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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg sekwencje starterow pozwalajgce na analize poziomu ekspresji
gendéw w liSciach jeczmienia oraz sposéb identyfikacji genotypéw jeczmienia o obnizonej tolerancji na cynk.
Bardziej szczegbtowo zgtoszenie dotyczy starterow do identyfikacji genéw o identyfikatorach HORVU.MO-
REX.r2.4HG0332490, HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110, HORVU.MO-
REX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660, kodujgcych odpowiednio peptyd przeciwdrob-
noustrojowy podobny do wicyliny, endotransglukozylaze/hydrolaze ksyloglukanu, biatko z rodziny mo-
tywow VQ, s-transferaze glutationowg oraz biatko reagujace na auksyne. Dla kazdego z genow zapro-
jektowano startery pozwalajgce na okreslenie ich poziomu ekspresji w liSciach jeczmienia z uzyciem
zaproponowanego systemu badania poziomu ekspresji genow.

Metale ciezkie, do ktérych zaliczane sg miedzy innymi otéw (Pb), kadm (Cd), cynk (Zn), rte¢ (HQ),
arsen (As), srebro (Ag), chrom (Cr), miedz (Cu) czy zelazo (Fe) wykazujg dziatanie toksyczne juz w nie-
wielkich dawkach [1, 2]. Zwigzki te nie ulegajg biodegradacji, przez co obserwuje sie u nich zjawisko
bioakumulacji i biomagnifikacji. O ile niektére z metali ciezkich, w SciSle okreSlonych dawkach, nie-
zbedne s3 do prawidtowego funkcjonowania organizmoéw roslinnych i zwierzecych, to juz nadmierna ich
koncentracja wywotuje efekt toksyczny. Obecno$¢ wspomnianych metali ciezkich w glebie badz wodzie,
ktéra dostepna jest dla roslin prowadzi do ich kumulowania w organizmie ro$liny, a nastepnie w organi-
zmach roslinozercéw, gdzie stezenie metali ciezkich moze osiggnac jeszcze wyzsze koncentracje [3].
Prezentowany wynalazek pozwoli na selekcje odmian ros$lin pod katem tolerancji na stres cynku, przez
co mozliwe bedzie wykorzystanie w hodowli takich form, ktdre nie bedg akumulowaty w swoich tkankach
metali ciezkich.

Sposrdéd metali ciezkich jedne z najwyzszych wskaznikow akumulacji w organizmach roélinnych
wykazujg Cd, Zn oraz Pb [4], a w Polsce najwieksze zagrozenie skazeniem wystepuje w przypadku Cd
i Pb. Wplyw tych metali ciezkich na wzrost miedzy innymi jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare)
byt juz badany przez zespoty badaczy [5]. W ramach badan prowadzacych do opracowania niniejszego
wynalazku prowadzono hodowle hydroponiczng ros$lin jeczmienia z dodatkiem cynku. Do badan wyko-
rzystano dwa genotypy jeczmienia, Sebastian oraz mutanta hvd14.d [6], ktére wykazaty zr6znicowang
odpowiedz na traktowanie metalem ciezkim. Odmiana Sebastian byta bardziej tolerancyjna na badang
dawke cynku niz mutant hvd14.d, co zostato potwierdzone przez stabsze zahamowanie wzrostu oraz
sftabsze uszkodzenie aparatu fotosyntetycznego w odmianie Sebastian w poréwnaniu do mutanta. Ana-
lizy poziomu ekspresji gendéw w lisciach obu form pozwolity na wytypowanie gendéw zaangazowanych
w odpowiedz jeczmienia na traktowanie cynkiem, i wskazanie tych, ktére mogg réznicowaé genotypy
jeczmienia tolerancyjne i wrazliwe na cynk.

Wyrézni¢ mozna dwa gtéwne nurty badan zwigzanych z wptywem cynku na rozwaj i wzrost roslin,
zwigzane z 1) niedoborem badz 2) ekspozycjg na toksyczne dawki tego pierwiastka. Miedzy innymi
wykazano, ze cynk w koncentracji 1, 5 oraz 50 pymol L-' dziata hamujgco na wzrost jeczmienia, podczas
gdy koncentracja 0,1 ymol L-' pobudza wzrost siewek jeczmienia. Dodatkowo autorzy badania wskazuja,
ze zastosowanie kwasu askorbinowego moze zniwelowaé negatywny wptyw wyzszych koncentracji cynku
na wzrost jeczmienia [9]. Z kolei w innym badaniu wykazano, ze kazda z zastosowanych dawek cynku (10,
50, 250, 1250, 6250 ug/g suchej gleby) hamuje rozwdj czesci nadziemnej i podziemnej jeczmienia, a efekt
ten jest zalezny od podanej dawki cynku [10]. W literaturze brakuje informacji odno$nie odpowiedzi global-
nego transkryptomu na wyzsze, toksyczne, dawki cynku. Znalez¢é natomiast mozna opracowania dotyczgce
ekspresji wybranych genéw na niedobér tego pierwiastka [11], czy ekspresje wybranych genéw w sytuaciji,
gdy badano antagonistyczne dziatanie cynku i zelaza na jeczmien [12, 13].

Z dotychczasowego stanu techniki znane jest rozwigzanie dotyczgce podniesienia tolerancji
przedstawiciela zb6z (kukurydzy) na toksyczne dawki cynku. W opisie patentowym CN104212815A
autorzy ujawniajg gen ZmITR1 kodujgcy transporter regulowany cynkowo-zelazowo, ktéry moze petnic¢
wazng funkcje przy pobieraniu cynku z podtoza u kukurydzy. Niemniej nalezy podkresli¢, ze liczne zgto-
szenia patentowe dotyczg innego z metali ciezkich — kadmu. Na przyktad w opisie patentowym
CN102085527A autorzy opisujg mozliwos¢ wykorzystania roslin z gatunku Lantana pospolita (Lantana
camara), do usuwania kadmu z podtoza. Rosliny te sg hiperakumulatorami kadmu i nawet w podfozu
skazonym dawkg 50 mg/kg sg w stanie rozwijaé sie w prawidtowy sposob. Podczas wzrostu pobierajg
kadm za pomocg systemu korzeniowego i transportujg go do czesci nadziemnej. Stad koncentracja
kadmu w glebie ulega obnizeniu.
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Zgtoszenie EP12191891 opisuje mozliwo$¢ obnizenia ekspresji genéw kodujgcych transportery
z rodziny ATPaz typu P, ktére zaangazowane sg miedzy innymi w transport kadmu. Dzieki temu mozliwe
jest ograniczenie transportu tego metalu do czesci nadziemnej roéliny co ogranicza jego akumulacje
w tkankach rosliny.

Autorzy zgtoszenia CN109880829A wskazujg, ze wprowadzenie dodatkowej kopii genu HYPAA1
(kodujgcego ATPaze typu P) pod kontrolg konstytutywnego promotora zwieksza tolerancije roélin jecz-
mienia na traktowanie kadmem. Podobny efekt, wedtug zgtoszenia o numerze CNI 13584047A, mozna
0siggng¢ wykorzystujac inzynierie genetyczng w celu wprowadzenia dodatkowej kopii genu HVYNAT2,
kodujgcego transporter nukleozasady — kwasu askorbinowego.

Z kolei zgtoszenie o numerze CN107326032A prezentuje gen MNB1 kodujacy lektyne wigzgca
mannoze 1, ktérego nadekspresja moze zwiekszaé tolerancje roslin Arabidopsis thaliana na obecnos$¢
kadmu w podfozu.

Posréd zgtoszen patentowych dotyczacych wptywu metali ciezkich na roéliny oraz selekcji form
odpornych na metale ciezkie nie znaleziono takich, ktére opieratyby sie o informacje odno$nie poziomu
ekspresji gendéw jeczmienia.

Celem twoércéw niniejszego wynalazku byto opracowanie sekwencji starteréw pozwalajgcych na
analize poziomu ekspresji, w lisciach jeczmienia, pieciu genéw kodujgcych peptyd przeciwdrobnoustro-
jowy podobny do wicyliny, endotransglukozylaze/hydrolaze ksyloglukanu, biatko z rodziny motywéw VQ,
s-transferaze glutationowg oraz biatko reagujgce na auksyne. Dzieki wykorzystaniu tych starteré4w moz-
liwa jest analiza odpowiedzi ro$lin na stres przez pryzmat réznych mechanizméw zwigzanych z odpo-
wiedzig w lisciach rosliny jeczmienia na traktowanie cynkiem. Kolejnym celem twércéw byto opracowa-
nie sposobu identyfikacji genotypéw jeczmienia o obnizonej tolerancji na cynk, w ktérym kluczowym
etapem jest analiza poziomu ekspresji genéw w liciach jeczmienia bazujgca na ww. sekwencjach star-
terow.

Istote wynalazku stanowig sekwencje starteréw pozwalajace na analize poziomu ekspresji genéw
jeczmienia HORVU.MOREX.r2.4HG0332490, HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6-
HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660, ktérych ekspresja
w lisciach wskazuje na obnizong tolerancje na cynk, przedstawione w wykazie sekwencji:

a. dla genu HORVU.MOREX.r2.4HG0332490 — sekwencje nukleotydowe 1 2,

b. dla genu HORVU.MOREX.r2.4HG0299490 — sekwencje nukleotydowe 3 i 4,

c. dla genu HORVU.MOREX.r2.6HG0509110 — sekwencje nukleotydowe 5 i 6,

d. dla genu HORVU.MOREX.r2.3HG0271750 — sekwencje nukleotydowe 7 i 8,

e. dla genu HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 — sekwencje nukleotydowe 9i 10.

Ponadto istote wynalazku stanowi sposdéb identyfikacji genotypdw jeczmienia o obnizonej tole-
rancji na cynk, pozwalajgcy na selekcje odmian jeczmienia 0 zmniejszonej tolerancji na cynk, obejmu-
jacy nastepujgce etapy:

a. prowadzi sie wzrost siewek jeczmienia w warunkach hydroponiki przez czas co najmniej

15 dni, korzystnie 24 dni, przy czym jedng grupe stanowig siewki kontrolne, ktérych wzrost
prowadzi sie w warunkach zapewniajgcych brak kontaktu roélin z cynkiem, natomiast drugg
grupe stanowig siewki badane pod katem ich tolerancji na cynk, ktérych wzrost przez co naj-
mniej 10 dni, korzystnie 14 dni, prowadzi sie w takich samych warunkach jak siewki kontrolne,
po czym na czas co najmniej 5 dni, korzystnie 10 dni, poddaje si¢ je stresowi przez dodanie
od 35 yM do 75 uM cynku, korzystnie 50 uM cynku,

b. izoluje sie RNA z li§ci jeczmienia roslin kontrolnych oraz ros$lin badanych,
przeprowadza sie synteze cDNA,

d. analizuje sie poziom ekspresji genéw HORVU.MOREX.r2.4HG0332490, HORVU.MO-
REX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3HG0271750,
HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 metodg qPCR u roslin kontrolnych i badanych,

charakteryzujgcy sie tym, ze do analizy poziomu ekspresji gendw stosuje sie sekwencje starteréw
przedstawione w wykazie sekwenciji:

i. dlagenu HORVU.MOREX.r2.4HG0332490 — sekwencje nukleotydowe 1i 2,
i. dlagenu HORVU.MOREX.r2.4HG0299490 - sekwencje nukleotydowe 3 i 4,
iii. dlagenu HORVU.MOREX.r2.6HG0509110 - sekwencje nukleotydowe 5 i 6,
iv. dla genu HORVU.MOREX.r2.3HG0271750 — sekwencje nukleotydowe 7 i 8,
v. dla genu HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 — sekwencje nukleotydowe 9i 10,

o
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e. oblicza sie relatywny poziom ekspresji genéw HORVU.MOREX.r2.4HG0332490, HORVU.MO-
REX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3HG0271750,
HORVU.MOREX.r2.2HG0108660, w oparciu o poziomy ekspresji gendéw referencyjnych,
przy czym poziomy ekspresji genéw poréwnuje sie pomiedzy roslinami kontrolnymi oraz ro-
Slinami badanymi traktowanymi cynkiem,

f. identyfikuje sie genotypy jeczmienia wykazujgce wyzszy w poréwnaniu do genotypéw analo-
gicznych hodowanych w warunkach kontrolnych, poziom ekspresji genow HORVU.MO-
REX.r2.4HG0332490, HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110,
HORVU.MOREX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 wskazujgcy na obni-
zong tolerancje na cynk.

Korzystnie, jako roéliny kontrolne stosuje sie tg samg odmiane jeczmienia co rosliny badane pod

katem toleranciji na cynk.

Korzystnie, jako geny referencyjne stosuje sie geny: EF1 (Elongation factor 1-o) i/lub GPDH (Gly-
ceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) [7].

Korzystnie, wzrost ros$lin kontrolnych jeczmienia w hodowli hydroponicznej odbywa sie w po-
zywce Hoaglanda.

Korzystnie, wzrost roslin jeczmienia prowadzi sie w nastepujgcych warunkach: temperatura po-
wietrza od 18 do 22°C, najkorzystniej 20°C, fotoperiod od 14/10 do 20/4, najkorzystniej 16/8, intensyw-
no$¢ $wietlna od 750 do 1000 ymol m?2 s'', najkorzystniej 900 pmol m2 s,

Proponowane rozwigzanie techniczne bazujgce na analizie pozioméw ekspresji pieciu genoéw w li-
Sciach jeczmienia (HORVU.MOREX.r2.4HG0332490, HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MO-
REX.r2.6HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660) jest metoda
pozwalajgcg na selekcje odmian jeczmienia wrazliwych na kontakt z cynkiem. Poprzez analize profili
ekspresji z uzyciem przedstawionych starteréw mozliwe jest poréwnanie genotypoéw jeczmienia miedzy
sobg i wybranie tych, ktére bedg gorzej adaptowaty sie do traktowania cynkiem.

Przedmiot wynalazku przedstawiony zostat w przyktadach wykonania oraz na rysunku, na ktérym:
fig. 1 przedstawia wynik analizy pozioméw ekspresji genéw u dwoéch genotypéw po traktowaniu cyn-
kiem. Odmiana wyjsciowa Sebastian jest tolerancyjna na cynk, w poréwnaniu do mutanta hvd14.d, ktéry
jest nadwrazliwy na cynk. Ekspresja genéw badana byta przez poréwnanie kazdego z genotypow, ktory
rést w warunkach kontrolnych do roslin traktowanych cynkiem (10-dniowe traktowanie dawkg 50 yM
cynku). Analize poziomu ekspresji prowadzono metodg qPCR, a na fig. 1 zobrazowano wzgledny po-
ziom ekspresji wspomnianych genow, w lisciach badanych ro$lin, po traktowaniu cynkiem w odniesieniu
do warunkdw kontrolnych, dla ktérych poziom ekspresji przyjeto jako warto$¢ 1. Przyktady wykonania,
nie majg charakteru ograniczajgcego.

Dzieki zastosowaniu rozwigzan przedstawionych w zgtoszeniu mozliwe jest przeprowadzenie
selekcji genotypow jeczmienia pod katem tolerancji na obecno$é cynku, a wykorzystanie ich w progra-
mach hodowlanych moze pozwoli¢ na otrzymanie odmian, ktére mogg byé uprawiane na skazonych
glebach.

Przykitad 1

Sekwencje starterow wedtug wynalazku oraz analiza poziomu ekspresji genéw HORVU.MO-
REX.r2.4HG0332490, HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110, HORVU.MO-
REX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 z wykorzystaniem tych sekwenciji starteréw.

RNA wyizolowano z lisci 24-dniowych ro$lin jeczmienia, ktére rosty w warunkach kontrolnych
(hodowla hydroponiczna w pozywce Hoaglanda, temperatura powietrza 20°C; fotoperiod 16/8; inten-
sywno$é $wiatta 900 ymol m2 s') oraz tych traktowanych cynkiem (przez pierwsze 14 dni hodowla
prowadzona jak dla ro$lin kontrolnych, przez kolejne 10 dni dodano do pozywki 50 uM cynku), z uzyciem
mirVana™ miRNA Isolation Kit (ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer katalogowy AM1560). Do
syntezy cDNA uzyto zestawu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoScientific, Waltham,
MA, USA, numer katalogowy K1622) oraz 1 ug RNA. Otrzymane cDNA rozciericzono 4-krotnie wodg
oraz wykorzystano w reakcji qPCR, ktérg przeprowadzono z uzyciem zestawu LightCycler 480 SYBR
Green | Master (LifeScience Roche, Indianapolis, IN, USA, numer katalogowy 04707516001) dla kazdej
z par starterow:

a) dla genu HORVU.MOREX.r2.4HG0332490:

— Sekwencja nukleotydowa 1
— Sekwencja nukleotydowa 2
b) dla genu HORVU.MOREX.r2.4HG0299490:



c)

d)

e)
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— Sekwencja nukleotydowa 3

— Sekwencja nukleotydowa 4

dla genu HORVU.MOREX.r2.6HG0509110:
— Sekwencja nukleotydowa 5

— Sekwencja nukleotydowa 6

dla genu HORVU.MOREX.r2.3HG0271750:
— Sekwencja nukleotydowa 7

— Sekwencja nukleotydowa 8

dla genu HORVU.MOREX.r2.2HG0108660:
— Sekwencja nukleotydowa 9

— Sekwencja nukleotydowa 10

Jako geny referencyjne w tej reakcji wykorzystano EF1 (Elongation factor 1-o) oraz GPDH (Gly-
ceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) [7]. W odpowiedzi na traktowanie cynkiem zaobserwowano
wzrost pozioméw ekspresji badanych gendw.

Przyktad 2

Sposéb identyfikacji genotypdw jeczmienia o obnizonej tolerancji na cynk w oparciu o sposéb analizy

pozioméw

ekspresji genéw HORVU.MOREX.r2.4HG0332490, HORVU.MOREX.r2.4HG0299490,

HORVU.MOREX.r2.6HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660
w li$ciach jeczmienia obejmujgcy nastepujace etapy:

1.

prowadzi sie wzrost siewek kontrolnych jeczmienia przez 24 dni w warunkach kontrolnych
(temperatura powietrza 20°C; fotoperiod 16/8; intensywnos$¢ Swiatta 900 umol m2 s-') na po-
zywce Hoaglanda [8], natomiast wzrost ro$lin majgcych kontakt z cynkiem prowadzi sie przez
14 dni w tych samych warunkach kontrolnych, po czym dodaje sie do pozywki 50 uM cynku
na 10 kolejnych dni,
izoluje sie RNA z lisci jeczmienia, przy czym ten etap przeprowadza sie z uzyciem mirVana™
miRNA Isolation Kit (ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer katalogowy AM1560) lub
MagMAX™-96 Total RNA Isolation Kit (ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer katalo-
gowy AM1830) pozwalajgcy na otrzymanie czystego chemicznie ekstraktu RNA przy zacho-
waniu jego integralnosci,
prowadzi sie synteze jednoniciowego cDNA, z uzyciem zestawu RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer katalogowy K1622) lub réwno-
waznego oraz 1 ug RNA,
analizuje sie poziom ekspresji genéw u roslin kontrolnych oraz badanych, prowadzac reakcje
gPCR z uzyciem otrzymanego cDNA (rozciericzonego 4-krotnie wodg), starteréw specyficznych
dla genébw HORVU.MOREX.r2.4HG033249 HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MO-
REX.r2.6HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660
oraz zestawu LightCycler 480 SYBR Green | Master (LifeScience Roche, Indianapolis, IN, USA,
numer katalogowy 04707516001) lub réwnowaznego pozwalajgcego na analize amplifikacji DNA
w czasie rzeczywistym, przy czym do analizy poziomu ekspresji genéw stosuje sie sekwencje
starterow przedstawione w wykazie sekwencji:
a) dla genu HORVU.MOREX.r2.4HG0332490:

— Sekwencja nukleotydowa 1

— Sekwencja nukleotydowa 2
b) dla genu HORVU.MOREX.r2.4HG0299490:

— Sekwencja nukleotydowa 3

— Sekwencja nukleotydowa 4
¢) dla genu HORVU.MOREX.r2.6HG0509110:

— Sekwencja nukleotydowa 5

— Sekwencja nukleotydowa 6
d) dla genu HORVU.MOREX.r2.3HG0271750:

— Sekwencja nukleotydowa 7

— Sekwencja nukleotydowa 8
e) dla genu HORVU.MOREX.r2.2HG0108660:

— Sekwencja nukleotydowa 9

— Sekwencja nukleotydowa 10
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5. prowadzisie reakcje qPCR z uzyciem starterédw gendéw referencyjnych EF1 (Elongation factor
1-a) oraz GPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) [7] dla kazdej proby cDNA,

6. bazujgc na kinetyce reakcji amplifikacji kazdego z genéw HORVU.MOREX.r2.4HG0332490,
HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3-
HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 oraz gendéw referencyjnych oblicza sie
wzgledny poziom ekspresji badanych genéw; poziomy ekspresji genéw poréwnuje sie pomie-
dzy roslinami rosngcymi w warunkach kontrolnych oraz ro$linami narazonymi na 10-dniowy
stres traktowania cynkiem, dla kazdego z genotypdw,

7. identyfikuje sie genotypy jeczmienia o obnizonej tolerancji na cynk, na podstawie podwyz-
szonego poziomu ekspresji genédw HORVU.MOREX.r2.4HG0332490, HORVU.MO-
REX.r2.3HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3HG0271750,
HORVU.MOREX.r2.2HG0108660; dla kazdego z genotypdw poréwnuje sie poziom ekspresiji
kazdego z badanych genéw pomiedzy kontrolg a roslinami traktowanymi cynkiem; im wyzsza
ekspresja genow u roélin stresowanych tym bardziej zostaty one uszkodzone przez cynk, co
oznacza nizszg tolerancje roéliny na cynk.

Przedstawiona procedura powinna by¢ przeprowadzona dla wszystkich analizowanych genoty-
péw, a wartoscig uzytg do poréwnania ich wrazliwosci na cynk jest krotno$¢ wzrostu ekspresiji u roslin
stresowanych. Ro$liny o najwyzszych wskaznikach sg najbardziej wrazliwe. Otrzymane wyniki porow-
nuje sie pomiedzy dwiema badz wiekszg liczbg odmian. Im wyzszy poziom ekspresji tym mniejsza to-
lerancja na cynk. Wynik poréwnania dwoch odmian o zréznicowanej tolerancji na cynk przedstawiono
na fig. 1 rysunku.

U 24-dniowych ro$lin jeczmienia, nadwrazliwych na cynk, ktére zostaty potraktowane cynkiem
(dawka od 35 do 75 uM, najkorzystniej 50 uM; traktowanie od 5 do 15 dni, najkorzystniej 10), w poréw-
naniu do roslin rosngcych w warunkach kontrolnych (temperatura powietrza od 18 do 22°C, najkorzyst-
niej 20°C; fotoperiod od 14/10 do 20/4, najkorzystniej 16/8; intensywno$¢é Swiatta od 100 do 150 ymol
m2 s, najkorzystniej 120 umol m2 s'), wykazano podwyzszong ekspresje wspomnianych genéw. Eks-
presja genéw HORVU.MOREX.r2.4HG0332490, HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MO-
REX.r2.6HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 nie ulegata
zmianie w takich samych warunkach traktowania u roslin jeczmienia tolerancyjnych na cynk. Stad ro-
Sliny wykazujgce podwyzszong ekspresje wymienionych gendéw w odpowiedzi na traktowanie cynkiem
zaliczone mogg byé do genotypéw wrazliwych na cynk.
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Zastrzezenia patentowe

Sekwencje starteréw pozwalajgce na analize poziomu ekspresji gendéw jeczmienia, ktoérych
ekspresja w lisciach wskazuje na obnizong tolerancje na cynk, przedstawione w wykazie se-
kwencji:

a) dla genu HORVU.MOREX.r2.4HG0332490 - sekwencje nukleotydowe 1i 2,

b) dla genu HORVU.MOREX.r2.4HG0299490 - sekwencje nukleotydowe 3 i 4,

c) dla genu HORVU.MOREX.r2.6HG0509110 — sekwencje nukleotydowe 5 i 6,

d) dla genu HORVU.MOREX.r2.3HG0271750 — sekwencje nukleotydowe 7 i 8,

e) dla genu HORVU.MOREX.r2.2HGO 108660 — sekwencje nukleotydowe 9 i 10.

Sposob identyfikacji genotypow jeczmienia o obnizonej tolerancji na cynk, obejmujgcy naste-

pujgce etapy:

a. prowadzi sie wzrost siewek jeczmienia w warunkach hydroponiki przez czas co najmniej
15 dni, korzystnie 24 dni, przy czym jedng grupe stanowig siewki kontrolne, ktérych wzrost
prowadzi sie w warunkach zapewniajgcych brak kontaktu ro$lin z cynkiem, natomiast
drugg grupe stanowig siewki badane pod katem ich tolerancji na cynk, ktérych wzrost
przez co najmniej 10 dni, korzystnie 14 dni, prowadzi sie w takich samych warunkach jak
siewki kontrolne, po czym na czas co najmniej 5 dni, korzystnie 10 dni, poddaje sie je
stresowi przez dodanie od 35 uM do 75 uM cynku, korzystnie 50 uM cynku,

b. izoluje sie RNA z lisci jeczmienia roélin kontrolnych oraz roélin badanych,

przeprowadza sie synteze cDNA,

d. analizuje sie poziom ekspresji genébw HORVU.MOREX.r2.4HG0332490, HORVU.MO-
REX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110, HORVU.MOREX.r2.3HG0271750,
HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 metodg qPCR, u roslin kontrolnych i badanych,

o

znamienny tym, ze do analizy poziomu ekspresji genow stosuje sie sekwencje starteréw przed-
stawione w wykazie sekwenc;ji:

i. dlagenu HORVU MOREX.r2.4HG0332490 — sekwencje nukleotydowe 1i 2,
ii. dlagenu HORVU.MOREX.r2.4HG0299490 — sekwencje nukleotydowe 3 i 4,
iii. dla genu HORVU.MOREX.r2.6HG0509110 — sekwencje nukleotydowe 5 i 6,
iv. dla genu HORVU.MOREX.r2.3HG0271750 — sekwencje nukleotydowe 7 i 8,
v. dla genu HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 — sekwencje nukleotydowe 9 10,

e. oblicza sie relatywny poziom ekspresji genéw HORVU.MOREX.r2.4HG0332490,
HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110, HORVU.MO-
REX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660, w oparciu 0 poziomy ekspresiji
genow referencyjnych, przy czym poziomy ekspresiji genéw poréwnuje sie pomiedzy ro-
Slinami kontrolnymi oraz ro$linami badanymi,

f. identyfikuje sie genotypy jeczmienia wykazujgce wyzszy w poréwnaniu do genotyp6éw analo-
gicznych hodowanych w warunkach kontrolnych, poziom ekspresji genéw HORVU.MO-
REX.r2.4HG0332490, HORVU.MOREX.r2.4HG0299490, HORVU.MOREX.r2.6HG0509110,
HORVU.MOREX.r2.3HG0271750, HORVU.MOREX.r2.2HG0108660 wskazujgcy na ob-
nizong tolerancje na cynk.

Sposob wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze jako ro$liny kontrolne stosuje sie tg samg od-

miane jeczmienia co rosliny badane pod katem tolerancji na cynk.

Sposob wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze jako geny referencyjne stosuje sie geny: EF1

(Elongation factor 1-a) i/lub GPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).

Sposob wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze wzrost roslin kontrolnych jeczmienia w hodowli

hydroponicznej odbywa sie w pozywce Hoaglanda.

Sposob wedtug zastrz. 2 znamienny tym, ze wzrost roslin jeczmienia prowadzi sie w naste-

pujgcych warunkach: temperatura powietrza od 18 do 22°C, najkorzystniej 20°C, fotoperiod

od 14/10 do 20/4, najkorzystniej 16/8, intensywnos$¢ $wietina od 750 do 1000 pmol m2 s,

najkorzystniej 900 ymol m2 s,
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Fig. 1.



