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Opis wynalazku

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

Rdza koronowa to jedna z najgrozniejszych choréb grzybowych owsa zwyczajnego bedaca skut-
kiem porazenia roslin przez Puccinia 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). W Polsce wystepuje kazdego roku, powodujac istotne
straty w wysokosci i jakosci plonéw. Proces chorobowy obejmuje gtéwnie liscie, przez co zaburza trans-
port produktéw fotosyntezy do rosngcego ziarna, negatywnie oddziatujac na jego jakos¢. Choroba ob-
niza rowniez jako$¢ stomy i sprzyja wyleganiu roslin. (Simons, M.D., 1985. Crown rust. W: Roelfs, A.P.,
Bushnel, W.R. (Red.), The cereal rust Vol 2 Diseases, Distribution, Epidemiology, and Control. Acade-
mic Press, Orlando, ss. 131-172).

Zapobieganie porazeniu przez P. coronata opiera sie gtdwnie na stosowaniu fungicydéw, jednak
pozadana alternatywe stanowi hodowla odpornosciowa. Z przeprowadzonych badan wynika, iz odpor-
nos$¢ na rdze koronowa polskich odmian owsa ksztattuje sie na bardzo niskim poziomie (Sowa, S., Pa-
czos-Grzeda, E., 2020. A study of crown rust resistance in historical and modern oat cultivars represen-
ting 120 years of Polish oat breeding. Euphytica 216, 1—10), dlatego celowe sa prace nad wprowadza-
niem efektywnych zrédet odpornosci do polskich materiatéw hodowlanych. Gen odpornoéci na rdze ko-
ronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 charakteryzuje
sie duza efektywnos$cia warunkujac odpornos¢ zaréwno w stadium siewki, jak i rosliny dorostej. Gen ten
moze by¢ z powodzeniem wykorzystywany w hodowli odpornosciowej owsa, stanowiac obiecujacy pod
wzgledem efektywnosci i trwatosci komponent piramid genowych. Wyhodowanie takich odmian jest jed-
nak trudne i czasochtonne. Dotychczas selekcja roslin odpornych odbywata sie w oparciu o obserwacje
fenotypu z uzyciem izolatéw o zdefiniowanych profilach porazenia. Znaczacy wptyw na skrocenie czasu
hodowli odpornosciowej ma wykorzystanie markerow molekularnych. Silnie sprzezone markery mole-
kularne zapewniaja obiektywna, niezalezna od czynnikéw srodowiskowych, ocene fenotypu i daja moz-
liwo$¢ eliminacji niepozadanych genotypdw juz na etapie siewki (Niedziela, A., Jarska, W., Bednarek,
PT, 2015. Wybrane elementy nowoczesnych rozwigzan wplywajgce na skutecznos¢ programéw hodow-
lanych. Biul. Inst. Hod. i Aklim. Ro$lin 275, 3—16).

Celem wynalazku byto znalezienie takiej pary oligonukleotydow, ktére umozliwityby identyfikacje
allelu recesywnego genu odpornos$ci na rdze koronowa z sublinii formy mieszarncowej Avena sativa
‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486. Allel dominujacy tego genu warunkuje odpornos¢ roslin owsa na rdze
koronowa zaréwno w stadium siewki, jak i rosliny dorostej. Marker do identyfikacji allelu recesywnego
jest niezbedny do wykluczenia z procesu hodowlanego heterozygot, ktére zawieraja zaréwno allel do-
minujacy, jak i recesywny. Z uwagi na petna dominacje tego genu identyfikacja fenotypowa allelu rece-
sywnego nie jest mozliwa w obecnosci allelu dominujacego w heterozygocie. Stad fenotypowo hetero-
zygota oraz homozygota dominujaca sa identyczne. W pracach hodowlanych pozadany genotyp sta-
nowi homozygota dominujaca, ktéra gwarantuje odporno$é potomstwa, w przeciwienstwie do heterozy-
goty, ktéra segreguje na formy odporne i wrazliwe na porazenie.

Przedmiot wynalazku stanowi para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania allelu recesyw-
nego 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.

Sposédb identyfikacji allelu recesywnego genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mie-
szancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w rodlinach owsa, w ktérym to sposobie
polimorficzny fragment DNA sprzezony zbadanym genem amplifikowany jest w reakcji PCR z zastoso-
waniem pary starteréw, 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 370, przedstawiony na Fig. 1, o dtugo$ci 55 pz zwigzany z obec-
nosciag allelu recesywnego 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 populaciji
‘Kasztan' x (Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486) po wtaczeniu do reakcji pary starterow
nr 1 i 2, przedstawionych na liScie sekwencji.
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M — marker wielkosci GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder;

P1 — ‘Kasztan’, P2 — Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 — formy rodzicielskie badanej po-
pulaciji;

19-244 — numery ro$lin populacji ‘Kasztan’ x (Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486) zazna-
czone pod wzgledem fenotypu: litera A — homozygoty odporne; litera B — homozygoty wrazliwe na po-
razenie; litera C — heterozygoty.

W pierwszym etapie wytworzono populacje mieszancowa ‘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 pomoca 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 fenotypdw i genotypdw zidentyfikowano sekwencje silicoDArT, ktére staty sie podstawa do
projektowania odpowiednich par starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

Z udziatem oligonukleotydowych starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji uzyskano
dominujacy marker 370 (Fig. 1), ktéry w prosty i szybki sposéb identyfikuje rosliny owsa posiadajace
allel recesywny genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pen-
dek’ x Avena sterilis CW-486. Marker 370 bedacy przedmiotem niniejszego zgtoszenia patentowego
zostat opracowany w oparciu o wyniki analizy segregacji produktu 370 o masie 55 pz, wykazywat sprze-
Zzenie genetyczne z locus genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowe] Avena
sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486, ma charakter specyficzny, bazuje na reakcji PCR oraz gene-
ruje tatwe w interpretacji i powtarzalne wyniki umozliwiajac jego zastosowanie w selekcji wspomagane]
markerami.

Przeprowadzone badania markera 370 wykazaty, ze jest on znacznikiem allelu recesywnego
genu odporno$ci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis
CW-486 w owsie zwyczajnym. Zastosowanie markera 370 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 identyfi-
kacji jest mozliwosé analizy roslin w bardzo wczesnym stadium rozwojowym, a wynik uzyskiwany jest
w krotkim czasie i jest niezalezny od warunkéw srodowiska wzrostu i rozwoju rosliny.

Sposob identyfikacji markera 370
Materiat:

DNA izolowane z lisci owsa przy wykorzystaniu komercyjnie dostepnych zestawodw.
Skfad mieszaniny reakcji PCR (Polymerase chain rection):

DNA 10-50ng
2x JumpStart™ Taq ReadyMix ™ 1x
Starter 370 F1 (sekwencja nr 1) 0,1 -0,5uM
Starter 370 R1b (sekwencja nr 2) 0,1 -0,5 uM

W zaleznosci od objetosei koncowe;j
H>O mieszaniny PCR

Sekwencje starterow:

Sekwencja nr 1: 370_F1 5 TGCAGGAGAGGAATGCACG 3

Sekwencja nr 2: 370_RIb & GCCCAACAACCCCGCAAATG 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 — 2 min., 38 cykli (94°C — 30s., 62°C — 30s., 72°C — 1 min.), 72°C
— 7 min.
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Identyfikacja markera 370:

Rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu agarozowym zawierajacym 0,5 pug/ml bromku etydyny
w buforze TBE (pH 8,0) przy napieciu 100V przez 2 godziny. Jako wzorzec diugosci fragmentéw DNA
uzyto GeneRuler™ 100 bp plus DNA Ladder (ThermoFisher). Wizualizacji markera dokonano wykorzy-
stujac system DigiGeminus (Syngene).

Wyniki:

Testowanie markera 370 na osobnikach populacji ‘Kasztan’ x (Avena sativa ‘Pendek’ x Avena
sterilis CW-486) wykazato wysoka zgodno$¢ segregaciji markera z odpornoscia na rdze koronowa owsa
(Fig. 1). Na 140 testowanych roslin ilos¢ niedopasowan wyniosta 3, czyli 2,14% niewfa$ciwie zakwalifi-
kowanych genotypdw na podstawie detekcji markera 370. Na elektroforegramie przedstawiono amplifi-
kowane fragmenty DNA po wtaczeniu do analizy pary starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie se-
kwencji, S$wiadczace o obecnosci w badanych genotypach allelu recesywnego genu odpornoséci na rdze
koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486.

LISTA SEKWENCIJI

Sekwencja nr 1 (starter 370_F1)
5’ TGCAGGAGAGGAATGCACG 3

Sekwencja nr 2 (starter 370_R1b)
5" GCCCAACAACCCCGCAAATG ¥

Sekwencja nr 3
S TGCAGGAGAGGAATGCACGAACCAGATGGGAACCACATTTGCGGG
GTTGTTGGGC 3’

Zastrzezenia patentowe

1. Para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania allelu recesywnego genu odpornosci na
rdze koronowa z sublinii formy mieszahcowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486
w roslinach owsa zwyczajnego o sekwencjach nr 1 i 2 przedstawionych na liscie sekwenciji.

2. Sposéb identyfikacii allelu recesywnego genu odpornosci na rdze koronowa odpornoéci na
rdze koronowa z sublinii formy mieszahcowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486
w roslinach owsa zwyczajnego, w ktérym to sposobie polimorficzny fragment DNA sprzezony
z badanym genem amplifikowany jest w reakcji PCR z zastosowaniem pary starteréw, po
czym dokonuje sie detekcji produktu amplifikacji, znamienny tym, ze pare starteréw stanowi
para oligonukleotydowych starteréw o sekwencjach nr 1 i 2 przedstawionych na licie sekwen-
cji, przy czym stosuje sie marker 370, przedstawiony na Fig. 1.

3. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze w wyniku PCR amplifikowany jest fragment
DNA o dlugosci 55 par zasad o sekwencji nr 3 przedstawionej na liscie sekwencji.
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