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Lp. |Cele projektu: czy c.e KR
zrealizowany
Kompleksowa ocena odpornosci odmian i linii
A. sativa, genotypow A. sterilis i A. byzantina na
1 TAK
choroby grzybowe wywotywane przez P. coronata,
P. graminis oraz B. graminis.
Testowanie markerow molekularnych dla genow TAK
z odpornosci na rdze koronowg Pc51 i Pc101.
Analiza porownawcza transkryptomu linii
3 bliskoizogenicznych Pc39/pc39 oraz Pc60/pc60 po TAK
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

V / /4

Temat badawczy 1

Materiat:

* 200 genotypow A. sterilis sprowadzonych z
National Small Grain Collection (USDA,
Aberdeen) pochodzacych z Hiszpanii i Turcji

* 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 2

Materiat:

* Populacje mapujace Fj:
634 (Pc51U x Kasztan), 635 (Pc51U x Bingo),
632 (Pc51 U x Kanota), 848 (Kasztan x Pc101),
851 (Kasztan x Pc101)

* Populacje mieszanicowe z segregujgcym
genem Pc91

Metody:

* Klasyczny PCR

* Real-time PCR, TagMan

Temat badawczy 3

Materiat:

* Linie bliskoizogeniczne z genem Pc39/pc39
* Linie bliskoizogeniczne z genem Pc60/pc60
Metody:

* Test zywiciel-patogen na siewkach

* Sekwencjonowanie transkryptomu RNAseq
* Analiza DEG (differentially expressed genes)
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Temat badawczy 1

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

*  Kompleksowa ocena odpornosci odmian i linii A. sativa, genotypow A. sterilis i A. byzantina na choroby
grzybowe wywotywane przez P. coronata, P. graminis oraz B. graminis.
*  Rozmnozenie w warunkach polowych mieszaricow przeznaczonych do piramidyzacji genow.

Wyniki
Na podstawie profilowania wirulencji izolatow
wyprowadzonych z populacji poszczegolnych

patogenicznych grzybow wyselekcjonowano 18 izolatow
(12 — Pc, 3 — Pg i 3 — Bg) o spektrach wirulencji
reprezentatywnych dla obecnie wystepujacych populaciji,
a jednoczesnie umozliwiajacych postulowanie obecnosci
konkretnych gendw odpornosci R w badanych
materiatach (tab. 1, fot. 1). Wyselekcjonowane izolaty
P. coronata, P. graminis i B. graminis zostaty
wykorzystane do charakterystyki odpornosci 200
genotypow Avena sterilis sprowadzonych z banku genow
National Small Grain Collection (USDA, Aberdeen) (ryc. 1).

Tab. 1. lzolaty Puccinia coronata f. sp. avenae, Puccinia gramins f. sp. avence
i Blumeria graminis f. sp. avenoe wybrane do analiz.

Skrot o
Gatunek patogenu it : Nazwa izolatu

1. Pc_SB StI8/S
2 Pe_94(63)_241/18
3. Pe_230
4.Pec 257
5.Pc 32
6.Pc_C2092225

Puccinta coronata £ sp avenae Pc 7. Pc 56
8 Pc_241/19
9 Pc_Chorwacja 2226
10.Pe_233
11 Pe_Pol 23 910
12 Pe_Pol 23 13/15
1.Pg Fr223

Puccinta gramints £ sp. avenoe Pg 2 Pg Cz235
3. Pg Cz183
1.Pm K182

| Blumeria graminis £ sp. avenae By 2 Pm _Suwz233

3

Tab. 2. Odpornosc genotypu Pl 412448 Avena sterilis pochodzacego z Turcji na rdze koronowa, maczniaka prawdziwego
i rdze koronowg jako przykiad nisjednorodnej reakeji oraz 2fozonej odpornosci na rozne patogsny

Avena sterilis

Pl 412448

Turkey
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Ryc. 1. Liczba genotypow
charakteryzujgcych sig okreslong
procentows odpornoscia roslin w
obrgbie genotypu na testowane
izolaty Puccinag coronata, Biumeria
grominis i Puccinia graminis. S'rednia
odpornosc genotypow w grupie
zaznaczono ponad stupkami.
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Kompleksowa ocena odpornosci na choroby grzybowe odmian i linii A. sativa,

T t bad 1
emat badawczy genotypéw A. sterilis i A. byzantina

Whioski:

1. Genotypy A. sterilis zachowane w bankach gendw jako ztozone populacje moga by¢ bardzo cennym Zrodtem odpornosci na rdze
koronows, rdze zdzbfowa i maczniaka prawdziwego (tab. 2) .

2. Testowanie odpornosci genotypow reprezentujacych dzikie populacje powinno byc prowadzone na wiekszej ilosci roslin, co umozliwia
zidentyfikowanie sublinii o wysokiej odpornosci.

3. Analizujac odpornosc 200 genotypow A. sterilis pochodzacych z Turcji i Hiszpanii stwierdzono, ze wiekszos¢ analizowanych genotypow
A. sterilis byta wysoce podatna lub umiarkowanie podatna na rdze koronowg i maczniaka prawdziwego oraz wysoce podatna na rdze
zdibtowa.

4. Tylko dwa genotypy A. sterilis pochodzace z Hiszpanii charakteryzowaty sie odpornosciag wszystkich siewek na wszystkie testowane
izolaty Puccinia coronata Pl 367445 oraz Pl 364760. Oba genotypy skolekcjonowano w prowincji Malaga.

5. Odpornos¢ na wszystkie testowane izolaty P. graminis stwierdzono w jednym z 200 badanych genotypow A. sterilis - Pl 412486
pochodzacym z Turcji (Gaziantep).

6. Analizujgc odpornosc badanych genotypow na B. graminis stwierdzono catkowita odpornos¢ wszystkich testowanych siewek na
wszystkie testowane izolaty w jednym genotypie A. sterilis pochodzacym z Turcji Pl 412917 (Diyarbakir) oraz jednym z Hiszpanii
Pl 367988 (Malaga).

7. Profile odpornosci zidentyfikowane w badanych genotypach nie odpowiadaty profilom linii referencyjnych zawierajacych okreslone geny
odpornosci. Moze to wskazywac na obecnos¢ nowych gendw lub kombinacji znanych gendw odpornosci.

8. Rozmnozeniu w warunkach polowych poddano wybrane kombinacje mieszarnicowe posiadajgce co najmniej dwa geny odpornosci na
choroby grzybowe.

Puccinia coronata Blumeria graminis Puccinia graminis

—

Fot. 1. Test Zywiciel patogen na fragmentach lisci z
dziesigciu dwutyzodniowych siewek
przeprowadzony jednoczesnie dla Puccinia
coronata f. sp. avenae, Puccinio gromins f. sp.
avenge | Blumeria graminis f. 5p. avenae.
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Temat badawczy 2

Testowanie selekcyjnych markeréw molekularnych dla genéw odpornosci na
rdze koronowg Pc51 i Pc101

* Testowanie selekcyjnych markerow molekularnych umozliwiajgcych identyfikacje gendw odpornosci na rdze

koronowa Pc51 i Pc101.

* Kontynuacja rozmnozen mieszancow z genem Pc91 do testowania markerow dla tego genu.

Wyniki

Do identyfikacji genotypu linii z genem Pc51 zastosowano pary
starterow opracowane dla mutacji punktowych w sekwencjach
5479210, 5474322 oraz 37076821. Amplifikacje przeprowadzono
dla 72 roslin z populacji 634, 74 roslin z populacji 635 oraz 94
roslin z populacji 632. W sumie analizie poddano trzy markery w 3
populacjach reprezentowanych facznie przez 240 roslin (tab.3).

Tab. 3. Zgodnosc segregacii marksrow PCR z fenotypem w populaciach z genem Pc51.

e | e, | st | it st | St

Popalacia mleszatconwa ::‘:; femotypm 2 ‘m‘ fenotype 2 ‘z("‘":'- frmotypa 2

210 genotypem a2 genotypem 21 genotvpem
653 Pesil x Bange R 0% n L) £ "™
635 PeSIU x Kaestan i) 1% 74 ™% 4 P0%

632 | Pesiu x Kasotn o | w% W | T 4| e
Srednis 280 T1% 240 % 240 [Ty

Dla populacji 634 srednia zgodnos¢ segregacji wszystkich

badanych markerow z genotypem wyniosta 69%, dla 635 — 86% i
632 — 78% (tab. 3). Dla populacji 634 najbardziej efektywny w
prawidtowe] identyfikacji genotypu byt marker 322, dla 635 —
marker 821, zas dla populacji 632 — marker 210 (fot. 2).

Fot.2. Elektroforegram przedstawiajacy efekt amplifikacji uzyskany ze starterami
zaprojektowanymi w oparciu o sekwencje DArTseq 5479210 w populacji 635.
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Do identyfikacji genotypu linii z genem Pc101 zastosowano pary starterow
opracowane dla mutacji punktowych w sekwencjach 10781793,
166790087, 77970286 oraz 13782122. Amplifikacje przeprowadzono dla
123 roslin z populacji 848 oraz 117 roslin z populacji 851. W sumie analizie
poddano cztery markery w 2 populacjach reprezentowanych facznie przez
240 roslin (tab. 4).

Tzb. 4. Zgodnosc segregacji markerow PCR 2 fenotypem w populacjach z genem Pcl01.

Zgodnoié | Zgodnos¢ | Zgodnoesc | Zgodmosé
Suma linii w % w% w % w %
Kombinacja femotypu z | femotypu 2 | femotypu z | fenotypu 2
Populacja = 2 mt;:.l;ytl genotypem | ge genety genoty Srednia
marker marker marker marker
793 087 286 122
848 Kasztan x Pc101 123 88% 72% 85% 86% 82%
851 Kasztan x Pcl01 117 81% 63% 90% 78% 78%
§rednia 240 84% 67% 87% £2% $0%

Dla populacji 848 srednia zgodnos¢ segregacji wszystkich badanych
markerow z genotypem wyniosta 82%, a dla 851 — 78% (tab. 4). Dla
populacji 848 najbardziej efektywny w prawidiowej identyfikacji genotypu
byt marker 793, dla 851 — marker 286 (fot. 3). Efektywnosc¢ markerow 793,
286 i 122 byta wysoka i porownywalna. Najnizszg efektywnoscig
charakteryzowat sie marker 087.
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Fot.3. Elektroforegram przedstawiajgcy efekt amplifikacji uzyskany z= starterami
zaprojektowanymi w oparciu o sekwencje DArTseq 77970285 w populacji 848.
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Temat badawczy 2

Testowanie selekcyjnych markeréw molekularnych dla genéw odpornosci na
rdze koronowg Pc51 i Pc101

Amplifikacje z udziatem starterow i sond TagMan majaca na celu
identyfikacje alleli Pc51/pc51 przeprowadzono dla 240 roslin.
Zgodnos¢ segregacji TagMan 210 z fenotypem wynosita srednio
44%, TagMan 752 - 47% (ryc.2), a TagMan 043 - 44% (tab. 5).
Wszystkie TagMany charakteryzowaty sie bardzo niska
efektywnoscig identyfikacji genotypu, ktora srednio wyniosta
zaledwie 45% i byta niisza od efektywnosci uzyskiwanej w
klasycznych reakcjach PCR.

Tab. 5. Zgodnosc segregacji markerow PCR z fenotypem w populacjach z genem Pc51.

Suma lingi .. | Suma Emii . | Swma lini
Keombinaci | omamch | 260400 | cowaarc | Z6005 | e | 260050 |

Populacja - Sesun PCR 2e Smetyan s PCR 2¢ fen “l PCR e Sistmex Srednia

starterems ype sarterem e starteres Ypu

793 genotypem 087 penctypem 286 genotypem
848 P'CIOI * 123 93% 123 82% 123 9% 91%
851 P-tlm * 117 §9% 117 93% 117 95% 2%
Srednia 240 91% 240 §7% 240 96% 9%

Dla populacji 848 z segregujgcym genem Pc101 srednia zgodnosc
segregacji wszystkich badanych markerdw z genotypem wyniosta
91%, dla 851 — 92% (tab.6, ryc. 2). Wszystkie TagMany
charakteryzowaty sie bardzo wysoka efektywnoscig identyfikacji
genotypu Pc101/pc101 , ktéra srednio wyniosta 92%. Najwyisza
zgodnoscia identyfikacji charakteryzowat sie TagMan 286 — 96%,
a najnizszg — 087, ktory identyfikowat poprawnie 87% roslin.

Tab. 6. Zgodnosc segragacji markerow PCR z fenotypem w populacjach z genem Pc101.

. o testowanyeh l"‘::“ testowanych l"?:“ testowanych z'“‘::“ .
Populacjs | Kombinacja | "o ) o PCR 2 » PCRze | " Srednia
mieszancowa . femetypu 2 ool fenotypu x start otypu &
210 genotypem e genotypem 041 gemotypem
PcSiUx
634 62 42% 62 42% 62 2% 42%
Bungo
65 |PeSiUx 83 0% 8 4% 83 as% | 46%
3
632 f,‘"”" 95 51% 95 51% 95 42% 48%
Srednla 240 44% 240 47% 240 4% 45%

Whioski

1.

Opracowane trzy kombinacje starterow umozliwiajgce identyfikacje alleli
genu Pc51/pc51 po przetestowaniu na grupie 240 rodlin
reprezentujgcych trzy populacje mieszancowe wykazaty wysoka
zgodnosc segregacji fenotyp-genotyp wynoszaca srednio 84%.
Opracowane cztery kombinacje starterow inicjujgce amplifikacje
produktéw PCR umozliwiajacych identyfikacje alleli genu Pc101/pc101 po
przetestowaniu na grupie 240 roslin reprezentujgcych dwie populacje
mieszancowe wykazaty wysoks zgodnos¢ segregacji fenotyp-genotyp -
srednio 80%.

Zaobserwowano rdznice w procentowej zgodnosci fenotyp-genotyp dla
testowanych par starterow oraz dla réznych kombinacji mieszancowych.
Byto to szczegdlnie widoczne w przypadku markerow opracowanych dla
genu Pc51 i dla populacji segregujacych pod wzgledem tego genu.
Konwersja do systemu TagMan sekwencji sprzezonych z genem Pc51
spowodowata obnizenie zgodnosci genotypu z fenotypem w pordwnaniu
z klasycznym PCR z 84% do zaledwie 45%.

Konwersja do systemu TagMan sekwencji sprzezonych z genem Pc101
spowodowata wzrost zgodnosci genotypu z fenotypem w pordwnaniu
z klasycznym PCR z 80% do 92%.

Do identyfikacji alleli genu Pc51 metoda z wyboru jest klasyczny PCR, zas
dla genu Pc101 mogga bys stosowane zarowno klasyczne markery PCR, jak
i system TagMan.

Ryc. 2. Rozktad alleli
identyfikowanych sond3
i TagMan dla SNP w obrebie
| sekwencji 2053752 w populacji
& 635 (PcS1U x Kasztan) [z lewej),
r 77570286 w populacji 848
(Kasztan x Pc101) (z prawej).
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Analiza porownawcza transkryptomu linii bliskoizogenicznych Pc39/pc39 oraz
Temat badawczy 3 P P L = g y /p
Pc60/pc60 po infekcji P. coronata
* Sekwencjonowanie transkryptomaow linii bliskoizogenicznych Pc60/pc60 po infekcji P. coronata.
* Analiza funkcjonalna transkryptéw réznicujacych linie bliskoizogeniczne Pc39/pc39 po infekcji P. coronata i
wytypowanie genow do analiz ekspresiji.
Wyniki

W celu przeprowadzenia analizy porownawczej transkryptomu
linii bliskoizogenicznych Pc60/pc60 wyprowadzonych z populacji
660 (Kasztan x Pc60) przeprowadzono eksperyment, w ktorym
linie poddano porazeniu izolatem CR257 Puccinia coronata.
Tkanke do analiz kontrolnych pobrano z linii bliskoizogenicznych
hodowanych w tych samych warunkach co rosliny testowe.
Fragmenty lisci do izolacji RNA pobierano po 6, 12, 24, 48 i 72
godzinach po porazeniu. Tkanke natychmiast po pobraniu
umieszczano w temperaturze -80°C. Po pobraniu catosci materiatu
tkanke rozcierano w moidzierzach w temperaturze ciektego azotu
i przetrzymywano w suchym lodzie do czasu roztarcia wszystkich
probek, nastepnie  przeprowadzano  procedure izolacji
odczynnikiem TRIZOL. Parametry jakosciowe i ilosciowe
otrzymanych preparatow RNA okreslono elektroforetycznie (fot.
4), wykorzystujac spektrofotometr Nanodrop, fluorymetr Qubit
oraz TapeStation (ryc. 3).
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Fot.4. Rozdziat elektroforetyczny
wybranych preparatow RNA
wyizolowanych z linii NIL dla -.*...--... -

genu PcB0 po infekgji Puccinia
coronata.
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Ryc. 2. Wyniki analizy wybranych preparatow RNA nza TapeStation umozliwizjgce okreslenie parametru RIN.

Whioski:

1. Zmodyfikowana metoda izolacji RNA z wykorzystaniem TRIZOLU dostarcza
RNA o parametrach umozliwiajgcych jego sekwencjonowanie.

2. Wyizolowane preparaty RNA, reprezentujace linie bliskoizogeniczne dla
genu Pc60 poddane infekcji Puccinia coronata, charakteryzowaty sie dobrg
jakoscig  oceniong  elektroforetycznie,  spektrofotometrycznie  oraz
fluorymetrycznie.

3. Preparaty RNA, pomimo stosunkowo niskich wartosci RIN (6,7-7,3) spetnity
parametry wymagane do sekwencjonowania na platformie Illumina.

4. Uzyskane dane sekwencyjne stanowic¢ beds podstawe dalszych analiz
prowadzonych w projekcie ukierunkowanych na identyfikacje transkryptow
o zroznicowanej ekspresji w liniach bliskoizogenicznych Pc60/pc60.
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Kompleksowe badania odpornosci owsa na choroby
grzybowe ze szczegolnym uwzglednieniem Puccinia

V /4

coronata f. sp. avenae

Temat badawczy 3

Analiza poréwnawcza transkryptomu linii bliskoizogenicznych Pc39/pc39 oraz

Pc60/pc60 po infekcji P. coronata.

Wyniki

Przeprowadzono analize genow ulegajacych
zréznicowanej ekspresji po porazeniu grzybem Puccinia
coronata linii bliskoizogenicznych z genem odpornosci
Pc39/pc39. Poszukujac  transkryptow  potencjalnie
roznicujacych linie odporne od porazonych oparto sie na
opracowanym w roku 2023 modelu trzecim. Model ten
skupia sie wytacznie na zrozumieniu wptywu czynnika
opornosci na ekspresje genow, bez uwzglednienia zmian
zwigzanych z czasem. W modelu tym zidentyfikowano
243 geny o zroZnicowanej ekspresji (wartos¢ p<0,05,
bezwzgledna (Ifc) >1), a wsrod nich geny kitorych
ekspresja w liniach wrazliwych ulegfa zwiekszeniu (138
genow) i geny, ktorych ekspresja ulegta obnizeniu (105
genow). Zmiany w poziomie ekspresji
wyselekcjonowanych 243 genow siegaty od -10,6 dla
AVESA.00003a.r1.6AG04873300 do 10,27 dla
AVESA.00003a.r1.4CG03002570 (ryc. 4).

Analizujagc  lokalizacje genow dla poszczegdlnych
transkryptow stwierdzono, ze najwiecej genow (109)
zlokalizowanych byto na chromosomie 4C w rejonie
obejmujgcym okoto 15 Gb oraz na chromosomie 6C (68)
w rejonie tego chromosomu rowniez obejmujacym
obszar okoto 15 Gb. Wsrod transkryptow znaleziono az 62
pochodzace z wiecej niz jednej lokalizacji w genomie.
Transkryptow o podwdjnych lokalizacjach byto 52 i w 31
przypadkach geny dla tych transkryptow potozone byty na
chromosomach 4C i 6A.

AVESA.DO0O3a.r1.6AGO4B 4720
1,401515325

AVESA.000033.r 1.4CGO3001360
4,09714650352299
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Ryc.4. Zmiany poziomu eksprasji wybranych gendw w pigciu punktach czasowych eksperymentu prowadzonego w
celu identyfikacji gendw ulegajacych zroznicowans] ekspresji w odpowiedzi nz porazenie Puccinio coronato.

Whioski:

1. Analiza DEG umoiliwita identyfikacje transkryptow ulegajacych zroinicowanej
ekspresji w liniach NIL Pc39/pc39 w trakcie porazenia P. coronata.

2. Analiza DEG z zastosowaniem modelu trzeciego umozliwita identyfikacje 243
transkryptow, zlokalizowanych gtownie na niewielkim obszarze chromosomu 4C
oraz na porownywalnym wielkosciowo obszarze chromosomu 6A, ktorych
zmiany w poziomie ekspresji siegaty od -10,6 dla do 10,27.

3. Analizujac lokalizacje genow dla poszczegolnych transkryptow stwierdzono, ze
najwiecej genow (109) zlokalizowanych byto na chromosomie 4C w rejonie
obejmujagcym ok 15 Gb oraz na chromosomie 6C (68) w rejonie tego
chromosomu réwniez obejmujacym obszar okoto 15 Gb.
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w opisie zadania | zrealizowana %]
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temat badawczy 1
Liczba odmian i linii hodowlanych A. sativa, genotypow A. sterilis
1.1 |iA. byzantina poddanych kompleksowej ocenie odpornosci na 200 200 100
choroby
Liczba kombinacji mieszancowych poddanych rozmnozeniu,
11 przeznaczonych do piramidyzacji genow 10 10 100
temat badawczy 2
Liczba linii F, dla ktorych zostanie okreslona zgodnosc segregacji ‘
Lo markera z fenotypem Pc51/pc51 240 240 100
Liczba linii F, dla ktorych zostanie okreslona zgodnosc segregacji
2.2 markera z fenotypem Pc101/pc101 240 240 100
54 Liczba markerow sprzezonych z genem Pc51, ktore zostang 3 3 100
) przetestowane na segregujacych populacjach
24 Liczba markerow sprzezonych z genem Pc101, ktore zostang 4 4 100
’ przetestowane na segregujgcych populacjach
Liczba sekwencji DArTseq, dla ktorych zostang zaprojektowane
2.5 sondy TagMan 6 6 100
temat badawczy 3
3.1 | Liczba analizowanych preparatow RNA 60 60 100
39 Llc'z.bz-_z przeprc.)\.vadzony_ch analiz funkcjonalnych genéw ulegajacych 1 1 100
zréznicowanej ekspresji
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100
ZADANIA

N O\ J |
= B /3 =) . -

M N N YN YN

L
!

V/ /4

A EER OEE OEEA A A G



	Slajd 1: Kompleksowe badania odporności owsa na choroby grzybowe  ze szczególnym uwzględnieniem Puccinia coronata f. sp. avenae
	Slajd 2
	Slajd 3
	Slajd 4
	Slajd 5
	Slajd 6
	Slajd 7
	Slajd 8
	Slajd 9
	Slajd 10

