasztan x Pc59K)

* populacja F; Kasztan x Pc60

Metody:

* Klasyczny PCR

* KASP - Kompetitive Allele Specific PCR

*  System TagMan
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Temat badawczy 3

Materiat:

* Linie bliskoizogeniczne z/bez genu Pc39
Metody:

* lzolacja RNA

* Walidacja bibliotek do RNA-seq

* Sekwencjonowanie NovaSeq lllumina
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Opracowanie testu umozliwiajgcego ocene odpornosci warunkowanej genami

Temat badawczy 1
- i APR owsa na P. coronata, P. graminis oraz B. graminis

*  Dobor fazy wzrostu roslin, odpowiednich izolatow oraz warunkow testu umozliwiajgcego kompleksowa ocene
odpornosci owsa warunkowanej genami APR na P. coronata, P. graminis oraz B. graminis.

Wyniki

Na podstawie profilowania wirulencji izolatow We wstepnym zestawie znalazly sie 4 linie australijskie i 5 linii
wyprowadzonych z populacji poszczegdlnych patogenicznych izraelskich oraz trzy genotypy A. sterilis CAV 1387 Pc69,
grzybéw wyselekcjonowano 9 patotypéw (3—Pc, 3—Pgi3 — Pl 298129 Pc72, Pl 309560 Pc73 potencjalnie posiadajace
Bg), ktore wykorzystywano w testach iywiciel — patogen do APR (Tab. 2).

identyfikacji APR (Tab. 1).

3 . 3 - ; . Tab. 2. Linie z potencjalnymi genami APR warunkujgcymi odpornosc na Puccinia
W pierwszej fazie doswiadczenia majgcego na celu

coronata f. sp. avenae, Puccinia graminis 1. sp. avenae i Blumeria graminis

opracowanie testu umoiliwiajgcego oceng odpornosci owsa f. sp. ovenoe wybrane do testu
warunkowanej genami APR na P coronata w obrebie ey
posiadanych  materiatlow  wyselekcjonowano  genotypy e el 7 —
potencjalnie charakteryzujgce sie APR. Doboru dokonano Puccinia coronata f. sp. avenae S ::m graminis
w oparciu o dostepne informacje literaturowe lub obserwacje S S
Arab LU 456 548 wit LU 480 Buffio
wlasne. D101 w478 w323 [wsae Canyon
- _ 017 LU 499 e w3ses |Lusos Wit
Tab. 1. Izolaty Puccinia coronata f. sp. avenge wybrane do analiz 038 LU 503 557 LU 448 LU 508 LU 386
Shrde D49 LU 505 i was1 | Lusos LU 478
Gatunek patogenu Bowy| Semenloute D53 LU 548 2:'; :3: :: was2 | Lws23 LU 482
1 Pc 257 D96 LU 552 gy w470 |Luseos Quoll
Puccinia coronato f. sp. avenae Pc 4 Pc_1.94(63) iz Lu 355 RIL AUS 62 Lu4a7s LU &0s Pm3
5.241/19 w271 LUSs79 RILISR 8 LU 479 Possum Pmi0
1 Pg_Cz_08/211/6 war2 LU 580 RIL ISR 22
Puccinia grominis f. sp. avence Pg 2.pPg Cz 1f6 Lu 326 393 RILISR 37
3. Pg_Pol 2.11/6 Lu3s4 NAM 6 RIL ISR 39
1. Pm_Cz. 17/5a w3zz Ogle 1040 RIL ISR 44
Blumeria grominis . sp. ovense | Bg 2. Pm_Pol_182/5 Lu 380 P36 CAV 1387 Pc9
3. Pm_Aber T PmSa w122 PI 298129 Pc72
‘ : ke — P1 303560 Pc73
R R R R R R R R RO AR R R OO | o1 539 c \
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Temat badawczy 1

Opracowanie testu umozliwiajagcego ocene odpornosci warunkowanej genami
APR owsa na P. coronata, P. graminis oraz B. graminis

Wyniki

Celem doswiadczenia bylo okreslenie, czy jest mozliwa identyfikacja
odpornosci typu APR w tescie na fragmentach lisci na ptytkach lub
na calych roslinach w warunkach fitotronowych. Kolejnym celem
byto stwierdzenie czy wyniki uzyskiwane w tescie na plytkach sa
tozsame z wynikami uzyskiwanymi w tescie na catych roslinach.

W doswiadczeniu przeprowadzonym dla rdzy koronowej i 7 linii
potencjalnie zawierajgcych APR: RIL AUS 46, RIL AUS 48, RIL AUS 54,
RIL AUS 63, RIL ISR 22, RIL ISR 37, i RIL ISR 44 wyniki uzyskane w
tescie na calych roslinach (Tab. 3) byly poréwnywalne do
otrzymanych w tescie prowadzonym na fragmentach lisci, niemniej
jednak reakcja obserwowana na calej roslinie byta bardziej wyraina,
anizeli na fragmentach lisci. Zgodnie z oczekiwaniami obserwowano
roznice w porazeniu poszczegdlnych lisci w zaleznosci od ich
potozenia na roslinie, podobnie jak w tescie na plytkach, niemniej
jednak ocenie mozna bylo poddac rowniez ogoélng kondycje rosliny,
co bylo niewykonalne w przypadku testow plytkowych. Kolejng
zaletg testu na rodlinie byla bardziej wyrazna reakcja roslin
8-tygodniowych, ktéra w przypadku linii RIL AUS 701354, RIL AUS
701363, RIL ISR 637.22 czy RIL ISR 637.44 byfa zdecydowanie rozna
i w skali Murphy'ego oceniona od 0 do 2, anizeli roslin
5-tygodniowych, w przypadku ktérych reakcje oceniono na 3 lub
nawet 4, co wskazywaltoby na duzg wrazliwos¢ jeszcze na tym etapie
wzrostu.
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Tab. 3. Odpowiedz roslin reprezentujgcych linie z potencialnymi genami

APR warunkujgcymi odpornosc na rdze koronowa owsa na porazenie
wybranymi izolatami Puccinia coronata f. sp. avenoe. Ocena reakgji
na porazenie przedstawiona zostala jako dominuigcy typ reakdii

obserwowany na 10 roslinach.

1zolat 254 194, (63) 241
Linia NSy
wtrakcie | 1powt | 2powt. | 1powt. | Zpowt. | 1powt. | 2 powt
rakatenia

10 dnid 4 4 K 4 3 3

. AUS 701546 5 tyg. 2:n 3; 4 4 3N LN
8tyg. 2 3 3 2 %0 LN
8 tyg. 2 3; LN 2 LN LN

10 dni 4 4 4 4 0 0

O ——— 5tyg. 4 4 4N 4N 0 0;
8tyg. 2 2 LN ZN (] 0N

8tyg 2 2 LN 2N 0 0

10 dnd 4 4 4 4 on 0;

ik Ak veinae BYE: 4 4 4 a/4c 0: 0;
8 tyg. 2 % 2 2N oN 0

8 1Y§. 2 2 LN LN 0 9

10 dni 4 4 4 3 0: 0;

it AUS 701363 [ XE: - . ___ _ % =
8 tyg. LN 1 LN 1 ON 0

Biyg. LN 1Ln 1; N 0 0

10 dni B 4 4 3 3 4;
i i Stvg. IN 3 3 & IN N
8 tyg. N 0; LN 1 1 LN

8tyg. 0N ON LN LN LN 1
10 dni 3 4 0; 0; o:n N
s Bk ZN 3 0; O;N OGN ;N
B8 vg. N LN 0 0 0 0;

8 tyg. LN 0; 0N 0z 0 0

10 dni ;N 0; 3; k] 3 3;

T——— 1 O;N N 3 3 AN 3;
8tyg. N OGN LN IN LN LN

Btyg. 0N O:N LN LN 1 IN

N .
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Opracowanie testu umozliwiajagcego ocene odpornosci warunkowanej genami
Temat badawczy 1 i B
APR owsa na P. coronata, P. graminis oraz B. graminis
Wyniki Faza wrrostu ot
) 5 X lnia | TeSinw | ticiba
Aby zwalidowa¢ metodyke testu majgcego na celu ocene trskcle | roffin | Cr13/Sa |AberTPmsa |Polupk2/S|  Tab. 6. Odpowieds linii z
odpornoséci owsa warunkowanej genami APR na P. coronata e — = = - gg;encjaln{m.i genami
i okreéli¢ jego przydatnosc do pracy z genami APR warunkujgcymi  wen g 10 ! 2 : Odm‘:’::;? e
o Eas e L s 10 0N N N .
odpornoé¢ na P. graminis i B. graminis przeprowadzono - » . ~ - maczniaka
- . ' . . . fith  IStye. 0 3 B 2 prawdziwego na
doswuad’c'zenle wykorzystujgc materialy o nieudokumentowanej ‘_:g - 2 z : iefosbiod, SR
obecnosci APR (Tab. 4). 10 e 10 10 2 izolatami B. graminis f.
P Styg 10 o C 9 sp. avenae. Test
Tab. 4. Linie z potencialnymi genami APR warunkujacymi odpornosc na P. coronata f. g 10 ® L °‘ DHEDFOWBUZO_QO_ na
sp. ovenae, P. graminis 1. sp. ovenae i B. grominis f. sp. avenae wybrane do testu Quoll ;‘:w :g f : — fragmentach lisci na
n; 10 1 1 1‘ plytiach.
Potencjaine APR vz : i
Puccing L. - Puccinio grominis Blumerio graminis
! 5p. ovence 1 3p ovence
wu Lss2 533 wii wars Wyniki testu przeprowadzone dla odpornoéci na P graminis
wan LU Sss 536 LU 389 Oued bosats S b Bad h linii i ial ot
Py M & 539 Wwes Pd® wskazujg, ze kazda z badanych linii jest potencjalnym zrodiem
weze Arab 578 LU S04 Firth® odpornosci na rdze zdZblowg (Tab. 4). Wyniki testu na odpornosc

' 2 rosliny dorostej na B. graminis wskazujg, ze odmiana Firth oraz linia
Tab. 5. Odpowiedz linii z potencjalnymi genami APR warunkujgcymi odpornosc na rdze LU478 prawdopodobnie posiadajq APR (Tab. 5). Nie mozna rowniez

zdzbtowa owsa na porazenie wybranymi izolatami P. groaminis f. sp. avenage. Test . o Gh fomsea B
przeprowadzono na fragmentach lisci na ptytkach. Ocena reakdji na porazenie wykluczyc obecnosci APR w QUStral'JSk'eJ odmianie Quoll.

przedstawiona zostata jako dominujgcy typ reakcji obserwowany na zestawie lisci. Potwierdzenie obecnosci odpornosci APR testem na catej roslinie
. = — bytoby wskazane.
werostu | rodlin | Cz OB/211/6] (2 1/6 Pol 2.11/6 . "
10 dni 10 4 1 ) WHIOSkl “'p " ; # .
Wi [stye 0 > — N 1. Odpornos¢ na porazenie warunkowang genami APR nalezy
Styg. 10 1n 10 O:N badaé w tescie zywiciel — patogen na dwodch etapach rozwoju
10 oni 10 s 3 in rosliny, 10-dniowej siewki oraz rosliny 8-tygodniowej.
e P = - Ea — 2. Testy zywiciel-patogen prowadzone na fragmentach lisci na
8 tyg. 10 on on OGN + k h . k . 9 n t St h tl. h b .
e = s - - plytkach, jak réwnie: testy na catyc  roélinach mogg by¢ z
wars [Styr. - - —~ ~ _powod.zenl-em wykorzystyxyang w tescie majgcym na celu
Btyg. 10 on on N identyfikacje gendw APR, ujawniajgcych sie u roslin dorostych.
10 dnd 10 4 B In
Styg. 10 n on ON ' :
8tyvg. 10 1n o 0 JAORRLY L ORORROY
2 % % %2 % % %2 %2 %2 %2 % %2 %2 % % % % % % M N N
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Kompleksowe badania odpornosci owsa na choroby
grzybowe ze szczegolnym uwzglednieniem Puccinia
coronata f. sp. avenae

Temat badawczy 2

Testowanie selekcyjnych markeréw molekularnych dla genu odpornosci na

rdze koronowa Pc59

*  Okreslenie fenotypu Pc59/pc59 mieszaricow F, na podstawie segregacji pokolenia F.
* Testowanie selekcyjnych markerow molekularnych umozliwiajgcych identyfikacje genu odpornosci na rdze

koronowa Pc59.

*  Wyprowadzanie nowych kombinacji mieszannicowych i kontynuacja rozmnozen materiatow do planowanej

analizy transkryptomicznej genu Pc60.

Wyniki

W tesdcie zywiciel - segregacji
potomstwa w pokoleniu F; zostaly okreslone fenotypy 300
roslin F, reprezentujgcych populacje: 650 (Pc59K x Breton), 707
(Kasztan x Pc59K), 977 (Celer x Pc59K), 990 (Kasztan x Pc59K)
(Tab. 7).

W sumie, w obrebie badanych populacji zidentyfikowano 116
(117) odpornych homozygot dominujgcych (Pc59Pc59), 98
wrazliwych homozygot recesywnych (pc59pc59) i 86 (85)
heterozygot (Pc59pc59). Po odrzuceniu roslin z populacji 650
liczba badanych form ulegla redukcji do: 103 (102) odpornych
homozygot dominujgcych, 98 wrazliwych homozygot
recesywnych i 78 (79) heterozygot.

patogen na podstawie

Tab. 7. Segregacja pokolenia mieszancow F, na podstawie oceny linii F, pod wzgiedem
odpomoscd warunkowanej genem Pc59

Fenotyp F: Z testow na Fy Liczba
pagedoiid  amie
Populacia m P. coronata izelat | P. coronota izolat | fentypéw |testowanych
Pe_254 Pe_257 P 254w Einii Fy
odp. | por. | het.| odp. | por. | het | Pc 257
650 PcSS x Breton 13 - | 8 15 . 5 3 21
707 Kasztan xPcS9 | 39 38 | 12| 38 | 38| 13 1 89
977 Celer x P59 36 33 30 36 3 | 3 0 N
9%0 Kasztan x Pc59 28 27 36 28 27 | 36 0 91
Suma 4 300 ‘
B T T Tt I e e W U e I e I it e e It I B B It i

-uzyskano w p:)pulacjl 977.
. A W) 5 L R | SR

W populacjach 707 i 990 do genotypowania za pomocg
klasycznego PCR wykorzystano po szes¢ par starteréw dla kazdej
linii, zas dwie pary starterow uzyto w populacji 977.

Tab. 8. Podsumowanie raakgji przeprowadzonych 2 wykorzystaniem kiasycznego PCR i roznych
kombinacji starterow do identyfikacji obecnosci alleli recesywnych (kolor czerwony)
bzdz dominujgcych (kolor zielony) genu Pc59.

S
Kombinac] 5- y
Popvieen mh:uéual:u "‘ 4
707 Kasztan = Pc59 89 | 89 | 89 | 89 89 | 89 7
977 Celer x Pc59 438 18 43 56 | 41
990 Kasztan x Pc59 91 91 91 91 91 91
Suma 180 | 180 | 228 | 198 | 180 | 228 | S6 | 41 22

Analizujac wszystkie testowane kombinacje starteréw w populacji
707, nieprawidiowa predykcja genotypu na podstawie
obserwowanych markeréw miata miejsce 7 razy (82 prawidiowe),
w populacji 977 — 9 razy (90 prawidiowych), oraz w populacji 990
— 6 razy (85 prawidiowych odczytéw). W sumie na 279
dokonanych odczytow 22 byly nieprawidiowe i stanowily 7,86%
wszystkich odczytow. Najwiecej nieprawidiowych odczytow

‘ ‘*A‘r-i LR RO R RO
ONE SONETONE N TN ONE SN SONE SN NG U Y U o Y it U I U
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Kompleksowe badania odpornosci owsa na choroby
grzybowe ze szczegolnym uwzglednieniem Puccinia
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coronata f. sp. avenae

Temat badawczy 2

Testowanie selekcyjnych markeréw molekularnych dla genu odpornosci na
rdze koronowa Pc59

Z powodzeniem opracowano dwa markery KASP_350
i KASP_351 i wytypowano KASP_351 jako wysoce efektywny,
mylnie przyporzadkowujgcy zaledwie 5,3% analizowanych
genotypow w trzech badanych populacjach z genem Pc59
(Tab.S). Marker ten przekonwertowano na sonde TagMan_351,
co poprawito efektywnosc klasyfikacji badanych obiektow do
96,7% (3,3 % mylnie zakwalifikowanych linii F,) (Tab. 10, Rys. 1).
Dodatkowo system TagMan wykorzystano do opracowania
markera TagMan_127, ktérego efektywnosc byla
poréwnywalna do TagMan_351.

Tab. 9. Podsumowanie reakcji przeprowadzonych z wykorzystaniem KASP w calu identyfikac)i
obecnosci alleli recasywnych badz dominujacych genu Pc59.

Liczba odczytow
Populacje ::'3::‘":& KASP_350 KASP_351
Zgodne | Niezgodne | Zgodne | Niezgodne
707 Kasztan x Pe59 81 8 81 7
977 Celer x P59 85 14 98 1
990 Kasztan x Pc59 78 13 85 6
Suma 244 35 264 14
9% odczytéw 85,66 14,34 94,70 5,30

Tab. 10. Podsumowanie reakg)i przeprowadzonych z wykorzystaniem systamu TagMan w celu
identyfikacji obacnosd alleli recasywnych bad2 dominujgeych genu Pc59.

Kombinacja Liczba odczytow
Populacia | L e TaqMan_127 TagMan_351
Zgodne | Niezgodne| Zgodne | Niezgodne
707 Kasztan x Pc59 83 6 83 6
977 Celer x P¢59 98 1 99 0
990 Kasztan x Pc59 87 q 88 3
Suma 268 11 270 9
% odczytow 95,90 4,10 96,67 3,33

MR N YR NN R Y Y Y Y Y R Y M Y e oo N N NN

¥

Asieie2 [Aleie 2)
z

Allelic Discrimination Plot

ez o "2 o "

Alole ] (Aioke 1)
© Alole 1/Alele 1 © Aldde 2/ANele 2 Niele 1/ANoke 2 © No Amplication
Rys.1. Wykres przedstawiajgcy rozkiad genotypow w populaci 977 (Celer x Pc5S) uzyskany przy
udziale sond i starterow TaghMan_351. Allel 1 — odporny , Allel 2 - wraifiwy.

(L} " "” " "

Whioski

1.

* .

Konwersja markeréw typu PCR do systemu KASP i TagMan jest
wysoce efektywng metodg uzyskiwania markerow fatwych do
wykorzystania w wysokoprzepustowe] selekcji genotypow.
Systemy KASP i TagMan wydajg sie byé rownie efektywne
w genotypowaniu markerow molekularnych sprzezonych
z odpornoscig u owsa. Efektywnosé obu systemow zalezy w duzej
mierze od stopnia sprzezenia markera z badanym genem.

W obu przypadkach pojedyncza reakcja typu KASP lub TagMan
umotzliwia  identyfikacje = homozygot dominujgcych lub
recesywnych oraz heterozygot. W metodzie PCR nalezy
przeprowadzi¢c co najmniej dwie reakcje dla kazdego allelu
osobno.

Nalezy dazy¢ do identyfikacji pojedynczych markeréw KASP lub
TagMan dla danej cechy, gdyi jak wykazano w prezentowanym
doswiadczeniu wiarygodnosé i powtarzalnos¢ obu systemow jest
tak wysoka, ze bfedne przyporzadkowanie genotypu wynika raczej
z zanieczyszczenia probki, mutacji lub crossing-over anizeli z btedu
systemu detekcji.

'9“'s§\t“f‘
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Temat badawczy 3

Analiza poréwnawcza transkryptomu linii bliskoizogenicznych Pc39/pc39
po infekcji P. coronata

* Sekwencjonowanie bibliotek uzyskanych dla linii bliskoizogenicznych Pc39/pc39 po infekcji P. coronata
i ztozenie transkryptomu

Wyniki

Wyniki sekwencjonowania bibliotek c¢DNA uzyskano w
postaci plikdw fastq. Wszystkie biblioteki miaty zblizone
rozmiary, a dystrybucja odczytéw byla réwniez podobna. Po
zastosowaniu programu MultiQC i filtrowaniu wynikow
odfiltrowano tylko te odczyty, ktore spelnialy wymagania
niezbedne do dalszych etapow analizy. Procentowy udzial
odczytow, ktore przeszly filtrowanie wyniost 98.96%, Duie
roznice zaobserwowano w ilosci odczytow powyzej Q30.
Srednio iloé¢ na probke takich odczytéw wyniosta 8796,8, a
wahata sie od 6825,7 w probce 122a do 106659 Mb w
probce  242a.  Transkrypty  uzyskane dla linii
bliskoizogenicznych  Pc39/pc39  odpowiadaly 69323
transkryptom zidentyfikowanym w transkryptomie odmiany

Bingo.

Poniewaz dalsza analiza
prowadzona pod katem ekspresji roinicowej dlatego
zastosowano odmienng od
Sciezke analizy wykorzystujgc oprogramowanie Kallisto.
Normalizacja uzyskanych danych w niniejszym projekcie ||
polegata na obliczeniu wartoéci TPM. Na podstawie
uzyskanych frekwencji poszczegdinych gendéw w badanych
prébach RNA skonstruowano dendrogram pofaczony z
heatmapg, na ktorym zobrazowano rozkiad poszczegélnych

probek (Rys. 1).
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UNIWERSYTET ‘ ROLNICTWA Kompleksowe badania odpornosci owsa na choroby
PRZYRODNICZY Jrﬁ%m IROZWOJUWSI  grzybowe ze szczegdinym uwzglednieniem Puccinia

coronata f. sp. avenae

7y

wartosc - stopien
L. wartosc g iy
" miernika . = realizacji
Lp. miernik miernika v
podanaw . zadania
e .| zrealizowana "
opisie zadania [%]
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
Liczba genotypow wykorzystanych do walidacji
i 2 | i . ! : 1 1 100
opracowanego testu
temat badawczy 2
Liczba linii F5, dla ktdrych zostanie okreslony fenotyp
2 72 | Liczba testowanych markeréw KASP 2 100
2 3 | Liczba testowanych markeréw TagMan 2 2 100
Liczba wyprowadzonych kombinacji
24 | A sativa x Pc60 2 2 100
2.5 | Liczba selekcjonowanych linii bliskoizogenicznych 5 5 100
temat badawczy 3
3.1 | Liczba sekwencjonowanych bibliotek 36 36 100
SREDNIA 100
% REALIZACII
100
ZADANIA




