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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa sekwencje starteréw pozwalajacych na analize ekspresiji pieciu ge-
now jeczmienia i sposdb analizy ekspresji tych genéw z uzyciem wspomnianych starteréw pozwalajacy
na selekcje odmian jeczmienia pod katem tolerancji na stres suszy. Bardziej szczegétowo ogtoszenie
dotyczy starterow do identyfikacji gendéw identyfikatorach HORVU5Hr1G093700;
HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090, koduja-
cych odpowiednio lipoksygenaze 1, dehydryne 1, biatko indukowane jasmonianami, reduktaze mono-
dehydroaskorbinianowg oraz dekarboksylaze argininy. Dla kazdego z gendw zaprojektowano startery
pozwalajace na okreslenie ich poziomu ekspresji z uzyciem zaproponowanego systemu badania eks-
presji genow.

Narastajacy problem suszy oraz straty w plonach, ktére sa nim wywotane stanowia jedne z naj-
wazniejszych wyzwan stojacych przed nowoczesnym rolnictwem. W Polsce 45% gleb kwalifikuje sie
jako optymalnie uwilgocone, natomiast okoto 38% jest okresowo lub trwale suchych i 17% jedynie okre-
sowo mokrych. Zgodnie z raportami Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowego
Instytutu Badawczego (IUNG-PIB 7/2019) susza rolnicza wystapita we wszystkich wojewodztwach na-
szego kraju, a w niektérych z nich (lubuskim, t6dzkim, opolskim, wielkopolskim i zachodniopomorskim)
zagrozonych suszg bylo 100% gmin. Susza zostata odnotowana dla wszystkich upraw, ktére sa moni-
torowane przez IUNG-PIB. Najbardziej objete susza byly uprawy kukurydzy na ziarno oraz na kiszonke
(68,31% wszystkich gmin). Nastepnie krzewy owocowe (65,68%), rosliny straczkowe (62,58%), zboza
jare (60,44%) i ozime (53,05%) oraz warzywa gruntowe (50,59%). Wptyneto to na zbiory i obserwuje
sie ich zauwazalny spadek wzgledem okresu 2013—-2017. Gtebokie susze powodujg znaczne straty
materialne. Susza w roku 1992 spowodowata wyrazny spadek plonoéw, problemy z zaopatrzeniem
w wode i duze straty srodowiskowe. Podobnie byto w przypadku dotkliwego niedoboru opaddéw od po-
towy czerwca do konca lipca 2006 r. Szacuje sie, ze wysoki wzrost temperatury powietrza spowoduje
wiecej niz dwukrotny wzrost ewapotranspiracji w okresie zimowym brak odbudowania retencji glebowe;
w tym okresie, natomiast niewielki wzrost opaddéw w okresie letnim, przy silnym wzroscie ewapotranspi-
racji spowoduje wzrost potrzeb wodnych w rolnictwie (Ryszkowski i Kedziora 1993, Kedziora 1993).
Dlatego tez zagrozenie susza wzrasta i bedzie stanowito coraz powazniejsze wyzwanie dla hodowcow
roslin uprawnych. Stad od wielu juz lat trwaja intensywne prace nad poznaniem mechanizméw, ktére
rosliny aktywuja w odpowiedzi na stres suszy, a takze wyprowadzaniem nowych odmian roslin upraw-
nych, ktére na ten stres majg by¢ bardziej tolerancyjne. Poprzez analize profili ekspresji genow i ich
poréwnanie pomiedzy roslinami rosngcymi w warunkach optymalnych i w warunkach stresu mozliwe
jest poznanie molekularnych podstaw mechanizméw prowadzacych od adaptacji roslin do zmieniaja-
cych sie warunkow srodowiska (Daszkowska i inni, 2019). Poréwnujac profile ekspresji gendéw u dwoch
genotypow jeczmienia: formy dzikiej Sebastian oraz mutanta hvd14.d, ktéry jest nadwrazliwy na susze
(Marzec i inni, 2020), zidentyfikowano geny, ktorych podwyzszona ekspresja $wiadczy o lepszym przy-
stosowaniu do stresu suszy. Informacje pochodzgce z badan zwigzanych ze zmianami ekspresji genéw
w odpowiedzi na stresy byty wykorzystywane wczesniej w zgtoszeniach patentowych dotyczacych réz-
nych gatunkéw.

W zgtoszeniu patentowym AU2020103038 A4 autorzy opisujg sekwencje biatka, ktéra moze zo-
sta¢ wykorzystana do transformacji roslin, co powinno skutkowa¢ zwiekszeniem ich tolerancji na stres
suszy.

W amerykanskim zgtoszeniu patentowym US2020347394 A1 ujawniono roslinne czynniki tran-
skrypcyjne i geny kodujace czynniki transkrypcyjne. Ujawniono rowniez metody wzmacniania cech ro-
$liny poprzez regulacje w dot gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne. Ulepszone wtasciwos$ci mogq
obejmowac wyzsze wskazniki fotosyntezy, zmniejszone wskazniki fotooddychania, wyzszy plon lub za-
wartos¢ biomasy, wyzszy plon nasion, lepszy wskaznik plondw, wyzsza zawartos¢ oleju, lepszy skiad
odzywczy, lepsza efektywnos¢ wykorzystania azotu, odpornos¢ na susze, odpornos¢ na powodzie, od-
porno$¢ na choroby, szybciej kietkowanie nasion i wschody roslin, zwiekszona zywotno$é sadzonek,
tolerancja na sol, wyzszy wspétczynnik asymilacji CO2 i nizszy wskaznik transpiracji. Ujawniono réwniez
zmodyfikowane rosliny, w ktérych geny kodujace czynniki transkrypcyjne sg obnizone. Kompozycje we-
dtug wynalazku obejmuja sekwencje polinukleotydowe, sekwencje polipeptydowe, warianty, ortologi
i ich fragmenty. Metody obejmuja wprowadzanie do roslin systemow zmniejszajacych lub eliminujacych
ekspresje czynnikow transkrypcyjnych.
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Miedzynarodowe zgtoszenie patentowe W02020185849 A1 przedstawia sposob na zwiekszenie
ekspresji biatka z rodziny kinaz MAPKK (mitogen activated protein kinase kinase), co prowadzi do po-
lepszenia tolerancji na stres suszy u roslin i drzew.
Natomiast w zgtoszeniu CN111593058 A autorzy przedstawiaja sposob na kontrole ekspresji ge-
noéw przez manipulacje czasteczkami miRNA, ktére regulujg ekspresje innych gendw, na przyktadzie
rzepaku (Brassica napus).
W polskim opisie patentowym PL233338 B1 ujawniono dwa geny jeczmienia kodujace dehydryny
(HvDHN4 i HYDHN7) oraz dwa geny jeczmienia kodujace peroksydazy (HvPRX6 i HYPRX10), dla kto-
rych opracowano sekwencje starterow dedykowanych do okreslania poziomu ekspresji tych gendw.
W/w opis dotyczy takze sposobu analizy poziomu ekspresji genéw HvDHN4, HvDHN7, HvPRX6
i HYPRX10 przy zastosowaniu opracowanych par starterow, sposobu identyfikacji odmian jeczmienia
tolerancyjnych na susze, na podstawie analiz poziomu ekspresji wymienionych genéw, oraz zastoso-
wanie wspomnianych gendw do selekcji odmian tolerancyjnych na susze.
Z polskiego opisu patentowego PL 233518 B1 znany jest sposdb selekcji genotypdw jeczmienia
jarego tolerancyjnych wzgledem suszy wiosennej, ktéry polega na tym, ze trzy polimorficzne fragmenty
DNA sprzezone z rejonami chromosomowymi zwigzanymi z tolerancjg suszy amplifikowane sg w reakcji
PCR, przy czym wykorzystuje sie do tego odpowiednie sekwencje starterow.
Polskie zgtoszenie patentowe P.412994 A1 dotyczy sekwencji starterow, sposobu identyfikacji
ekspresji genu HvZIP1, sposobu identyfikacji odmian jeczmienia odpornych na warunki deficytu wod-
nego, zastosowania genu HvZIP1 oraz zestawu testowego do identyfikacji odmian jeczmienia o pod-
wyzszonej ekspresji genu HvZIP1. Wynalazek dotyczy dwdch opracowanych par starteréw, sposobu
identyfikacji ekspresji genu HvZIP1 przy zastosowaniu opracowanych par starteréw, sposobu identyfi-
kacji odmian jeczmienia odpornych na warunki deficytu wodnego przy uzyciu sposobu wspomnianego
powyzej, zastosowania genu HvZIP1 do selekcji odmian jeczmienia charakteryzujacych sie zwiekszona
zdolnoscig adaptacyjng do warunkéw braku wody oraz zestawu testowego do identyfikacji odmian jecz-
mienia o podwyzszonej ekspresji genu HvZIP1.
Celem wynalazku bylo opracowanie nowych sekwencji starteréw pozwalajacych na analize ekspresiji
pieciu gendw kodujacych biatka z pieciu réznych rodzin biatek: lipoksygenaze, dehydryne, biatko induko-
wane jasmonianami, reduktaze monodehydroaskorbinianowa oraz dekarboksylaze argininy. Dzieki wyko-
rzystaniu tych genéw mozliwa jest analiza odpowiedzi roslin na stres przez pryzmat réznych mechanizmoéw
zwigzanych z adaptacja rosliny do stresu suszy, stad metoda ta wydaje sie bardziej uniwersalna.
Proponowane rozwigzanie techniczne dotyczgce analizy pozioméw ekspresiji pieciu genéw jecz-
mienia (HORVUS5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880;
HORVU1Hr1G002090) jest metoda pozwalajaca na selekcje odmian jeczmienia tolerancyjnych na stres
suszy. Poprzez analize profili ekspresji z uzyciem przedstawionych starteréw mozliwe jest poréwnanie
odmian jeczmienia miedzy soba i wybranie tych, ktore bedg lepiej adaptowaty sie do stresu suszy. Pod-
stawa wynalazku to informacje o poziome ekspresji pieciu genéw jeczmienia (HORVU5Hr1G093700;
HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090), w odpo-
wiedzi na stres suszy. Informacje te moga by¢ wykorzystane do oceny odmian jeczmienia pod katem
tolerancji na stres suszy.
Istota wynalazku sg sekwencje starterow do identyfikacji genéw jeczmienia, specyficznych dla
genow HORVU5SHr1G093700; HORVUS5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880;
HORVU1Hr1G002090 umozliwiajace analize poziomu ekspresji tych gendw charakteryzujace sie tym,
ze maja sekwencje nukleotydowa:
a. Dla genu HORVU5Hr1G093700
starter F — sekwencja nr 1
starter R — sekwencja nr 2

b. Dla genu HORVU5Hr1G092120
starter F — sekwencja nr 3
starter R — sekwencja nr 4

c. Dla genu HORVU4Hr1G087430
starter F — sekwencja nr 5
starter R — sekwencja nr 6

d. Dla genu HORVU7Hr1G117880
starter F — sekwencja nr 7
starter R — sekwencja nr 8
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e. Dla genu HORVU1Hr1G002090
starter F — sekwencja nr 9
starter R — sekwencja nr 10

Drugim przedmiotem wynalazku jest sposéb analizy poziomu ekspresji gendw
HORVUS5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880;
HORVU1Hr1G002090 metoda gPCR, charakteryzujacy sie tym, ze stosuje sie sekwencje starterow opi-
sane powyzej.

Istote wynalazku stanowi réwniez sposéb identyfikacji pozwalajacy na selekcje odmian jeczmie-
nia o zwiekszonej tolerancji na susze obejmujacy nastepujace etapy:

a. Prowadzi sie wzrost siewek jeczmienia, przy czym dla siewek kontrolnych prowadzi sie
wzrost w warunkach optymalnego nawodnienia, natomiast siewki narazone na stres suszy
wzrastaja w warunkach optymalnego nawodnienia, po czym zostaja poddane stresowi nie-
doboru wody,

b. lzoluje sie RNA z liéci siewek jeczmienia,

c. Przeprowadza sie synteze cDNA,

d. Analizuje sie poziom ekspresji genow HORVU5Hr1G093700, HORVUS5Hr1G092120,
HORVU4Hr1G087430, HORVU7Hr1G117880, HORVU1Hr1G002090 metoda qPCR,

charakteryzujacy sie tym, Ze do analizy poziomu ekspresji gendow stosuje sie sekwencje starteréw
okreslone powyzej,

e. oblicza sie relatywny poziom ekspresji genow HORVU5Hr1G093700, HORVU5Hr1G092120,
HORVU4Hr1G087430, HORVU7Hr1G117880, HORVU1Hr1G002090, w oparciu o poziomy
ekspresji genow referencyjnych, przy czym poziomy ekspresji gendéw poréwnuje sie pomie-
dzy siewkami kontrolnymi rosnacymi w warunkach optymalnego nawodnienia oraz siewkami
narazonymi na stres suszy dla kazdego z genotypow.

f.  Wybiera sie genotypy jeczmienia wykazujace wyzszy w poréwnaniu do genotypéw analogicz-
nych, hodowanych w warunkach optymalnego nawodnienia, poziom ekspresji genow
HORVU5Hr1G093700, HORVU5Hr1G092120, HORVU4Hr1G087430, HORVU7Hr1G117880,
HORVU1Hr1G002090, wskazujacy na podwyzszong tolerancje na stres suszy.

Korzystnie, jako geny referencyjne stosuje sie geny: EF1 i/lub GPDH.

Korzystnie, wzrost siewek narazonych na stres suszy prowadzi sie przez 11 dni w warunkach
optymalnego nawodnienia, po czym zostajg poddane stresowi niedoboru wody na 10 kolejnych dni, co
prowadzi do spadku OZW ponizej 4%.

Korzystnie, wzrost siewek kontrolnych prowadzi sie przez 21 dni.

Korzystnie, hodowla w warunkach optymalnego nawodnienia wystepuje przy wilgotnosci od 16
do 20% OZW, najkorzystniej 18% OZW.

Korzystnie, etap poddawania siewek stresowi suszy prowadzi sie przy wilgotnosci < 4% OZW.

Przedmiot wynalazku przedstawiony zostat w przyktadach wykonania oraz na rysunku ktory:

przedstawia przyktadowa analize ekspresji gendw u dwdch genotypdw po stresie suszy. Odmiana
wyjsciowa Sebastian jest tolerancyjna na stres suszy, w poréwnaniu do mutanta hvd14.d, ktory jest
nadwrazliwy na susze. Ekspresja gendéw badana byta przez poréwnanie kazdego z genotypow, ktory
rost w warunkach optymalnego nawodnienia (18% OZW) do roslin narazonych na niedobdr wody
(10-dniowy wzrost w glebie o wilgotnosci mniejszej niz 4% OZW). Analize poziomu ekspresji prowa-
dzono metoda gPCR, a na figurze zobrazowano wzgledny poziom ekspresji wspomnianych gendw pod
wplywem suszy w odniesieniu do warunkéw kontrolnych, dla ktérych poziom ekspresji przyjeto jako
wartosc 1.

Wynalazek zostat przedstawiony w przyktadach wykonania, ktére nie maja charakteru ogranicza-
jacego. Jak wynika z uzyskanych przez Tworcow wynikow, dla celdw wynalazku identyfikacje odmian
jeczmienia o lepszej tolerancji na stres suszy w oparciu o analize poziomu ekspresji genow
HORVU5Hr1G093700; HORVUS5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880;
HORVU1Hr1G002090 mozna przeprowadzi¢ na trzytygodniowych siewkach jeczmienia, ktore rosna
w warunkach optymalnego nawodnienia oraz tych poddanych stresowi suszy. Przez optymalne warunki
nawodnienia rozumie sie poziom wilgotnosci na poziomie 18% OZW, natomiast niedobdr wody otrzy-
muje sie przez zaprzestanie podlewania na 10 dni, co prowadzi do spadku wilgotnosci gleby ponizej 4%
OZW. Selekcje odmian o podwyzszone;j tolerancji na stres suszy prowadzi sie w oparciu o analize po-
ziomu ekspresji genéw HORVU5Hr1G093700; HORVUS5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430;
HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 w tkankach lisci trzytygodniowych siewek jeczmienia.
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Przyktad 1. Analiza poziomu ekspresji genédw HORVU5SHr1G093700; HORVUSHr1G092120;
HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090.
RNA wyizolowano z lisci 3-tygodniowych siewek jeczmienia, ktére rosty w warunkach optymal-
nego nawodnienia (18% OZW) oraz narazonych na 10-dniowy stres suszy (zaprzestanie podlewania
na 10 dni, co prowadzi do spadku wilgotnosci gleby ponizej 4% OZW), 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 rozcienczono 4-krotnie wodg oraz wykorzystano
w reakcji qPCR, ktora przeprowadzono z uzyciem zestawu LightCycler 480 SYBR Green | Master (Li-
feScience Roche, Indianapolis, IN, USA, numer katalogowy 04707516001) dla kazdej z par starterow:
1. Dla genu HORVU5Hr1G093700
starter F — sekwencja nr 1
starter R — sekwencja nr 2

2. Dla genu HORVU5Hr1G092120
starter F — sekwencja nr 3
starter R — sekwencja nr 4

3. Dla genu HORVU4Hr1G087430
starter F — sekwencja nr 5
starter R — sekwencja nr 6

4. Dla genu HORVU7Hr1G117880
starter F — sekwencja nr 7
starter R — sekwencja nr 8

5. Dla genu HORVU1Hr1G002090
starter F — sekwencja nr 9
starter R — sekwencja nr 10

Jako geny referencyjne w tej reakcji wykorzystano EF1 (Elongation factor 1-a.) oraz GPDH (Gly-
ceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) (Rapacz et al., 2012).

Przyktad 2. Metoda selekcji odmian jeczmienia tolerancyjnych na stres suszy w oparciu o ana-
lize poziomow ekspresji genow HORVU5SHr1G093700; HORVUS5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430;
HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090.

Metoda selekcji odmian jeczmienia tolerancyjnych na stres suszy opiera sie na porownaniu po-
ziomow ekspresji genow HORVU5Hr1G093700; HORVUS5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430;
HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090, z uzyciem wspomnianych starteréw. Ocena poziomu
ekspresji genow wykonywana jest z uzyciem reakcji gPCR i obejmuje:

1. Wozrost siewek kontrolnych jeczmienia prowadzi sie przez 3-tygodnie w warunkach optymal-
nego nawodnienia (wilgotnos¢ 18% OZW), natomiast wzrost siewek narazonych na stres su-
szy prowadzi sie przez 11 dni w warunkach optymalnego nawodnienia, po czym zostaja pod-
dane stresowi niedoboru wody na 10 kolejnych dni, co prowadzi do spadku OZW ponizej 4%.

2. lzolacje RNA z lisci jeczmienia, z uzyciem mirVana™ miRNA Isolation Kit (ThermoScientific,
Waltham, MA, USA, numer katalogowy AM1560) lub innym, pozwalajacym na otrzymanie
czystego chemicznie ekstraktu RNA przy zachowaniu jego integralnosci.

3. Synteze jednoniciowego cDNA, z uzyciem zestawu RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit (ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer katalogowy K1622) lub réwnowaznego oraz
1 ug RNA.

4. Reakcje gPCR z uzyciem otrzymanego cDNA (rozcienczonego 4-krotnie wodg), starterow spe-
cyficznych dla genow HORVUSHr1G093700; HORVUSHr1G092120; HORVU4Hr1G087430;
HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 oraz zestawu LightCycler 480 SYBR Green | Ma-
ster (LifeScience Roche, Indianapolis, IN, USA, numer katalogowy 04707516001) lub réownowaz-
nego pozwalajgcego na analize amplifikacji DNA w czasie rzeczywistym.

5. Reakcje qPCR z uzyciem starterow gendw referencyjnych EF1 (Elongation factor 1-a.) oraz
GPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) (Rapacz et al., 2012) dla kazdej préby
cDNA.

6. Bazujac na kinetyce reakcji amplifikacji kazdego z genéw HORVU5Hr1G093700;
HORVUSHr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090
oraz genow referencyjnych oblicza sie wzgledny poziom ekspresji badanych genéw wykorzystu-
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jac zwyczajowo przyjete metody obliczeniowe. Poziomy ekspresji genéw poréwnuje sie po-
miedzy roslinami rosngcymi w warunkach optymalnego nawodnienia (18% OZW) oraz roslin
narazonych na 10-dniowy stres suszy (wilgotnosc¢ gleby ponizej 4% OZW), dla kazdego z ge-
notypow.

7. Genotypy z najwyzszym poziomem ekspresji genow HORVU5Hr1G093700;
HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G1178809; HORVU1Hr1G002090
sg genotypami o podwyzszonej tolerancji na stres suszy. Stad dla kazdego z genotypow
poréwnuje sie poziom ekspresji kazdego z badanych genéw pomiedzy kontrolg a roslinami
narazonymi na stres suszy. Im wyzsza ekspresja gendw u roslin stresowanych tym silniejsza
odpowiedZ na stres, co przektada sie na wyzszg tolerancje rosliny na stres suszy. Przedsta-
wiona procedura powinna byé przeprowadzona dla wszystkich analizowanych genotypéw,
a wartoscig uzyta do poréwnania ich wrazliwosci na stres suszy jest krotnos¢ wzrostu eks-
presji u roslin stresowanych. Rosliny o najwyzszych wskaznikach sg najbardziej tolerancyjne.

Otrzymane wyniki porownuje sie pomiedzy dwiema badz wiekszg liczbg genotypdw. Im wyzszy

poziom ekspresji tym wieksza tolerancja na stres suszy. Wynik poréwnania dwdch genotypdéw o zrézni-
cowanej tolerancji na stres suszy przedstawiono na Figurze 2.
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Zastrzezenia patentowe

Sekwencje starterow do identyfikacji gendw jeczmienia, specyficznych dla genéw
HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880;
HORVU1Hr1G002090 umozliwiajace analize poziomu ekspresji tych gendw znamienne tym, ze
maja sekwencje nukleotydowa:

a.

Dla genu HORVU5Hr1G093700
starter F — sekwencja nr 1
starter R — sekwencja nr 2

Dla genu HORVU5Hr1G092120
starter F — sekwencja nr 3
starter R — sekwencja nr 4

Dla genu HORVU4Hr1G087430
starter F — sekwencja nr 5
starter R — sekwencja nr 6

Dla genu HORVU7Hr1G117880
starter F — sekwencja nr 7
starter R — sekwencja nr 8

Dla genu HORVU1Hr1G002090
starter F — sekwencja nr 9
starter R — sekwencja nr 10

Sposéb analizy poziomu ekspresji genow HORVUS5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120;
HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 metoda qPCR, zna-
mienny tym, Ze stosuje sie startery:

a.

Dla genu HORVU5Hr1G093700
starter F — sekwencja nr 1
starter R — sekwencja nr 2

Dla genu HORVU5Hr1G092120
starter F — sekwencja nr 3
starter R — sekwencja nr 4

Dla genu HORVU4Hr1G087430
starter F — sekwencja nr 5
starter R — sekwencja nr 6

Dla genu HORVU7Hr1G117880
starter F — sekwencja nr 7
starter R — sekwencja nr 8

Dla genu HORVU1Hr1G002090
starter F — sekwencja nr 9
starter R — sekwencja nr 10

Sposob selekcji odmian jeczmienia o podwyzszonej tolerancji na stres suszy, obejmujacy na-
stepujace etapy:

a.

o

Prowadzi sie wzrost siewek jeczmienia, przy czym dla siewek kontrolnych prowadzi sie
wzrost w warunkach optymalnego nawodnienia, natomiast siewki narazone na stres suszy
wzrastaja w warunkach optymalnego nawodnienia, po czym zostajg poddane stresowi
niedoboru wody,

Izoluje sie RNA z lici siewek jeczmienia,

Przeprowadza sie synteze cDNA,

Analizuje sie poziom ekspresji genow HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120;
HORVU4Hr1G087430; HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 metoda qPCR,

znamienny tym, ze do analizy poziomu ekspresji genow stosuje sie startery:

i. Dlagenu HORVU5Hr1G093700
starter F — sekwencja nr 1
starter R — sekwencja nr 2

i. Dlagenu HORVU5Hr1092120
starter F — sekwencja nr 3
starter R — sekwencja nr 4



PL 242331 B1 1"

iii. Dla genu HORVU4Hr1G087430
starter F — sekwencja nr 5
starter R — sekwencja nr 6

iv. Dla genu HORVU7Hr1G117880
starter F — sekwencja nr 7
starter R — sekwencja nr 8

v. Dla genu HORVU1Hr1G002090
starter F — sekwencja nr 9
starter R — sekwencja nr 10

e. oblicza sie relatywny poziom ekspresji gendw HORVU5Hr1G093700, HORVU5Hr1G092120,
HORVU4Hr1G087430, HORVU7Hr1G117880, HORVU1Hr1G002090, w oparciu o poziomy
ekspresji genow referencyjnych, przy czym poziomy ekspresji genéw poréwnuje sie po-
miedzy siewkami kontrolnymi rosnacymi w warunkach optymalnego nawodnienia oraz
siewkami narazonymi stres suszy dla kazdego z genotypow,

f.  Wybiera sie genotypy jeczmienia wykazujace wyzszy, w poréwnaniu do genotypow ana-
logicznych, hodowanych w warunkach optymalnego nawodnienia, poziom ekspresji ge-
néw HORVU5Hr1G093700; HORVU5Hr1G092120; HORVU4Hr1G087430;
HORVU7Hr1G117880; HORVU1Hr1G002090 wskazujacy na podwyzszong tolerancje na
stres suszy.

. Sposoéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, Ze jako geny referencyjne stosuje sie geny: EF1

i/lub GPDH.

. Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze wzrost siewek narazonych na stres suszy pro-

wadzi sie przez 11 dni w warunkach optymalnego nawodnienia, po czym zostajg poddane

stresowi niedoboru wody na 10 kolejnych dni, co prowadzi do spadku OZW ponizej 4%.

. Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze wzrost siewek kontrolnych prowadzi sie przez

21 dni.

. Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze hodowla w warunkach optymalnego nawodnie-

nia wystepuje przy wilgotnosci od 16 do 20% OZW.

. Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze hodowla w warunkach optymalnego nawodnie-

nia wystepuje przy wilgotnosci 18% OZW.

. Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze etap poddawania siewek stresowi suszy pro-

wadzi sie przy wilgotnosci < 4% OZW.
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Rysunek

Wzgledny poziom ekspresji genéw w odpowiedzi na
stres suszy
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