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Cel zadania

Celem badan w 2015 roku bylo uzyskanie danych sekwencyjnych i przygotowanie technik oraz
materialow biologicznych pozwalajacych w kolejnych latach podjaé probe mapowania genéw
odpornosci na kanciasta plamistesé lisci ogdrka oraz identyfikacji genéw zwigzanych z przebiegiem
tej choroby. W ramach realizacji zadania wykonano sekwencjonowanie genomu wirulentnego
szczepu Pseudomonas syringae pv. lachrymans i zlozono jego genom oraz przeprowadzono
wstepna identyfikacje rejondw przydatnych w diagnostyce molekulamej patogena. Wykonano
rozmnozenie linii RIL Fs stanowiacych populacje mapujaca Gyl4 x B10 i uzyskano nasiona oraz
przetestowano w warunkach fitotronowych odpomo$¢ tej populacji na kanciastg plamisto$é. W
kolejnym etapie badan przetestowano zestaw marker6w SSR i wytypowano te, ktore s3 przydatne
do konstrukcji mapy genetycznej badanej populacji. Przygotowano DNA na potrzeby
wysokoprzepustowego genotypowania populacji mapujgcej oraz rozpoczeto prace nad uzyskaniem
odpowiedniej ilosci RNA na potrzeby analizy transkryptomicznej odpowiedzi linii ogérka na
infekcje P.syringae pv. lachrymans.

Materiaty i metody

Materialem badawczym w czesci dotyczacej patogena byl szczep 814/98 P. syringae pv.
lachrymans (Psl 814/98), ktory charakteryzuje sie wysoka wirulencja. Do testowania starteréw dla
loci mikrosatelitarnych, majacego na celu wytypowanie potencjalnych markeréw do wykorzystania
w diagnostyce Psl, wykorzystano panel szczepoéw nalezacych do patowaréw lachrymans, syringae
i tomato. Izolacje DNA 1 reakcje PCR przeprowadzono standardowymi technikami biologii
molekularnej za$§ sekwencjonowanie genomowe Ps! 814/98 wykonano metoda Illumina.
Roslinnym materialem badawczym bylo 130 linii RIL ogdrka w pokoleniu Fs, uzyskanych ze
skrzyzowania linii Gy14 (tolerancyjna na kanciastg plamisto$¢) i linii B10 (wrazliwa). Ro$liny do
testow odpornosciowych uprawiano w fitotronie, natomiast do wykonania samozapylef oraz
zebrania tkanki do badan molekularnych uprawiano w tunelu foliowym w warunkach optymalnych
dla wzrostu roélin ogérka. Testy odpornosci na kanciastg plamistosé przeprowadzono uzywajac
szczepu Psl 814/98 oraz wiasnej metodyki opracowanej wezesniej. Izolacje DNA i RNA wykonano
z wykorzystaniem komercyjnych zestawow. Sekwencje starterow SSR do testowania na formach
rodzicielskich i wybranych liniach RIL ogérka zaczerpnieto z literatury i wytypowano w oparciu o
wstepne analizy bioinformatyczne. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR, jak i wizualizacja na zelu
poliakrylamidowym, byly dostosowane do tego typu markeréw i producenta odczynnikdw.

Wyniki i dyskusja

Wykonano izolacje bakteryjnego DNA ze szczepu PsI 814/98 wytypowanego do
zsekwencjonowania genomowego. Po dokladnym sprawdzeniu jakosci wyizolowanego DNA
wytypowano probki do dalszych prac i na potrzeby sekwencjonowania skonstruowano dwie
biblioteki DNA, ktére nastgpnie zostaly poddane sekwencjonowaniu z wykorzystaniem platformy
Ilumina HiSeq2000. Uzyskano odczyty o dlugosci okolo 100 pz, ktére poddano obrébee
bioinformatycznej. Lacznie uzyskano odczyty dobrej jakosci o dlugosci okolo 1056 Mpz. W
wyniku sktadania odczytéw otrzymano sekwencje genomu reprezentowana przez 102 kontigi
sekwencyjne, ktore nastgpnie ztozono w 35 scaffoldow. Wielko$¢ genomu szczepu Psl 814/98
oszacowano na 6.58 Mb, a zawarto$¢ zasad GC na 57.97%, jednakze pewne obszary genomu
pozostaja niezsekwencjonowane. Uzyskanie pelnej sekwencji genomu wymaga dalszych prac na
przykiad sekwencjonowania uzupehiajgcego z wykorzystaniem technologii dtugich odczytéw lub
amplifikacji PCR niezsekwencjonowanych rejonéw 1 sekwencjonowania uzyskanych produktow
PCR.




Uzyskana sekwencja genomu zostala wykorzystana do identyfikacji powtdrzen bezposrednich
DNA. Wykorzystujac metody bioinformatyczne zidentyfikowano trzy klasy powtérzen: dlugie
bezposrednie powtorzenia, minisatelity i mikrosatelity. Laczna dlugosé¢ bezposrednich powtorzen
stanowila 50 kpz (mniej niz 1% genomu). Na podstawie wynikéw przyréwnania sekwencji do
sekwencji nukleotydowych 1 biatkowych zdeponowanych w publicznych bazach NCBI i JGI oraz
liczby powtérzen w locus wytypowano 3 Joci do wstepnego testowania przydatnosci
diagnostycznej. Zaprojektowano 15 par starterébw flanujacych te Jloci mikrosatelitarne i
przetestowano metoda PCR wykorzystujac 8 dostepnych szczepéw nalezace do P. syringae pv.
lachrymans, P. syringae pv. syringae, P.syringae pv. tomato i P. fluorescence oraz szczep 814/98
jako kontrole. Wykonano takze sekwencjonowanie amplikownéw dla szczepéw P. syringae pv.
lachrymans. Wstgpna ocena trzech loci mikrosatelitarnych sugeruje, ze wsréd szczepdow Psl
wystepuja dwie grupy szczepOw: pierwsza stanowig szczepy Ps! 814/98, CCM2757 i BG283, zas
drugg szczepy LMG5070 1 BG966 wykazujace podobienstwo do P. syringae pv. tomato. Wyniki te
potwierdzaja wczesniejsze badania i ocene zréznicowania genetycznego wykonang metoda MLST.
Pig¢ testowanych par starteréw wykazalo przydatnos$¢ diagnostyczng gdyz zyskano produkty
amplifikacji tylko dla pierwszej grupy szczepdw: silnie wirulentnych Ps/ 814/98 i CCM2857 oraz
u awirulentnego szczepu Psl BG283. W przypadku jednej pary starteréw uzyskano produkty
amplifikacji dla wszystich szczepdw z grupy Psl 1 dla Pst3 przynaleznego do P. syringae pv. tomato.
Przetestowano wstgpnie reakcje multipleks PCR z dwoma parami starteréw diagnostycznych,
stosujgc jako kontrole pozytywng startery specyficzne do rejonu ITS i potwierdzono ich
przydatnos¢ diagnostyczng umozliwiajacg identyfikacje szczepow z pierwszej grupy.
Badajac 130 linii RIL Fs stanowiagcych populacje mapujacg Gyl4 x B10 oceniono dla kazdej linii
cztery cechy: plec roslin, barwe kolcow, liczbe nasiennikéw oraz liczbe uzyskanych nasion. Ocena
pici roslin w badanej populacji pokazata, ze wsréd 130 linii RIL 55 stanowig linie Zenskie, zas 75
jednopienne. Jest to spodziewany wynik, gdyz linia mateczna populacji (Gy14) jest zefiska, zas
ojcowska (B10) jednopienna. W przypadku linii Zenskich niezbedne bylo azotanowanie aby
uzyska¢ nasiona w wyniku samozapylenia. Obserwacje barwy kolcéw owocow pokazaly, ze 68 linii
posiadato ciemne kolce, zas 62 linie kolce biale. Jest to oczekiwany wynik, gdyz linia mateczna
Gy14 posiada biate kolce zas linia ojcowska B10 kolce czarne. Test statystyczny chi’ potwierdzil
segregacje 1:1 tych dwoch cech, co $wiadezy o wiasciwej strukturze genetycznej populacji Gy14 x
B10. Dla 124 linii sposrdd 130 badanych uzyskano nasienniki i oszacowano liczbg uzyskanych
nasion. Liczba uzyskanych nasion w poszczegdlnych nasiennikach byla zréznicowana i wahala sie
od 30 do 497 sztuk 1 w duzym stopniu zalezata od plci roélin - nizsza liczbe nasion w nasienniku
uzyskiwano dla roslin zenskich.
Testom patogeniczno$ci poddano 110 linii RIL Fs populacji Gyl4 x B10. Stopieni nasilenia
objawéw chorobowych okreslano w oparciu o skale bonitacyjng. Jako standard tolerancyjny i
wrazliwy w ocenie poshuzyly linie rodzicielskie Gyl4 i B10. Linia Gyl4 charakteryzowala si¢
$rednig odpornoscig na kanciasta plamisto$¢: na porazonych lisciach obserwowano drobne lub
$redniej wielkosci plamy nekrotyczne przypominajace reakcje nadwrazliwosei. Lina B10
wykazywala podatno$¢ na kanciastg plamistos¢. Na porazonych liciach pojawiaty sie duze,
poczatkowo silnie uwodnione plamy, przechodzace w nekrozy z pojawiajacymi sie wyciekami
bakteryjnymi. Wokot nekroz pojawialy sie intensywne, rozlegle chlorozy. Sposrod badanych 110
lini1 RIL 51 charakteryzowato sie wyraZnie odcietym przejasnieniem wokot nekroz i tolerancja, za$
55 wykazywalo rozmyte 1 rozlegle chlorozy typowe dla podatnos¢ na kanciastg plamistos¢ lisci
ogorka. Zakres ocen stopmia porazenia RIL scharakteryzowanych jako typ Gyl14 (toleranyjny) od
5,3 do 6,6 natomiast typ linii B10 (wrazliwy) od 2,8 do 4,9. Testowane rozszczepienie fenotypowe
1:1 w odniesieniu do reakcji odpornosciowej zweryfikowane testem chi® potwierdzilo, ze cecha ta
jest determinowana monogenicznie. Wyniki testow w obrebie linii RIL potwierdzily tez, ze
populacja Gyl4 x B10 osiagneta wysoki poziom homozygotycznosci, a linie wchodzace w jej sktad
sg wyrOwnane genetycznie.
Dostepnos$¢ sekwencji genomdéw ogorka linii B10 i Gyl4 pozwolila na zastosowanie analizy
bioinformatycznej do poréwnania sekwencji loci mikrosatelitarnych i identyfikacji, spodrod
dostgpnych w literaturze, markeréw SSR réznicujacych te linie. Wytypowano w ten sposdb zestaw
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marker6w SSR  polimorficznych in silico. Sposréd tych markerdw wytypowano 160,
zsyntetyzowano startery i przetestowano doswiadczalnie na liniach rodzicielskich oraz oémiu
wybranych liniach RIL. Potwierdzono polimorfizm dla 103 markeréw SSR. Zakres wielkosci
amplikonéw dla testowanych markeré6w SSR wynosit od 107 do 460 pz, natomiast réznice w
wielko$ci amplikonéw migdzy liniami rodzicielskimi wahaly sie od 2 do 60 pz, przy czym dla
wigkszosci markeréw byt to zakres od 2 do 10 pz. Liczba markerdw dla poszczegdlnych
chromosoméw byta nier6wnomierna. Najwiecej markeréw zidentyfikowano dla chromosomu 3 za$
najmniej dla chromosomu 2. Przetestowano 52 markery SSR na calej populacji i wykazano
przydatno$¢ 46 markerow do konstrukcji mapy genetycznej ogorka. Dla kazdego sposrod tych
markeréw segregacje 1:1 potwierdzono testem statystycznym chi’. Istnieje potrzeba dalszego
testowania markeré6w SSR na calej populacji mapujacej na potrzeby konstrukcji mapy genetycznej.
Na podstawie charakterystyki cech morfologicznych (pleé, barwa kolcdw), dostepnosci nasion oraz
wynikoéw testowania na kanciastg plamisto$é populacji Gy14 x B10 wytypowano 96 linii (94 RIL i
2 linie rodzicielskie) na potrzeby analizy genotypowania z wykorzystaniem sekwencjonowania.
Zgodnie z instrukcjami firmy genotypujacej wyizolowano DNA i wykonano rozcieficzenia DNA.
Potwierdzono stabilno$¢ DNA poprzez sprawdzenie czy nie ulega degradacji w temperaturze 37°C.
Wysokoprzepustowa analiza genotypowania powinna umozliwi¢ zageszczenie mapy genetycznej
badanej populacji mapujacej ogorka.

Zastosowanie komercyjnego zestawu do izolacji RNA pozwolilo otrzymaé RNA dla wszystkich
badanych préb zbiorczych dla linii B10 i Gyl4. Otrzymano RNA o dobrej jakosci o zakresie
koncentracji od 15,0 do 59,1 ng/pl. Potrzebna jest dalsza optymalizacja metody izolacji RNA w
celu zwigkszenia koncentracji i calkowitej ilosci uzyskiwanego RNA.

Whnioski

1. Uzyskano dobrej jakosci sekwencje genomu wirulentnego szczepu Ps/ 814/98. Sekwencja
ta umozliwila zidentyfikowanie loci mikrosatelitarnych. Niezbedne sa dalsze analizy
bioinformatyczne i wykonanie adnotacji funkcjonalnej.

2. Oceniono przydatno$¢ diagnostycza trzech Joci mikrosaterlitarnych patogena, jednakze
opracowanie systemu diagnostycznego w oparciu o takie loci wymaga dalszych prac i
analizy wigkszej liczby loci mikrosatelitarnych oraz szczepow.

3. Ocena populacji mapujacej Gyl4 x B10 pod wzgledem cechy odpornosci na bakteryjna
kanciasta plamisto$¢ wskazuje, Zze populacja ta osiggnela wysoki poziom
homozygotycznosci, a linie wsobne wchodzace w jej sklad s3 wyr6wnanie genetycznie.
Umozliwia to wykorzystanie tej populacji do mapowania gendéw odpornosci/tolernacji na
kanciastg plamistos$¢ lisci ogorka.

4. Uzyskano nasiona dla 124 linii RIL pokolenia Fs, ktore beda wykorzystane w dalszych
etapach realizacji projektu. Potwierdzono spodziewang segregacje cech odpornosci koloru
kolcéw i plci kwiatow, co $wiadczy o poprawnej strukturze genetycznej populacji
mapujacej.

5. Wysoki udzial polimorficznych markerow SSR potwierdza przydatno$¢ analizy
bioinformatycznej loci mikrosatelitarnych w celu typowania markeréw SSR na potrzeby
mapowania genetycznego.

6. Sposrod 52 markerdw SSR przetestowanych w populacji mapujgcej Gy14 x B10 wykazano
przydatnos¢ 46 markerow do konstrukcji mapy genetycznej tej popukacji ogorka, jednakze
konieczne jest dalsze mapowanie marker6w SSR.

7. Przygotowane probki DNA dla 94 RIL oraz linii rodzicielskich spetniaja wymogi dotyczace
stabilnosci i jakosci, co pozwala wykorzysta¢ je w analizie wysokoprzepustowego
genotypowania.

8. RNA wyizolowane z roslin porazonych przez P. syringae pv. lachrymans charakteryzuje
si¢ dobrg jakoscig i czystoscia, jednakze istnieje potrzeba optymalizacji metodyki izolacji
w celu podwyzszenia koncentracji i ilosci uzyskiwanego RNA.



