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Cel zadania

Glownym celem pracy w 2017 roku byta konstrukcja mapy genetycznej ogdrka w oparciu o wyniki
genotypowania SSR i DArT-seq uzyskane w latach poprzednich. Rejony mapy zwigzane z podatnoscig na
kanciasta plamisto$¢ ogdrka byly w biezacym roku dodatkowo zaggszczene polimorficznymi markerami SSR.
Wykonano statystyczne opracowanie dwuletnich wynikow testowania odpormosci na kanciasta plamisto$¢ linii
RIL pokolenia Fs i Fs, stanowiacych populacje mapujaca Gy14 x B10. Przeprowadzono identyfikacje genéw
referencyjnych na potrzeby Real-Time RT-PCR i wstgpna analize wynikéw transkryptomicznych RNA-seq
odpowiedzi ogorka na infekcje Pseudomonas syringae pv. lachrymans. W ramach sekwencjonowania i sktadania
genomu wirulentnego szczepu 814/98 Pseudomonas syringae pv. lachrymans wykonano analizy
bioinformaiyczne unikalnych rejonéw genomu i oceniono ich przydatno$é diagnostyczna.

Cele we wszystkich czgsciach zadania udato si¢ osiagna¢ w catosci.

Materiaty i metody

Do konstrukcji mapy genetycznej wykorzystano markery SSR i DArT-seq segregujace w populacji mapujgcej
Gy14xB10 w stosunku 1:1. Mapg genetyczng skonstruowano w programie JoinMap 4.0 przy zastosowaniu
funkcji Haldane’a i minimalnej warto$ci LOD=8. Dla markeréw DArT-seq wykonano analizy bioinformatyczne,
umozliwiajace przypisanie ich do poszczegdlnych chromosoméw. Nasilenia objawdw (DSI) wykorzystano do
identyfikacji QTL stosujac mapowanie interwatowe. Prawdopodobienstwo wystepowania QTL w okreslonym
przedziale mapowym zweryfikowano na podstawie analizy krzywej wartodci LOD, gdzie maksimum krzywej
LOD wynosito 4.0 przy poziomie istotnosci a=0,01. W celu zageszczenia rejonéw wystepowania genéw
zwigzanych z odpornoécia na kanciasta plamistos¢ ogérka zidentyfikowano dodatkowe loci mikrosatelitarne. Dla
49 polimorficznych loci mikrosatelitarnych zaprojektowano startery SSR w programie Primer3. Ocene poziomu
odpornosci na kanciastg plamistos¢ linii RIL i populacji mapujacej Gy14 x B10 analizowano w programie
Statistica (hipotezg o braku istotnych roznic pomiedzy latami zweryfikowano testem U-Manna-Whitneya, a
korelacj¢ migdzy obecnoscig/brakiem chlorotycznego halo i wskaznikiem DSI obliczono za pomoca
wspoiczynnika korelacji rang Spearmana). Wykonano analize wynikow transkryptomicznych RNA-seq
odpowiedzi ogérka na infekcj¢ Pseudomonas syringae pv. lachrymans i identyfikacje gendw referencyjnych na
potrzeby analiz Real-Time PCR weryfikujacych dane transkryptomiczne. Dla sekwencji genomu Pseudomonas
syringae pv. lachrymans 814/98 wykonano analizy unikalnych rejondw. Dla dwéch genéw plazmidowych (rep,
tra¥) i dla o$miu efektoréw T3SS zaprojektowano startery PCR i przetestowano z wykorzystaniem panelu
szCczepOw Pseudomonas.,

Wyniki i dyskusja

Statystyczne opracowanie wynikéw z dwoch lat testéw podatnosei linii na kanciasta plamisto$¢ w
populacji mapujacej Gy14xB10 potwierdzilo, ze linie RIL sg wyréwnane i wykazuja wysoki poziom
homozygotycznosci. Ocena obecnosci chlorotycznego halo zwigzanego z genem ps! w obu latach testéw byla
zbiezna dla 103 ze 110 badanych linii. Ocena DSI dla 100 ze 110 linii nie wykazata statystycznie istotnych
roznic. Na podstawie wspoiczynnika rang Spearmana potwierdzono korelacje pomiedzy obecnoscia lub brakiem
chlorotycznego halo a wskaznikiem DSI. Linie RIL bez chlorotycznego halo majg znacznie wyzszy wskaznik
DSI niz linie z chlorozami, czyli przy wyzszym wskazniku DSI istnieje mnigjsze prawdopodobiefistwo
wyst¢powania chloroz. Statystyczne opracowanie wynikow potwierdzito przydatnosé badanej populacji
mapujgcej do konstrukcji mapy genetycznej i zasadno$¢ wykorzystania jej do mapowania genéw zwiazanych z
kanciastg plamistodcia ogorka.

Do konstrukcji mapy wykorzystano 546 polimorficznych markeréw, dla ktorych zweryfikowano
segregacje 1:1 testem chi’. Wykorzystano cztery typy markeréw: SSR, SNP, in silico DArT oraz markery
morfologiczne (barwa kolcow, zefisko$c i ceche obecnosci lub brak chlorotycznego halo zwigzang z genem psi).
Skonstruowana mapa ma siedem grup sprzezei i dhugos¢ catkowita 707,1 ¢cM o $redniej odlegto$ci migdzy
markerami 1,3 ¢M. Dhugos¢ grup sprzezen waha si¢ od 70,5 cM (LG_7) do 140,1 cM (L.G_3) przy sredniej
odleglosci pomiedzy markerami od 0,76 (LG_7) do 1,77 (1.G_6). Liczba markeréw tworzacych poszczegélne
grupy sprz¢zen byla zréznicowana i waha si¢ od 50 markeréw dla grupy 2 do 105 dla grupy 3. Liczba grup
sprz¢zen odpowiada siedmiu chromosomom ogorka. Grupy sprzezet przypisano do chromosoméw w oparciu o
markery SSR, dla ktérych znana jest lokalizacja chromosomowa (Ren iin 2009, Yang i in. 2012, Shen i in.
2015). Z kolei wykonujac analizy BLAST dla markeréw DArT-seq (SNP, in silico DArT) przypisano je do
poszczegllnych chromosomo6w (na podstawie genomu linii Gy14). Udalo sie zmapowa¢ gen psl, oznaczajacy
obecnos¢ (cecha dominujgca) lub brak (cecha recesywna) halo wokét plamy nekrotycznej na lifciu oraz cechy
ilosciowe (QTL) zwigzane z nasileniem objawow kanciastej plamistosci (na podstawie wskaznika DSI).
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Stwierdzono, ze zaréwno gen psl, jak i dwa QTL-e (oznaczone ps! 5.1 i psl 5.2) zlokalizowane $3 na
chromosomie 5. Gen ps/ jest pomigdzy markerami flankujacymi 16326275 i 16326048, w pozycji 31,1 cM.
Glowny QTL zlokalizowany bardzo blisko genu psi i wyjasnia 79,9% fenotypowej zmiennosci (LOD = 32,6, a
warto$¢ krytyczna LOD = 4.0). Drugi QTL psl 5.2 zlokalizowany jest miedzy markerami SSR00398 (5,1 cM) a
16327512 (27,6 cM i wyjasnia pomiedzy 24,1% a 44,7% zmiennosci fenotypowej, przy wartosci parametru
LOD migdzy 5,6 a 12. Dotychezas opracowano okoto 30 map genetycznych ogdrka, gtéwnie dla populacji
mapujgcych linii amerykanskich, indyjskich i chifiskich (Ren i in 2009, Miao i in., 2011, Yang i in., 2012),
Jednak dotad nie skonstruowano zaawansowanej mapy genetycznej dla linii ogérka, przystosowanych do uprawy
w klimacie Srodkowoeuropejskim. Jak dotychczas nie zmapowano genéw warunkujacych odporno$é na
kanciasta plamisto$¢ lisci ogérka, bowiem koncentrowano si¢ na odpornosciach na maczniaka rzekomego i
prawdziwego czy parch dyniowatych. W niniejszej pracy po raz pierwszy zmapowano geny zwigzane z
odpornoscia kanciastg plamistos¢, otrzymujac zadowalajace wyniki. Wyniki te s zbiezne z pracami
dotyczacymi identyfikacji genéw odpornosci, kodujacych biatka NBS-LRR, ktére dowodza, ze grupa genéw
odporno$ci wystepuje na chromosomie 5 (Huang i in. 2009, Wang i in. 2013, Yang i in. 2013).

Analiza bioinformatyczna pozwolita znalez¢ zestaw nowych markeréw SSR, ktdre mozna wykorzystac
do zageszczania rejonéw zwigzanych z kanciasta plamistoscia. W pierwszym etapie wytypowano 636 loci
mikrosatelitarnych, z ktorych 63 byty polimorficzne migdzy liniami rodzicielskimi. Na podstawie analiz
wytypowano 49 loci mikrosatelitarnych (15 dla regionu ps! 5.7 i 34 dla regionu psi 5.2), zaprojektowano startery
1 stwierdzono, ze 24 z nich wykazaty polimorfizm na liniach rodzicielskich i o$miu losowo wybranych liniach
populacji mapujgcej w warunkach labolatoryjnych. Zakres wielkosci uzyskanych amplikonéw dla testowanych
markeréw SSR wynosit od 140 do 400 par zasad. Na calej populacji mapujacej przetestowano pieé wybranych
par starteréw SSR zaprojektowanych do loci mikrosatelitarnych zidentyfikowanych w obrebie rejonu ps? 5.1.
Segregacje 1:1 dla kazdego markera SSR zweryfikowano statystycznie testem chi?. Dla czterech
przetestowanych markeréw SSR potwierdzono przydatnosé do konstrukcji mapy genetycznej. Jest to wynik
satysfakcjonujacy. Dla poréwnania Yang i in. (2012) z zestawu 1266 markeréw SSR opracowanych przez Ren i
inni (2009) wskazali 731 markeréw SSR (57%) potencjalnie roznicujacych linie Gy14 i 9930, jednakze
eksperymentalnie polimorfizm potwierdzono jedynie dla 312 marker6w SSR (25%). Zageszczanie markerami
rejonow chromosomu 5 jest kolejnym etapem niezbednym w poszukiwaniu genéw zwigzanych z odpornoscia na
kanciastg plamisto$¢. Zaréwno marker fenotypowy ps! zwiazany z cechg chlorotycznego halo jak i QTL-¢
zidentyfikowano w pigtej grupie sprz¢zen mapy genetycznej ogorka, co potwierdza zasadno$¢ poszukiwania
nowych markerdw dla chromosomu pigtego ogdrka.

W ramach badania interakcji patogen-roslina analizowano transkryptomy uzyskane dla linii
rodzicielskich ogorka (Gy14 i B10) w trzech punktach czasowych, tj.: przed inokulacja, w pierwszym oraz
trzecim dniu po inokulacji. Czyste odczyty sekwencyjne zostaly zmapowane na genomie referencyjnym ogérka
linii 9930, uzyskujac wysoki odsetek wiasciwie zmapowanych odczytéw, w tym unikalnie zmapowanych
odczytéw, co swiadezy o dobrej jakosci danych transkryptomicznych. Wstepnie zidentyfikowano geny ogérka
ulegajgce zroznicowane] ekspresji w czasie porazenia lisci przez P.syringae pv. lachrymans. Wyniki te beda
weryfikowane metodg Real-Time PCR, gdzie badajac ekspresja wybranych genow réznicujacych bedzie
oceniana w odniesieniu do tak zwanych gen6w referencyjnych, ktére charakteryzuja sie stata ekspresja w
tkankach rolinnych, zaréwno natywnych, jak i po zainfekowaniu fitopatogenna bakterig. Dobranie
odpowiednich genéw referencyjnych dla danego uktadu badawczego jest kluczowe w analizach Real-Time PCR
i umozliwia zweryfikowanie wynikéw analiz transkryptomicznych. Na podstawie literatury wybrano 13
potencjalnych genéw referencyjnych. Reakcje Real-Time PCR byly poprzedzone reakcja kontrola PCR. Brak
produktu dla dla kontroli negatywnej (matryca RNA) $wiadczyt o dobrej jakosci preparatu RNA, a obecno$é
produktu dla kontroli pozytywnej (matryca DNA) pozwalal stwierdzi¢, ze reakcja PCR przebiegta prawidiowo.
Po takiej weryfikacji syntezowano kazdorazowo cDNA na matrycy RNA i wykonywano kontrolng reakcje RT-
PCR z tymi samymi starterami na matrycy cDNA. Obecnos¢ produktéw reakcji RT-PCR dla wszystkich
badanych préb oraz w prébie pozytywnej potwierdza, ze synteza cDNA przebiegla wiasciwie. Po kilkuetapowej
weryfikacji otrzymano cDNA, ktére uzywano w reakcji Real-Time PCR z 10 testowanymi parami starteréw. Po
wykonaniu analiz Real-Time PCR wskazano CACS i TIP41 jako najlepsze geny referencyjne w oparciu o
bioinformatyczny ranking stabilnosci ekspresji.

W biezgcym roku finalizowano badania zwigzane z genomem szczepu Psl 814/98. Analiza
poréwnawcza z innymi zsekwencjonowanymi genomami patowaru lachrymans pozwolila na zidentyfikowanie
rejondw unikalnych. Na skafoldzie 3 znaleziono pie¢ rejondw wystepujacych wytacznie u Psl 814/98, a trzy
takie rejony znaleziono na skafoldzie 5. Ponadto skafoldzie 3 znaleziono sze$é rejonéw wystepujacych w
genomie Psl 814/98 i PLA107 i siedem rejondw wystepujacych w genomie Psl 814/98 i PLA106 Baltrus i in.
(2011). Z kolei na skafoldzie 5 znaleziono geny kodujgce biatka wykazujgce podobiefstwo do znanych biatek
malezionych u P. syringae, m.in. roznych bialek transportowych. W rejonach unikalnych na skafoldzie 3 i 5
zidentyfikowano tez rézne typy transpozaz, co potwierdza obecnoéé ruchomych elementow genetycznych w
genomie Ps] 814/98. Analiza CRISPR nie zidentyfikowata w genomie Psl 814/98 powtdrzen palindromowych,
zwigzanych z odpowiedzig komérek bakteryjnych na wirusy. Chociaz system CRISPR/Cas9 jest czestym
systemem obrony bakterii przed bakteriofagami, to jednak dotychczasowe badania bakterii nalezacych do P.
syringae nie potwierdzity jego obecnosci u tego gatunku (Dudnik i Dudler 2014, Sultanov i in. 2016). Analiza
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porownawcza sekwencji genéw plazmidowych wykazata, 7e wigkszo$¢ genow plazmidowych jest na skafoldach
819. Na obu tych skafoldach znaleziono geny inicjacji replikacji (rep). Na skafoldzie 8 zidentyfikowano
rowniez szereg gendw ira, zwigzanych z procesem koniugacji, gen efektorowy hopAW1 oraz gen pilT. Na
skafoldzie 9 zidentyfikowano kilka genéw virB, zwigzanych z systemem sekrecji typu IV (T4SS). Ponadto
znaleziono kilka genéw plazmidowych na skafoldach 3, 5, 10 i 13 (gen awirulencji avrD, gen mobilnosci mob
odpowiadajacy za transfer plazmidu, gen par4). Przydatnos¢ diagnostyczna do identyfikacji i roznicowania
szczepdw patowaru lachrymans przez geny plazmidowe lub kodujace efektory T3SS zweryfikowano w
warunkach laboratoryjnych. Wybierajac efektory do analiz zatozono, ze beda one identyfikowac szczepy
lachrymans w nastgpujacy sposob: hopAW1 i hopBDI — szczepy nalezace do patowaru lachrymans, hopAB3 i
hopBK1 — zidentyfikowane silnie wirulentne szczepy patowaru lachrymans, hopAB2 i hopCI — zidentyfikowane
srednio wirulentne szczepy patowaru lachrymans, avrEl i hopMI — rozme szczepy nalezace do gatunku P.
syringae. Testowanie w warunkach labolatoryjnych przydatnosci diagnostycznej 10 zapojektowanych par
starteréw nie potwierdzito wynikéw analiz bioinformatycznych. Jedng z trudnosci w ocenie przydamosci
diagnostycznej tych starteréw bylo otrzymywan‘e wielu produktéw amplifikacji (dla hopAB3, hopBDI,
hopBK1), ktorych nie wyeliminowano pomimo optymalizacji reakcji PCR przeprowadzonej dla kazdej pary
starterow. W reakcji ze starterami hopA W1 (efektor zidentyfikowany bioinformatcznie we wszystkich szczepach
lachrymans) otrzymano produkty o wielkosci ok. 450 pz dla szczepéw Psl 814/98, Psl BG283, Ps1 BG966 i Psp
1448A. Nie otrzymano produktéw dla dwoch innych szczepdw patowaru lachrymans tj. Psl CCM2857 i Psl
LMG5070. Reakcja ze starterami hopCI i hopAB2 (efektory zidentyfikowane bioinformatycznie u $rednio
wirulentnych szczepéw lachrymans) wykazata dwa odmienne profile amplifikacyjne w panelu zastosowanych
szczepdw (dla opCl otrzymano produkty o wielkosci 510 pz tylko dla Psl CCM2857 i dwéch szczepow
patowaru fomato, a dla startera hopAB2 produkty o wielkosci 740 pz dla wszystkich szczepow). Dla starterow
avrEl i hopMI (efektory wystepujace powszechnie w gatunku P. syringae) uzyskano réwniez rozbieznodci w
poréwnaniu z analiza bioinformatyczng. W przypadku avrE! produkty amplifikacji o wielkosci ok. 870 pz
otrzymano dla silnie i §rednio wirulentnych szczepdw patowaru lachrymans (Psl 814/98, Psl CCM2857, Psl
LMG5070 i Psl BG966) oraz dla szczepéw patowaru fomato (Pst DC3000 i Pst3). Z kolei dla hopMI otrzymano
produkty o wielkosci ok. 600 pz dla szczepow Psl BG966, Pst DC3000 i Pst 3. W reakgji ze starterami repd (gen
plazmidowy) otrzymano produkty o wielko$ci ok. 1480 pz dla szczepow Psl 814/98, Psl CCM2857, Psl BG966,
Psp1448A i Pst DC3000 oraz dla Pss 2905 i Pf PD2760 o innej wielkosci. W przypadku drugiego genu
plazmidowego (tra¥) otrzymano produkty o wielkosci ok. 960 pz dla szczepow Psl 814/98, Psl CCM2857, Psl
BG283, Psl BG966, Pst DC3000 i Pst 3. Produkty reakcji z testowanymi starterami zsekwencjonowano,
jednakze dla 64% z nich nie udato si¢ ztozy¢ sekwencji z uzyskanych odczytéw. Nie udato sie otrzymad
sekwencji dla wszystkich amplikonéw otrzymanych po reakeji ze starterami hopAW1 i repA. Sekwencje ztozono
dla produktow reakcji ze starterami hopCl, hopMI i hopAB2. Przyréwnanie tych sekwencji (hopCl i hopAB2)
do sekwencji zdeponowanych w bazie PPI wykazalo istnienie pojedynczych substytucji.

Whioski

1. Na podstawie markeréw morfologicznych, SSR, SNP i in silico DArT skonstruowano dobrej jakosci
mapg genetyczng, sktadajaca si¢ z siedmiu grup sprzgzen o catkowitej dlugosci 707,1 ¢M i §redniej
odlegtosei 1,3 cM pomiedzy markerami.

2. Gen psl zmapowano w pigtej grupie sprzezen, ktéra odpowiada chromosomowi 5 ogorka, w pozycji
31,1 ¢cM. Dwa QTL zwiazane z odporno$cia na kanciasts plamisto$é zmapowano réwniez na
chromosomie pigtym.

3. Na podstawic testowania 49 markeréw SSR na liniach rodzicielskich i o$miu wybranych liniach RIL
zidentyfikowano 24 nowe polimorficzne markery wykazujac satysfakcjonujacy poziom polimorfizmu i
5 z nich przetestowano na populacji mapujgcej.

4. Analiza statystyczna poziomu odpornosci populacji mapujgcej ogorka Gy14xB10 na kanciasta
plamisto$¢ wskazuje, ze populacja osiagneta wysoki poziom homozygotyczmosci i wiekszos$é linii
wsobnych wchodzacych w jej skiad jest wyréwnana genetycznie, co czynni ja wiarygodng do
konstrukcji mapy genetycznej i mapowania genow lub regionéw zwigzanych z rozwojem tej choroby.

5. Stopien nasilenia objawéw DSI jest skorelowany z obecnoscia chlorotycznego halo w populacji
mapujgcej Gy14xB10.

6. Uzyskano dobrej jakosci transkryptomy dla dwoch linii ogdrka Gy14 i B10, przed inokulacja oraz w
pierwszym i trzecim dniu po inokulacji, ktére zmapowano do genomu referencyjnego identyfikujac
wstgpnie geny ogdrka ulegajace zréznicowanej ekspresji podczas infekcji.

7. Zanajlepsze geny referencyjne do analiz Real-Time PCR zwigzanych z odpowiedzia ogorka na infekcje
Pseudomonas syringae pv. lachrymans uznano geny CACS i TIP41.

8. Testowanie przydatnosci diagnostycznej 10 zaprojektowanych starterow dla gendéw plazmidowych i
efektorowych Pseudomonas sp. nie potwierdzito ich przydatnosci diagnostyczne;.



