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Opis wynalazku

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

Owies reprezentuje catg game zastosowan i ma coraz wieksze znaczenie gospodarcze w zyciu
codziennym. Szereg czynnikdéw stresowych oddziatuje negatywnie na wysokos¢ i jako$¢ plonowania,
wsréd nich istotng role odgrywajg chorobotwdércze patogeny i szkodniki. W przypadku owsa, najgroz-
niejsza, pojawiajgcy sie rokrocznie chorobg grzybowg powodujgcg znaczace straty w plonach jest rdza
koronowa bedgca skutkiem 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 sprzyjajgcych warunkach, na obszarach, gdzie w okresie wegetacji owsa temperatura siega
20 do 25°C, rdza koronowa moze doprowadzi¢ do niemal catkowitego zniszczenia upraw (Carson, M.L.,
2009. Crown rust development and selection for virulence in Puccinia coronata f. sp. avenae in an oat
multiline cultivar. Plant Dis. 93, 347-353). Straty wynikajg z uszkodzenia wszystkich nadziemnych, zie-
lonych czesci rosliny (lisci, pochew lisciowych, wiech i struktur kwiatowych), a zwlaszcza lisci flagowych,
na ktérych rozwijajg sie pomaranczowo-zoite uredinia wypetione urediniosporami. Infekcja ostabia roz-
woj stomy, co nasila wyleganie, wplywa tez na fotosynteze, prowadzac do znacznego zmniejszenia
transportu weglowodandéw do rozwijajgcego sie ziarna i obnizenia jego jakosci. Chore rosliny sg réwniez
mniej odporne na susze ze wzgledu na zredukowany system korzeniowy (Nazareno, E.S., Li, F., Smith,
M., Park, R.F., Kianian, S.F., Figueroa, M., 2018. Puccinia coronata f. sp. avenae: a threat to global oat
production. Mol. Plant Pathol. 19, 1047-1060).

Wieloletnie badania potwierdzajg, ze wprowadzenie do uprawy odmian owsa odpornych na rdze
koronowg jest korzystne zaréwno ze wzgledéw ekonomicznych, jakosciowych, jak i fitosanitarnych. Wy-
hodowanie takich odmian jest jednak pracochtonne i wymaga dlugotrwatego procesu selekcji. Selekcja
roslin odpornych w oparciu o obserwacje fenotypu odbywa sie za pomocg zmudnych testéw fizjologicznych,
jednak rozwdj metod biologii molekularnej umozliwit opracowanie markeréw sprzezonych z genami od-
pornosci na rdze koronowa, ktére stanowig pozgdang alternatywe. Zidentyfikowanie i opracowanie silnie
sprzezonych markeréw molekularnych dla efektywnych w warunkach Polski genéw odpornosci umozliwi
monitorowanie przeptywu gendw i kumulacje pozgdanych alleli w mieszancach. Gen odpornoéci na rdze
koronowg zidentyfikowany w sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486
ulega ekspres;ji zarowno w stadium siewki, jak i rodliny dorostej i dzieki temu moze stanowi¢ obiecujgcy
pod wzgledem efektywnosci i trwatosci komponent piramid genowych.

Celem wynalazku byto znalezienie takiej pary oligonukleotydéw, ktére umozliwityby identyfikacje
allelu recesywnego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej Avena sativa
‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486. Allel dominujgcy tego genu warunkuje odpornos$¢ roslin owsa na rdze
koronowg zaréwno w stadium siewki, jak i rosliny dorostej. Marker do identyfikacji allelu recesywnego
jest niezbedny do wykluczenia z procesu hodowlanego heterozygot, ktére zawierajg zaréwno allel
dominujgcy, jak i recesywny. Z uwagi na petng dominacje tego genu identyfikacja fenotypowa allelu
recesywnego nie jest mozliwa w obecnosci allelu dominujgcego w heterozygocie. Stad fenotypowo he-
terozygota oraz homozygota dominujgca sg identyczne. W pracach hodowlanych pozadany genotyp
stanowi homozygota dominujgca, ktéra gwarantuje odporno$é potomstwa, w przeciwienstwie do hete-
rozygoty, ktéra segreguje na formy odporne i wrazliwe na porazenie.

Przedmiot wynalazku stanowi para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania allelu recesyw-
nego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena
sterilis CW-486 w roslinach owsa o sekwencjach nr 1 i 2, przedstawionych na licie sekwencji.

Sposdb identyfikacji allelu recesywnego genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mie-
szancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa, w ktérym to sposobie
polimorficzny fragment DNA sprzezony z badanym genem amplifikowany jest w reakcji PCR z zastoso-
waniem pary starteréw, po czym dokonuje sie detekcji produktu amplifikacji, charakteryzuje sie tym,
ze pare starter6w stanowi para oligonukleotydéw o sekwencjach nr 1 i 2, przedstawionych na liscie
sekwencji, przy czym stosuje sie marker 671, przedstawiony na Fig. 1, o dlugosci 62 pz zwigzany
z obecnoscig allelu recesywnego genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej
Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 w roslinach owsa (sekwencja nr 3).
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Fig. 1 przedstawia produkty PCR uzyskane w wyniku amplifikacji DNA roslin pokolenia F2 popu-
lacji ‘Kasztan’x (Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486) po wtaczeniu do reakcji pary starteréw
nr 1i 2, przedstawionych na licie sekwenciji.

M — marker wielkosci GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder;

P1 - ‘Kasztan’, P2 — Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 — formy rodzicielskie badanej populacii;
19-244 — numery roslin 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 mieszancowg ‘Kasztan’ x (Avena sativa ‘Pendek’ x Avena
sterilis CW-486), w ktérej dawcg genu odpornosci 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, recesyw-
nych — wrazliwych na porazenie. Po wyizolowaniu DNA roslin o przeciwstawnych fenotypach poddano
je komercyjnej analizie polimorfizmu DArTseq polegajgcej na sekwencjonowaniu zredukowanej repre-
zentacji genomu.

Wyniki uzyskano w postaci macierzy binarnych. Po przyporzadkowaniu segregacji fenotypéw
i genotypow zidentyfikowano sekwencije silicoDArT, ktére staty sie podstawg do projektowania odpo-
wiednich par starteréw nr 1 i 2, przedstawionych na liscie sekwencji.

Z udziatem oligonukleotydowych starteréw nr 1i 2, przedstawionych na liscie sekwencji uzyskano
dominujgcy marker 671 (Fig. 1), ktéry w prosty i szybki sposob identyfikuje rosliny owsa posiadajgce
allel recesywny genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pen-
dek’ x Avena sterilis CW-486. Marker 671 bedacy przedmiotem niniejszego zgtoszenia patentowego
zostat opracowany w oparciu o wyniki analizy segregacji produktu 671 o masie 62 pz, wykazywat sprze-
zenie genetyczne z locus genu odpornosci na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej Avena
sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486, ma charakter specyficzny, bazuje na reakcji PCR oraz gene-
ruje tatwe w interpretacji i powtarzalne wyniki, umozliwiajgc jego zastosowanie w selekcji wspomaganej
markerami.

Przeprowadzone badania markera 671 wykazaly, ze jest on znacznikiem allelu recesywnego
genu odpornosci na rdze koronowa z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis
CW-486 w owsie zwyczajnym.

Zastosowanie markera 671 moze by¢ przydatne do identyfikacji genu odpornosci na rdze koro-
nowg z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486 obecnego w mate-
riatach hodowlanych owsa. Podstawowg zaletg opracowanego systemu identyfikacji jest mozliwos¢
analizy roslin w bardzo wczesnym stadium rozwojowym, a wynik uzyskiwany jest w krétkim czasie i jest
niezalezny od warunkow srodowiska, fazy wzrostu i rozwoju ro$liny.

Sposéb identyfikacji markera 671

Materiat:

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

DNA 10-50n
2x JumpStart™ Tag ReadyMix™ 1x
Starter 671 F2 (sekwencja nr 1) 0,1 -0,5 uM
Starter 671_R1b (sekwencja nr 2) 0,1 - 0,5 uM
W zaleznosci od objetosei koficowe)
H.0 mieszaniny PCR

Sekwencje starterow:
Sekwencja nr 1: 671_F2 5 TTGCCAAGAACACTGTCAGC 3
Sekwencja nr 2: 671_R1b 5 GAACGACTCTCGCGAAAATCGCG 3’
Startery projektowano przy uzyciu programu Primer 3.0.
Warunki amplifikacji DNA
Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerach: Biometra T1 (Biometra) lub Biometra Proffesional
(Biometra).
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Profil termiczny reakcji PCR: 94°C — 2 min., 38 cykli (94°C — 30 s., 58°C — 30 s., 72°C — 1 min.),
72°C =7 min.

Identyfikacja markera 671:

Rozdziat elektroforetyczny w 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 dtugosci fragmentéw DNA uzyto Ge-
neRuler™ 100 bp plus DNA Ladder (ThermoFisher). Wizualizacji markera dokonano, wykorzystujgc
system DigiGeminus (Syngene).

Wyniki:

Testowanie markera 671 na osobnikach populacji ‘Kasztan™ (Avena sativa ‘Pendek’ x Avena
sterilis CW-486) wykazato wysokg zgodnos$é segregacji markera z odpornoscig na rdze koronowg owsa
(Fig. 1). Na 140 testowanych roslin ilos¢ niedopasowan wyniosta 3, czyli 2,14% niewtasciwie za-
kwalifikowanych genotypéw na podstawie detekcji markera 671. Na elektroforegramie przedstawiono
amplifikowane fragmenty DNA po wigczeniu do analizy pary starteréw nr 1i 2, przedstawionych na liscie
sekwencji, Swiadczgce o obecnosci w badanych genotypach allelu recesywnego genu odpornosci
na rdze koronowg z sublinii formy mieszancowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-486.

LISTA SEKWENCIJI

Sekwencja nr 1

5’ TTGCCAAGAACACTGTCAGC 3’

Sekwencja nr 2
5 GAACGACTCTCGCGAAAATCGCG 3’

Sekwencja nr 3
5"TTGCCAAGAACACTGTCAGCTGGACGCTGACCTGGAACGCGTGATT
TTCGCGAGAGTCGTTC 3’

Zastrzezenia patentowe

1. Para oligonukleotydowych starteréw do wykrywania allelu recesywnego genu odpornosci
na rdze koronowg z sublinii formy mieszaricowej Avena sativa ‘Pendek’ x Avena sterilis CW-436
w roslinach owsa zwyczajnego o sekwencjach nr 1 i 2 przedstawionych na licie sekwenc;ji.

2. Sposéb identyfikacji allelu recesywnego genu odpornosci na rdze koronowg 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 amplifi-
kowany jest w reakcji PCR z zastosowaniem pary starteréw, po czym dokonuje sie detekgc;ji
produktu amplifikacji, znamienny tym, ze pare starteréw stanowi para oligonukleotydowych
starteréw o sekwencjach nr 1 i 2 przedstawionych na liscie sekwencji, przy czym stosuje sie
marker 671, przedstawiony na Fig. 1.

3. Sposéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze w wyniku PCR amplifikowany jest fragment
DNA o diugosci 62 par zasad o sekwencji nr 3 przedstawionej na liscie sekwenciji.
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Rysunek
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