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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest para oligonukleotydowych starterow inicjujacych amplifikacje mar-
kera molekularnego pozwalajacego na wykrycie obecnosci allelu dominujacego genu odpornosci na
rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 oraz spo-
sob detekcji tego markera w tancuchowej reakcji polimerazy (PCR).

Rdza koronowa to obok maczniaka prawdziwego najpowszechniejsza choroba grzybowa owsa,
wystepujaca w kazdym rejonie uprawy tego zboza. Chorobe powoduje grzyb Puccicnia coronata Cda.
f. sp. avenae P. Syd. & Syd. (Chong, J., 2003. Disease of Oat. W: Bailey, K., Gossen, B., Gugel,
R., Morrall, R. (Red.), Diseases of Field Crops. The Canadian Phytotpathological Society, ss. 74-88.),
ktory atakuje gtownie liscie i zaburza transport produktéw fotosyntezy do rosnacego ziarna, znaczaco
obnizajac jego jakos¢. Porazone rosliny rozwijaja zredukowany system korzeniowy, co ostabia ich tole-
rancje na susze (Simons, M.D., 1985. Crown rust. W: Roelfs, A.P., Bushnel, W.R. (Red.), The cereal
rust Vol. 2 Diseases, Distribution, Epidemiology, and Control. Academic Press, Orlando, ss. 131-172).
Choroba obniza jakos$¢ stomy, co poteguje wyleganie roslin, ktére nie tylko uniemozliwia efektywna we-
getacje, ale réwniez wzmaga podatnosé na atak innych patogendw i bardzo utrudnia zbiory.

Odpornos¢ na rdze koronowa warunkowana genetycznie jest obecnie jednym z wazniejszych
celéw hodowlanych owsa. Stanowi alternatywe dla chemicznej ochrony roslin z uzyciem fungicydéw,
sprzyja uzyskaniu wysokiego i stabilnego plonu, a takze podnosi warto$¢ ekologiczng rosliny. Genem,
ktory moze by¢ wykorzystany w hodowli odpornosciowej owsa jest dominujacy gen zidentyfikowany
w mieszancach kombinacji Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486. Gen ten ulega ekspres;ji
zaréwno w stadium siewki, jak i rosliny dorostej i jest efektywny w stosunku do wiekszosci ras P. coro-
nata wystepujacych w Polsce, dzieki czemu moze stanowi¢ obiecujacy pod wzgledem efektywnosci
i trwatosci komponent piramid genowych.

Wyprowadzenie odmiany genetycznie odpornej wymaga precyzyjnego i dlugotrwatego procesu se-
lekcji genotypdw z pozadanymi genami. Identyfikacja gendw odpornosci na rdze koronowg owsa bazujaca
na obserwacji fenotypu jest trudna i czasochtonna, a czesto wrecz niemozliwa, ze wzgledu na brak izola-
tow P. coronata o odpowiednich profilach porazenia, czy epistatyczne wtasciwosci niektorych gendw
wspotdziatajacych. Selekcja przy udziale markeréw DNA sprzezonych z allelem dominujacym i recesyw-
nym pozgdanego genu moze z powodzeniem zastgpi¢ zmudne testy fizjologiczne. Zapewnia niezalezng
od czynnikow srodowiskowych i obiektywna ocene fenotypu w krotkim czasie i niewielkim naktadem pracy
(Cabral, A.L., Gnanesh, B.N., Fetch, J M., McCartney, C., Fetch, T., Park, R.F., Menzies, J.G., McCallum,
B., Nanaiah, G.K., Goyal, A., 2014. Oat fiingal diseases and the application of molecular marker techno-
logy for their control, in: Goyal, A., Manoharachary, C. (Eds.), Future Challenges in Crop Protection Against
Fungal Pathogens. Springer Science+Business Media, New York, 343-358).

Celem wynalazku byto znalezienie takiej pary oligonukleotyddw, ktére umozliwityby identyfikacje
allelu dominujacego genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa
‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 zaréwno w stadium siewki, jak i rosliny doroste;.

Przedmiot wynalazku stanowi para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania allelu dominu-
jacego genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena
sterilis CW-486 w roslinach owsa o sekwencjach nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

Sposob identyfikacii allelu dominujacego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mie-
szancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa, w ktérym to sposobie
polimorficzny fragment DNA sprzezony zbadanym genem amplifikowany jest w reakcji PCR z zastoso-
waniem pary starteréow, po czym dokonuje sie detekcji produktu amplifikacji, charakteryzuje sie tym, ze
pare starteréw stanowi para oligonukleotydéw o sekwencjach nr 1 i 2, przedstawionych na liscie se-
kwenciji, przy czym stosuje sie marker 809, przedstawiony na Fig. 1, o dtugo$ci 60 pz zwigzany z obec-
noscig allelu dominujacego genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena
sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa (sekwencja nr 3).

Fig. 1 przedstawia produkty PCR uzyskane w wyniku amplifikacji DNA roslin pokolenia F2 popu-
lacji ‘Kasztan’ x (Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486) po wtaczeniu do reakcji pary starterow
nr 1i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

M — marker wielkosci GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder;

P1 - ‘Kasztan’, P2 — Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 — formy rodzicielskie badane;
populaciji;
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19-244 — numery roslin populacji ‘Kasztan' x (Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486)
zaznaczone pod wzgledem fenotypu: litera A — homozygoty odporne; litera B — homozygoty wrazliwe
na porazenie; litera C — heterozygoty.

W pierwszym etapie wytworzono populacje mieszancowg ‘Kasztan' x (Avena sativa ‘Pendek’ x
Avena sterilis CW-486), w ktorej dawca genu odpornosci na rdze koronowa owsa jest forma mieszan-
cowa Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486. Nastepnie za pomocg testu fizjologicznego zi-
dentyfikowano 36 roslin homozygotycznych, dominujacych — odpornych oraz 36 roslin homozygotycz-
nych, recesywnych — wrazliwych na porazenie. Po wyizolowaniu DNA roslin o przeciwstawnych fenoty-
pach poddano je komercyjnej analizie polimorfizmu DArTseq polegajacej na sekwencjonowaniu zredu-
kowanej reprezentacji genomu. Wyniki uzyskano w postaci macierzy binarnych. Po przyporzadkowaniu
segregacji fenotypow i genotypdéw zidentyfikowano sekwencje silicoDArT, ktére staty sie podstawg do
zaprojektowania odpowiednich par starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

Z udziatem oligonukleotydowych starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji, uzy-
skano dominujacy marker 809 (Fig. 1), ktory w prosty i szybki sposob identyfikuje rosliny owsa posia-
dajace allel dominujacy genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa
‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486. Marker 809 zostat opracowany w oparciu o wyniki analizy segregac;ji
produktu 809 o masie 60 pz, wykazywat sprzezenie genetyczne z locus genu odpornosci na rdze koro-
nowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486, ma charakter spe-
cyficzny, bazuje na reakcji PCR oraz generuje tatwe w interpretacji i powtarzalne wyniki umozliwiajac
jego zastosowanie w selekcji wspomaganej markerami.

Przeprowadzone badania markera 809 wykazaty, ze jest on znacznikiem allelu dominujgcego
genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis
CW-486 w owsie zwyczajnym. Zastosowanie markera 809 moze by¢ przydatne do identyfikacji genu
odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis
CW-486 obecnego w materiatach hodowlanych owsa. Podstawowa zaletg opracowanego systemu iden-
tyfikacji jest mozliwo$¢ analizy roslin w bardzo wczesnym stadium rozwojowym, a wynik uzyskiwany
jest w krotkim czasie i jest niezalezny od warunkéw srodowiska wzrostu i rozwoju rosliny.

Sposoéb identyfikacji markera 809

Materiat:

DNA izolowane z lisci owsa przy wykorzystaniu komercyjnie dostepnych zestawow.

Skitad mieszaniny reakcji PCR (Polymerase chain rection):

DNA 10-50 ng
2x JumpStart™ Taq ReadyMix™ 1x
Starter 809 F1(sekwencja nr 1) 0,1-0,5 uM
Starter 809_R1 (sekwencjanr2) 0,1-0,5uM

W zaleznosci od objetosci koficowej
H,O mieszaniny PCR

Sekwencje starteréw:

Sekwencja nr 1: 809_F1 5 CAGCTGCTGATTAACAAAAGCTCAC 3

Sekwencja nr 2: 809_R15 GCCGTGAGTGCGCGGAG 3’

Startery projektowano przy uzyciu programu Primer 3.0.

Warunki amplifikacji DNA

Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerach: Biometra T1 (Biometra) lub Biometra Proffe-
sional (Biometra).

Profil termiczny reakcji PCR: 94°C — 4 min., 38 cykli (94°C - 30s.,67°C -45s.,72°C — 1 min.),
72°C — 7 min.

Identyfikacja markera 809:

Elektroforeza na 1,5% zelu agarozowym zawierajacym 0,5 pug/ml bromku etydyny w buforze TBE
(pH 8,0) przy napieciu 100 V przez 2 godziny. Jako wzorzec dtugosci fragmentéow DNA uzyto GeneRu-
ler™ 100 bp plus DNA Ladder (ThermoFisher). Wizualizacji markera dokonano wykorzystujac system
DigiGeminus (Syngene).
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Wyniki:

Testowanie markera 809 na osobnikach populacji ‘Kasztan' x (Avena sativa ‘Pendek’ x Avena
sterilis CW-486) wykazato wysokg zgodnos¢ segregacji markera z odpornoscia na rdze koronowa owsa
(Fig. 1). Na 140 testowanych roslin ilos¢ niedopasowan wyniosta 2, czyli 1,43% niewtasciwie zakwalifi-
kowanych genotypdw na podstawie detekcji markera 809. Na elektroforegramie przedstawiono amplifi-
kowane fragmenty DNA po wiaczeniu do analizy pary starterow nr 1 i 2, przedstawionych na licie se-
kwencji, $wiadczace o obecnosci w badanych genotypach allelu dominujacego genu odpornosci na rdze
koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avenz sterilis CW-486.

LISTA SEKWENCJI
<110> Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

<120> Para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania oraz sposéb
wyKkrywania allelu dominujgcego genu odpornoéci na rdze koronowg z
sublinii formy mieszaficowej Avena sativa 'Pendek’ x Avena
sterilis CW-486 w roslinach owsa zwyczajnego (Avena sativa L.)

<130> P.438759

<140> P.438759
<141> 2021-08-16

<160> 3
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 25

<212> DNA

<213> Avena sativa 'Pendek’ x Avena sterilis CW-486

<400> 1
cagctgetga ttaacaaaag ctcac 25

<210> 2
<211> 17

<212> DNA

<213> Avena sativa 'Pendek’ x Avena sterilis CW-486

<400> 2
geegtgagtg cgeggag 17

<210> 3
<211> 60

<212> DNA

<213> Avena sativa 'Pendek' x Avena sterilis CW-486

<400> 3
agctgctgat taacaaaage tcacattagt aaageegaag cctctecgeg cactcacgge 60



PL 244512 B1 5

Zastrzezenia patentowe

1. Para oligonukleotydowych starterow do wykrywania allelu dominujgcego genu odpornosci na
rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486
w roslinach owsa zwyczajnego o sekwencjach nr 12, przedstawionych na liscie sekwencji.

2. Sposob identyfikacii allelu dominujacego genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy
mieszancowe] Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa zwyczajnego,
w ktorym to sposobie polimorficzny fragment DNA sprzezony z badanym genem amplifiko-
wany jest w reakcji PCR z zastosowaniem pary starteréow, po czym dokonuje sie detekcji pro-
duktu amplifikacji, znamienny tym, Ze pare starteréw stanowi para oligonukleotydowych star-
teréw o sekwencjach nr 1i 2, przedstawionych na liscie sekwencji, przy czym stosuje sie mar-
ker 809, przedstawiony na Fig. 1.

3. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze w wyniku PCR amplifikowany jest fragment
DNA o dtugosci 60 par zasad o sekwencji nr 3, przedstawionej na liScie sekwencji.

Rysunek




