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Kompleksowa ocena odpornosci polskich odmian i materiatow
1 hodowlanych owsa na choroby grzybowe wywolywane przez TAK
P. coronata, P. graminis oraz B. graminis
Opracowanie markeréw molekularnych dla genéw odpornosci TAK
2 na rdze koronowg Pc51 i Pc101
Analiza poréwnawcza transkryptomu linii bliskoizogenicznych TAK
3 Pc39/pc39 po infekcji P. coronata
Ocena zwartosci zwigzkdw o potencjale antyoksdacyjnym w TAK
4 liniach bliskoizogenicznych Pc39/pc39
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Materiat i metody

Temat badawczy 1
Materiat:

500 odmian polskich i zagranicznych oraz
polskich linii hodowlanych pochodzgcych z HR
DANKO, HR Strzelce oraz MHR Polanowice
Scharakteryzowane pod wzgledem wirulencji
izolaty Puccinia coronata, Puccinia graminis,
Blumeria graminis

Metody:

Test zywiciel patogen na ptytkach na
fragmentach lisci z roslin 10-dniowych

Temat badawczy 3

Materiat:

* Linie bliskoizogeniczne z genem Pc39/pc39
Metody:

* Analiza DEG (differentially expressed genes)

Temat badawczy 2
Materiat:

populacje mapujace F;:

634 (Pc51U x Kasztan), 635 (Pc51U x Bingo),
848 (Kasztan x Pc101), 851 (Kasztan x Pc101)
populacja Fg Kasztan x Pc60

Metody:

Klasyczny PCR
Real-time PCR

Temat badawczy 4

Materiat:

* Linie bliskoizogeniczne z genem Pc39/pc39
Metody:

* Ocena zawartosci zwigzkow fenolowych,

hormonow: kwasow: salicylowego,
jasmonowego i abscysynowego, catkowitej
aktywnosci  antyoksydacyjnej  metoda
DPPH, aktywnosci enzymow

antyoksydacyjnych: katalazy, peroksydazy i
dysmutazy ponadtlenkowej, zawartosci
biatka
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coronata f. sp. avenae

Temat badawczy 1

Kompleksowa ocena odpornosci na choroby grzybowe odmian i linii A. sativa,

genotypow A. sterilis i A. byzantina

*  Kompleksowa ocena odpornosci polskich odmian i materiatow hodowlanych owsa zwyczajnego A. sativa na
choroby grzybowe wywotywane przez P. coronata, P. graminis oraz B. graminis.

Wyniki

Na podstawie profilowania wirulencji izolatow
wyprowadzonych z  populacji  poszczegolnych
patogenicznych grzybow  wyselekcjonowano 18
izolatéw (9 —Pc, 5 — Pg i 4 — Bg) o spectrach wirulencji
reprezentatywnych dla obecnie  wystepujacych
populacji, a jednoczesnie umozliwiajgcych
postulowanie  obecnosci  konkretnych  gendw
odpornosci R w badanych liniach i odmianach owsa.
W sumie dokonano odczytow poraienia dla 2500
roslin i 45 000 fragmentow lisci.

Tab. 1. Izolaty Puccinia coronata f. sp. avenae wybrane do analiz

Gatunek patogenu Shorée Narwa izolatu

literowy
.Pe_230

. Pe_257
Pe_241
Pc_94(63)

. Pc_56

Pc 9414
Pc_58 St18/5
Pc_32
Pc_P3.2/9

I

Puccinia coronata f_ sp. avenae Pe

[}

Pg_ 5183
Pg K181

.Pg Cz.1873
Pg_S182

Pg Ozardw 18

Puccinia graminis {. sp. avenae Pg

Pm _Cz.17/5a
Pm K182

Pm_AberT/5
Pm Pol.18.2

Blumeria graminis . sp. avenae Bg
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Wyselekcjonowane izolaty P. coronata, P. graminis i B. graminis zostaty wykorzystane do
charakterystyki odpornosci odmian i linii hodowlanych bedacych przedmiotem analiz w
zadaniu nr 30 realizowanym w latach 2014-2020. W zestawie 500 obiektow znajdowaty
sie odmiany polskie i zagraniczne oraz linie hodowlane. Materiaty te zostaty wowczas
wybrane do analiz zréznicowania genetycznego w oparciu o technologie DArTseq i
reprezentowaty pule genetyczna wykorzystywang w owczesnym czasie w hodowli owsa.
Niektore z badanych linii zostaty zgtoszone do badan rejestrowych COBORU, a niektore
staty sie odmianami.

Whioski:

1. Analizujgc odpornosc 500 badanych obiektow na P. coronata az 198 z nich wykazato
odpornosc na co najmniej jeden izolat.

2. Tylko jedna badana odmiana (Possum) posiadata niezidentyfikowana odpornosé na
wszystkie testowane izolaty Pc. Linii, ktére posiadaty odpornos¢ przetamywana
zaledwie przez jeden izolat byto 10, w tym cztery linie STH (3 x Pc68, 1 x Pc?).

3. Odpornos¢ na co najmniej jeden z testowanych izolatow P. graminis stwierdzono u
94 obiektow.

4. Odpornos¢ na wszystkie testowane izolaty Pg stwierdzono u 9 odmian i linii
(odmiany australijskie — Possum i Quoll oraz amerykariskie: TAM312, HiFi i Gehl oraz
cztery linie pochodzace ze Strzelec.

5. Analizujgc odpornosc badanych obiektow na B. graminis stwierdzono, ze 57 z nich
prezentuje odpornosé na co najmniej jeden izolat Bg.

6. Cztery badane odmiany i linie posiadaty odpornosc na wszystkie testowane izolaty
Pm (Pm7) (Canyon, 2 linie STH i1 MHR).

7. Po przeanalizowaniu reakcji 500 badanych linii i odmian na porazenie 18 izolatami
P. coronata, P. graminis 1 B. graminis u czterech stwierdzono odpornos¢ na co
najmniej jeden z izolatow kazdego gatunku grzyba (2 linie CHD i 2 linie STH).
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Opracowanie selekcyjnych markeréw molekularnych dla genéw odpornosci na

Temat badawczy 2
Y rdze koronowg Pc51 i Pc101 w oparciu o analizy genomu

*  Okreslenie fenotypu Pc51/pc51 oraz Pc101/pc101 mieszaricow F2 na podstawie segregacji pokolenia F3.

* Opracowanie selekcyjnych markerow molekularnych umozliwiajgcych identyfikacje gendw odpornosci na rdze
koronowa Pc51 i Pc101.

* Kontynuacja rozmnozen materiatéw do planowane]j analizy transkryptomicznej genu Pc60 oraz mieszancow z
genami Pc68 oraz Pc91 do opracowania markerow dla tych genow.

Wyniki

W tescie zywiciel - patogen na podstawie segregacji potomstwa w
pokoleniu F3 zostaly okreslone genotypy 300 roslin F2
reprezentujacych populacje z segregujagcym genem Pc51: 634
(Pc51U x Kasztan) i 635 (Pc51U x Bingo) oraz 300 roslin
reprezentujacych populacje z segregujacym genem Pcl101: 848
(Kasztan x Pc101) i 851 (Kasztan x Pc101) (tab.2). Zaobserwowany

Odczytow typu silicoDArT otrzymano 37401, zas DArTseq — 73234,

Dane poddano filtrowaniu z zastosowaniem formut umozliwiajacych
okreslenie odlegtosci markera od genu. Po porownaniu sekwencji z
genomami owsa A. sativa Sang i Bingo wybrano po 4 markery.

Tab. 3. Sekwencje wyselekcjonowanych markerdw DArTseq
Sekwencja |  Pozycja

stosunek rozszczepien odpowiadat dziedziczeniu Lp. | Gen | DArTseq | SNP Sekwencja 5"-F'
g 9 & i i . . TGCAGGAACAGAGAGACCACTAGCGAGCACAGAGA
s . 2
monogenicznemu 1:2:1, co potwierdzono testem Chi2 1 | P31 | 2105439 | 56:C>T GAAGTCAGTGGAGTO A AGAACACTGTAGIGOCTOR
: - . e TGCAGACAACCCTAACTGCGGCTCCACGGCCGACGC
Tab. 2. Segregacja pokolenia mieszancaw F, na podstawie oceny linii F; pod wzgledem 2 Pcil 3125444 33:G>C CACCGTOGGGAGGGTCTTCGCGGGCCTTCGCGOGE

odpornosci warunkowanej genem Pc59 CTCGGTGTGCCTCGGGCAGGTGCTGCCTCGGCOGTG

3 | Pesl | 82137036 | 39:A*C | 1666 GTCGOCTTCTTCCGCCAAGGAGGAGCATTTC

Popelcja | Kemblnsci FuompRirwinds | rnn | b |pram| [+ | P51 |S082061 (616 | 00yGGGACGTGOCOGGOCAGOCOATAGEGT
"% [Odporna | Poratons | Heterezygota linii F2 = peror | 79310581 | s:ooa TGCAGGGAGGCAGAGAGCTCCTGGAGGTGGGGTCC
634 PeS1U x Kasztan 26 34 53 113 0.736] 060 z : : ACCATTGGTTAGTCAGCACCACACGTGCGCCTCGTA
638 Pe31U x Bingo 43 51 93 187 0,343 0,84 6 Pelol 08716619 10T>G TGCAGGTCGCTCCTGGTCCGCGCCTOGCGGTGTGCCT
$48 Kasztan x Pe101 42 40 72 154 0348] 084 CCGTCCACCATTGGTTAGTCTGATGCCAGCGCAGCTC
#51 Kasztan x Pe101 37 38 7 146 0061 097 1 | paor 1203752 | 6asc TGCAGGACGGCAGCATGAGCCGACCGCACCGCGGC
Suma 600 . ACCGTCAGTACCGCTCGGTGTGCATCGCAATCATA

TGCAGGCGACGAGCGCCTCGCATGAGCCGACCGCAC
CTATGTGCGCTCGATCTGTCTGAACCTGATGCCTGC

8 PclOl | 28677980 | 45:G>A

Genotypowaniu  metoda DArTseq poddano 82 linie

reprezentujace populacje mapujgce F2 z segregujacym genem
Pc51 oraz 82 linie F2 z segregujgcym genem Pc101, a takie formy
rodzicielskie oraz zestaw 20 linii referencyjnych z genami Pc.

ARNAT AR
M Y % Y Y Y NN N

Do kazdej sekwencji zaprojektowano okoto 20 par starterow.
W sumie do identyfikacji markerow dla genu Pc51 wykorzystano 88
kombinacji starteréw, zas Pc101 — 120.
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Temat badawczy 2

Opracowanie selekcyjnych markerow molekularnych dla genéw odpornosci na
rdze koronowg Pc51 i Pc101 w oparciu o analizy genomu

Pc51 pla szeiciu wybranych par starteréw zaprojektowanych
do sekwencji 2105439, 3225444, 82137036 uzyskano 100% lub
niemal 100% zgodnosc segregacji markera z genotypem.
Ponizej przedstawiono efekt klasycznej reakcji PCR
elektroforegram produktow uzyskanych z parg starterow do
sekwencji 2105435 (fot. 1) oraz t3 sama reakcje wykonang
metoda real-time (rys. 1).

Fot. 1. Elektroforegram przedstawiajacy efekt amplifikacji uzyskany ze starterami
zaprojektowanymi w oparciu o sekwencjg DArTseq 2105439 do identyfikacji genu Pc51.

-

Rys. 1. Wykres amplifikacji real-time dlz populacji 634 |Pc51U x Bingo) z para starterow 210 _F3
+ 210_R3aa - produkt wielkosci 103 bp u odpornych (Pc51).

g e Fed

AR-

Pc101 pla osmiu par starterow zaprojektowanych do kazdej z wybranych
sekwencji DArTseq uzyskano 100% lub niemal 100% zgodnosé segregaci
markera z genotypem. Poniiej jeden z markerdow (fot. 2, rys. 2)

i Fot.2 Elektroforegram przedstawiajacy efekt amplifikacji uzyskany ze starterami zaprojektowanymi w oparciu

o sekwencje DArTseq 286 77380 do identyfikaci genu FclOl.

..-—_ essssmsssssses L d
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Rys. 2. Wykres amplifikacji real-time dia populacji 848 (Kasztan x Pcl01) z parg starterow 286_F2 + 286 Rlc-
produkt wielkosci 97 bp dlz odpornych (Pc101) (gora), 286_F2 + 286_R1t dia porazonych (pcl01) (dot).

Whioski

1. Zidentyfikowane sekwencje |okalizowaty sie na chromosomach wersji v.2
genomu owsa odmiany Sang i genomu oedmiany Bingo.

2. Opracowano trzy kombinacje starteréw umoiliwiajgce identyfikacje alleli
genu Pc51/pc51 oraz cztery kombinacje starteréw identyfikujace allele
Pc101/pc101.

3. Klasyczne markery PCR zaprojektowane do identyfikacji mutagji
punktowych sg bardzo pracochtonne w uzyciu i trudne do interpretacji.
Poszukiwanie alternatyw dla klasycznego PCR jest wskazane.

4. Wykorzystanie zaprojektowanych starterow — tylko w przypadku
amplifikacji jednego fragmentu DNA — w reakcji real-time PCR utatwia
genotypowanie.
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Analiza poréwnawcza transkryptomu linii bliskoizogenicznych Pc39/pc39
Temat badawczy 3 g =
po infekcji P. coronata
+ Identyfikacja transkryptéw réznicujgcych linie bliskoizogeniczne Pc39/pc39 po infekcji P. coronata
Wyniki ' :
W pierwszym etapie obrobki danych wszystkie, uzyskane w ] B
analizie RNAseq przeprowadzonej w 2022 r., transkrypty |
zmapowano do genomu owsa i wykonano anotacje wykorzystujac
m.in. baze UniProt oraz anotacje transkryptomu odmiany Bingo. s
W kolejnym etapie wygenerowano wykres MA (Blanda - T
Altmana), aby zwizualizowac rozmieszczenie znaczacych genow :
pomiedzy dwiema prébkami charakteryzujgcymi sie odpornoscia [
lub podatnoscig (rys.3).
i e e
e Rys.3. Wykres MA (Blanda - { g i l :
: Altmana) przedstawiajacy ; r F F 1 i g
rozn:liesz-:zef'lie mac;gcych i - ¥ { i 1 {
g:now pom:edzy ]IrOShr\?I'ﬂl Rys.4. Mapa termiczna 30 najwaim’ejmt.:h znaczacych gendw stanowigca '
;:;Z‘f":;:s:zw'_‘:ﬂ“'- wizualizacje zmian ekspresji tych gendw w czasie w grupie roslin odpormych i
Nctna scp zmiany dlla kagi:iego porazonych. Po prawej: Zmiany poziomu ekspresji wybranych gendw w pigciu
i N 2 punktach czasowych prowadzonego eksperymentu
srednig ekspresjg we
wszystkich probkach w dwdch Stosujac model pierwszy, uwzgledniajgcy zaréwno efekty glowne, jak i czas
— . o porgwnywanych warunkach. interakcji, uzyskano kompleksowy obraz wpltywu tych czynnikéw na ekspresje

I genow. Ogotem byly to 52 znaczace geny (wartosc p<0,05, bezwzgledna (lIfc)
»1), z ktorych 6 ulegto zwiekszeniu, a pozostate obnizeniu.
Stosujac model drugi, w ktorym uwzgledniono odpornosé i czas, liczba
wszystkich znaczacych gendw wynosita 1325. Nastepnie zidentyfikowano geny
0 zroZnicowanej ekspresji, w tym geny regulowane w gore i w dof, ktorych

W nastepnym etapie przeprowadzono wybor modelu analizy.
Jako pierwszy zastosowano model uwzgledniajacy odpornosc +
punkt czasowy + zmiany odpornosci w czasie. Aby uzyskac lepszy

wglad we wzorce ekspresji gendw, stworzono mape cieplng 30 byto odpowiednio 190 186 .
najwainiejszych genow (rys. 4)
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Temat badawczy 3

Analiza poréwnawcza transkryptomu linii bliskoizogenicznych Pc39/pc39

po infekcji P. coronata

Wyniki

W modelu trzecim w analizie réznicowej ekspresji genéw brano
pod uwage jedynie ,odpornosc”, bez uwzglednienia czynnika
»czasu” 1 ich interakcji. Podobnie jak w przypadku dwoch
poprzednich modeli zidentyfikowano geny o zrdinicowanej
ekspresji, czyli geny o zwiekszonej ekspresji (138 genow) i
obnizonej ekspresji (105 gendow) (rys. 5) (tab. 4).

mmmwm ji gendw po ie

i e e e e e i i B ‘“i\:: \“t e | \‘k \: ! =

Tab. 4. Znaczace geny zidentyfikowane w analizie DEG przy zastosowaniu modelu pierwszego 2
zaznaczonymi genami, ktdre zidentyfikowano rownoczesnie w modelu drugim (pomaraficzowy)

41 E " 8
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$E| 2B 8 | B |B
1 AVESA 000811 1AGO0LI4950 | -1 934 0018| chaia | 30TBAIG | 353%4500] - | peetecied peme | HOCEXDtype ucyl-mmmatian fmily
Acid beta Secvfarmoadios. Glost

2 |AVESA O00SIarl IAGOCIMGH | 6824 0004) chrih | 42538000 | 42320093 | poedcied gese | Mydrolmes iy 32 peviesn

20| 000l cheld | semiesos) | desaion | prediied_gese | U ioosn groen

0091 | chlC LR LN JII=W-":} perdiind pene | Dowmas BNOK TTRE YRR inkitenar

0000| cheaa | 24ITeeRn) | 2a17eneda | it _reluedt | Pt st [T 4 4T e gapiole < hisspaplmtn
S bl 3oop Bala (HHELBG DNA bedag

AV 1399] 0000 chza | Zveamany| Zpamsss) {pordicind pose | pertamdvprows |

AVESA 00080arl JAGOION | 3572| 0015| cwin | Sddeneam | 3aderseso] | poedicing pess | Chmmme Sumily

Tk - depunin) §loes ok w sfer e
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Whioski:

1. Transkrypty zidentyfikowane w kaidym z trzech rozpatrywanych
modeli przyréownano do siebie. Sposréd 52 transkryptow i
odpowiadajacych im biatek zidentyfikowanych w modelu pierwszym
tylko dwa pojawity sie w wynikach kazdej analizy. Pierwszym z nich
byt AVESA.00003a.r1.4C o aktywnosci kinazy, ktdrego ekspresja
obnizyta sie 6 krotnie pod wptywem poraienia P. coronata, drugim
AVESA.00003a.r1.5D kodujgcy czynnik transkrypcyjny WRKY, dla
ktorego stwierdzono 3,5 krotny spadek ekspresiji.

2. Siedem transkryptow/biatek zostato uznanych za znaczace nie tylko w
analizie pierwszej, ale rowniez w analizie drugiej.

3. Najlepsze rezultaty uzyskano stosujgc model trzeci, ktory réznicowat
badane proby na dwie pule, z genem Pc39 lub z jego recesywnym
allelem. W tym modelu zidentyfikowano transkrypty zlokalizowane
giownie na niewielkim obszarze chromosomow, ktérych lokalizacja
odpowiada potozeniu locus genu Pc35.
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coronata f. sp. avenae

Temat badawczy 4

Ocena zwartosci zwigzkow o potencjale antyoksdacyjnym w liniach
bliskoizogenicznych Pc39/pc39

Wyniki

Materiat roélinny pochodzit z testu zywiciel — patogen, zatoionego na
siewkach w roku 2022.

Celem tego zdania byto dokonanie oceny zmian w zawartosci zwigzkow
fenolowych i zwigzkow o aktywnosci antyoksydacyjnej w liniach
bliskoizogenicznych Pc39/pc39 w roinym czasie od infekcji P. coronata.
Okreslono catkowitg zawartos¢ wolnych zwigzkow fenolowych w lisciach
roslin oraz zwigzkow fenolowych zwigzanych ze $ciang komodrkows.
Oznaczono rowniez catkowita zawartos¢ antyoksydantéw, biatka,
aktywnos¢ enzymdw antyoksydacyjnych: dysmutazy anionorodnika
ponadtlenkowego (SOD), katalazy (KAT) i peroksydazy (POD), a takie
poziom hormondw: kwasu abscysynowego, salicylowego i jasmonowego.

Tab. 6. Zawartosc r :

hormonow: kwasow Rl I " I ‘
avscysymowego (48) | |1 L[ LLnLd L Ll
[ng/g] (a,b). RN ERARZENRIRNSZER R3383323sRERAAAA3S:
salicylowego (SA) il 7 s L
[ng/e] (c.d)i

jasmonowego (JA)

[ng/g] (e,f} wlisciach :
owsa (Avena satival) ¢ ’ ' . :

w zaleznosci od linii y ’ i Al 3

(1981 262), genu == 1]]: | . || | . | I [ |H|
odpornosdi (P39 i p39) .|.| |I ||I Il[ll | | ||[l|| 1111

oraz Czasu po e e -l i - rinsssssamsssanssene
porazeniu (Oh, 6h, 12h, €) d
24hi 48h). Wartosci
srednie, n =4n £ SE.

=1u.nll!ul|||||l|‘ 1.|1I.|.ll s H Ill‘

Whioski:

L

Zroznicowana zawartos¢ wszystkich badanych parametrow
odnotowano w lisciach siewek owsa linii 262 i 198. Roznice te byty
czesto wyisze aniieli pomiedzy liniami z genem Pc39 lub pc33.
Wyizsze zawartosci wolnych zwigzkow fenolowych i zwigzanych ze
sciang fenoli obserwowano dla genu Pc39 u obydwu badanych linii
po 6 i 12 godzinach od inokulacji P. coronata. Natomiast po 48
godzinach infekcji wyizsza zawartosc fenoli obserwowano dla allelu
recesywnego genu p39,

Aktywnosc antyoksydacyjna lisci owsa po 6 godzinach od inokulacji
P. coronata byta istotnie wyzsza u linii z genem p35 w poréwnaniu
do Pc35.

Wszystkie linie owsa charakteryzowaty sie wzrostem aktywnosci
katalazy, peroksydazy i dysmutazy ponadtlenkowej pordwnujac
moment poraienia i stan po 48 godzinach. W przypadku
peroksydazy ten wzrost byt istotnie wyzszy w liniach z genem Pc389.
W obu liniach z genem Pc35 w 6 godzinie po poraieniu zauwazyc
moina bylo srednio dwukrotny wzrost zawartosci kwasu
abscysynowego.

Analizujac poziom kwasu salicylowego zaobserwowano, ze zarowno
w obecnosci genu Pc33, jak i pc39 nastepowat stopniowy wzrost
zawartosci SA w trakcie trwania eksperymentu i w 48h od
poraZenia zawartosc tego hormonu byta ponad dwukrotnie wyzsza
niz przed porazeniem obu linii.

Poréwnujac zmiany w poziomie kwasu jasmonowego zachodzace w
czasie w liniach z genem Pc33 zaobserwowano najwigkszy wzrost (5
x) zawartosci hormonu po 48h od inokulacji, z kolei w liniach z
genem pc39 po 24 godzinach wzrost jest niemal 10 krotny.
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e - stopien
wartosc wartosc real?zac‘i
Lp. miernik miernika podana miernika . dania]
w opisie zadania | zrealizowana %]
1 i | 4 5
temat badawczy 1
Liczba polskich odmian i linii hodowlanych A. sativa poddanych
11 kompleksowej ocenie odpornosci na choroby 500 500 100
temat badawczy 2
2.1 | Liczba linii F5, dla ktérych zostanie okreélony fenotyp Pc51/pc51 300 300 100
2.2 | Liczba linii F,, dla ktorych zostanie okreslony fenotyp Pc101/pc101 300 300 100
Liczba sekwencji sprzezonych z genem Pc51 dla ktérych opracowane
2.3 zostang startery specyficzne 4 = 100
Liczba sekwencji sprzezonych z genem Pc101 dla ktorych
2.4 opracowane zostang startery specyficzne 4 9 100
temat badawczy 3
3.1 | Liczba analiz majacych na celu identyfikacje DEG 1 1 100
temat badawczy 4
Liczha probek dla ktorych zostang przeprowadzone analizy
4.1 biochemiczne 40 40 100
4.2 | Liczba parametrow ocenianych dla kaidej analizowanej proby 10 10 100
SREDNIA 100
% REALIZAC)
100
ZADANIA
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