Lp. w zal. do Rozporzadzenia MRiRW: 100
Tytut zadania: Doskonalenie ogorka (Cucumis sativus L.) pod wzgledem odpornosci na kanciastg plamistos¢
Kierownik zadania: dr hab. Grzegorz Bartoszewski

Cel zadania

Celem badan w 2016 roku, w czgéci poswigconej patogenowi, bylo wykonanie adnotacji funkcjonalnej i
poréwnawczej zsekwencjonowanego genomu szczepu Psl814/98, jak réwniez identyfikacja plazmidéw i
czynnikéw wirulencji patogena. W cze$ci poswigconej badaniom z wykorzystaniem materiatu roslinnego
wykonano testy odpornosci linii RIL pokolenia F¢ na bakteryjna kanciasta plamisto$¢, jak rowniez rozmnozono
te linie otrzymujac nasiona kolejnego pokolenia. Testowanie kolejnego nowego zestawu markeréw SSR
pozwolito na wytypowanie kolejnych polimorficznych marker6w przydatnych w mapowaniu genéw odpornosci
na kanciasta plamisto$¢. Ponadto wykonano genotypowanie DArT-seq identyfikujac zestaw polimorficznych
markeré6w SNP. Markery SSR po uzupehieniu markerami SNP pozwola na skonstruowanie mapy genetycznej i
poszukiwanie markeréw gendéw odpornosci na kanciasta plamisto$¢. W czgéci poswigcone;j interakcji patogen-
roslina, w 2016 roku kontynuowano prace nad analiza transkryptomiczna odpowiedzi linii Gy14 i B10 ogérka na
infekcje P. syringae pv. lachrymans. Wykonano analiz¢ RNA-seq i otrzymano dane transkryptomiczne dla
dwoch linii w trzech punktach czasowych infekcji. Wszystkie cele badan zaplanowane na rok 2016 zrealizowano
w catosci.

Materialy i metody

Materialem badawczym w cze$ci dotyczacej patogena byt zsekwencjonowany w poprzednim roku genom
szczepu Psl1814/98 P.syringae pv. lachrymans, charakteryzujacy sie wysoka wirulencja. Przeprowadzone w tej
czesci analizy zostaly wykonane in silico przy uzyciu ogdlnodostgpnych programéw i narzedzi
bioinformatycznych. Ro$linnym materialem badawczym byly linie RIL ogérka w pokoleniu Fg, uzyskane ze
skrzyzowania linii Gyl4 i B10. Rosliny do testéw odporno$ciowych uprawiano w fitotronie, natomiast do
wykonania samozapylen linii RIL oraz zebrania tkanki ro$linnej do badan molekularnych uprawiano w tunelu
foliowym w warunkach optymalnych dla wzrostu roslin ogoérka. Tak jak w poprzednim roku, testy odpornosci na
kanciastg plamisto$¢ przeprowadzono inokulujac rosliny szczepem Ps1814/98. 1zolacje DNA i RNA na potrzeby
analiz molekularnych wykonano z wykorzystaniem zestawéw komercyjnych. Warunki reakcji PCR i typowania
sekwencji starterow SSR byly takie jak w poprzednim roku projektu. Genotypowanie DArT-seq populacji
mapujacej wykonano ustugowo podobnie jak sekwencjonowanie Illumina RNA-seq dla odpowiedzi ogérka na
infekcje Psl814/98. Wyniki DArT-Seq i RNA-seq analizowano wstgpnie wykorzystujac program MS Excel.
Testowanie przydatnosci gendéw referencyjnych na potrzeby analiz ekspresji gendw w czasie patogenezy
wykonano metodami RT-PCR i Real-Time PCR.

Wyniki i dyskusja

W genomie szczepu Psl814/98 zsekwencjonowanym w poprzednim roku badan zidentyfikowano 6024 geny
kodujace biatka. Srednia dlugos¢ genu wynosita 934 pary zasad, przy czym okoto 400 genéw byto dtuzszych niz
2000 par zasad. Catkowita dlugo$¢ sekwencji genéw kodujacych biatka wynosita okoto 5,63 miliona par zasad.
W przypadku genéw kodujacych RNA w sumie zidentyfikowano 92 geny, z czego 62 to geny kodujace tRNA,
16 rRNA i 14 sRNA. Lacznie zidentyfikowano wigc 6116 gendéw, co pozwolito stwierdzi¢, ze rejony kodujace
genomu PsI814/98 stanowia okoto 86% za$ niekodujace 14%. Adnotacja funkcjonalna genéw kodujacych
biatka, wykonana przez przyréwnanie sekwencji przewidywanych genéw do sekwencji genéw zdeponowanych
w bazach danych, wykazata, ze w genomie Psl814/98 mozna zidentyfikowa¢ ponad 20 klas genéw, sposrod
ktorych najliczniejsze sg klasy gendw zwiazanych z transportem bfonowym oraz metabolizmem aminokwasow i
weglowodanéw. Poréwnanie genomu Psl814/98 do genomow Psl L106 i Psl L107 pokazato wigksze
podobienstwo genomu 814/98 do genomu Psl L107. Ponadto w genomie Ps1814/98 stwierdzono wystgpowanie
kilku unikalnych rejonéw. W zwiazku z tym, ze wirulencja bakterii jest czgsto zwigzana z obecnoscig
plazmidéw wykonano przyréwnanie sekwencji genomu Psl814/98 do sekwencji plazmidéw wystepujacych u
bakterii z rodzaju Pseudomonas. Przyréwnywanie pokazato podobienstwo czg¢éci skafoldow do plazmidéw
patowardw P. syringae: lachrymans, tomato, phaseolicola, maculicola, syringae, glycinea, aesculi i actinidiae.
W analizie BLAST wyodrebniono skafoldy 8 i 9, ktére prezentowaty wysokie podobienstwo do kilku plazmidéw
nalezacych do P. syringae (lokalnie powyzej 97%). Otrzymane wyniki sugeruja, ze skafoldy te reprezentuja dwa
niezalezne plazmidy, co potwierdzono identyfikujac w tych skafoldach miejsca inicjacji replikacji (ori). Wynik
ten potwierdzono takze mapujac odczyty sekwencyjne na ztozonych skafoldach wsrod ktérych skafoldy 8 i 9
charakteryzowaly si¢  kilkukrotnie wyzszym pokryciem odczytami sekwencyjnymi w stosunku do
chromosomowych. Identyfikacja komponentow zwiazanych z reakcja patogen-gospodarz pozwolita wskaza¢ 24
efektory nalezace do systemu sekrecji typu trzeciego (T3SS) wystepujace w szczepie Ps1814/98.
Zidentyfikowano trzy typy efektoréw: (1) wystgepujace we wszystkich genomach referencyjnych P. syringae
(DC3000, 1448A, B728a), ktére mogg stanowi¢ efektory typowe dla P. syringae, (2) efektory wystepujace w




jednym lub w dwoéch z trzech genoméw referencyjnych oraz (3) efektory, ktérych nie wyodrgbniono w
genomach referencyjnych i mozna je wstepnie uzna¢ za zestaw efektorow unikalny dla patowaru lachrymans.
Konieczna jest jednak dalsza analiza bioinformatyczna genomu PsI814/98 i poréwnanie do genoméw innych
patowaréw nalezacych do P. syringae, co moze przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmu porazenia
ogorka przez patowar lachrymans.

Nasiona 124 linii RIL Fs stanowiacych populacje mapujaca Gyl4 x B10 oraz linii rodzicielskich wysiano,
uzyskujac rozsade dla 121 linii RIL i 2 linii rodzicielskich (nasiona 3 linii nie skietkowaty). Stwierdzono, ze 50
linii tworzyto tylko kwiaty zenskie (stanowiac tzw. linie zenskie), a 71 linii tworzylto gléwnie kwiaty meskie i
pojedyncze zenskie na tej samej roslinie (stanowigc tzw. linie jednopienne). Wyniki te sg zgodne z uzyskanymi
w pokoleniu Fs. Oceniajac barwe kolcow owocoéw stwierdzono, ze 62 linie RIL tworzyly owoce o ciemnych
kolcach, za$ 59 linii RIL owoce o biatych kolcach. Potwierdzono segregacje tych cech 1:1 testem chi’.

Po osiagnieciu dojrzatosci zebrano nasienniki 121 linii RIL, uzyskane w wyniku recznego samozapylenia
kwiatow. Lacznie uzyskano 203 nasienniki, przy czym dla 82 linii uzyskano po dwa nasienniki, za$ dla 39 linii
po jednym. Po oczyszczeniu i policzeniu wszystkich dobrze wyksztalconych nasion stwierdzono, ze ze
wszystkich nasiennikéw 121 linii RIL pokolenia Fs uzyskano nasiona pokolenia F;. Liczba nasion
poszczeg6lnych linii byla jednak bardzo zroznicowana i zawierata si¢ w przedziale od 3 do 700 sztuk dla danej
linii RIL.

Przeprowadzono testy odpornosci linii RIL na kanciasta plamisto$¢ stosujac taka samg metodyke jak w
poprzednim roku. Linia Gyl4 charakteryzowala si¢ odpornoscia lub $rednia odpornoscia. Na porazonych
lisciach wystepowaty drobne lub $redniej wielkosci plamy nekrotyczne przypominajace reakcj¢ nadwrazliwoscei,
a udzial porazonej powierzchni lisci wahat si¢ od 8 do 25%. Linia B10 wykazywata podatnos¢ na kanciasta
plamistoé¢. Na porazonych lisciach pojawialy si¢ duze, poczatkowo silnie uwodnione plamy nekrotyczne z
wyciekami bakteryjnymi. Wokot nekroz pojawialy si¢ intensywne, rozlegle i bardzo charakterystyczne chlorozy.
Stopien nasilenia objawéw siegat od 50% do 75%. Sposrod testowanych 110 linii, 48 charakteryzowalo si¢
wyraznie odcigtym przejasnieniem wokol nekroz i tolerancjg (typ linii Gy14), a 60 linii wykazywato rozmyte,
rozlegle chlorozy i podatnos¢ na kanciasta plamistos¢ lisci ogérka (typ linii B10). Dla dwéch linii nie udato si¢
wykonac jednoznacznej oceny. Najwieksza podatno$cia na patogena charakteryzowaty si¢ linie RIL 55 i 87.
Srednia ocena stopnia porazenia tych roslin wynosita 3,5. Z kolei najwigkszy poziom odpornosci na patogena
wykazywata linia RIL 6, dla ktérej stopien porazenia zostat oceniony na 6,5. Rozszczepienie fenotypowe 1:1 w
odniesieniu do typu reakcji odpornosciowej obserwowanej w postaci obecnosci lub braku chlorotycznego halo
potwierdzono statystycznie testem chi’.

Kontynuowano prace nad identyfikacja markeréw SSR przydatnych do konstrukcji mapy genetycznej. W
wyniku przetestowania w 2016 roku nowego zestawu 90 markerow SSR otrzymano zestaw 40 markerow
wykazujacych polimorfizm na liniach rodzicielskich i 8 liniach RIL. Stopiefi polimorfizmu (44%) by} nieco
nizszy w poréwnaniu z wynikami z roku 2015, jednak nadal mozna ten wynik uzna¢ za zadowalajacy. Dla
poréwnania Yang i inni (2012) z zestawu 1266 markeréw SSR opracowanych przez Ren i inni (2009) wskazali
731 markeréw SSR (57%) potencjalnie roznicujacych linie Gyl4 i 9930, jednakze eksperymentalnie
polimorfizm potwierdzono jedynie dla 312 markeréw SSR (25%). Testowanie markeréw SSR na catej populacji
mapujacej Gyl4 x B10 pozwolito uzyskaé 57 nowych markeréw segregujacych w stosunku 1:1, przydatnych do
konstrukcji mapy genetycznej. W przypadku testowania markeréw na cafej populacji mapujgcej stopien
polimorfizmu wynosit 81%, co mozna uznaé za wynik satysfakcjonujacy. Dla poréwnania w roku 2015
testowano 52 markery SSR, sposréd ktérych 88% wykazato przydatnosé¢ do konstrukcji mapy genetycznej. W
sumie w latach 2015 i 2016 przetestowano na calej populacji mapujacej 122 markery SSR, z ktérych 103
wykazato przydatno$é do konstrukcji mapy genetycznej (84%). Otrzymany zestaw markerow SSR stanowi
podstawe do dalszych prac zwigzanych z konstrukcja mapy genetyczne;.

Przeprowadzono genotypowanie DArT-seq populacji mapujacej Gy14 x B10. Przygotowane w poprzednim roku
do genotypowania DArT-seq DNA bylo stabilne, co pozwolito na udane przeprowadzenie analizy i
zidentyfikowanie 3027 markeréw DArT-seq, wérdéd ktorych wystepowaty markery typu polimorfizm
pojedynczych nukleotydéw SNP (ang. single nucleotide polymorphism) oraz wygenerowane bioinformatycznie
markery typu Insilico DArT. Sposrod wszystkich markeréw 2161 (88% catosci) réznicowato jednoznacznie linie
rodzicielskie, zas 1906 (63% markeréw) segregowato 1:1 w populacji mapujacej. Segregacje dla tych markerow
potwierdzono testem statystycznym chi’. Otrzymano zblizong liczbe segregujacych markeréw typu SNP i
Insilico DArT (964 markery SNP i 942 markery Insilico DArT). W obrg¢bie markerow SNP otrzymano markery
nalezace do wszystkich mozliwych typoéw substytucji nukleotydowych, zaréwno tranzycji i jak i transwersji.
Liczniejsza grupe stanowity markery o charakterze tranzycji - 61%, podczas gdy markery SNP o charakterze
transwersji stanowily 39%. Najwieksza grupe marker6w SNP stanowity markery o charakterze tranzycji typu
G>A i C>T. Uzyskane markery DArT-seq pozwola na zaggszczenie mapy genetycznej populacji Gyl4 x B10
ogorka.

Zoptymalizowano procedure izolacji RNA co pozwolifo na otrzymanie RNA wysokiej jakosci wymaganej do
sekwencjonowania RNA-seq. W wyniku sekwencjonowania RNA-seq na platformie Illumina HiSeq otrzymano




odczyty dla dwoch linii rodzicielskich ogorka (Gy14 i B10), w trzech punktach czasowych, tj.: przed inokulacja,
1 i 3 dni po inokulacji. Odczyty te miaty dobra jakosé. Uzyskano okoto 44,5 miliona czystych odczytow
sekwencyjnych o catkowitej wielkosci 4,47 Gpz dla kazdej proby. Dla poréwania liczba otrzymanych odczytéw
ogoérka porazonego Botritis cinerea wynosita ponad 33Mb o wielkosci 4,14 Gpz, a jakos¢ odczytéw byta nizsza
(Kong i in. 2015). Na potrzeby analizy transkryptoméw metoda Real-Time PCR wybrano startery genow
referencyjnych CACS, TIP41 i Ubi-ep do przeprowadzenia wstgpnych badan. Dla wszystkich par starterow
otrzymano produkty amplifikacji. Liczba przetestowanych genéw referencyjnych jest jadnak na razie
niewystarczajgca. Aby mozna bylo rzetelnie i wiarygodnie wytypowaé najlepsze geny referencyjne konieczne
jest przetestowanie wiekszej liczby genoéw referencyjnych.

Whnioski

1.

12.

Bioinformatyczna adnotacja funkcjonalna wykazata, ze w genomie Psl814/98 wystepuje 6116 gendw i
nalezg one do ponad 20 r6znych klas funkcjonalnych, sposrod ktdérych najliczniej reprezentowane sa klasy
gen6w kodujacych bialka zwigzane z transportem blonowym oraz metabolizmem aminokwaséw i
weglowodanéw.

Na poziomie genomu szczep Psl814/98 wykazuje podobienstwo do Psl L107, charakteryzujacego si¢ silng
wirulencja.

Skafoldy 8 i 9 genomu Psl814/98 reprezentuja najprawdopodobniej dwa plazmidy wystepujace w szczepie
Ps1814/98.

Dla szczepu Psl814/98 zidentyfikowano 24 efektory wirulencji, z ktorych 8 wystgpowato tylko w szczepie
Ps1814/98 patowaru /achrymans.

Uzyskujac segregacje cech plci kwiatoéw i barwy kolcow 1:1 potwierdzono wyniki z poprzedniego roku, co
$wiadczy o poprawnej strukturze genetycznej populacji mapujacej Gyl4 x B10. Jednoczesnie rozmnozono
121 linii RIL Fg populacji mapujacej Gy14 x B10 i uzyskano nasiona pokolenia F7.

W drugim roku doswiadczen potwierdzono, ze linie RIL populacji mapujacej Gyl4 x B10 charakteryzuja
sie dwoma odmiennymi typami reakcji na infekcje silnie wirulentnym szczepem Ps1814/98, tj.: typem linii
Gyl4 i typem linii B10 segregujacymi w stosunku 1:1.

Ocena populacji mapujacej Gyl4 x B10 pod wzglegdem odpornosci na bakteryjna kanciasta plamistos¢
wskazuje, ze populacja osiggneta wysoki poziom homozygotycznosci i zdecydowana wigkszos¢ linii
wsobnych wchodzacych w jej skiad jest wyrownana genetycznie.

Na podstawie testowania 90 markerow SSR na liniach rodzicielskich i 8 wybranych liniach RIL
zidentyfikowano 40 polimorficznych markeréw SSR, wykazujac nieco nizszy niz dotychczas otrzymywany,
ale nadal satysfakcjonujacy polimorfizm (44%).

Sposrod 70 markerow SSR przetestowanych na populacji mapujacej RIL Gyl4 x B10 wykazano
przydatnos¢ 57 markeréw do konstrukcji mapy genetycznej ogérka, znaczaco zwigkszajac dotychczasowa
pule takich marker6w.

. Uzyskany w wyniku genotypowania DArT-seq zestaw markerow SNP pozwala na wykorzystanie ich w

konstrukcji mapy genetycznej populacji Gyl4 x B10 oraz ~w mapowaniu gendéw zwiazanych z
tolerancja/odpornoscia na kanciasta plamistos¢ ogorka.

. Uzyskano dobrej jakosci odczyty sekwencyjne RNA-seq dla transkryptoméw dwdch linii ogéorka Gyl14 i

B10, przed inokulacja oraz 1 i 3 dni po inokulacji szczepem 814/98, ktore beda wykorzystane w dalszych
etapach realizacji zadania.

Przetestowanie metoda Real-Time PCR trzech genow referencyjnych wskazuje, ze nalezy przetestowac
znacznie wiecej genéw by mdc wskazaé stabilne geny referencyjne przydatne w badaniach ekspresji genow
ogorka podczas porazenia przez P. syringae pv. lachrymans.



