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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sa sekwencje starteréw pozwalajacych na analize poziomu ekspresji
trzech gendéw rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) i sposéb analizy poziomu ekspresiji tych
gendw z uzyciem wspomnianych starteréw pozwalajacy na identyfikacje mutantéw strigolaktonowych
rzodkiewnika pospolitego z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy strigolaktonéw. Bardziej szczegdtowo
wynalazek dotyczy gendw o identyfikatorach AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140, kodujacych
odpowiednio biatko bogate w glicyne, biatko z rodziny nukleotydylotransferaz oraz loci kwitnienia C. Dla
kazdego z gendéw zaprojektowano startery pozwalajace na okreslenie ich poziomu ekspresji z uzyciem
zaproponowanego systemu badania ekspresji gendw.

Strigolaktony to grupa hormondw roslinnych opisanych w 2008 r. (Gomez-Roldan i inni, 2008;
Umehara i inni, 2008). Pierwotnie wskazano ich udziat w procesie regulacji rozkrzewiania czesci nad-
ziemnej pedu, jednak w kolejnych latach wykazano, Ze sa rowniez zaangazowane w rozwdj systemu
korzeniowego, starzenie sie roslin czy odpowied? roslin na stresy biotyczne i abiotyczne (Marzec i Mu-
szynhska, 2015; Marzec 2016; Marzec i Alqudah, 2018). Do tej pory opisano szereg mutantéw z uszko-
dzeniem w szlaku biosyntezy oraz sygnalizacji strigolaktondéw u réznych gatunkéw roslin, w tym rzod-
kiewnika pospolitego. Wszystkie do tej pory opisane mutanty wykazuja fenotyp charakterystyczny dla
mutantéw strigolaktonowych — sa formami pétkartowymi z wieksza liczba rozgatezien pedu. Fenotyp ten
jest dobrze widoczny w pdZniejszych etapach rozwoju rosliny, natomiast w stadium siewki, zanim za-
czna pojawia¢ sie dodatkowe rozgatezienia peddw, brak jest widocznych cech pozwalajacych na roz-
réznienie mutantéw strigolaktonowych od innych genotypéw. Czesto do selekcji form z uszkodzeniem
w szlakach biosyntezy strigolaktonéw wykorzystuje sie traktowanie syntetycznymi strigolaktonami, ktére
sa w stanie odwrdci¢ fenotyp mutantéw biosyntezy oraz nie wptywaja na fenotyp mutantéw sygnalizacji.
Jednak w tym wypadku wiaze sie to z dodatkowymi kosztami zakupu syntetycznych strigolaktonéw
i taka selekcja réwniez moze zostac¢ przeprowadzona w pdzniejszych etapach rozwoju rosliny, gdy
obecna jest wieksza liczba rozgatezien pedu.

W niniejszym zgtoszeniu przedstawiono metode analizy ekspresji trzech gendéw rzodkiewnika po-
spolitego, ktéra moze postuzy¢ do selekcji mutantdow strigolaktonowych rzodkiewnika pospolitego,
z uszkodzeniem w szklaku biosyntezy strigolaktonéw (mutanty biosyntezy) na wczesnym etapie rozwoju
(4-tygodniowe siewki), gdy brak jeszcze rozgatezieh pedu.

Dotychczas ujawnione zgtoszenia patentowe zwiazane ze strigolaktonami dotyczyty gtéwnie syn-
tezy ich analogéw (RO131928 A2; US2015250170 A1; US2015141255 A1; WO2013050325 A1) badz
tez ich wykorzystania do zwiekszenia interakcji pomiedzy roslinami a mikroorganizmami (RO131930
A2) czy metod badania ich bioaktywnosci (RO131933 A2). W zgtoszeniu o numerze CN109940031 A
wykazano, ze wykorzystanie syntetycznego strigolaktonu GR24 moze zmniejszy¢ akumulacje kadmu
u jeczmienia. Natomiast w zgtoszeniu JP2020083853 A opisano substancje hamujaca produkcje strigo-
laktonoéw u roslin. Ponadto wykazano, Ze strigolaktony badz ich analogi moga tez by¢ wykorzystane do
kontroli kietkowania nasion roslin pasozytniczych (CZ2017660 A3) czy nawozenia upraw ryzu
(CN108623397 A).

Celem tworcdw niniejszego wynalazku byto opracowanie nowych sekwencji starteréw pozwala-
jacych na identyfikacje genotypdw rzodkiewnika pospolitego z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy stri-
golaktondw w oparciu o analize poziomu ekspresji genéw AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140.
U genotypow rzodkiewnika pospolitego z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy strigolaktonéw, rosnacych
w warunkach kontrolnych (temperatura powietrza od 18 do 22°C, najkorzystniej 20°C, fotoperiod od
14/10 do 20/4, najkorzystniej 16/8, intensywnosé swietlna od 100 do 150 umol m2 s-! najkorzystniej
120 umol m-2 s-') wykazano podwyzszona ekspresje genéw AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140,
w poréwnaniu do odmiany wyjsciowe;.

Proponowane rozwiazanie dotyczace analizy poziomdéw ekspresiji trzech genéw rzodkiewnika po-
spolitego (AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140) jest metoda pozwalajaca na selekcje genotypdw
rzodkiewnika pospolitego z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy strigolaktonéw. Poprzez analize profili
ekspresji z uzyciem przedstawionych starteréw mozliwe jest pordwnanie genotypdéw rzodkiewnika po-
spolitego miedzy soba i wybranie tych, ktére niosa uszkodzenie w szlaku biosyntezy strigolaktondw.
Podstawa wynalazku to informacje o poziomie ekspresji trzech gendéw rzodkiewnika pospolitego
(AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140) w siewkach, korzystnie czterotygodniowych, rzodkiewnika
pospolitego, rosnacych w optymalnych warunkach (temperatura powietrza od 18 do 22°C, najkorzystnie;
20°C, fotoperiod od 14/10 do 20/4, najkorzystniej 16/8, intensywnos¢ swietlna od 100 do 150 umol m-2
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s, najkorzystniej 120 umol m-2 s"). Informacje te moga by¢ wykorzystane do oceny genotypéw rzod-
kiewnika pospolitego pod katem identyfikacji genotypdw z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy strigolak-
tonow.

Istote wynalazku stanowia sekwencje starteréw specyficznych dla genéw rzodkiewnika pospoli-
tego umozliwiajace analize poziomu ekspresji tych gendw i identyfikacje genotypdw rzodkiewnika po-
spolitego z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy strigolaktondéw, przedstawione w wykazie sekwencji:

a) dla genu AT5G33390:

starter F — sekwencja nukleotydowa 1
starter R — sekwencja nukleotydowa 2

b) dla genu AT3G45760:
starter F — sekwencja nukleotydowa 3
starter R — sekwencja nukleotydowa 4

c) dla genu AT5G10140:
starter F — sekwencja nukleotydowa 5
starter R — sekwencja nukleotydowa 6.

Istote wynalazku stanowi réwniez sposéb analizy poziomu ekspresji gendéw AT5G33390,
AT3G45760 lub AT5G10140 rzodkiewnika pospolitego metoda gPCR, charakteryzujacy sie tym, ze sto-
suje sie sekwencje starteréw przedstawione w wykazie sekwencji:

a) dla genu AT5G33390:

starter F — sekwencja nukleotydowa 1
starter R — sekwencja nukleotydowa 2

b) dla genu AT3G45760:
starter F — sekwencja nukleotydowa 3
starter R — sekwencja nukleotydowa 4

c) dla genu AT5G10140:
starter F — sekwencja nukleotydowa 5
starter R — sekwencja nukleotydowa 6.

Kolejna istote wynalazku stanowi sposéb identyfikacji genotypdw rzodkiewnika pospolitego

z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy strigolaktonéw, obejmujacy nastepujace etapy:

a. prowadzi sie wzrost siewek rzodkiewnika pospolitego w optymalnych warunkach,

b. izoluje sie RNA z siewek rzodkiewnika pospolitego,

c. przeprowadza sie synteze cDNA,

d. analizuje sie poziom ekspresji genow AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140 metoda
qPCR,

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

i. dlagenu AT5G33390:
starter F — sekwencja nukleotydowa 1
starter R — sekwencja nukleotydowa 2

i. dlagenu AT3G45760:
starter F — sekwencja nukleotydowa 3
starter R — sekwencja nukleotydowa 4

iii. dla genu AT5G10140:
starter F — sekwencja nukleotydowa 5
starter R — sekwencja nukleotydowa 6,

e. oblicza sie relatywny poziom ekspresji genéw AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140,
w oparciu o poziomy ekspresji gendw referencyjnych, korzystnie genéw: GAPDH (Glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase) i/lub ACT1 (Actin1) (Jin i inni, 2019) dla kazdej proby
cDNA,

f. wybiera sie genotypy rzodkiewnika pospolitego wykazujace podwyzszony poziom ekspresiji
gendw AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140, w odniesieniu do innych genotypdw anali-
zowanych w tym samym procesie, wykazujace obnizona produkcje strigolaktonéw (mutanty
biosyntezy strigolaktonéw).

Korzystnie, wzrost siewek rzodkiewnika pospolitego prowadzi sie przez 4 tygodnie i takie poddaje

sie dalszym procesom.
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Korzystnie, optymalne warunki w jakich prowadzi sie wzrost siewek rzodkiewnika pospolitego
oznaczajg temperature powietrza od 18 do 22°C, najkorzystniej 20°C, fotoperiod od 14/10 do 20/4,
najkorzystniej 16/8, intensywnos¢ swietina od 100 do 150 umol m-2 s-* najkorzystniej 120 umol m-2 s-'.

Przedmiot wynalazku przedstawiony zostat w przyktadach wykonania oraz na rysunku, na ktérym
fig. przedstawia przyktadowa analize ekspresji genéw u trzech genotypéw rzodkiewnika pospolitego:
odmiany wyj$ciowej, mutanta sygnalizacji strigolaktonéw oraz mutanta biosyntezy strigolaktonow. Eks-
presja gendw badana byta przez poréwnanie ekspresji genéw u genotypow, ktére rosty w takich samych,
optymalnych warunkach. Analize poziomu ekspresji prowadzono metoda qPCR, a na figurze 1 zobra-
zowano wzgledny poziom ekspresji wspomnianych genéw u badanych genotypéw.

Wynalazek zostat przedstawiony w przyktadach wykonania, ktére nie maja charakteru ogranicza-
jacego. Jak wynika z uzyskanych wynikéw, dla celdw wynalazku identyfikacje mutantéw rzodkiewnika
pospolitego z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy strigolaktonéw w oparciu o analize poziomu ekspres;ji
gendw ATS5G33390, AT3G45760 lub ATS5G 10140 mozna przeprowadzié¢ najkorzystniej na czterotygo-
dniowych siewkach rzodkiewnika pospolitego, ktére rosna w optymalnych warunkach. Przez optymalne
warunki rozumie sie temperature powietrza od 18 do 22°C, najkorzystniej 20°C, fotoperiod od 14/10 do
20/4, najkorzystniej 16/8, intensywnos$¢ $wietina od 100 do 150 umol m-2 s-! najkorzystniej 120 umol m-
2 571, Selekcje odmian o zmniejszonej produkcji strigolaktonéw prowadzi sie w oparciu o przeprowa-
dzona wczeséniej analize poziomu ekspresji gendéw AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140 w tkan-
kach catych siewek rzodkiewnika pospolitego.

Przyktad 1. Analiza poziomu ekspresji gendw AT5G33390, AT3G45760 oraz AT5G10140.

RNA wyizolowano z 4-tygodniowych siewek rzodkiewnika pospolitego, ktére rosty w optymalnych
warunkach (temperatura powietrza 20°C, fotoperiod 16/8, intensywno$¢ swietina 120 umol m-2 s')
z uzyciem mirVana™ miRNA Isolation Kit (ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer katalogowy
AM1560). Do syntezy cDNA uzyto zestawu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoScienti-
fic, Waltham, MA, USA, numer katalogowy K1622) oraz 1 ug RNA. Otrzymane cDNA rozciefczono
4-krotnie wodg oraz wykorzystano w reakcji qPCR, ktorg przeprowadzono z uzyciem zestawu LightCyc-
ler 480 SYBR Green | Master (LifeScience Roche, Indianapolis, IN, USA, numer katalogowy
04707516001) dla kazdej z par starteréw:

a) dla genu AT5G33390:

starter F sekwencja nukleotydowa 1

starter R sekwencja nukleotydowa 2
b) dla genu AT3G45760:

starter F sekwencja nukleotydowa 3

starter R sekwencja nukleotydowa 4
c) dla genu AT5G10140:

starter F sekwencja nukleotydowa 5

starter R sekwencja nukleotydowa 6.

Jako geny referencyjne w tej reakcji wykorzystano GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase) oraz ACT1 (Actin1) (Jin i inni, 2019) dla kazdej préby cDNA.

Przyktad 2. Metoda selekcji genotypdw rzodkiewnika pospolitego z uszkodzeniem w szlaku
biosyntezy strigolaktonéw w oparciu o analize poziomdéw ekspresji gendw AT5G33390, AT3G45760
oraz AT5G10140.

Istota metody selekcji genotypdw rzodkiewnika pospolitego z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy
strigolaktondéw jest poréwnanie poziomow ekspresiji gendw AT5G33390, AT3G45760 oraz AT5G 10140,
z uzyciem odpowiednio dobranych starteréw. Przyktadowy sposéb selekcji mutantow strigolaktonowych
rzodkiewnika pospolitego obejmuje nastepujace etapy:

1. wzrost siewek rzodkiewnika pospolitego prowadzi sie przez 4 tygodnie w optymalnych warun-

kach (temperatura powietrza 20°C, fotoperiod 16/8, intensywnos$¢ swietina 120 umol m-2 s,

2. izolacje RNA z siewek rzodkiewnika pospolitego, z uzyciem mirVana™ miRNA Isolation Kit

(ThermoScientific, Waltham, MA, USA, numer katalogowy AM1560) lub innym, pozwalajgcym
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 wyizolowanego wczesniej,

4. reakcje gPCR z uzyciem otrzymanego cDNA (rozcienczonego 4-krotnie woda), starteréw spe-

cyficznych dla genéw AT5G33390, AT3G45760 oraz ATSG10140:
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a) dla genu AT5G33390:
starter F sekwencja nukleotydowa 1
starter R sekwencja nukleotydowa 2

b) dla genu AT3G45760:
starter F sekwencja nukleotydowa 3
starter R sekwencja nukleotydowa 4

c) dla genu AT5G10140:
starter F sekwencja nukleotydowa 5
starter R sekwencja nukleotydowa 6

oraz zestawu LightCycler 480 SYBR Green | Master (LifeScience Roche, Indianapolis, IN, USA, numer
katalogowy 04707516001) lub réwnowaznego pozwalajacego na analize amplifikacji DNA w czasie rze-
czywistym,

5. reakcje qPCR z uzyciem starteréw genow referencyjnych GAPDH (Glyceraldehyde-3-pho-
sphate dehydrogenase) oraz ACT1 (Actin1) (Jin i inni, 2019) dla kazdej proby cDNA,

6. obliczenie — bazujac na kinetyce reakcji amplifikacji kazdego z AT5G33390, AT3G45760 oraz
AT5G10140 oraz gendw referencyjnych — wzglednego poziomu ekspresji badanych genéw
wykorzystujac zwyczajowo przyjete metody obliczeniowe, oraz poréwnanie pozioméw ekspre-
sji gendéw pomiedzy badanymi roslinami,

7. wybdr genotypow rzodkiewnika pospolitego wykazujacych podwyzszony poziom ekspresji ge-
néw AT5G33390, AT3G45760 oraz AT5G10140, w odniesieniu do innych genotypéw analizo-
wanych w tym samym procesie, gdzie genotypy z podwyzszonym poziomem ekspresji genéw
AT5G33390, AT3G45760 oraz AT5SG10140 w poréwnaniu do pozostatych badanych genoty-
poéw sa mutantami strigolaktonowymi z uszkodzeniami w szlaku biosyntezy. Specyficznosé
podwyzszonej ekspresji u mutantéw biosyntezy udowodniono sprawdzajac poziom ekspres;ji
gendw ATS5G33390, AT3G45760 oraz ATSG10140 u odmiany wyj$ciowej, znanego mutanta
biosyntezy strigolaktonéw oraz znanego mutanta sygnalizacji strigolaktondéw (Fig. 1).
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Zastrzezenia patentowe

1. Sekwencje starteréw specyficznych dla genéw rzodkiewnika pospolitego umozZliwiajace ana-
lize poziomu ekspresji tych gendéw i identyfikacje genotypdw rzodkiewnika pospolitego
z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy strigolaktonéw, przedstawione w wykazie sekwencji:

a) dla genu AT5G33390:
starter F — sekwencja nukleotydowa 1
starter R — sekwencja nukleotydowa 2

b) dla genu AT3G45760:
starter F — sekwencja nukleotydowa 3
starter R — sekwencja nukleotydowa 4

c) dla genu AT5G10140:
starter F — sekwencja nukleotydowa 5
starter R — sekwencja nukleotydowa 6.

2. Sposdb analizy poziomu ekspresji genéw rzodkiewnika pospolitego AT5G33390, AT3G45760
lub AT5G10140 metoda qPCR, stuzacy do identyfikacji genotypdw rzodkiewnika pospolitego
z uszkodzeniem w szlaku biosyntezy strigolaktonéw, znamienny tym, ze stosuje sie sekwen-
cje starteréw przedstawione w wykazie sekwencji:

a) dla genu AT5G33390:
starter F — sekwencja nukleotydowa 1
starter R — sekwencja nukleotydowa 2

b) dla genu AT3G45760:
starter F — sekwencja nukleotydowa 3
starter R — sekwencja nukleotydowa 4

c) dla genu AT5G10140:
starter F — sekwencja nukleotydowa 5
starter R — sekwencja nukleotydowa 6.

3. Sposodb identyfikacji genotypdw rzodkiewnika pospolitego z uszkodzeniem w szlaku biosyn-
tezy strigolaktonéw, obejmujacy nastepujace etapy:

a. prowadzi sie wzrost siewek rzodkiewnika pospolitego w optymalnych warunkach,

b. izoluje sie RNA z siewek rzodkiewnika pospolitego,

c. przeprowadza sie synteze cDNA,

d. analizuje sie poziom ekspresji gendw AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140 metoda
gPCR

znamienny tym, ze do analizy poziomu ekspresji gendw stosuje sie sekwencje starterow

przedstawione w wykazie sekwencji:

i. dlagenu AT5G33390:
starter F — sekwencja nukleotydowa 1
starter R — sekwencja nukleotydowa 2

i. dlagenu AT3G45760:
starter F — sekwencja nukleotydowa 3
starter R — sekwencja nukleotydowa 4

iii. dla genu AT5G10140:
starter F — sekwencja nukleotydowa 5
starter R — sekwencja nukleotydowa 6,

e. oblicza sie relatywny poziom ekspresji genow AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G 10140,
w oparciu o poziomy ekspresji gendw referencyjnych, dla kazdej proby cDNA,

f. wybiera sie genotypy rzodkiewnika pospolitego wykazujace podwyzszony poziom ekspre-
sji gendw AT5G33390, AT3G45760 lub AT5G10140, w odniesieniu do innych genotypow
analizowanych w tym samym procesie, wskazujacy na obnizona produkcje strigolaktonéw.

4. Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze wzrost siewek rzodkiewnika pospolitego pro-
wadzi sie przez 4 tygodnie.

5. Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze optymalne warunki oznaczaja temperature
powietrza od 18 do 22°C, fotoperiod od 14/10 do 20/4, intensywnos$¢ $wietlng od 100 do
150 umol m=2 s,
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. Sposéb wedtug zastrz. 3 i 5, znamienny tym, Zze optymalne warunki oznaczajg temperature
powietrza 20°C, fotoperiod 16/8, intensywnos$é swieting 120 umol umol m-2 s,

. Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze jako geny referencyjne stosuje sie geny:
GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) i/lub ACT1 (Actin1).
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