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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 sekwenciji.

Owies (Avena sativa L.) reprezentuje catg game zastosowan i ma coraz wieksze znaczenie
gospodarcze w zyciu codziennym. Podwyzszajgc efektywno$¢ uprawy owsa Polska, jako jeden z gtow-
nych producentéw tego zboza na Swiecie moze stac¢ sie czotowym eksporterem ziarna oraz wysoko
przetworzonych produktéw owsianych. Szereg czynnikéw stresowych oddziatuje negatywnie na wyso-
ko$¢ i jakos¢ plonowania. Wsrdd nich istotng role odgrywajg chorobotwércze patogeny, pasozyty
i szkodniki. W przypadku owsa, najgrozniejszg, pojawiajacg sie rokrocznie chorobg grzybowg powodu-
jacg znaczgce straty w plonach jest rdza koronowa powodowana przez grzyb Puccinia coronata Cda.
f. sp. avenae P. Syd. & Syd. Polskie odmiany owsa, pomimo ze wysoko plonujgce, charakteryzujg sie
niskg odpornoscig na rdze koronowg (Sowa, S., Paczos-Grzeda, E., 2020. A study of crown rust resi-
stance in historical and modern oat cultivars representing 120 years of Polish oat breeding. Euphytica
216, 1-10). Gen odpornosci z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312
moze by¢ z powodzeniem wykorzystywany w hodowli odpornosciowej owsa, stanowigc obiecujgcy pod
wzgledem efektywnosci i trwato$ci komponent piramid genowych (Paczos-Grzeda, E., R6g, S., Koro-
luk, 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, E.,
Sowa, S., 2019. Virulence structure and diversity of Puccinia coronata f. sp. avenae 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. 111, No. 7 s. 1158—1165). Proces wprowadzenia odpornosci warunkowanej gene-
tycznie do materiatéw hodowlanych mozna znaczgco przyspieszy¢ wykorzystujgc markery molekularne
bazujgce na reakcji PCR. Markery DNA sg kluczowym elementem wspdtczesnej genomiki. Stanowig
réwniez uzyteczne narzedzie w hodowli odpornosciowej umozliwiajgc pewng i szybkg identyfikacje form
zawierajgcych okreslone geny na wczesnym etapie rozwoju rosliny.

Celem wynalazku byto znalezienie takiej pary oligonukleotyddw, ktére umozliwityby identyfikacje
allelu dominujgcego genu odpornoéci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis
Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312 zaréwno w stadium siewki, jak i ro$liny dorostej.

Przedmiot wynalazku stanowi para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania allelu dominu-
jacego genu odpornosci na rdze koronowa 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 sekwenciji.

Sposob identyfikacji allelu dominujgcego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mie-
szancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312 w ro$linach owsa, w ktérym to sposobie poli-
morficzny fragment DNA sprzezony zbadanym genem amplifikowany jest w reakcji PCR z zastosowa-
niem pary starteréw, po czym dokonuje sie detekcji produktu amplifikacji, charakteryzuje sie tym, ze
pare starteréw stanowi para oligonukleotydéw o sekwencjach nr 1 i 2, przedstawionych na liscie se-
kwencji, przy czym stosuje sie marker 127, przedstawiony na Fig. 1-3, o dlugosci 61 pz zwigzany
z obecnoscig allelu dominujgcego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszafncowe;j
A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312 w ros$linach owsa (sekwencja nr 3).

Fig. 1 przedstawia produkty PCR uzyskane w wyniku amplifikacji DNA ro$lin pokolenia F> populacji 707
‘Kasztan’ x (A. sterilis P1 296244 x A. sativa TAM-0-312) po wigczeniu do reakcji pary starteréw nr 1 2,
przedstawionych na liscie sekwenciji.

‘Kasztan’, Pc59K - A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0O-312 — formy rodzicielskie badanej populacii;
1-90 — numery roslin populacji ‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312) zaznaczone
pod wzgledem fenotypu: litera A — homozygoty odporne; litera B — homozygoty wrazliwe na porazenie;
litera C — heterozygoty.

Fig. 2 przedstawia produkty PCR uzyskane w wyniku amplifikacji DNA ro$lin pokolenia F2 populacji 990
‘Kasztan’ x (A. sterilis P1 296244 x A. sativa TAM-0-312) po wigczeniu do reakcji pary starterow nr 1 2,
przedstawionych na liScie sekwenciji.

‘Kasztan’, Pc59K - A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0O-312 — formy rodzicielskie badanej populacii;
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1-125 — numery ro$lin populacji ‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0O-312) zaznaczone
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 ro$lin pokolenia F> populac;ji
707.2 ‘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-0O-312 — formy rodzicielskie badanej populacii;
2—-154 — numery roslin populacji ‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312) zaznaczone
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. ste-
rilis P1 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 fizjolo-
gicznego zidentyfikowano rosliny homozygotyczne, dominujgce — odporne; rosliny homozygotyczne,
recesywne — wrazliwe na porazenie oraz rosliny heterozygotyczne —segregujgce pod wzgledem odpornosci
na rdze koronowg. 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 przyporzgdkowaniu segregaciji fenotypéw i genoty-
péw zidentyfikowano sekwencje silicoDArT, ktére staly sie podstawg do zaprojektowania odpowiednich
par starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwenciji.

Z udziatem oligonukleotydowych starterédw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji, uzy-
skano dominujgcy marker 127 (Fig. 1-3), ktéry w prosty i szybki spos6b identyfikuje rosliny owsa posia-
dajgce allel dominujgcy genu odpornoéci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis
Pl 296244 x A. sativa TAM-O-312. Marker 127 zostat opracowany w oparciu o wyniki analizy segregacji
produktu 127 o masie 61 pz, wykazywat sprzezenie genetyczne z locus genu odpornosci na rdze koro-
nowgq z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0O-312, ma charakter specy-
ficzny, bazuje na reakcji PCR oraz generuje tatwe w interpretacji i powtarzalne wyniki umozliwiajgc jego
zastosowanie w selekcji wspomaganej markerami.

Przeprowadzone badania markera 127 wykazaty, ze jest on znacznikiem allelu dominujgcego
genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa
TAM-O-312 w owsie zwyczajnym.

Zastosowanie markera 127 moze by¢ przydatne do identyfikacji genu odpornosci 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 identyfikacji jest mozliwo$¢ analizy ro-
$lin w bardzo wczesnym stadium rozwojowym, a wynik uzyskiwany jest w krétkim czasie i jest nieza-
lezny od warunkdéw Srodowiska wzrostu i rozwoju rosliny.

Sposoéb identyfikacji markera 127
Materiat:
DNA izolowane z lisci owsa przy wykorzystaniu komercyjnie dostepnych zestawow.

Sktad mieszaniny reakcji PCR (Polymerase chain rection):

DNA {0-50ng
2x PCR Master Mix 1x
Starter 127 Fla (sckwencjanr 1) 0,1 - 0,5 uM
Starter 127_R1 (sekwencja nr 2) 0,1 -0,5 uM

W zaleznosci od objgtosci koncowe;
H»0 mie¢szaniny PCR

Sekwencje starteréw:
Sekwencjanr 1: 127 Fla 5" CCTGCAGGAGGGCCG 3°
Sekwencjanr 2: 127 Rl 5’ACAGTGAGAAATTTCAAGTGTCAAC 3’

Startery projektowano przy uzyciu programu Primer 3.0.
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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,64°C —30 s, 72°C — 45 s), 72°C =7 min.
Identyfikacja markera 127:

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

Wyniki:

Testowanie markera 127 na osobnikach populacji 707 (‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa
TAM-0-312)) wykazato wysokg zgodno$¢ segregacji z allelem dominujgcym odpornoéci na rdze koro-
nowg owsa. Na 44 testowane rosliny 100% zostato wtasciwie zakwalifikowanych (Fig. 1). Sposrdd 94
osobnikéw populacji 990 (‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312)) liczba niedopaso-
wan wyniosta 1, co daje 1% niewtasciwie zakwalifikowanych genotypdéw (Fig. 2). W populacji 707.2
(‘Kasztan’ x (A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312)) wérdd 46 testowanych genotypéw, 2 (4,3%)
zostaly zakwalifikowane niewtasciwie (Fig. 3). Na elektroforegramach przedstawiono amplifikowane
fragmenty DNA po wtgczeniu do analizy pary starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji,
Swiadczgce o obecnosci w badanych genotypach allelu dominujgcego genu odpornosci na rdze koro-
nowg z sublinii formy mieszancowej A. sterilis Pl 296244 x A. sativa TAM-0-312.

LISTA SEKWENCJI
Sekwencja nr 1 (Starter 127_Fla)
5’ CCTGCAGGAGGGCCG 3°
Sckwencja nr 2 (Starter 127 _R1)

5" ACAGTGAGAAATTTCAAGTGTCAAC 3’
Sekwencja nr 3

5" CCTGCAGGAGGGCCGTCCTGGCACTTATAGAAGTATGTTGACACTTGAAATTTCTCACTGT 3

Zastrzezenia patentowe

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

2. Sposdéb identyfikacji allelu dominujgcego genu odpornosci 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 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 sekwenciji, przy czym stosuje sie marker 127,
przedstawiony na Fig. 1-3.

3. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze w wyniku PCR amplifikowany jest fragment
DNA o dtugoéci 61 par zasad o sekwencji nr 3, przedstawionej na liscie sekwenc;ji.
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Rysunki




