Sprawozdanie z realizacji zadania badawczego nr 11 za 2022 rok

Tytul zadania Identyfikacja mechanizmu molekularnego odpornosci zyta ozimego na rdze
brunatna.

Kierownik zadania: dr hab. inz. Kamila Nowosad , prof. Uczelni
Celem prac realizowanych w 2022 roku byto:

1) Ocena podatnosci genotypow zyta ozimego na porazenie przez rdz¢ brunatng w warunkach
sztucznej inokulaciji.

2) Wytworzenie populacji mapujacej zyta ozimego.

3) Identyfikacja markeréw uzytecznych w genotypowaniu populacji mapujace;j.
W roku 2022 wykonano nastgpujace prace:

Ad 1)

Material badawczy stanowity przekazane przez hodowcow materiaty wyjsciowe do hodowli nowych
odmian zyta ozimego, linie wsobne z kolekcji oraz zarejestrowane odmiany, ktore zostaty uzyte jako
wzorce.

1. Formy zyta ozimego przekazane przez:
1.1. DANKO Hodowla Roslin Sp. z o. o.

S431V,S461V,S501V,S531V,S551V,S571V,S601V,S651V,S681V,S711V,S721V,S73
IV,S751V,S861V,S881V,S891V,S931V,S971V,S991V, S 129 IV, SO 17 R/20, SO 22 R/20,
SO 28 R/20, SO 56 R/20, SO 62 /20, SO 118 R/20, SO 119 R/20, SO 133 R/20, SO 179 R/20, SO 180
R/20, SO 200 R/20, SO 204 R/20, SO 229 R/20, SO 231 R/20, SO 235 R/20, SO 251 R/20, SO 260
R/20, SO 280 R/20, SO 285 R/20, SO 288 R/20, LS 532 N22, LS 533 N22, LS 534 N22, LS 540 N22,
LS 545 N22, LS 546 N22, LS 548 N22, LS 549 N22, LS 550 N22, LS 551 N22, LS 554 N22, LS 557
N22, LS 559 N22, LS 568 N22, LS 569 N22, LS 571 N22, LS 573 N22, LS 574 N22, LS 575 N22 ,LS
576 N22

1.2. Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR

HRSM 599 - 4R, HRSM 601 - 4R, HRSM 602 - 4R, HRSM 604 - 4R, HRSM 606 - 4R, HRSM 609 -
4R, HRSM 611 - 4R, HRSM 613 - 4R, HRSM 614 - 4R, HRSM 615 - 4R, HRSM 619 - 4R, HRSM
620 - 4R, HRSM 621 - 4R, HRSM 622 - 4R, HRSM 623 - 4R, HRSM 624 - 4R, HRSM 625 - 4R,
HRSM 627 - 4R, HRSM 633 - 4R, HRSM 652 - 3R, HRSM 656 - 3R, HRSM 659 - 3R, HRSM 662 -
3R, HRSM 663 - 3R, HRSM 681 - 2R, HRSM 682 - 2R, HRSM 685 - 2R, HRSM 688 - 2R, HRSM
689 - 2R, HRSM 690 - 2R, HRSM 691 - 2R, HRSM 692 - 2R, HRSM 696 - 2R, HRSM 697 - 2R,
HRSM 699 - 2R, HRSM 705 - 2R, HRSM 710 - R, HRSM 712 — R, HRSM 716 — R, HRSM 722 — R,
HRSM 727 — R, HRSM 737 — R, HRSM 739 — R, HRSM 741 — R, HRSM 746 — R, HRSM 757 — R,
HRSM 758 — R, HRSM 761 — R, HRSM 762 — R, HRSM 764 — R, HRSM 767 — R, HRSM 769 — R,
HRSM 770 — R, HRSM 771 — R, HRSM 772 — R, HRSM 773 — R, HRSM 774 — R, HRSM 778 — R,
HRSM 782 - R,HRSM 783 - R

1.3 Linie Upwr
UPWR 101-UPWR 150

W roku 2022 testowaniu w kierunku poszukiwania odpornosci na rdz¢ brunatng poddano tacznie 170
genotypow zyta ozimego w do$§wiadczeniach infekcyjnych. Byty to dostarczone przez hodowcéw linie
wsobne, populacje oraz odmiany wzorcowe.



Oceng podatnosci genotypdw zyta na porazenie przez rdz¢ brunatng (Puccinia recondita) wykonano
metodg laboratoryjng. Na szlakach Petriego przygotowano pozywke sktadajaca si¢ z agaru z dodatkiem
benzomidazolu. Liscie dziesigciodniowych siewek uktadano na pozywce, a nastgpnie infekowano
przygotowanym wczesniej inokulatem rdzy brunatnej. Material do przygotowania zawiesiny
inokulacyjnej zebrano w réznych miejscowosciach ( m.in: Wroctaw, Smolice, Kondratowice,
Radzikéw), aby otrzymaé szeroka genetycznie populacje zarodnikow patogena. Oceny porazenia
wykonano po dziesieciu dniach od inokulacji, w skali czterostopniowe;j, gdzie 1 — brak porazenia, a 4 -
silne objawy porazenia rdzg brunatng na lisciu.

Wyniki ocen zostaly poddane analizom statystycznym. W celu prawidlowego statystycznego
opracowania otrzymanych danych eksperymentalnych przeprowadzono ich transformacje, w celu
spelnienia warunkow koniecznych do analiz, czyli uzyskania cigglosci i normalnosci rozktadu
empirycznego. Wyniki surowe przeksztalcono wykorzystujac wzoér podany przez Wegrzyna i in.
(1996), a nastepnie przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji zgodnie z modelem
kompletnej randomizacji (ANOVA), co umozliwito sprawdzenie istotnosci zréznicowania badanych
genotypdw zyta ozimego pod wzgledem odpornosci na rdzg brunatng. Do grupowania genotypow o tej
samej wartosci Srednich, czyli do ich podziatu na grupy jednorodne wykorzystano wielokrotny test
Duncana.

W doswiadczeniach infekcyjnych wykonano oceny podatnosci posiadanych form zyta na porazenie
przez Puccinia recondita. Oceng objeto tacznie 170 genotypodw zyta.

Wyniki ocen dla badanych genotypow zyta zostaty poddane analizie statystycznej. Do analizy wariancji
oraz podzialu genotypow na grupy jednorodne wykorzystano dane po transformacji, ktére po
pogrupowaniu zostaly z powrotem przeliczone na skalg oceny.

Analiza wariancji wykazala istotne zréznicowanie badanych genotypow zyta pod wzgledem ich
odpornosci na rdz¢ brunatng, to znaczy ze stopien porazenia lisci przez rdz¢ brunatng w warunkach
sztucznej inokulacji byt zréznicowany w zaleznosci od genotypu. Wérod 170 badanych genotypow
zyta, znaleziono 18 obiektow ktore charakteryzowaly si¢ pozadana, wysoka odpornoscig na tego
patogena. W zestawieniu wiele z badanych genotypow bylo podatnych na porazenie i zostaly one
ocenione na 3 lub 4 w stosowanej czterostopniowej skali oceny porazenia. Wystapilo jednak 18
obiektéw o znikomym porazeniu lub bez $ladow zarodnikéw na lisciach (SO 204 R/20, UPWR121,
UPWR150, HRSM 623-4R, HRSM 624-4R, HRSM 652 - 3R, SO 229 R/20, S 53 IV, SO 231 R/20, SO
280 R/20, SO 285 R/20, LS 545 N2, LS 549 N22, HRSM 773 - R, S72 1V, S 891V, S 931V, S 97 IV),
ktoére mozna uzna¢ za odporne na rdz¢ brunatng. Genotypy te utworzyly pierwsza grupg jednorodna.
Kolejne grupy jednorodne tworzyly genotypy, ktore w teScie laboratoryjnym uzyskaly oceny
swiadczace o wigkszej wrazliwosci na porazenie przez rdzg brunatng. Z informacji literaturowych
wynika, Ze istnieje wysoka korelacja pomigdzy odporno$cig okreslong metoda laboratoryjna, a polowa
odporno$cig na rdz¢ brunatng. Wymienione genotypy mozna bedzie wykorzystaé w programach
hodowli nowych, tolerancyjnych na rdz¢ brunatng odmian zyta.

Uzyskane w biezacym roku wyniki ocen porazenia genotypow zyta przez rdzg brunatng nie odbiegaja
znaczaco do rezultatow z innych badan [Sawinska 2011; Pietrusinska i in 2018]. Wsrod analizowanych
genotypoéw zyta ozimego stwierdzono nieliczne formy charakteryzujace si¢ petna odpornoscia rdzg
brunatng. Zakres zmiennosci porazenia badanych linii przez patogena wynosit od 1,0 do 4,0. Analiza
statystyczna otrzymanych wynikéw wykazala istotne zréznicowanie podatnosci na porazenie rdze
brunatng badanych genotypow. Wsrdd badanych genotypow wystapity formy odporne na Puccinia
recondita. Podobne wyniki uzyskano w badaniach linii wsobnych wyprowadzonych w Katedrze
Genetyki, Hodowli Roslin i Nasiennictwa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu. Linie wsobne
zyta ozimego wchodzace w sklad calej kolekcji charakteryzowaly si¢ réwniez istotnym
zroznicowaniem podatnosci na rdze¢ brunatng [Weber 1 in. 2015;Bujak i in. 2019].

Ad 2)



Material badawczy stanowity linie wsobne (homozygotyczne) o potwierdzonej odpornosci na rdze
brunatng, jak i linie silnie podatne na porazenie. Linie podatne o sprawdzonej odpornosci zostaty
wyprowadzone z roznych populacji wyjsciowych i w wyniku wieloletniego chowu wsobnego stanowia
homozygoty. Linie odporne zostaty przetestowane w warunkach polowych w latach poprzedzajacych
wykonanie do$wiadczenia. Sposrdd linii wytypowanych przez hodowcoéw jako odporne, peing
odpornos¢ w warunkach polowych udato si¢ potwierdzi¢ tylko dla jednej formy RB1/ TN1874
pochodzaca z kolekcji Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie. Linia ta zostala
wybrana jako komponent do krzyzowania i wytworzenia pokolenia F1

Po przezimowaniu uzyskanego pokolenia F1 wybrane zostaty po 25 osobnikéw, ktore zostaly
zaizolowane w celu przeprowadzenia kontrolowanego samozapylenia.

Efekty krzyzowania byly zadowalajace pod wzgledem otrzymanej liczby ziarniakow mieszancowych
F2 dla wszystkich osobnikow F1

Ziarniaki mieszancow zostaly wysiane w celu wyprowadzenia populacji mapujacej. Nasiona
wysiewano punktowo w rozstawie 20 x 5 na poletkach czterorzgdowych. Na kazdym z poletek wysiano
po 40 ziarniakéw. Kombinacje mieszancowe po przezimowaniu, zostang ocenione i poddane dalszym
analizom.

Zastosowanie roznych kombinacji linii stanowilo dobre rozwigzanie aby unikna¢ efektu
samoniezgodnos$ci u roslin zyta ozimego. Wykonanie krzyzowan linii wsobnych w uktadzie A x B i
BxA, z 10 liniami pozwolito na uzyskanie odpowiedniej liczby ziarniakw do wysiewu i wytworzenia
populacji mapujacej. Pokolenie F1 po przezimowaniu poddane zostalo samozapyleniu na drodze
ktoérego wytworzona zostala zadowalajaca liczba ziarniakéw pokolenia F2

Ad 3)

Materiat do analiz WGS stanowito catkowite DNA wyizolowane z mtodych liSci genotypoéw zyta.
Sekwencjonowanie genomu wykonano w technologii llumminna 150 PE. Analiza bioinformatyczna
wykonana zostata w oparciu o standardowy protokot analityczny z wykorzystaniem narzedzi: bowtie2,
samtools, Picard oraz haplotypecaller

Izolacja DNA, sekwencjonowanie

Markery SNP w roku 2022 opracowane zostaly na podstawie danych sekwencjonowania catego
genomu (WGS) technikg sekwencjonowania przez synteze (SDS). Sekwencjonowanie dwoch form
rodzicielskich, wytypowanych na podstawie wynikow z 2021 roku, przeprowadzone zostalo ustugowo
na urzadzeniu Illumina NovaSeq 6000. Wyizolowane genomowe DNA z analizowanych genotypow
wykorzystane zostalo do przygotowania biblioteki sekwencyjnych. Biblioteki utworzone zostaly
wedtug protokotu TruSeq DNA PCR Free (350). W wyniku sekwencjonowania wygenerowane zostaly
odczyty dtugosci 150 o sparowanych koncach (PE). Sekwencjonowanie wykonane zostato z pokryciem
minimum 20x. Otrzymane odczyty w postaci plikow fastq, po wstepnej filtracji wykorzystane zostaty
w dalszych analizach bioinformatycznych do predykcji markeréw pojedynczego polimorfizmu (SNP).

Identyfikacja markeréw SNP

Predykcja markeréw SNP wykonana zostata przy uzyciu potoku analitycznego GATK (Genome
Analysis Toolkit) [McKenna i in. 2010]. Analizy przeprowadzono zgodnie z zaleceniami najlepszej
praktyki dostarczonymi na stronie projektu GATK
(https://gatkforums.broadinstitute.org/gatk/discussion/3892/the-gatk-best-paMcKennaractices-for-

variant-calling-on-rnaseg-in-full-detail). Oczyszczone dane zostaty przyréwnane do dwoch dostepnych
obecnie wersji genomu referencyjnego zyta [Li i in 2021; Rabanus-Wallace i in 2021]. Do mapowania
odczytéw uzyty zostat program bowtie2 [Langmead i Salzberg 2012], zgodnie z zaleceniami programu
GATK. W kolejnym etapie uzyskane w mapowaniu pliki sam przeksztatcone zostaty w pliki binarne



BAM, posortowane, zindeksowane i zaznaczono zduplikowane odczyty. Modyfikacje te wykonano za
pomoca programo6w samtools [Li i in. 2009] oraz Picard (http://broadinstitute.github.io/picard/). Na tak
przygotowanych danych uruchomiona zostata funkcja ,,HaplotypeCaller” z pakietu GATK (zgodnie z
zaleceniami najlepszej praktyki). Program zostal uruchomiony dla kazdego genotypu osobno.
Otrzymane pliki VCF zostaly nastgpnie ze soba potaczone za pomoca programu CombineGVCFs z
pakietu GATK. W ten sposéb wylonione zostaly warianty polimorficzne pomiedzy analizowanymi
formami rodzicielskimi. Po wstepnej identyfikacji markeréw SNP wykonana zostata ich filtracja
zgodnie z sugestiami podanymi w zaleceniach programu GATK. Do filtracji wykorzystane zostang
nastgpujace parametry: filter clusters minimum 3 SNPs w oknie 35 zasad mi¢dzy nimi, przy uzyciu
warto$ci Fisher Strand (FS > 30.0) i wartosci Qual By Depth (QD < 2.0).

Przeprowadzone zostaly ponownie analizy bioinformatyczne danych uzyskanych w sekwencjonowaniu
transkryptomu (dane z roku 2021), ale tym razem analizy polimorfizméw zostaty przeprowadzone dla
genomu referencyjnego. Zastosowano potok analityczny, w oparciu o GATK i program
haplotypeCaller. Analizy wykonano analogicznie jak dla danych WGS.

Sekwencjonowanie genomowego DNA pozwolilo na uzyskanie ponad 170 mln odczytow oraz ponad
20 miliardéw odczytanych zasad (PI - 70,537,620 odczytéw 10,651,180,620 odczytanych zasad; PII -
70,537,620 odczytow 10,618,230,306 odczytanych zasad). Jako$¢ uzyskanych wynikow byta bardzo
wysoka (ponad 90% odczytow Q30, ponad 95% odczytow Q20. Zawartos¢ par CG w uzyskanych
odczytach wynosita 36,62% u genotypu PI oraz 36,95% u genotypu PII.

W wyniku sekwencjonowania transkryptomu z 6 bibliotek uzyskano facznie ponad 26 mln odczytow
oraz ponad 246 min odczytanych par zasad. Jako$¢ odczytow byla bardzo wysoka parametr Q30
wyniost ponad 93% a Q20 ponad 97% we wszystkich 6 analizowanych bibliotekach. Srednia zawartos¢
par CG w uzyskanych odczytach wynosita 43.2,% u genotypu PI oraz 44,6% u genotypu PII.

Wyniki mapowania odczytow zostaty zapisane w plikach SAM, ktore nastepnie zostaty przeksztalcone
w pliki BAM. Srednio ok 82% odczytoéw mapowato si¢ unikalnie do sekwencji genomu referencyjnego.
Uzyskane pliki BAM postaty nastepnie poddane dalszym modyfikacjom (sortowanie, indeksowanie,
usunigcie duplikatow PCR, splitNcigarstring). Modyfikacje te zostaly wykonane za pomoca
programéw samtools oraz Picard. Zmodyfikowane w ten sposob pliki BAM zostaly wykorzystane do
identyfikacji polimorfizméw SNP za pomoca programow GATK (haplotypecaller). W wyniku
dziatania tych programoéw uzyskano pliki VCF zawierajace informacje o lokalizacji wykrytych
polimorfizméw SNP. W kolejnym kroku przeprowadzono filtracj¢ uzyskanych polimorfizmow tak aby
usung¢ warianty o niskiej wiarygodnosci lub monomorficzne pomigdzy analizowanymi genotypami (Pl
oraz PII). Po filtracji tgcznie (wyniki DNA oraz RNA, dwa potoki analityczne) uzyskano ponad 802
tyS. unikalnych polimorfizmow SNP (745 760 dane WGS oraz 56 989 dane RNAseq).

Na podstawie rozmieszczenia w genomie z uzyskanego zestawu wybrano (czgsciowo losowo) zestaw
50 000 loci SNP dla ktorych wykonano projektowanie starterow do analiz targetGBS. Startery udato
si¢ zaprojektowac dla 42 826 locii. Z tej puli wybrany zostal zestaw 2500 potencjalnych markeréw
SNP. Zestaw ten zostal wybrany tak aby reprezentowa¢ kazda z mozliwych kombinacji: typ danych
(DNA/RNA).

Na podstawie wynikéw z roku 2021 wybrany zostat zestaw 126 sekwencji mikrosatelitarnych. Markery
wybrane zostaly na podstawie lokalizacji w genomie referencyjnym. Wybrany zestaw przekraczat
zatozone w projekcie 100 markerow do walidacji, poniewaz udato si¢ zaprojektowaé wigksza liczbe
markerow z uzyskanych danych bez zwiekszania kosztow uzyskania. Chcieli$my przez to zwiekszy¢
liczbe pozytywnie zwalidowanych markerow, ktéore na kolejnych etapach beda mogly by¢
wykorzystane do mapowania. Wybrane markery sa zlokalizowane w wszystkich 7 chromosomach
genomu zyta. Dla otrzymanego zestawu zaprojektowano startery do reakcji PCR. Do projektowania
starterOw ~ wykorzystany = zostal algorytm  primer3plus  (https://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) z domys$lnymi ustawieniami. W kolejnym kroku zaprojektowane



markery zostaly zwalidowane w reakcji PCR. Jako matryce wykorzystane zostalo genomowe DNA
form rodzicielskich populacji mapujacych. PCR przeprowadzony zostal w standardowej reakcji z
wykorzystaniem polimerazy Taqg. Produkty amplifikacji rozdzielono z uzyciem zestawu do
elektroforezy kapilarnej na urzadzeniu QIAxcel Advance. Produkty oceniono pod katem specyficzno$ci
produktu, jako$ci sygnatu (ilosci amplikonu), a takze r6znic w dlugosci produktu pomiedzy formami
rodzicielskimi. Na tej podstawie wybrany zostal zestaw co 48 markerow, ktory w kolejnych etapach
prowadzonych prac bedzie wykorzystany do genotypowania analizowanej populacji mapujace;.

Przyjety w pracy potok analityczny oparty o mapowanie odczytow NGS do genomu referencyjnego w
oparciu o program bowtie2, a nastepnie identyfikacja markeréw SNP za pomocg programu
haplotypecaller z pakietu GATK okazata si¢ by¢ skuteczna w identyfikacji markerow SNP pomig¢dzy
formami rodzicielskimi populacji mapujacej. W literaturze dostepne sa liczne przyktady wykorzystania
analogicznego potoku analityczny do idnetyfikacji markerow SNP, a nastgpnie wykorzystania ich z
sukcesem do genotypowania populacji mapujacej i konstrukcji mapy genetycznej [Ray i Satya 2014;
Duitama i in. 2015; Kalemkeridou i in. 2022]

Dla opracowania uzytecznej mapy genetycznej konieczne jest genotypowanie populacji mapujacej za
pomoca zestawu wysoce polimorficznych markeréw DNA réwnomiernie rozmieszczonych w genomie
referencyjnym [Rafalski 2002]. Do Kkonstrukcji mapy genetycznej dla genomu wielko$ci
poréwnywalnej z zytem konieczne jest uzycie conajmniej kilku tysiecy unikalnych markerow
rozmieszczonych réwnomiernie w genomie [Li i in. 2021; Rabanus-Wallace 2021]. Opracowany w
ramach realizacji zadania badawczego 3 ,Identyfikacja markeréw uzytecznych w genotypowaniu
populacji mapujacej” Zestaw markerow SNP liczy ponad 800 tysigcy markeréw SNP. Markery te
zostaly opracowane na podstawie sekwencjonowania form rodzicielskich populacji mapujacej. Dzigki
temu gwarantowany jest (w przypadku wigkszo$ci markerow) polimorfizm w populacji mapujacej. Na
podstawie wynikéw uzyskanych w innych pracach realizowanych w KGHRIN, a takze danych
literaturowych [Gardner i in. 2016; Kim i in. 2016; Chen i in. 2019] mozna oczekiwac iz CO najmniej
80% opracowanych markerow wykaze polimorfizm w populacji mapujacej, a rozktad markerow bedzie
zgodny z rozktadem teoretycznym 1:2:1 (pval <0.0001). Z 800 tys opracowanych markeréw mozliwy
bedzie wybér ostatecznego zestawu markerow SNP, ktory w kolejnych etapach prowadzonych prac
zostanie wykorzystany do genotypowania populacji mapujacej. Poniewaz markery w opracowanym
zestawie pokrywaja caly genom zyta mozliwe bedzie tak dobranie ostatecznego zestawu markerow
SNP, aby mozliwe byto stworzenie gestej mapy genetycznej (odpowiednie zageszczenie markerow)
reprezentujacej caly genom zyta. Dzigki temu identyfikacja obszarow genomu, a w szczegdlnosci
sekwencji gendw zwigzanych z odporno$cig na rdz¢ burunatng powinna by¢ mozliwa w dalszych
etapach prowadzonych badan [Young 1996].

Otrzymany zestaw markerow SSR bezie mozliwy do wykorzystania w czasie genotypowania populacji
mapujacej w dalszych etapach prowadzonych prac.
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