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Para oligonukleotydowych starterow do wykrywania oraz sposéb wykrywania allelu
recesywnego genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena
sativa 'Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa zwyczajnego (Avena sativa L.)
(57) Skrét opisu:
Przedmiot wynalazku stanowi para

oligonukleotydowych starteréw do wykrywania
allelu recesywnego genu odpornosci na rdze
koronowg z sublinii formy mieszafncowej Avena
sativa 'Pendek’ x Avena sterilis CW-486
w roslinach owsa o sekwencjach nr
1 i 2 przedstawionych na liscie sekwencji.
Przedmiotem wynalazku jest ponadto sposdb
identyfikaciji allelu recesywnego  genu
odpornosci na rdze¢ koronowa z sublinii formy
mieszancowej Avena sativa 'Pendek' x Avena
sterilis CW-486 w roslinach owsa, w ktérym
polimorficzny  fragment DNA  sprzezony
z badanym genem amplifikowany jest w reakgciji
PCR z zastosowaniem pary starteréw, po czym
dokonuje sie detekcji produktu amplifikacji,
a pare starterow stanowi para
oligonukleotydowych starteréw o sekwencjach
nr 1 i 2 przedstawionych na liscie sekwencji,
przy czym stosuje sie marker 775. W wyniku
PCR amplifikowany jest fragment DNA
o ditugosci 60 par zasad o sekwencji nr
3 przedstawionej na licie sekwenc;ji.

LISTA SEKWENCH

Sekwencja nr 1 (starter 775_Fi)
3 TGCAGTAGTCAACCATTT 37

Sekwencja nr 2 (starter 775_R1)
5§ ACTAGCATCATCTAGAATGGC ¥

Sekwencjanr 3
STGCAGTAGTCAACCATTTAGGGAGCCTGTGGAGGACCAGGCCATTC
TAGATGATGCTAGT 3°



PL 438756 A1

Para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania oraz sposéb wykrywania
allelu recesywnego genu odpornosci na rdze keronows z sublinii formy
mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa

zwyczajnego (Avena sativa L.)

Przedmiotem wynalazku jest para oligonukleotydowych starteréw inicjujacych
amplifikacje markera molekularnego pozwalajacego na wykrycie obecnosci allelu
recesywnego genu odpornosci na rdzg koronowa z sublinii formy mieszancowe;
Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 oraz sposob detekcji tego markera w
taficuchowe;j reakcji polimerazy (PCR).

Rdza koronowa jest jedng z najpowszechniej wystepujacych choréb grzybowych
owsa. Straty plonu wywotane porazeniem moga siggaé nawet 50% (Martinelli, J. A.,
Federizzi, L. C., & Bennedetti, A. C., 1994. Yield reductions of oat grains due leaf
rust severity. Summa Phytopathologica, 20, 116-118). Czynnikiem infekcyjnym jest
grzyb Puccinia coronata Cda. f. sp. avenae P. Syd. & Syd., ktéry poraza gléwnie
liscie. Forma specjalna avenae atakuje wiele gatunkow traw, ale nie poraza innych,
poza owsem, gatunkow zbdz. Gospodarzem posrednim sa krzewy réznych gatunkéw
szaklaku (Rhamnus spp.) oraz kruszyny pospolitej (Frangula alnus). Rozwojowi
choroby sprzyjaja wysoka temperatura, zwigkszona wilgotnosé powietrza oraz
nadmierne nawozenie azotowe. Szczegélnie silne porazenie dotyczy odmian p6znych
1 czgsciej ma miejsce przy opéznionych siewach. Choroba wywolana P coronata
wystepuje z najwickszym nasileniem na obszarze centralnej i potudniowo-
wschodniej Europy (Chong, J, 2003. Disease of Qat. W- Bailey, K., Gossen, B.,
Gugel, R., Morrall, R. (Red) Diseases of Field Crops. The Canadian
Phytotpathological Society, ss. 74-88), w Polsce pojawia sie niemal kazdego roku.

Owies z uwagi na swoje wlasciwosci stanowi bardzo dobry surowiec do
produkcji ,,zdrowej zywnosci” i nutraceutykéw, dlatego stosowanie fungicydéw nie
jest wskazane w procesie produkcyjnym. Skuteczna, ekonomiczng i przyjazng dla
srodowiska alternatywa dla chemicznych $rodkéw ochrony roslin w walce z rdzg
koronowa jest uprawa odmian posiadajgcych odporno$é na porazenie warunkowang
genetycznie. Catkowita odporno$é na okreslona rase rdzy koronowej jest Zazwyczaj

cecha dominujaca warunkowang monogenicznie, rzadziej przez dwa lub wigcej
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genow. W niektérych Joci zidentyfikowano allele wielokrotne. Zadna z polskich
odmian owsa nie jest odporna na wszystkie rasy patogenu. Ponadto szybka specjacja
powoduje pojawianie si¢ nowych ras przelamujacych odpornosé warunkowang przez
dotychczas efektywne w Polsce geny Pc np.: Pc39 czy Pc68, dlatego celowe jest
poszukiwanie nowych Zrédet odpornosci i kontrolowane wprowadzanie ich do
materialéw hodowlanych (Paczos-Grzeda, E., Sowa, S., 2019. Virulence structure
and diversity of Puccinia coronata f. sp. avenae P. syd. & syd. in Poland during 2013
to 2015; Sowa, S., Paczos-Grzeda, E., Paczos-Grzeda, E., 2021. Virulence structure
of Puccinia coronata f sp. avenae and effectiveness of Pc resistance genes in Poland
during 2017-2019. Phytopathology Online ahe. htips.//doi.org/10.1094/PHYTO-10-
20-0457-R). Wprowadzenie do uprawy odmian odpornych wymaga kumulacji
pozadanych alleli gendw, co znaczaco ulatwia selekcja przy udziale markeréw DNA.

Wieloletnie badania genu odpornosci na rdzg koronows zidentyfikowanego w
sublinii formy mieszaficowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486
potwierdzily, Zze gen ten ulega ekspresji zaréwno w stadium siewki, jak i roéliny
dorostej i jest efektywny w stosunku do wickszosci ras P coronata wystepujgcych
w Polsce. Identyfikacja markeréw bazujgcych na reakcji PCR, silnie sprz¢zonych
zaréwno z allelem dominujacym, jak i recesywnym badanego genu, stanowi¢ bedzie
uzyteczne narzgdzie w hodowli odpornosciowej. Takie markery z powodzeniem
mogg by¢ wykorzystywane do selekcji pozadanych genotypow i znaczaco skrocié
proces hodowlany owsa.

Celem wynalazku bylo znalezienie takiej pary oligonukleotydéw, ktére
umozliwityby identyfikacje allelu recesywnego genu odpornosci na rdze koronowg
z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486.
Allel dominujacy tego genu warunkuje odpornoéé roslin owsa na rdz¢ koronowsa
zaréwno w stadium siewki, jak i rodliny doroslej. Marker do identyfikacji allelu
recesywnego jest niezbedny do wykluczenia z procesu hodowlanego heterozygot,
ktore zawieraja zaréwno allel dominujacy, jak i recesywny. Z uwagi na pelng
dominacje tego genu identyfikacja fenotypowa allelu recesywnego nie jest mozliwa
w obecnosci allelu dominujacego w heterozygocie. Stad fenotypowo heterozygota
oraz homozygota dominujaca s identyczne. W pracach hodowlanych pozadany

genotyp stanowi homozygota dominujaca, ktéra gwarantuje odporno$é potomstwa,
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w przeciwienstwie do heterozygoty, ktdra segreguje na formy odporne i wrazliwe na
porazenie.

Przedmiot wynalazku stanowi para oligonukleotydowych starterow
do wykrywania allelu recesywnego genu odpornosci na rdzg¢ koronows z sublinit
formy mieszaficowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach
owsa o sekwencjach nr 1 1 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

Sposéb identyfikacji allelu recesywnego genu odpornosci na rdz¢ koronowa
z sublinii formy mieszaficowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486
w roslinach owsa, w ktérym to sposobie polimorficzny fragment DNA sprz¢zony
z badanym genem amplifikowany jest w reakcji PCR z zastosowaniem pary
starteréw, po czym dokonuje sie detekeji produktu amplifikacji, charakteryzuje si¢
tym, ze par¢ starter6w stanowi para oligonukleotydéw o sekwencjach nr 1 i 2,
przedstawionych na liscie sekwencji, przy czym stosuje si¢ marker 775,
przedstawiony na Fig.1, o dlugosci 60 pz zwiazany z obecnoscia allelu recesywnego
genu odpornoéci na rdze koronowa z sublinii formy mieszanicowej 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 F1 populacji ‘Kasztan’x (4vena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486)
po wilaczeniu do reakcji pary starterow 775 _F1+775_R1. M — marker wielko$ci
GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder;

Pl - ‘Kasztan’, P2 — Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 — formy
rodzicielskie badanej populacji;

19-244 — numery roslin populacji ‘Kasztan’x (4vena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis
CW-486) zaznaczone pod wzgledem fenotypu: kelerzielonylitera A — homozygoty
odporne; Kelor—ezerwenylitera B— homozygoty wrazliwe na porazenie; kolor
niebieski-litera C — heterozygoty.

W pierwszym etapie wytworzono populacje mieszancowg ‘Kasztan'x (Avena

sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486), w ktorej dawca genu odpornosei na rdze

koronowg owsa jest forma mieszancowa Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-
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486. Nastgpnic za pomoca testu fizjologicznego zidentyfikowano 36 roslin
homozygotycznych, dominujgcych - odpornych oraz 36 roslin homozygotycznych,
recesywnych — wrazliwych na porazenie. Po wyizolowaniu DNA roslin
o przeciwstawnych fenotypach poddano je komercyjnej analizie polimorfizmu
DArTseq polegajgcej na sekwencjonowaniu zredukowanej reprezentacji genomu.
Wyniki uzyskano w postaci macierzy binarnych. Po przyporzadkowaniu segregacji
fenotypow i genotypéw zidentyfikowano sekwencje silicoDArT, ktére staly sie
podstawg do projektowania odpowiednich par starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na
liscie sekwencji

Z udzialem oligonukleotydowych starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie
sekwencji uzyskano dominujacy marker 775 (Fig.1), ktory w prosty i szybki sposéb
identyfikuje rosliny owsa posiadajace allel recesywny genu odpornosci na rdze
koronowa z sublinii formy mieszaficowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis
CW-486. Marker 775 bedacy przedmiotem niniejszego zgloszenia patentowego
zostal opracowany w oparciu o wyniki analizy segregacji produktu 775 ¢ masie 60
pz, wykazywal sprzgzenie genetyczne z locus genu odpornosci na rdze koronows z
sublinii formy mieszaficowej Avera sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486, ma
charakter specyficzny, bazuje na reakcji PCR oraz generuje latwe w interpretacji i
powtarzalne wyniki umozliwiajgc jego zastosowanie w selekcji wspomaganej
markerami.

Przeprowadzone badania markera 775 wykazaly, ze jest on znacznikiem allelu
recesywnego genu odpornosci na rdzg koronowa z sublinii formy mieszafncowej
Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w owsie zwyczajnym.

Zastosowanie markera 775 moze by¢é przydatne do identyfikacji genu odpornosci na
rdz¢ koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis
CW-486 obecnego w materialach hodowlanych owsa. Podstawowa zaleta
opracowanego systemu identyfikacji jest mozliwoé¢ analizy ros$lin w bardzo
wezesnym stadium rozwojowym, a wynik uzyskiwany jest w krotkim czasie i jest

niezalezny od warunkéw $rodowiska, a takze fazy wzrostu i rozwoju roliny.
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Sposéb identyfikacji markera 775

Material:

DNA izolowane z lisci owsa przy wykorzystaniu komercyjnie dostepnych zestawodw.

Sklad mieszaniny reakcji PCR (Polymerase chain rection):

DNA 10 - 50 ng
2x JumpStart™ Taq ReadyMix ™ 1x
Starter 775_F1 (sekwencja nr 1) 0,1 -0,5 uM
Starter 775 R1 (sekwencja nr 2) 0,1 -0,5 uM

H>0

W zaleznosci od obj¢tosei koncowej
mieszaniny PCR

Sekwencje starteréw:
Sekwencjanr 1: 775_F1 5’ TGCAGTAGTCAACCATTT 3’
Sekwencja nr 2: 775_R15° ACTAGCATCATCTAGAATGGC 3’

Startery projektowano przy uzyciu programu Primer 3.0.

Warunki amplifikacji DNA
Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerach: Biometra T1 (Biometra) lub

Biometra Proffesional (Biometra).

Profil termiczny reakeji PCR: 94°C — 2 min., 38 cykli (94°C - 30s., 52°C - 30s.,
72°C - 1 min.), 72°C -7 min.

Identyfikacja markera 775:

Rozdzial elektroforetyczny na 1,5 % Zelu agarozowym zawierajacym 0,5 ug/ml
bromku etydyny w buforze TBE (pH 8,0) przy napig¢ciu 100V przez 2 godziny. Jako
wzorzec dhugosci fragmentéw DNA uzyto GeneRuler™ 100 bp plus DNA Ladder
(ThermoFisher). Wizualizacji markera dokonano wykorzystujgc system

DigiGeminus (Syngene).
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Wyniki:

Testowanie markera 775 na osobnikach populacji ‘Kasztan’x (4vena sativa ‘Pendek’
X Avena sterilis CW-486) wykazalo wysoka zgodnosé segregacji markera
z odpornoscig na rdz¢ koronowg owsa (Fig. 1). Na 140 testowanych roslin ilo$¢
niedopasowan wyniosta 3, czyli 2,14% niewlasciwie zakwalifikowanych genotypéw
na podstawie detekcji markera 775. Na elektroforegramie przedstawiono
amplifikowane fragmenty DNA po wiaczeniu do analizy pary starteréw nr 1 i 2,
przedstawionych na liscie sekwencji, $wiadczace o obecnosci w badanych
genotypach allelu recesywnego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy

mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486.
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LISTA SEKWENCI

Sekwencja nr 1 (starter 775_F1)
5" TGCAGTAGTCAACCATTT 3

Sekwencja nr 2 (starter 775_R1)
5" ACTAGCATCATCTAGAATGGC ¥

Sekwencja nr 3

5"TGCAGTAGTCAACCATTTAGGGAGCCTGTGGAGGACCAGGCCATTC
TAGATGATGCTAGT 3’
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Zastrzezenia patentowe:

Para oligonukieotydowych starteréw do wykrywania allelu recesywnego genu
odpornosci na rdz¢ koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa
‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa zwyczajnego o sekwencjach
nr1'i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

Sposéb identyfikacji allelu recesywnego genu odpornosci na rdz¢ koronowa
z sublinii formy mieszaficowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486
w roslinach owsa zwyczajnego, w ktérym to sposobie polimorficzny fragment
DNA sprzg¢zony z badanym genem amplifikowany jest w reakeji PCR
z zastosowaniem pary slaﬁcr(’)w_‘ po czym dokonuje si¢ detekeji produktu
amplifikacji, znamienmy tym, e par¢ starteréw  stanowi para
oligonukleotydowych starterow o sekwencjach nr 1 i 2, przedstawionych na liscie
sekwencji, przy czym stosuje si¢ marker 775, przedstawiony na Fig. 1.

Sposéb wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze w wyniku PCR amplifikowany jest.
fragment DNA o dlugosci 60 par zasad o sekwencji nr 3, przedstawionej na liécie

sekwencji.
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L - dokument, ktéry moze poddawaé w watpliwo$¢ zastrzegane pierwszenstwo(-wa), lub przytoczony w celu ustalenia
daty publikacji innego cytowanego dokumentu lub z innego szczegdlnego powodu;

0 - dokument odnoszacy sie do ujawnienia ustnego przez zastosowanie, wystawienie lub ujawnienie w inny sposoéb;
P - dokument opublikowany przed datq zgloszenia, ale p6éZniej niz zastrzegana data pierwszenstwa;

T - dokument pdZniejszy, opublikowany po dacie zgloszenia lub w dacie pierwszenstwa i niebedacy w konflikcie ze
zgloszeniem, ale cytowany w celu zrozumienia zasad lub teorii lezacych u podstaw wynalazku;

X - dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za nowy lub nie moze by¢
uwazany za posiadajgcy poziom wynalazczy, jezeli ten dokument brany jest pod uwage samodzielnie;

Y - dokument o szczegéInym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za posiadajgcy poziom
wynalazczy, jezeli ten dokument zostanie potaczony z jednym lub kilkoma tego typu dokumentami, a takie potaczenie
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& - dokument nalezacy do tej samej rodziny patentowej.

Sprawozdanie wykonata: Data: podpis:
Luiza Godecka 14.12.2021 .
Ekspert /dokument podpisany elektronicznie/

Uwagi do zgtoszenia

Sprawozdanie zostalo wykonane w oparciu o wersje zastrzezen patentowych z dnia 16.08.2021r.
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