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Opis wynalazku

Przedmiot wynalazku stanowi para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania allelu dominu-
jacego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa
TAM-0-312 w ro$linach owsa o sekwencjach nr 1i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

W Polsce rdza koronowa owsa powodowana przez grzyb Puccinia coronata Cda. f. sp. avenae
P. Syd. & Syd. pojawia sie kazdego roku, a jej nasilenie zalezne jest od warunkéw pogodowych. Istniejg
cztery gtdbwne metody ograniczania strat w produkcji spowodowanych porazeniem przez te chorobe.
Pierwsza z nich to wczesny siew lub stosowanie odmian wcze$nie dojrzewajgcych. Zaawansowane
stadium rozwoju rosliny w kontakcie z urediniosporami P. coronata wptywa na zmniejszenie skutkéw
infekcji. Pewnym rozwigzaniem mozne by¢ réwniez usuwanie krzewéw szaktaku bedgcych zywicielem
posrednim, ktérych obecnos¢ jest niezbedna do zajscia petnego cyklu rozwojowego patogenu i wytwo-
rzenia nowych ras o zrekombinowanym materiale genetycznym. Jest to jednak trudne i pracochtonne,
a co wiecej, nie sprzyja zachowaniu bior6znorodnos$ci biocenoz. Inng z metod wykorzystywanych
w walce z chorobg jest stosowanie chemicznych $rodkéw ochrony ro$lin, jednak stanowig one zagro-
zenie dla $rodowiska naturalnego. Ponadto wysokie koszty fungicydéw w poréwnaniu z niskg ceng
ziarna owsa czynig ten zabieg nieoptacalnym (McCallum, B.D., Fetch, T., Chong, J., 2007. Cereal rust
control in Canada. Aust. J. Agric. Res. 58(6), 639—-647). Pozagdang alternatywg i najkorzystniejszym
rozwigzaniem jest hodowla oparta na odpornos$ci genetycznej. Taka odporno$é podnosi warto$¢ ekolo-
giczng ros$liny, a takze sprzyja uzyskaniu wysokiego i stabilnego plonu, przez co jest obecnie jednym
z wazniejszych celéw hodowlanych owsa w Polsce i na $wiecie.

Gen odpornosci pochodzgcy z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-
0-312 ulega ekspresiji zaréwno w stadium siewki, jak i rosliny dorostej i pozostaje efektywny w stosunku
do wiekszosci ras rdzy koronowej wystepujgcych w Polsce. (Paczos-Grzeda, E., Rég, S., Koroluk. A.,
Okon, S., Ostrowska, A., Ociepa, T., Erdzik, P., Chrzgstek, M., Kowalczyk K., 2014. Virulence structure
of Puccinia coronata f. sp. avenae in Central and South Eastern Poland 2020, Paczos-Grzeda, Sowa,
S., 2019. Virulence structure and diversity of Puccinia coronata f. sp. avenue P. syd. & syd. in Poland
during 2013 to 2015. Plant Dis. 103, 1559-1564; Sowa, S., Paczos-Grzeda, E., 2017. Puccinia coronata
f. sp. avenae virulence in south-eastern Poland in 2014. Folia Pomer. Univ. Technol. Stetin., Agric.,
Aliment. Pisc., Zootech. 336:43, 157-166, Sowa, S., Paczos-Grzeda, E., 2021. Virulence structure of
Puccinia coronata f. sp. avenae and effectiveness of Pc resistance genes in Poland during 2017-2019.
Phytopathology Vol. Ill, No. 7 s. 1158-1165). Gen ten moze stanowi¢ cenny komponent piramid geno-
wych w nowo powstajgcych odmianach, jednak niezbedne do efektywnego procesu hodowlanego jest
wykorzystanie markerédw molekularnych umozliwiajgcych poprawng selekcje pozgdanych genotypdw.

Celem wynalazku bylo znalezienie takiej pary oligonukleotydéw, ktére umozliwityby identyfikacje
allelu dominujgcego genu odpornosSci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl
296244 x A. saliva TAM-0-312 zaréwno w stadium siewki, jak i ro$liny doroste;.

Przedmiot wynalazku stanowi para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania allelu dominu-
jacego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis P1 296244 x A. sativa
TAM-0-312 w ro$linach owsa o sekwencjach nr 1i 2, przedstawionych na liscie sekwenc;ji.

Spos6bb identyfikaciji allelu dominujgcego genu odpornos$ci na rdze koronow3 z sublinii formy mie-
szancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312 w ro$linach owsa, w ktérym to sposobie poli-
morficzny fragment DNA sprzezony z badanym genem amplifikowany jest w reakcji PCR z zastosowa-
niem pary starteréw, po czym dokonuje sie detekcji produktu amplifikacji, charakteryzuje sie tym, ze
pare starterow stanowi para oligonukleotydéw o sekwencjach nr 1 i 2, przedstawionych na liscie se-
kwencji, przy czym stosuje sie marker 821, przedstawiony na Fig. 1-3, o dlugosci 65 pz zwigzany
z obecnoscig allelu dominujgcego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej
A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312 w ro$linach owsa (sekwencja nr 3).

Fig. 1 przedstawia produkty PCR uzyskane w wyniku amplifikacji DNA roslin pokolenia F2 popu-
lacji 707 ‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312) po wigczeniu do reakcji pary starteréw
nr 12, przedstawionych na liscie sekwenc;ji.

‘Kasztan’, Pc59K — A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312 - formy rodzicielskie badanej
populacj,

1 —90 - numery roélin populacji ‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0O-312) zazna-
czone pod wzgledem fenotypu: litera A — homozygoty odporne; litera B — homozygoty wrazliwe na po-
razenie; litera C — heterozygoty.
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Fig. 2 przedstawia produkty PCR uzyskane w wyniku amplifikacji DNA roélin pokolenia F2 popu-
lacji 990 ‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312) po wigczeniu do reakcji pary starteréw
nr 12, przedstawionych na licie sekwencji.

‘Kasztan’, Pc59K — A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312 - formy rodzicielskie badanej
populacij;

1 — 125 — numery roélin populacji ‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312) za-
znaczone pod wzgledem fenotypu: litera A — homozygoty odporne; litera B — homozygoty wrazliwe na
porazenie; litera C — heterozygoty.

Fig. 3 przedstawia produkty PCR uzyskane w wyniku amplifikacji DNA roslin pokolenia F2 popu-
lacji 707.2 ‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312) po wtagczeniu do reakcji pary star-
teréw nr 1i 2, przedstawionych na licie sekwencji.

‘Kasztan’, Pc59K — A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312 - formy rodzicielskie badanej
populacij;

2 — 154 — numery roélin populacji ‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0O-312) za-
znaczone pod wzgledem fenotypu: litera A — homozygoty odporne; litera B — homozygoty wrazliwe na
porazenie; litera C — heterozygoty.

W pierwszym etapie wytworzono 3 populacje mieszancowe 707, 707.2 oraz 990 (‘Kasztan’ x
(A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312)), w ktérych dawcg genu odpornosci na rdze koronowg
owsa jest forma mieszancowa A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312. Nastepnie za pomoc3 testu
fizjologicznego zidentyfikowano rosliny homozygotyczne, dominujgce — odporne; roéliny homozygo-
tyczne, recesywne —wrazliwe na porazenie oraz ro$liny heterozygotyczne — segregujgce pod wzgledem
odpornosci na rdze koronowg. Po wyizolowaniu DNA roslin o przeciwstawnych fenotypach poddano je
komercyjnej analizie polimorfizmu DArTseq polegajgcej na sekwencjonowaniu zredukowanej reprezen-
tacji genomu. Wyniki uzyskano w postaci macierzy binarnych. Po przyporzgdkowaniu segregaciji feno-
typow i genotypow zidentyfikowano sekwencje silicoDATrT, ktdre staty sie podstawg do zaprojektowania
odpowiednich par starterédw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwenciji.

Z udziatem oligonukleotydowych starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na licie sekwencji, uzy-
skano dominujgcy marker 821 (Fig. 1-3), ktéry w prosty i szybki sposéb identyfikuje rosliny owsa posia-
dajgce allel dominujgcy genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis
Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312. Marker 821 zostat opracowany w oparciu 0 wyniki analizy segregacji
produktu 821 o masie 65 pz, wykazywat sprzezenie genetyczne z locus genu odpornosci na rdze koro-
nowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312, ma charakter specy-
ficzny, bazuje na reakcji PCR oraz generuje tatwe w interpretaciji i powtarzalne wyniki umozliwiajgc jego
zastosowanie w selekcji wspomaganej markerami.

Przeprowadzone badania markera 821 wykazaty, ze jest on znacznikiem allelu dominujgcego
genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa
TAM-0-312 w owsie zwyczajnym. Zastosowanie markera 821 moze by¢ przydatne do identyfikacji genu
odpornos$ci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-
-312 obecnego w materiatach hodowlanych owsa. Podstawowg zaletg opracowanego systemu Identy-
fikacji jest mozliwo$¢ analizy roélin w bardzo wczesnym stadium rozwojowym, a wynik uzyskiwany jest
w krétkim czasie i jest niezalezny od warunkéw $rodowiska wzrostu i rozwoju rosliny.

Sposoéb identyfikacji markera 821
Materiat:

DNA izolowane z liSci owsa przy wykorzystaniu komercyjnie dostepnych zestawow.

Skiad mieszaniny reakcji PCR (Polymerase chain reellem):

DNA 10 - 50 ng
2x JumpStart™ Taq ReadyMix™ Ix
Starter 821_F2 (sekwencja nr 1) 0,1 -0,5uM
Starter 821_R2b (sekwencja nr 2) 0,1 -0,5 uM
W zaleznosci od objg¢losci koncowe)
H20 mieszaniny PCR
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Sekwencje starteréw:

Sekwencja nr 1: 821_F2 5' AGATTCATCTTTGGAGTCG 3’

Sekwencja nr 2: 821_R2b 5 TCGGCCAAGATGCCTTT 3’

Startery projektowano przy uzyciu programu Primer 3.0.

Warunki amplifikacji DNA

Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerach: SimpliAmp (Applied Biosystems) lub ProFlex
(Applied Biosystems)

Profil termiczny reakcji PCR: 94°C — 4 min., 37 cykli (94°C — 30 s., 54°C - 30s., 72°C — 45 s)),
72°C =7 min.

Identyfikacja markera 821:

Elektroforeza na 1,5% zelu agarozowym zawierajgcym 0,5 pg/ml bromku etydyny w buforze TBE
(pH 8,0) przy napieciu 100 V przez 2 godziny. Jako wzorzec diugosci fragmentéw DNA uzyto GeneRu-
ler™ 100 bp plus DNA Ladder (ThermoFisher). Wizualizacji markera dokonano wykorzystujgc system
DigiGeminus (Syngene).

Wyniki:

Testowanie markera 821 na osobnikach populacji 707 (‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x
A. sativa TAM-0-312)) wykazato wysokg zgodno$¢ segregaciji z allelem dominujgcym odpornosci na
rdze koronowg owsa. Na 44 testowane rosliny 4 (9,1%) zostaty niewtasciwie zakwalifikowane (Fig. 1).
Sposrdd 94 osobnikdw populaciji 990 (‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312)) liczba
niedopasowan wyniosta 8, co daje 8,5% niewtasciwie zakwalifikowanych genotypéw (Fig. 2). W popu-
lacji 707 .2 (‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312)) wérdd 46 testowanych genotypdw,
5 (10,9%) zostato zakwalifikowanych niewtasciwie (Fig. 3). Na elektroforegramach przedstawiono am-
plifikowane fragmenty DNA po wigczeniu do analizy pary starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie
sekwencji, Swiadczgce o obecnoéci w badanych genotypach allelu dominujgcego genu odpornosci na
rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0O-312.

LISTA SEKWENCJ1

Sekwencja nr | (Starter 821_F2)

3 AGATTCATCTTTGGAGTCG ¥
Sekwencja nr 2 (Starter 821 R2b)

5’ TCGGCCAAGATGCCTTT 3

Sckwencja nr 3

S’AGATTCATCTTTGGAGTCGAAAGGAAAAGCGGCGGAGGGTGAAATGA
GAAAGGCATCTTGGCCGA ¥

Zastrzezenia patentowe

1. Para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania allelu dominujgcego genu odpornosci na
rdze koronowg z sublinii formy mieszafncowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312
w roslinach owsa zwyczajnego o sekwencjach nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

2. Sposob identyfikacji allelu dominujgcego genu odpornoéci na rdze koronowg z sublinii formy
mieszancowe] A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312 w ro$linach owsa zwyczajnego,
w ktérym to sposobie polimorficzny fragment DNA sprzezony z badanym genem amplifiko-
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wany jest w reakcji PCR z zastosowaniem pary starteréw, po czym dokonuje sie detekcii pro-
duktu amplifikacji, znamienny tym, ze pare starteréw stanowi para oligonukleotydowych star-
terow o sekwencjach nr 1i 2, przedstawionych na liScie sekwencji, przy czym stosuje sie mar-
ker 821, przedstawiony na Fig. 1-3.

Sposo6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze w wyniku PCR amplifikowany jest fragment
DNA o dtugoéci 65 par zasad o sekwencji nr 3, przedstawionej na liscie sekwenciji.
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