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(54) Tytuk:
Para oligonukleotydowych starterow do wykrywania oraz sposéb wykrywania allelu
dominujacego 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 dominujgcego 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 sposdéb
identyfikacji  allelu  dominujgcego  genu
odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy
mieszancowej Avena sativa 'Pendek' x Avena
sterilis CW-486 w roslinach owsa, w ktorym
polimorficzny  fragment DNA  sprzezony
z badanym genem amplifikowany jest w reakgc;ji
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 978. W wyniku
PCR amplifikowany jest fragment DNA
o ditugosci 57 par zasad o sekwencji nr
3 przedstawionej na liscie sekwenc;ji.

LISTASEKWENCH

Sekwencja nir | (Starter 978 _F1}
3 TGCAGGTATATCCTCTCCG 3

Sekwencia nr 2 (Starter 978 R2) .
5T GAATTCTCCTCCACTGTCGT 3 J

Sekwencja nr 3
S TGCAGGTATATCCTCTCCGAAGGAGTCGCTCAACGCCACGACAGTG
GAGGAGAATTCS?
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Para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania oraz sposéb wykrywania
allelu dominujgcego genu odpornosei na rdz¢ koronowy z sublinii formy
mieszanicowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa

zwyczajnego (Avena sativa L.)

Przedmiotem wynalazku jest para oligonukleotydowych starteréw inicjujacych
amplifikacj¢ markera molekularnego pozwalajacego na wykrycie obecnosei allelu
dominujgcego genu odpornosci na rdz¢ koronowa z sublinii formy mieszancowej
Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 oraz sposob detekcji tego markera
w lancuchowej reakcji polimerazy (PCR).

Produkcja owsa stanowi 1% $wiatowej produkcji zboz, w 2019 bylo to okoto
23,1 min ton, a jednym z czolowych producentéw tego zboza jest Polska
[www.fao.org]. Rdza koronowa, jest jedng z najczesciej wystepujacych choréb
grzybowych owsa, powodujaca rokrocznie bardzo duze straty plonéw. Czynnikiem
wywolujgcym chorobg jest grzyb Puccinia coronata Cda. f. sp. avenae P, Syd. &
Syd. atakujacy wiele gatunkow traw, ale nie porazajacy innych, poza owsem,
gatunkow zboz (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).

Najprostsza metoda walki z rdzg koronowg jest stosowanie fungicydéw, jednak
chemiczne srodki ochrony ro$lin stanowia powazne zagrozenie dla sSrodowiska
naturalnego, a ich wysokie koszty w poréwnaniu z ceng ziarna owsa czynig ten
zabieg nicoplacalnym. Pozadang alternatywa, zar6wno tansza, jak i przyjazng dla
srodowiska jest genetycznie dziedziczona odpomo$¢ na porazenie rdza koronowa,
ktdra sprzyja nie tylko uzyskaniu wysokiego i stabilnego plonu, ale takze podnosi
warto$¢ ekologiczng rosliny. Odpornos¢ na okreslong ras¢ rdzy koronowej jest
zazwyczaj warunkowana jednogenowo. Dotychczas opisano ponad 100 genow
odpornosci na rézne rasy fizjologiczne P coronata (Cabral, A.L., Gnanesh, B.N.,
Fetch, JM., McCaritney, C., Fetch, T, Park, RF, Menzies, JG., McCallum, B.,
Nanaiah, G.K., Goyal, A, 2014. Oat fungal diseases and the application of
molecular marker technology for their control, in: Goyal, A., Manoharachary, C.

(Eds.), Future Challenges in Crop Protection Against Fungal Pathogens. Springer
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Science+Business Media, New York, 343-358). W mieszaficach kombinacji Avera
sativa Pendek’ x Avena sterilis CW-486 zidentyfikowano dotychczas gen Pc50,
jednak poréwnanie profilu odpornosciowego wyselekcjonowanej przez nas sublinii
z profilem linii referencyjnej dla genu Pc50 wykazalo, ze kazda z linii zawiera inny
gen odpornosci na rdzg koronowa. Oznacza to, ze w mieszaficach kombinacji Avena
sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 zdiagnozowano wystepowanie nowego
genu odpornosci.

Identyfikacja tego genu z wykorzystaniem testéw fizjologicznych, podobnie jak
innych genéw odpornosci, jest trudna i czasochlonna, a czesto wrecz niemozliwa, ze
wzgledu na brak izolatéw P. coronata o odpowiednich profilach porazenia, ktére
wykorzystywane s3 w testach Zywiciel-patogen. Przeprowadzenie testu
fizjologicznego wymaga posiadania specjalistycznych pomieszczen, zestawu linii
referencyjnych z genami Pe, zestawu izolatdéw P coronata oraz dos$wiadczonego
i wyspecjalizowanego personelu, w celu identyfikacji wynikéw testu. Spelnienie
powyzszych warunkow jest bardzo trudne i na terenie kraju tego typu testy
przeprowadzane sz tylko w jednym miejscu, na Uniwersytecie Przyrodniczym
w Lublinie. Selekcja przy udziale markeréw DNA zapewnia obiektywna, niezalezng
od czynnikéw srodowiskowych, ocen¢ fenotypu i moze z powodzeniem zastapi¢
zmudne testy fizjologiczne.

Celem wynalazku bylo znalezienie takiej pary oligonukleotydow, ktore
umozliwilyby identyfikacj¢ allelu dominujgcego genu odpornoéci na rdze koronowa
z sublinii formy mieszaficowej 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 dominujgcego genu odpornoéci na rdze koronowa z sublinii
formy mieszaficowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roélinach
owsa o sekwencjach nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

Sposéb identyfikacji allelu dominujacego genu odpornosci na rdz¢ koronowa
z sublinii formy mieszaicowe] 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 zastosowaniem pary
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starter6w, po czym dokonuje si¢ detekcji produktu amplifikacji, charakteryzuje sie
tym, ze par¢ starterow stanowi para oligonukleotydéw o sekwencjach nr 1 i 2,
przedstawionych na liscie sekwencji, przy czym stosuje si¢ marker 978,
przedstawiony na Fig.1, o dugosci 57 pz zwiazany z obecnoscia allelu dominujacego
genu odpornosci na rdz¢ koronows 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 F; populacji ‘Kasztan’x (4vena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486)
po wiaczeniu do reakeji pary starterow nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.
M — marker wielkosci GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder:

Pl — ‘Kasztan’, P2 — Avena sativa ‘Pendek’ » 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: litera A — homozygoty odporne; litera

B — homozygoty wrazliwe na porazenie; litera C — heterozygoty.

W pierwszym etapie wytworzono populaci¢ mieszancows ‘Kasztan’x (4vena
sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486), w ktorej dawca genu odpomnosci na rdze
koronowg owsa jest forma mieszancowa Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-
486. Nastepnie za pomocg 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 polegajacej na sekwencjonowaniu zredukowanej reprezentacji genomu.
Wyniki uzyskano w postaci macierzy binarnych. Po przyporzadkowaniu segregacji
fenotypéw i genotypéw zidentyfikowano sekwencje silicoDArT, ktére staly sie
podstawg do zaprojektowania 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 978 (Fig.1), kt6ry w prosty i szybki sposéb

identyfikuje rosliny owsa posiadajagce allel dominujacy genu odpornosci na rdze
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koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis
CW-486. Marker 978 zostal opracowany w oparciu o wyniki analizy segregacji
produktu 978 o masie 57 pz, wykazywal sprzezenie genetyczne z locus genu
odpornosci na rdz¢ koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’
x Avena sterilis CW-486, ma charakter specyficzny, bazuje na reakcji PCR oraz
generuje fatwe w interpretacji i powtarzalne wyniki umozliwiajac jego zastosowanie
w selekcji wspomaganej markerami.

Przeprowadzone badania markera 978 wykazaly, ze jest on znacznikiem allelu
dominujacego genu odpornosci na rdz¢ koronowa z sublinii formy mieszancowej
Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w owsie zwyczajnym.

Zastosowanie markera 978 moze by¢ 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 mozliwos¢ analizy roélin w bardzo
wezesnym stadium rozwojowym, a wynik uzyskiwany jest w krétkim czasie i jest

niezalezny od warunkéw $rodowiska wzrostu i rozwoju roéliny.
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Sposéb identyfikacji markera 978

Material:

DNA izolowane z lisci owsa przy wykorzystaniu komercyjnie dostepnych zestawow.

Sklad mieszaniny reakcji PCR (Polymerase chain rection):

DNA 10- 50 ng
2x JumpStart™ Taq ReadyMix ™ 1x
Starter 978 _F1(sekwencja nr 1) 0,1 -0,5uM
Starter 978 R2 (sekwencja nr 2) 0,1 -0,5 uM

H,O

W zaleznosci od objetosci koficowej
mieszaniny PCR

Sekwencje starteréw:
Sekwencja nr 1: 978_F15° TGCAGGTATATCCTCTCCG 3°
Sekwencja nr 2: 978 R25° GAATTCTCCTCCACTGTCGT 3’
Startery projektowano przy uzyciu programu Primer 3.0.

Warunki amplifikacji DNA
Reakcj¢ PCR przeprowadzono w termocyklerach: Biometra T1 (Biometra) Iub

Biometra Proffesional (Biometra).

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

Identyfikacja markera 978:

Elektroforeza na 1,5 % zelu agarozowym zawierajacym 0,5 pg/ml bromku etydyny
w buforze TBE (pH 8,0) przy napi¢ciu 100V przez 2 godziny. Jako wzorzec dlugosci
fragmentéw DNA uzyto GeneRuler™ 100 bp plus DNA Ladder (ThermoFisher).

Wizualizacji markera dokonano wykorzystujac system DigiGeminus (Syngene).
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Wryniki:

Testowanie markera 978 na osobnikach populacji ‘Kasztan’x (4vena sativa ‘Pendek’
x  Avena sterilis CW-486) wykazalo wysoka zgodnos¢ segregacji markera
z odpornoscia na rdz¢ koronowa owsa (Fig. 1). Na 140 testowanych roslin ilosé
niedopasowan wyniosta 2, czyli 1,43% niewlasciwie zakwalifikowanych genotypéw
na podstawie detekcji markera 978. Na elektroforegramie przedstawiono
amplifikowane fragmenty DNA po wiaczeniu do analizy pary starteréw nr 1 i 2,
przedstawionych na liécie sekwencji, $wiadczace o obecnoéci w badanych
genotypach allelu dominujacego genu odpornosci na rdz¢ koronowg z sublinii formy

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

Sekwencja nr 1 (Starter 978 _F1)
5" TGCAGGTATATCCTCTCCG ¥

Sekwencja nr 2 (Starter 978 R2)
5T GAATTCTCCTCCACTGTCGT 3

Sekwencja nr 3
5 ’TGCAGGTATATCCTCTCCGAAGGAGTCGCTCAACGCCACGACAGTG
GAGGAGAATTCS3’
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Zastrzezenia patentowe:

I. Para oligonukleotydowych starterow do wykrywania allelu dominujacego genu
odpornosci na rdz¢ koronowa z sublinii formy mieszancowe] Avena sativa
‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa zwyczajnego o sekwencjach
nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

2. Sposob identyfikacji allelu: dominujgcego genu odpornosci na rdze koronows
z sublinii formy mieszaficowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486
w roslinach owsa zwyczajnego, w ktérym to sposobie polimorficzny fragment
DNA sprzgzony z badanym genem amplifikowany jest w reakcji PCR
z zastosowaniem pary slarteréw. po czym dokonuje sie detekcji produktu
amplifikacji, znamienny fym, Ze pare starteréw  stanowi para
oligonukleotydowych starteréw o sekwencjach nr 11 2, przedstawionych na liscie
sekwencji, przy czym stosuje si¢ marker 978, przedstawiony na Fig. 1.

3. Sposob wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze w wyniku PCR amplifikowany jest
fragment DNA o dlugoéci 57 par zasad o sekwencji nr 3, przedstawionej na liscie

sekwencii.
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tel.: (+48) 22 579 05 55 | fax: (+48) 22 579 00 01
e-mail: kontakt@uprp.gov.pl | www.uprp.gov.pl

SPRAWOZDANIE O STANIE TECHNIKI ZGLOSZENIA NR P.438754

Klasyfikacja zgloszenia: C12Q1/6895 (2018.01)

Poszukiwania prowadzone w klasach: C12Q

Bazy komputerowe, w ktérych prowadzono poszukiwania: UPRP, Epoquenet (Epodoc, Wpi, Npl),
STN (Caplus, Biosis, Dgene, USGENE), Internet, Espacenet
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[] Dalszy cigg wykazu dokumentéw na nastepnej stronie

A - dokument okre$lajacy ogdlny stan techniki, ktéry nie jest uwazany za posiadajacy szczegdlne znaczenie,

E - dokument stanowigcy wczes$niejsze zgtoszenie lub patent, ale opublikowany w lub po dacie zgtoszenia,

L - dokument, ktdry moze poddawaé w watpliwos¢ 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 sposéb,

P - dokument opublikowany przed data zgtoszenia, ale pdZniej niz zastrzegana data pierwszenstwa,

T - dokument pdzniejszy, opublikowany po dacie zgtoszenia lub w dacie pierwszenstwa

i niebedacy w konflikcie ze zgtoszeniem, 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
posiadajacy poziom wynalazczy, jeZeli ten dokument brany jest pod uwage samodzielnie,

Y - dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten
dokument zostanie polaczony z jednym lub kilkoma tego typu dokumentami, a takie polaczenie bedzie oczywiste dla znawcy,

& - dokument nalezacy do tej samej rodziny patentowe;j.

Sprawozdanie wykonal/-a: Luiza Godecka data 22.11.2021r.

/-podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym-/
Pismo wydane w formie dokumentu elektronicznego

Uwagi do zgtoszenia

Sprawozdanie zostato wykonane w oparciu o wersje zastrzezen patentowych z 2021-08-16r.
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