Sprawozdanie z realizacji zadania badawczego nr 11 za 2021 rok

Tytul zadania Identyfikacja mechanizmu molekularnego odpornosci zyta ozimego na rdze
brunatna.

Kierownik zadania: dr hab. inz. Kamila Nowosad , prof. Uczelni
Celem prac realizowanych w 2021 roku byto:

1) Wytypowanie genotypow zyta o najwiekszej tolerancji lub catkowitej odpornos$ci na porazenie rdza
brunatng (Puccinia recondita).

2) Wytworzenie populacji mapujacej zyta ozimego.

3) Identyfikacja genow o zmienionej ekspresji pod wptywem infekcji patogena.
W roku 2021 wykonano nastgpujace prace:

Ad 1)

Materiat badawczy stanowity przekazane przez hodowcoéw materiaty wyjsciowe do hodowli nowych
odmian zyta ozimego, linie wsobne z kolekcji oraz zarejestrowane odmiany, ktore zostaty uzyte jako
wzorce.

1. Formy zyta ozimego przekazane przez:
1.1. DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0. o.

LS 48N/21, LS 48N/21, LS 57N/21, LS 72N/21, LS 72N/21, LS 171N/21, LS 184N/21, LS 202N/21,
LS 226N/21, LS 227N/21, LS 223N/21, LS 237N/21, LS 244N/21, LS 260N/21, LS 272N/21, LS
286N/21, LS 293N/21, LS 312N/21, LS 340N/21, LS 389N/21, S 82P/05, SE 8P/10, SE31P/11,
SE47P/11, SE62P/12, SE67P/12, SE71P/12, SE96P/16, SE98P/16, SE101P/16, SE104P/16, SE105P16,
SE118P/17, SE122P/17, SE125P/17, SE128P/17, SE141P/17, SE144P/17, SE150P/17, SE174P/17,
SO123R/19, SO125R/19, SO126R/19, SO143R/19, SO157R/19, SO161R/19, SO163R/19,
SO182R/19, SO131R/19, SO133R/19, SO135R/19, SO141R/19, SO145R/19, SO150R/19,
SO154R/19, SO168R/19, SO189R/19, SO191R/19, SO201R/19.

1.2. Poznanska Hodowla Roslin Sp. z o.0.
PHR_R1 - PHR_R60
1.3. Hodowla Roslin Smolice Sp. z 0. 0. Grupa IHAR

Bojko-18, Bojko-30, Rostockie-75, 45-4Rj-71, 46-4Rj-71, 97-2Rjz-1-02, 100-2Rj-1-72, 100-2R}-1-74,
100-2Rj-26-04, 101-2Rj-11-73, 108-2Rj-71, 108-2Rj-72, 124-4R-71, 143-2R}-572, 164-Rj-5-71, 164-
Rj-6-71, 168-2R-71, 209-4R-71, 212-4R-71, 214-4R-71, 228-3R-71, 318-3R-81, 363-R-71, 364-2R-
81, 427-2R-81, 479-R-81, 46-4Rjz-1-81, 98-2R}-3-71, 98-2Rj-3-72, 100-2Rjz-2-02, 101-2R}-71, 164-
Rj-6-72, 189-4R-71, 198-R-71, 202-4R-71, 250-3R-72, 256-R-J-81, 257-R-2-02, 274-R-4-82, 281-3R-
82, 298-3R-82, 323-3R-81, 323-3R-82, 347-R-81, 372-2R-83, 402-2R-82, 460-R-81, 469-R-81, 475-
R-81.

W roku 2021 testowaniu w kierunku poszukiwania odpornosci na rdz¢ brunatng poddano tacznie 170
genotypow zyta ozimego w doswiadczeniach infekcyjnych. Byly to dostarczone przez hodowcow linie
wsobne, populacje oraz odmiany wzorcowe.



Oceng podatnosci genotypdéw zyta na porazenie przez rdz¢ brunatng (Puccinia recondita) wykonano
metodg laboratoryjng. Na szlakach Petriego przygotowano pozywke sktadajaca si¢ z agaru z dodatkiem
benzomidazolu. Liscie dziesieciodniowych siewek uktadano na pozywce, a nastepnie infekowano
przygotowanym wczesniej inokulatem rdzy brunatnej. Material do przygotowania zawiesiny
inokulacyjnej zebrano w réznych miejscowosciach ( m.in: Wroctaw, Smolice, Kondratowice,
Radzikéw), aby otrzymaé szeroka genetycznie populacje zarodnikow patogena. Oceny porazenia
wykonano po dziesieciu dniach od inokulacji, w skali czterostopniowe;j, gdzie 1 — brak porazenia, a 4 -
silne objawy porazenia rdzg brunatng na lisciu.

Wyniki ocen zostaly poddane analizom statystycznym. W celu prawidtowego statystycznego
opracowania otrzymanych danych eksperymentalnych przeprowadzono ich transformacje, w celu
spelnienia warunkow koniecznych do analiz, czyli uzyskania cigglo$ci i normalnosci rozktadu
empirycznego. Wyniki surowe przeksztalcono wykorzystujac wzér podany przez Wegrzyna i in.
(1996), a nastepnie przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji zgodnie z modelem
kompletnej randomizacji (ANOVA), co umozliwito sprawdzenie istotnosci zréznicowania badanych
genotypdw zyta ozimego pod wzgledem odpornosci na maczniaka prawdziwego i rdze brunatng. Do
grupowania genotypow o tej samej wartosci Srednich, czyli do ich podziatu na grupy jednorodne
wykorzystano wielokrotny test Duncana.

W doswiadczeniach infekcyjnych wykonano oceny podatnosci posiadanych form zyta na
porazenie przez Puccinia recondita. Oceng objeto tacznie 170 genotypdéw zyta pochodzacych z firm
hodowlanych.

Wyniki ocen dla badanych genotypow zyta zostaly poddane analizie statystycznej. Do analizy
wariancji oraz podziatu genotypoéw na grupy jednorodne wykorzystano dane po transformacji, ktére po
pogrupowaniu zostaly z powrotem przeliczone na skalg oceny.

Analiza wariancji wykazala istotne zréznicowanie badanych genotypoéw zyta pod wzgledem
ich odpornosci na rdze¢ brunatng, to znaczy ze stopien porazenia lici przez rdzg¢ brunatng w warunkach
sztucznej inokulacji byt zréznicowany w zaleznosci od genotypu. Wérod 170 badanych genotypoéw
zyta, znaleziono 28 obiektow ktore charakteryzowaly si¢ pozadana, wysoka odpornoscig na tego
patogena. W zestawieniu wiele z badanych genotypow byto podatnych na porazenie i zostaty one
ocenione na 3 lub 4 w stosowanej czterostopniowej skali oceny porazenia. Wystapilo jednak 28
obiektow o znikomym porazeniu lub bez $ladow zarodnikéw na lisciach (164-Rj-6-71, 101-2Rj-71,
SO182R/19, SO154R/19, PHR_R23, PHR_R39, 45-4Rj-71, 164-Rj-5-71, 214-4R-71, 164-Rj-6-72,
202-4R-71, 323-3R-82, SE122P/17, PHR_R21, PHR_R16, PHR_R21, PHR_R24, PHR_R52, 100-
2Rj-1-72, 100-2Rj-1-74, 108-2Rj-72, 98-2Rj-3-72, 100-2Rjz-2-02, 189-4R-71, 256-R-J-81, 298-3R-
82, 469-R-81, LS 56N/21), ktore mozna uzna¢ za odporne na rdz¢ brunatng. Genotypy te utworzyty
pierwszg grupe jednorodng. Kolejne grupy jednorodne tworzyly genotypy, ktore w tescie
laboratoryjnym uzyskaly oceny §wiadczace o wigkszej wrazliwo$ci na porazenie przez rdzg¢ brunatng.
Z informacji literaturowych wynika, ze istnieje wysoka korelacja pomiedzy odpornoscia okre§lona
metoda laboratoryjna, a polowa odpornoscig na rdze brunatng. Wymienione genotypy mozna bedzie
wykorzysta¢ w programach hodowli nowych, tolerancyjnych na rdze brunatng odmian zyta.

Uzyskane w biezgcym roku wyniki ocen porazenia genotypow zyta przez rdz¢ brunatng nie odbiegajg
znaczaco do rezultatow z innych badan. Wérod analizowanych genotypow zyta ozimego stwierdzono
nieliczne formy charakteryzujace si¢ pelna odpornoscia rdze brunatng. Zakres zmienno$ci porazenia
badanych linii przez patogena wynosit od 1,0 do 4,0. Analiza statystyczna otrzymanych wynikow
wykazata istotne zréznicowanie podatnosci na porazenie rdz¢ brunatng badanych genotypow. Wsrod
badanych genotypoéw wystapity formy odporne na Puccinia recondita. Podobne wyniki uzyskano w
badaniach linii wsobnych wyprowadzonych w Katedrze Genetyki, Hodowli Ro$lin i Nasiennictwa



Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu. Linie wsobne Zyta ozimego wchodzace w sktad kolekcji
charakteryzowaty si¢ rowniez istotnym zréznicowaniem podatnosci na rdz¢ brunatna.

1. Analizy wynikow oceny porazenia genotypow zyta przez rdzg brunatng (Puccinia recondita) w
wyniku sztucznej inokulacji wykazaty, ze istnieja genotypy odporne lub wysoce tolerancyjne na tego
patogena, ktére mozna poleci¢ do programdéw hodowli odpornosciowe;.

2. Udalo si¢ znalez¢ stosunkowo duza grupg genotypow bez $ladow zarodnikow rdzy brunatnej na
lisciach (28 genotypow), ktéore mozna uznac za odporne na porazenie przez tego patogena.

3.Genotypy odporne moga zosta¢ wykorzystane do zalozenia przez hodowcow szkotek
rozmnozeniowych i selekcyjnych w celu uzyskania z nich nowych cennych linii o kompleksowej

Ad 2)

Material badawczy stanowity linie wsobne (homozygotyczne) o potwierdzonej odpornosci na rdze
brunatng, jak i linie silnie podatne na porazenie. Linie podatne o sprawdzonej odpornosci zostaty
wyprowadzone z ré6znych populacji wyjsciowych i w wyniku wieloletniego chowu wsobnego stanowia
homozygoty. Linie odporne zostaty przetestowane w warunkach polowych w latach poprzedzajacych
wykonanie doswiadczenia. Sposrdéd linii wytypowanych przez hodowcoéw jako odporne, peing
odpornos¢ w warunkach polowych udato si¢ potwierdzi¢ tylko dla jednej formy RB1/ TN1874
pochodzaca z kolekcji Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie. Linia ta zostala
wybrana jako komponent do krzyzowania.

Linie zostaly wysiane na poletkach do§wiadczalnych Rolniczego Zaktadu Doswiadczalnego Swojec
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu i przekrzyzowane, w celu uzyskania nasion pierwszego
pokolenia mieszancowego Fi. Z uwagi na to iz, linie moga posiada¢ geny samoniezgodno$ci, co w
przypadku zyta jest dos¢ powszechne, ktore moga w znaczny sposéb utrudni¢ krzyzowania i uzyskanie
ziarniakdw mieszkancow wykonane zostato krzyzowanie 10 linii. Uklad krzyzowan obejmowat 9 linii
podatnych krzyzowanych w uktadach w obie strony z linig odporna RB1.

Efekty krzyzowania byly zadowalajace pod wzgledem otrzymane;j liczby ziarniakow mieszancowych
F1 dla trzech kombinacji:

1. SE 128N/17 x RB1
2. RB1xUP122
3. RB1xSE 128N

Ziarniaki mieszancow zostaly wysiane w celu wyprowadzenia populacji mapujacej. Nasiona
wysiewano punktowo w rozstawie 20 x 5 na poletkach dwurzedowych. Na kazdym z poletek wysiano
po 40 ziarniakow. Kombinacje mieszancowe po przezimowaniu, zostang ocenione i wWybrana zostanie
jedna kombinacja. Wybrana populacja F1 zostanie w kolejnym roku rozmnozona celem wyprowadzenia
z niej populacji mapujacej o odpowiedniej liczebnosci do dalszych badan.

Zastosowanie roéznych kombinacji linii stanowilo dobre rozwigzanie aby uniknaé efektu
samoniezgodnos$ci u roslin zyta ozimego. Wykonanie krzyzowan linii wsobnych w uktadzie A x B i
BxA, z 10 liniami pozwolito na uzyskanie odpowiedniej liczby ziarniakéw do wysiewu i wytworzenia
populacji mapujace;j.

1. Wybrane kombinacje linii wsobnych zyta ozimego pozwolity na wytworzenie populacji F1.

2. Wysiane populacje zostang poddane ocenie po przezimowaniu. Wybrana zostanie jedna
najliczniejsza populacja F1, ktora postuzy do rozmnozenia i uzyskania populacji mapujacej F2.

Ad 3)

Material do analiz RNAseq stanowito catkowite RNA wyizolowane z mtodych li§ci genotypow zyta.
Materiat izolowany byt 24 godziny po inokulacji 14 dniowych roslin wodnym roztworem zarodnikow



rdzy brunatnej. Rosliny kontrolne traktowane byty woda destylowana. W badaniach wykorzystano dwa
genotypy, jeden wykazujacy polowa odporno$¢ na porazenie rdza i drugi podatny na porazenie.
Materiat pobrany zostat w trzech powtorzeniach biologicznych.

Catkowite RNA do analiz wyizolowano przy uzyciu kitu Total RNA Mini (A&A Biotechnology). [los¢
oraz jako$¢ (integralnos¢) wyizolowanego materiatu sprawdzono na urzadzeniu Qiaxcel Advance
wykorzystujac zestawu RNA QC (Qiagen). Biblioteki do sekwencjonowania uzyskano korzystajac z
zestawu TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit (Illumina) wedtug protokotu TruSeq Stranded
MRNA Sample Preparation Guide, Part # 15031047 Rev. E, co pozwolito na uzyskanie bibliotek o
znanej orientacji nici (strand sensitive). Sekwencjonowanie wykonano na urzadzeniu HiSeq2500 w
technologii 150 PE. Wyniki sekwencjonowania zapisane zostaly jako pliki fastq (zawierajace
informacj¢ sekwencyjng oraz informacje¢ o jako$ci uzyskanych odczytéw). Otrzymane surowe wyniki
poddane zostaly analizie jakosci. W tym celu wykorzystany zostatl program fastqc. Odezyty stabej
jakos$ci Q<30 oraz adaptery usuni¢te zostaly za pomocg programu Trimmomatic (Bolger, Lohse, and
Usadel 2014).

Oczyszczone dane (clean data) zostaty zmapowane do genomu referencyjnego (Rabanus-Wallace i in.
2021) pobranego ze strony GenBanku przy wykorzystaniu alignera wrazliwego na sliping HiSat2 (Kim
et al. 2019). Utworzone pliki SAM z informacja o potozeniu poszczeg6lnych odczytow przeksztatcone
zostaly w posortowane pliki BAM za pomoca narzedzia samtools (Li 2011). Tak przygotowane pliki
BAM postuzyty do przygotowania macierzy zaliczen odczytow przypisanych do poszczegélnych
gendéw za pomoca programu featureCounts z pakietu Subread. Uzyskane wyniki ekspresji zostaly
znormalizowane wedlug metody TPM (Conesa et al. 2016) za pomocg wlasnego skryptu w programie
R. Analiza porownawcza ekspresji genow (DE) wykonana zostata w pakiecie DESeq2 (Love, Anders,
and Huber 2019) w programie R (Team and others 2013). Do identyfikacji ortologéw genéw
zaangazowanych w proces odpowiedzi rosliny na infekcj¢ patogenu grzybowego zostal wykorzystany
program BLAST (Altschul et al. 1990) i algorytm tblastn. Transkryptom referencyjny zyta (Hane et al.
2017) przeszukiwano za pomocg sekwencj biatkowych wybranych genow pobranych z bazy UniProt.
Analizy GO wykonane zostaty przy uzyciu pakietu GOSeq (Young et al. 2012) w programie R. Pakiet
GOSeq uwzglednia w analizie wplyw dlugo$ci genu i bierze poprawke na tg wartos¢. W analizie GO
wykorzystano test Walleniusa. Za istotnie nadreprezentowane uznano numery GO dla ktorych wartosé¢
p <0.05. Na podstawie znormalizowanych danych ekspresji metodag TPM wykonano mapg PCA dla 1
i 2 sktadowej glownej dla 6 badanych probek (3 Genotyp I, 3 Genotyp II). Na podstawie
znormalizowanych danych ekspresji gendéw skonstruowano takze mapg cieplng obrazujaca
wspotczynniki korelacji pearsona pomiedzy poszczegdlnymi probkami. PCA i mapg cieplng wykonano
w programie R. Analizy bioinformatyczne i obliczenia statystyczne wykonane zostaly na serwerze
,bioscienta” nalezacym do KGHRIiN.

Dla wszystkich probek udato si¢ wyizolowaé RNA w wystarczajace;j ilosci (6 — 32 g, Tab 1) do
przeprowadzenia analizy RNAseq. Wyizolowane RNA byto wysokiej jakosci (wartosci wsp. RIN > 8,
tab 1). Uzyskane wyniki wskazuja, ze dobrana metoda izolacji byta odpowiednia dla analizowanego
materiatu badawczego.

Tabela 1. Wyniki izolacji RNA - zestawienie

ID probki | Tlo$¢ wyizolowanego RNA | RIN
UP1 19.539 7.9
UP2 14.019 8.1
UP3 31.131 8.2



https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://subread.sourceforge.net/
https://www.uniprot.org/

UP4 14.019 8.2
UP5 17.397 7.3
UP6 6.477 8.3

Uzyskanie wysokiej jakosci RNA Dbylo warunkiem koniecznym do przeprowadzenia
sekwencjonowania transkryptomu. Poniewaz uzyskane RNA bylo wysokiej jakosci, proces tworzenia
bibliotek przebieg bez zaktucen i udalo si¢ uzyska¢ wysokiej jakosci biblioteki, ktore nastepnie z
powodzeniem zostaty zsekwencjonowane. Uzyskane wyniki sekwencjonowania byty bardzo dobre. Dla
kazdej biblioteki uzyskano 31 - 32 min odczytow i 6,2 - 5,4 Gpz odczytanych zasad. Wigkszo$¢ (ok.
95%) uzyskanych odczytow miata wartosci Phred (jakos$ci odczytu) powyzej 30, co wskazuje na udane
sekwencjonowania. Podsumowanie wynikow sekwencjonowania zawiera tabela 2. Uzyskanie wysokiej
jakosci odczytow sekwencjonowania pozwolilo na wykonanie analiz poréwnania ekspresji (DE).

Tabela 2. Wyniki sekwencjonowania - zestawienie

ID biblioteki | Laczna liczba odczytow | L.aczna liczba odczytanych zasad CG | Q30..
UP1 41,195,974 6,220,592,074 58.27 | 95.21
UP2 41,557,290 6,275,150,790 58.21 | 95.11
UP3 41,316,498 6,238,791,198 57.99 | 95.16
UP4 41,991,232 6,340,676,032 58.54 | 95.31
UP5 40,943,890 6,182,527,390 58.8 | 95.21
UP6 42,144,012 6,363,745,812 57.2 1 95.19

Mapowanie do genomu referencyjnego

Przeprowadzone mapowanie oczyszczonych wynikow pozwolito na przypisanie wigkszosci odczytow
do pojedynczego miejsca w genomie. Dla wszystkich analizowanych probek co najmniej 80% z nich
zostalo zmapowanych do pojedynczej lokalizacji w genomie referencyjnym. Tak przygotowane wyniki
mogly zosta¢ wykorzystane w dalszych analizach ekspresji poréwnawczej (Tabela 3).

Tabela 3. Wyniki mapowania - zestawienie

ID Liczba % nie % jedno % wiecej niz jedno
biblioteki odczytow zZmapowanych mapowanie mapowanie
UP1 20,004,438 7.78% 87.03% 5.19%
UP2 20,145,786 8.17% 86.71% 5.12%
UP3 20,046,240 7.77% 86.22% 6.01%
UP4 20,426,039 7.02% 85.88% 7.1%
UP5 19,894,533 7.06% 86.61% 6.33%
UP6 20,503,083 7.25% 80.68% 12.07%

Analiza ekspresji roznicowej (DE)



Po wezytaniu danych do R w pakiecie DESeq2 obliczono wspotczynniki normalizacji biblioteki (Tab.
4). Wszystkie analizowane biblioteki mialy podobng glebokos¢ sekwencjonowania co ilustruje
wspotczynnik normalizacji bliski 1. Wyniki uzyskane w obrebie powtorzen biologicznych bylo do
siebie zblizone co ilustruje rysunek 1. Potwierdza to poprawno$¢ wykonanych prac laboratoryjnych i
podnosi wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow.
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Rysunek 1. Wykres wartosci korelacji miedzy analizowanymi probkami

Wykonana analiza porownawcza ekspresji pozwolita na wskazanie 2296 genow z istotng statystycznie
(FDR < 0,01) zmiana ekspresji (2x lub wigcej wyzsza i nizsza) w roslinach uzyskanej metodami
klasycznymi. Uzyskane wyniki ilustruje wykres typu ,,Vulcano plot” (rys. 2) Zestawienie genow z
zmieniong ekspresjg zawiera suplement (Stab1).

Tabela 4. Wyniki normalizacji bibliotek

1D wsp.
biblioteki normalizacji
UP1 1,05
up2 0,93
uUP3 1,07
UP4 0,93
UP5 0,94
UP6 1,16
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Rysunek 2. Wykres typu “Vulcano plot ilustrujqcy wyniki ekspresji roznicowej DE.

Wisréd tych transkryptow znalazty si¢ migdzy innymi geny zwigzane z udokumentowana odpowiedzia
ro$lin na infekcje patogenu takie jak np.: SECCEIRvIG0001880; Pm3-like disease resistance protein,
SECCE1Rv1G0002710; Cyclotide - peptyd ktory pelni role obronna przed grzybami u roslin,
SECCE1Rv1G0003770;  Disease  resistance  protein  (TIR-NBS-LRR  class)  family,
SECCE1Rv1G0005780; RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein - biatko opisane jako
zwigzane z odpornoscia na grzyby, SECCE1Rv1G0007350; CsAtPRS - gen opisany jako jeden z genow
PM u pszenicy, SECCE1Rv1G0008000; GDSL esterase/lipase 1 - gen opisany jako gen odpornosci na
grzyby. Na rysunku 3 przedstawiono poziom ekspresji wybranych genéw z udokumentowanym
udzialem w odpowiedzi roslin na infekcje patogenu.
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Rysunek 4. Wykres - mapa cieplna ilustrujqcy poziom ekspresji wybranych genéw w badanych
probkach.

W kolejnym kroku odczytu uzyskane w analizach RNAseq zostaly wykorzystane do opracowania
transkryptomu  de novo. Analizy przeprowadzone zostaly w  programie  Trinity
(https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq) z przyjetymi parametrami domy$lnymi. W wyniku
dziatania programu zostal odtworzony transkryptom. Otrzymany transkryptom zawierat 133176
transkryptow oraz 83198 genow. Srednia dtugo$é otrzymanych transkryptow wynosita 902,4 pz, a
srednia dlugos¢ genow 700,6 pz. Nastepnie za pomoca narz¢dzi dostepnych w programie Trinity zostata
przeprowadzona kontrola jakos$ci otrzymanego transkryptomu. W tym celu obliczony zostal parament
E90NS50 - Contig N. Wyniki tych analiz zestawiono w tabeli 5.

Tabela 5: Statystyki Contig N dla opracowanego transkryptomu

Statystyka bazujaca na kontigach calego Statystyka bazujaca jedynie na najdhuzszych
transkryptu: izoformach ‘na gen’

Contig N10: 3628 Contig N10: 3380

Contig N20: 2787 Contig N20: 2522

Contig N30: 2262 Contig N30: 2032




Contig N40: 1887 Contig N40: 1655

Contig N50: 1568 Contig N50: 1296

Dodatkowo odczyty uzyskane w RNAseq zostaly zmapowane do otrzymanego transkryptomu za
pomocg programu bowtie2. Dla kazdej z analizowanych probek ponad 95% odczytéw mapowato sie do
opracowanego transkryptomu. Na podstawie uzyskanych wynikow przyjeto, iz opracowany
transkryptom jest dobrej jakosci i moze z powodzeniem zosta¢ wykorzystany w dalszych badaniach
(Conesa i in 2016). Otrzymane sekwencje dla opracowanego transkryptomu zapisano w pliku
Zyto_transkryptom.fasta W kolejnym kroku otrzymany transkrypotom zostal zanotowany na podstawie
baz sekwencji GenBank oraz SweetProt. Do tego celu zostal wykorzystany program InterProScan.
Przed uruchomieniem programu przygotowany zostal plik wsadowy poprzez identyfikacje sekwencji
kodujacych (CDS) w opracowanym transkryptomu, a nastgpnie przetltumaczenie tych sekwencji na
sekwencje aminokwasowe. Anostacja zostata przypisana do 64244 transkryptow. Tak przygotowany
transkryptom zostal wykorzystany w identyfikacji sekwencji mikrosatelitarnych. Do tego celu uzyty
zostal program MISA (Baldwin i in. 2012). W wyniku tych analiz zidentyfikowanych zostato 34119
loci SSR w obrgbie 19776 genow, 7562 genow zawierato wigcej niz jedno locus SSR. Z analizowanych
motywow SRR najwigcej zidentyfikowano powtorzen trzynukleotydowych - 16645, a najmniej
monomorficznych 1662. Szczegdtowe zestawienie przedstawia tabela 6. Pelna lista zidenfikowanych
motywoéw SSR wraz z ich lokalizacjg zestawiona zostata w pliku Zyto SSR.gff.

Tabela 6: Zestawienie liczby zidentyfikowanych sekwencji SSR.

Dhugo$¢ motywu Liczba
zidentyfikowanych
sekwencji

1 1662

2 3204

3 16645

4 7806

5 2580

6 22222

Analiza markerow SNP polimorficznych pomigedzy formami rodzicielskimi populacji mapujacej
wykonana zostata wedlug wytycznych najlepszych praktyk opracowanych przez Instytut Broad MIT i
Harvardu. Zmapowane odczyty dla kazdej probki zostaty posortowane po pozycji w transkryptomie.
Ta modyfikacj¢ wykonano za pomocg programu ‘samtools sort’. Nastepnie do otrzymanych probek
dodane zostaty grupy odczytow, tak aby mozliwe byto potgczenie wynikdw z powtorzen biologicznych



z tego samego genotypu na dalszych etapach analizach bioinformatycznych. W kolejnym kroku za
pomocg narzedzia Picard zaznaczone zostaly odczyty zduplikowane. Tak przygotowane pliki zostaty
nastgpnie zindeksowane za pomoca plecenia ‘samtools index’. W ten sposob uzyskano pliki, ktore
mogly zostaC wykorzystane w analizach wywolywania wariantu za pomoca pakietu GATK. W
pierwszym etapie identyfikacji polimorfizmow SNP analizy przeprowadzone zostaty dla kazdego z
plikow osobno za pomocg algorytmu HaplotypeCaller, a nastgpnie tak uzyskane wyniki potaczone
zostaty w jeden plik vef za pomoca narzedzia CombineGVCFs. Ostatnim krokiem bylo wyznaczenie
polimorfizméw pomiedzy analizowanymi genotypami za pomoca algorytmu GenotypeGVCFs. W
wyniku tych prac uzyskano surowy plik vcf zawierajagcy potencjalne polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu. taczna liczba uzyskanych wariantow wyniosta 44052. W celu eliminacji mato
wiarygodnych wynikoéw, otrzymane markery SNP poddane zostaty filtracji. Zastosowano nastgpujace
parametry: QD < 2.0", "QUAL < 30.0", "SOR > 3.0", "FS > 60.0", "MQ < 20.0", "MQRankSum < -
12.5", "ReadPosRankSum < -8.0", "DP > 500", "DP <4". Z uzyskanych wariantow pozytywnie filtracj¢
przeszto 39413. Pelng liste uzyskanych wiarygodnych (po filtracji) wariantow SNP zawiera plik
Zyto.vcf.

Analiza transkryptomu dostarczyta ponad 2000 gendéw rdznicujacych (DEG), ktorych ekspresja
zmienilta si¢ (zwigkszyta si¢ lub zmniejszyta) ponad dwukrotnie. Zakazenie patogenne prowadzi do
aktywacji tzw. gendw zwigzanych z patogeneza (PR). Mozna je podzieli¢ na co najmniej 17 rodzin.
Bardziej znanymi biatkami PR sa biatka PR1 (przeciwgrzybicze i przeciwgrzybicze), PR2 (B-1,3-
glukanazy), PR3 (chitynazy), biatka PR4 (przeciwgrzybicze), PR6 (inhibitory proteinazy). Do
zwigzkow sygnalowych odpowiedzialnych za indukcje¢ biatek PR naleza kwas salicylowy, etylen,
ksylanaza, systemina polipeptydowa, kwas jasmonowy i prawdopodobnie inne. Po przeanalizowaniu
poziomow transkrypcji genow zaangazowanych w syntezg biatek PR zauwazono, ze wigkszo$¢ z nich
byta obnizona w poréwnaniu z nie zakazong kontrolg. Chociaz biatka PR s3 uwazane za markery
infekcji, zmniejszona ekspresja odpowiednich genéw moze by¢ spowodowana wyborem punktu
czasowego po infekcji, w ktorym wykonano transkryptom. By¢ moze wybrany punkt czasowy byt zbyt
wczesny, aby zaobserwowac wzrost ekspresji gendw PR (Laluk i in. 2011).

Jedna z pierwszych interakcji molekularnych roslin i patogendéw najprawdopodobniej obejmuje
fosforylacje¢ bialek, przeptywu jonow, reaktywne formy tlenu (ROS) i inne formy przekazywania
sygnatow (Shen i in 2017). Dlatego tez transkryptom zostat przeszukany pod katem genéw zwigzanych
z powyzszymi procesami. Okazato si¢, ze znaleziono szereg takich genow, dla ktérych odnotowano
zaro6wno aktywacje, jak i represje¢. Nie powinno to dziwi¢, a poniewaz do profilowania transkryptomu
wykorzystano cate rosliny, a regulacja percepcji, transdukcji i realizacji sygnatu patogenu jest ztozona
siecig interakcji, specyficznych dla poszczegdlnych narzadoéw, a nawet tkanek, aby doktadnie okresli¢
zmiany w ekspresji poszczeg6lnych gendéw, w przysztych badaniach nalezy zastanowi¢ si¢ nad
wykonaniem analizy transkryptomu poszczegolnych czegsci zakazonej rosliny. Obserwowane zmiany w
poziomach transkryptéw kinaz receptorowych wskazuja na dynamiczne procesy obejmujace szlaki
sygnatowe w komorkach roslinnych. Wsrod kinaz receptorowych, gen kinazy receptorowej zwigzanej
ze $ciang komorkowa (WAK) (ktérego ekspresja byta silnie (> 2000 razy) zwiekszona po infekcji) jest
szczegolnie interesujacy. WAK-i sg biatkami podobnymi do receptorow, zawierajacymi
cytoplazmatyczng kinaze serynowo-treoninowa, domeng transbtonowsg i mniej konserwowany region,
ktory jest zwigzany ze Sciang komorkowa. Wykazano, ze WAK-i moga odbiera¢ fragmenty pektyn
powstajace podczas ekspozycji na patogen (Kohorn i Kohorn 2012) i przesyta¢ sygnat do komoérki w
celu zaindukowania odpowiedzi.

Profil transkrypcyjny rosliny zmienia si¢ radykalnie wskutek zakazenia, dlatego musza mu towarzyszy¢
zmiany poziomu ekspresji genéw czynnikow transkrypcyjnych (TF). Rzeczywiscie, zaobserwowalismy
duze zmiany, zarowno wzrost, jak i spadek ekspresji genow TF. Ponownie zatem, mozliwe jest, ze
wskazanie czynnikdéw transkrypcyjnych, ktore sa konkretnie odpowiedzialne za dang reakcje rosliny



(np. produkcje ROS lub ich neutralizacj¢) wymaga analizy r6éznych tkanek w réznych punktach
czasowych.

Poniewaz jedng z pierwszych reakcji rosliny na infekcje jest produkcja ROS w tzw. ,,wybuchu
oksydacyjnym”, ro$lina musi natychmiast zastosowac¢ $rodki zaradcze w postaci wygaszaczy wolnych
rodnikow, aby chroni¢ wtasne komorki przed uszkodzeniem. Oprocz maszynerii enzymatycznej roslina
wykorzystuje drobnoczasteczkowe zwigzki zdolne do inaktywacji wolnych rodnikéw, takie jak
polifenole czy terpenoidy. Niestety nie stwierdzono zmian w ekspresji genéw kodujacych enzymy
wygaszajace ROS, jak dysmutaza ponadtlenkowa czy katalaza, jednak zauwazono znaczny wzrost
poziomu ekspresji gendw kodujacych biatko zawierajace powtorzenia pentatricopeptydowe, ktore
bierze udzial w obronie ro$lin i obniza akumulacje ROS (Laluk i in. 2011). Zaobserwowalismy rowniez
zwigkszong ekspresje gendw zaangazowanych w synteze polifenoli, takich jak reduktaza cynamoilo-
CoA, 4-reduktaza dihydroflawonolu czy 3’-hydroksylaza flawonoidowa oraz synteze terpenoidow,
takich jak izomeraza beta-karotenu czy cyklaza tokoferolu.

Odpowiedz nadwrazliwa (HR) jest cze$cia odpornos$ci i obejmuje szybka $§mier¢ komorek i zwigzane z
nig pogrubienie S$ciany komorkowej w miejscu proby zakazenia, co wydaje si¢ ograniczaé
rozprzestrzenianie si¢ patogenoéw i dostgp do sktadnikéw odzywczych. Analizujgc transkryptom,
znaleziono szereg genow zaangazowanych w regulacje¢ Smierci komorkowej, takich jak biatka z rodziny
F-box, ktorych ekspresja byta gtownie podwyzszona w zakazonych roslinach. Zwigkszona byta rowniez
ekspresja genow kodujacych kaspaze. Sugeruje to, ze wybrany punkt czasowy 24 godzin po zakazeniu
mozna scharakteryzowac reakcjg PCD ro$liny w miejscu zakazenia oraz przygotowaniem do produkcji
biatek PR.



