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doktoranckich SGGW. Tytul projektu: ”Wstepna charakterystyka strukturalna nowych
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Streszczenie

Wykorzystanie biblioteki BAC do integracji map fizycznych i genetycznych oraz
identyfikacji genéw zwigzanych z udomowieniem i odpornoscia na choroby zyta

Zyto (Secale cereale L.) jest wazna ro$ling uprawna w Europie Srodkowej i
Wschodniej, 0 duzej tolerancji na rézne stresy abiotyczne i biotyczne. Celem pracy byta
integracja map fizycznych i genetycznych oraz identyfikacja gendéw zwigzanych z
udomowieniem i odpornoscia na choroby przy wykorzystaniu biblioteki BAC linii wsobnej
zyta L318. Biblioteki BAC sg waznym narz¢dziem w genomice strukturalnej, a przypisanie
klonéw BAC do okreslonych pozycji mapy genetycznej jest niezbedne do integracji map
genetycznych i fizycznych. Wykorzystujac technologic DArTseq zgenotypowano 16 pul
klonéw BAC reprezentujacych 41% catej biblioteki BAC 1 65% genomu zyta (~ 5,2 Gbp).
Uzyskano 221 122 adresow marker DArTseq-klon BAC. Wykazano, ze technologia
DArTSeq w potaczeniu z trojwymiarows strategia pulowania jest efektywnym sposobem
na zakotwiczanie klonéw BAC na mapie genetycznej. Proponowane podej$cie mozna
zastosowac takze w przypadku innych gatunkow, zwlaszcza tych o ztozonych genomach.
Zastosowanie wynikow adnotacji funkcjonalnej sekwencji markerow DArT zyta i
wdrozenie technologii Oxford Nanopore do sekwencjonowania pojedynczych klonow
BAC umozliwito identyfikacje 28 gendow przypuszczalnie zwigzanych z odpornoscig na
choroby. Wiekszos¢ z nich (82%) nalezata do najwigkszej grupy genow odpornosci - NB-
LRR. Dla jednego ze zidentyfikowanych genow (Sck33) przy pomocy techniki gRT-PCR
wykazano prawdopodobna rolg w reakcji na zakazenie patogenem Puccinia recondita f. sp.
secalis, powodujagcym rdz¢ brunatng. W szesciu klonach BAC odnaleziono sekwencje
homologiczne do pigciu gendow zwigzanych z udomowieniem: Q, GIF1, BTR2, VRN1 i
VRN2. Dodatkowo w pelnych sekwencjach klonéw BAC zidentyfikowano 128
przypuszczalnych genéw o réznych funkcjach biologicznych. Uzyskane wyniki stanowia
punkt wyjscia do dalszych badan nad funkcja zidentyfikowanych gendéw 1 ich
zroznicowaniem allelicznym, co przyczynitoby sie do lepszego poznania genetycznej

kontroli istotnych cech zyta.

Stowa kluczowe: Secale cereale, biblioteka BAC, kotwiczenie klonow BAC, DArTseq,

geny odpornosci, udomowienie



Summary

BAC library application in integration of physical and genetic maps and
identification of genes related to domestication and disease resistance of rye

Rye (Secale cereale L.) is an important crop in Central and Eastern Europe, with
great tolerance against different biotic and abiotic stresses. The aim of this research was to
integrate physical and genetic maps and to identify genes related to domestication and
disease resistance using a BAC library of rye inbred line L318. BAC libraries are an
important tool in structural genomics and the assignment of BAC clones to positions on a
genetic map is indispensable for integration of genetic and physical maps. Using DArTSeq
technology we genotyped 16 BAC clone pools comprising over 43 thousand clones that
represented 41% of the whole BAC library and 65% of the rye genome (~ 5.2 Gpz). We
obtained 221 122 x DArTseq to BAC addresses. These results indicate that DArTseq
technology combined with the three-dimensional pooling strategy provides an efficient
method of BAC clone anchoring. Proposed approach can be used in other species as well,
especially those with complex genomes. The use of functional anotation results of the rye
DArT markers sequences and the implementation of Oxford Nanopore approach to
sequence individual BAC clones allowed identification of 28 genes with functions likely
related to pathogen response. Most of them (82%) belonged to the biggest group of
resistance genes called NB-LRR. A possible role of one of these genes - Sck33 - in response
to infection by the pathogen causing brown rust (Puccinia recondita f. sp. secalis) was
demonstrated using the gRT-PCR method. Six BAC clones containing homologs of five
domestication related genes: Q, GIF1, BTR2, VRN1 and VRN2 were identified. In addition,
we identified 128 possible genes with different biological functions in full sequences of six
BAC clones. The obtained results constitute a starting point for further research on the
function of the identified genes and their allelic variation, which would contribute to a

better understanding of the genetic control of important features of rye.

Keywords: Secale cereale, BAC library, BAC clones anchoring, DArTseq, disease

resistance genes, domestication
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1. WYKAZ SKROTOW
BAC- ang.: bacterial artificial chromosome; sztuczny chromosom bakteryjny

DArT- ang.: Diversity Arrays Technology; technologia genotypowania wykorzystujaca

mikromacierze

DArTSeg- jedna z metod genotypowania poprzez sekwencjonowanie

dNTP- ang.: deoxyNucleotide TriPhosphate; mieszanina czterech dezoksynukleotydow
EDTA- ang.: EthyleneDiamineTetraacetic Acid; kwas etylenodiaminotetraoctowy

FPC- ang.: fingerprinted contigs; program stuzacy do sktadania kontigdw na podstawie

wynikow trawienia restrykcyjnego klonow
GBS- ang.: genotyping by sequencing; genotypowanie przez sekwencjonowanie
gDNA- DNA genomowe

HC- ang.: high confidence genes; geny o wysokim stopniu ufnosci, dla ktorych znane sg

ich produkty biatkowe

HICF- ang.: high information content fingerprinting technology; technika
charakteryzowania klonéw poprzez trawienie restrykcyjne wykorzystujaca znakowanie

fluorescencyjnym
kb- ang.: kilo base pair; kilo par zasad (1000 par zasad)
LB- pozywka mikrobiologiczna Lurii-Bertaniego

MTP- ang.: minimal tiling path — najmniejszy mozliwy zbiér zbior klonéw BAC

tworzacych mapg fizyczng docelowego genomu i naktadajacych si¢ na siebie

FMTP- ang.: Fingerprint-based minimal tiling path; oprogramowanie do obliczania $ciezki

MTP mapy fizycznej na podstawie wzorow trawienia restrykcyjnego klonow BAC

N50- dhugos¢ najkrotszego kontigu w zbiorze kontigéw tworzacych 50% dlugosci catego

zlozenia
NGS- ang.: next-generation sequencing; sekwencjonowanie nowej generacji

PCR- ang.: Polymerase Chain Reaction; reakcja tahcuchowa polimerazy
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PFGE- ang.. Pulsed Field Gel Electrophoresis; elektroforeza zelowa pulsacyjna w

zmiennym polu elektrycznym
pz- para zasad

RFLP- ang.: restriction fragment length polymorphism; polimorfizm dlugos$ci fragmentow

restrykcyjnych

RIL- rekombinacyjna linia wsobna

rpm- ang.: revolutions per minute; obroty na minute
SDS- siarczan dodecylu sodu

SLS- N-lauroilosarkozyna sodu

SP- superpula
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2. WSTEP, CEL PRACY I HIPOTEZY BADAWCZE

Zyto (Secale cereale L.) jest jedna z najwazniejszych roslin zbozowych uprawianych
w Polsce ze wzgledu na jej dobre przystosowanie do panujacych tu warunkéw glebowo -
klimatycznych, a powierzchnia jego upraw wynosi ok. 903 800 hektaréw (https://fao.org).
Posiada unikalne cechy, ktére czynig je atrakcyjnym zaré6wno dla producentow jak i dla
konsumentéw. Odznacza si¢ wysoka odpornos$cig na stresy biotyczne i abiotyczne oraz
zdolnoscig do bardzo efektywnego wykorzystania sktadnikow pokarmowych z podtoza,
przez co nie wymaga intensywnego nawozenia i ochrony chemicznej. Udowodniono

réwniez jego prozdrowotne wlasciwosci.

Zyto ma jeden z najwigkszych genoméw wsréd roslin zbozowych (ok. 8 Gpz),
wysoce zmetylowany i z duzym udziatem sekwencji powtarzalnych - ok. 92%. Zasoby
genomiczne zyta byly przez dtugi okres czasu bardzo ograniczone (w porownaniu do zbdz
takich jak jeczmien i pszenica), co bardzo utrudniato prowadzenie badan z zakresu genetyki
i genomiki tego gatunku. Intenstywny rozwdj metod biologii molekularnej, w tym
wysokoprzepustowych technik genotypowania i narzedzi bioinformatycznych przyspieszyt
prace nad poznaniem genomu zyta i zaoowocowal opublikowaniem jego sekwencji
(Rabanus-Wallace i in., 2021; Li i in., 2021). Zmienito to sposob prowadzenia badan nad

zytem, w tym réwniez realizacji niniejszej pracy doktorskiej.

W przedstawionej pracy, w celu integracji mapy fizycznej i genetycznej oraz
zidentyfikowania i scharakteryzowania genéw zwigzanych z udomowieniem i odporno$cia
na choroby u zyta, zastosowano kompleksowe i1 ukierunkowane podejscie. Obejmowalo
ono nowoczesne metody badawcze oraz efektywne wykorzystanie istniejgcych zasobow
genomicznych (takich jak biblioteka BAC). Pozwolito to na przypisanie klonéw BAC do
okreslonych pozycji na mapie genetycznej oraz zidentyfikowanie i charakterystyke

sekwencji poszukiwanych genéw zwigzanych z odpornoscia na choroby i udomowieniem.
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Cel 0golny:

Integracja mapy fizycznej i genetycznej zyta oraz uzyskanie pelnej sekwencji

wybranych gendéw zwigzanych z odpornoscig na choroby i udomowieniem zyta przy

wykorzystaniu bibioteki BAC.

Cele szczegolowe:

1.

Identyfikacja na podstawie wynikéw geotypowania DArTseq, klonow BAC
zawierajacych poszczegdlne markery DArTseq — ustalenie adresow klon BAC-marker
DArTseq.

Weryfikacja wiarygodnosci uzyskanych adreséw klon BAC-marker DArTSeq.

Integracja mapy fizycznej i genetycznej przy wykorzystaniu adresow klon BAC-

marker DArTseq i mapy genetycznej markerow DArTseq.

Opracowanie metodyki  sekwencjonowania indywidualnych klonow BAC

z wykorzystaniem technologii Nanopore.

Zidentyfikowanie klonow BAC zawierajacych geny zwigzane z odpornosciag na
choroby oraz geny przypuszczalnie zwigzane z udomowieniem oraz ich

charakterystyka.

Hipotezy badawcze:

1.

Genotypowanie DArTseq w polaczeniu z zastosowaniem trojwymiarowej strategii
tworzenia pul zbiorczych klonéw BAC jest efektywnym sposobem na ustalanie
adresow marker DArTseq-klon BAC i w konsekwencji kotwiczenie klonow BAC na

mapie genetycznej gatunku o ztozonym genomie jakim jest zyto.

Wykorzystanie wynikéw adnotacji funkcjonalnej Zytnich markeréw DATT i biblioteki
BAC linii wsobnej zyta L318 pozwala na poznanie petnej sekwencji przypuszczalnych
genow zwigzanych z odpornos$cia na choroby, wykazujacych zréznicowanie alleliczne

w zasobach genowych zyta.

Technologia Nanopore pozwala na uzyskanie wysokiej jakosci sekwencji klonéw

BAC.

Genom zyta zawiera homologi genow udomowienia zidentyfikowanych u innych

zboz.
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3. PRZEGLAD LITERATURY

3.1 Charakterystyka zyta
3.1.1 Systematyka, wlasciowosci i zastosowanie

Zyto uprawne (Secale cereale L.) nalezy do rodziny wiechlinowatych (Poaceae),
podrodziny wiechlinowych (Pooideae) oraz plemienia Triticeae. Jest blisko spokrewnione
z pszenicag (Triticum L.) i jeczmieniem (Hordeum L.) jednak w odréznieniu od tych
gatunkdéw zyto uprawne jest rosling obcopylna, wystepuje u niego samoniezgodnos¢ i

depresja wsobna, co utrudnia prowadzenie badan i hodowle tego gatunku.

Zyto jest wazng rosling uprawng w Srodkowej, Wschodniej i Potnocnej Europie.
Polska zalicza si¢ do wiodacych producentdw zyta, dzigki dobremu przystosowaniu tego
gatunku do warunkow glebowo-klimatycznych panujacych w kraju (http://faostat.fao.org).
Zyto uzywane jest gtéwnie do wyrobu chleba, alkoholu i paszy dla zwierzat hodowlanych.

Zyto jest interesujaca rosling uprawna ze wzgledu na posiadanie cech atrakcyjnych
zarowno dla producentéw jak i konsumentéw. Wykazuje duza tolerancje na niskie
temperatury oraz inne rodzaje stresOw abiotycznych 1 biotycznych. Moze stuzy¢ jako
model odpornosci dla innych ro$lin zbozowych o wigkszym znaczeniu gospodarczym
(pszenica, jeczmien) (Martis 1 in.,, 2013). Charakteryzuje si¢ takze walorami
prozdrowotnymi, miedzy innymi ze wzgledu na wysokg zawarto$¢ blonnika
pokarmowego. Jest cennym Zroédtem mineratow takich jak cynk, zelazo, fosfor. Zawiera
réwniez szereg zwiazkéw bioaktywnych miedzy innymi kwas foliowy, sterole i foliany
(Jonsson i in., 2018). Udowodniono, ze spozywanie chleba zytniego ma pozytywny wptyw
na zdrowie ludzkie, poprawia funkcjonowanie jelit 1 przyczynia si¢ do obnizenia ryzyka

zachorowania na raka jelita grubego (Grasten 1 in., 2000; Holma 1 in., 2010).

3.1.2 Genomika zyta

Zyto jest diploidem i jego material genetyczny jest zorganizowany w 7 par
chromosomow homologicznych. Wyro6znia je jeden z najwigkszych genomow wsrod roslin
zbozowych, wysoce zmetylowany i z duzym udziatem sekwencji powtarzalnych - ok. 92%
(Flavell 1 in., 1974), co stanowi wyzwanie dla genetykow i hodowcow. Wedtug
najnowszych badan catkowita dtugos$¢ genomu dla linii wsobnej L318 wynosi 8,01 Gpz
(Rabanus-Wallace i in., 2021).
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W  ostatnich latach nastapit znaczny postgp w genomice zyta. Pierwsza
wysokoprzepustowa technologia genotypowania zostata wdrozona w 2009 roku wraz z
utworzeniem panelu do genotypowania zyta zawierajacego 1520 klonow DArT (Diversity
Arrays Technology) (Bolibok-Bragoszewska i in., 2009). Pozniejszy postep manifestowat
sie, miedzy innymi, pojawieniem si¢ map genetycznych opartych na tych markerach
(DArT) (Milczarski i in., 2011) oraz na markerach opracowanych na podstawie sekwencji
transkryptow (Haseneyer i in., 2011; Martis i in., 2013). Jednak, w momencie
rozpoczynania badan sktadajacych si¢ na tg rozprawe doktorska, wiedza na temat genomu
zyta byta ciggle jeszcze niewielka. W kolejnych latach zaczeto upowszechniaé
wysokoprzepustowe technologie genotypowania - Milczarski i in. (2016) zaprezentowali
wykorzystanie metody DArTseq - jednego z wariantow GBS (gentypowanie przez
sekwencjonowanie) do skonstruowania wysokorozdzielczej mapy genetycznej.
Opublikowano rowniez czeSciowa sekwencje rejondw niskokopijnych genomu zyta linii
wsobnej Lo7, wykorzystywanej w niemieckiej hodowli heterozyjnej (Bauer i in., 2017),
jednakze jako$¢ tego zasobu (N50=1708 pz, min. di. kontigu 300 pz) ograniczata jego
praktyczne zastosowanie. Nowa wersja sekwencji genomu wspomnianej wyzej linii jest
dostepna od grudnia 2019 roku (Rabanus-Wallace i in., 2019; Rabanus-Wallace i in., 2021).
Sktada si¢ ona z ponad 109 tysiecy skafoldow o tacznej dtugosci 6,74 Gpz. Skafoldy
zostaly uporzadkowane 1 ustawione w odpowiedniej orientacji dzigki uzyciu szeregu
niezaleznych zrodet danych takich jak.: 1) odczyty specyficzne dla chromosomoéw (ang.
chromosome-specific shotgun (CSS) reads), (ii) powiazane odczyty 10X Chromium (ang.
10X Chromium linked reads), (iii) markery mapy genetycznej, (iv) dane o interakcji
chromatyny uzyskane metoda Hi-C (ang. 3D chromosome conformation capture
sequencing (Hi-C)) i (v) optyczna mapa genomu w technologii Bionano. Ostatecznie 92%
ze ztozonej sekwencji (tj. ~ 78% catkowitej wielkosci genomu) zostato ulozone najpierw
w super skafoldy (N50> 29 Mpz), a nastgpnie w pseudomolekuly. Zastosowanie réznych
metod umozliwilo oszacowanie liczby genow na 34 441 (geny o wysokim poziomie
ufnosci), ktore najprawdopodobniej stanowig 97,9% wszystkich genow (Rabanus-Wallace
iin., 2021).

3.1.3 Geny warunkujace wazne uzytkowo cechy zyta

Dotychczas scharakteryzowano niewiele genow warunkujacych wazne uzytkowo
cechy zyta. Przy wykorzystaniu klasycznych metod analizy genetycznej i mapowania QTL

ustalono, m. in., ze krotkie rami¢ chromosomu 1R (1RS) zawiera liczne geny warunkujace
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odporno$¢ na patogeny i stresy abiotyczne (Bartos i in., 2008), natomiast na chromosomach

6R i 4R zlokalizowano po dwa geny zwigzane z odpornoscig zyta na rdz¢ zbozowa
(Schlegel i Korzun 2016).

Gen SCMATEL1, ortolog HYMATEL1 i TaMATE1 (z jeczmienia i pszenicy), jest
zaangazowany w odporno$¢ na aluminium (Al) zyta (Silva-Navas i in., 2012), ktére znane
jest z wysokiej tolerancji na niskie pH. Aluminium jest gldéwnym czynnikiem
ograniczajacym produkcj¢ roslinng na glebach kwasnych (Kochian i in., 2004). Wkiad
SCMATE1 w tolerancje Al jest ztozony. Podobnie jak w przypadku innych gatunkow, u
zyta wystgpuje kilka wersji allelicznych tego genu, o r6znym wplywie na tolerancje

podwyzszonej zawartosci Al w badanych odmianach 1 gatunkach Zyta (Santos i in., 2018).

W celu poszerzenia wiedzy na temat genetycznego podloza biosyntezy
benzoksazynoidéw (BX) u zyta zespot profesor Rakoczy-Trojanowskiej uzyskat sekwencje
5 genow (ScBx1, ScBx2, ScBx3, ScBx4 i ScBx5) kontrolujacych syntezg tych glownych
wtornych metabolitow rosélin nalezacych do rodziny Poaceae. Dokonano tego
wykorzystujac sekwencje genow ze spokrewnionych gatunkéw i przy zastosowaniu
biblioteki BAC linii wsobnej L318. Wykonano rowniez analiz¢ strukturalng 1
filogenetyczng genow SCBx3, ScBx4, SCBx6 i SCBX7 oraz analize ekspresji genow ScBx/1 +
ScBx6 w wybranych wsobnych liniach zyta w warunkach kontrolnych i1 po ekspozycji

ro$liny na stres zasolenia (Bakera i in., 2015).

Myskow 1 in. (2012) okreslili pozycje loci cech ilosciowych (QTL) dla aktywnosci
a-amylazy na mapie genetycznej populacji rekobinacyjnych linii wsobnych S120 x S76 i
porownali je ze znanymi juz wczesniej QTL dla porastania (ang. preharvest sprouting-
PHS) i wczesnego kwitnienia (ang. heading earliness - HE). Porastanie zbdz to
przedwczesne kietkowanie ziarniakow w klosach, ktére przynosi znaczne straty
gospodarcze spowodowane obnizeniem wysokos$ci plondéw i pogorszeniem warto$ci
technologicznej ziarna (Piasecka i in. 2017). Porastanie jest gtbwna przyczyna nadmiernej
aktywnos$ci a-amylazy (AA), co prowadzi do obnizenia jako$ci ziarna, poniewaz
enzymatyczna hydroliza skrobi podczas produkcji Zywnos$ci moze prowadzi¢ do
problemow z przetwarzaniem i niezadowalajacej jakosci finalnego produktu (Tjin Wong
Joe i in., 2004; Mares i Mrva, 2014). Znaleziono 14 QTL zlokalizowanych na wszystkich
siedmiu chromosomach zyta, odpowiedzialnych za 6,09-23,32% zmiennosci cechy
aktywnos$ci a-amylazy. Stwierdzono kolokalizacj¢ szesciu QTL dla cech AA i PHS (na IR,
3R, 4R, 6R, 7R) i réwniez szesciu QTL dla PHS i HE (na IR, 2R, 6R, 7R). Na dlugim
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ramieniu chromosomu 1R znaleziono QTL majgcy wspdlng czes¢ dla wszystkich trzech
cech (AA, PHS i HE).

QTLe zaangazowane w kontrolg cech o duzym znaczeniu agronomicznym takich jak
wysokos$¢ ro$liny, dlugo$¢ klosa i liczba ziaren w klosie zidentyfikowano dzieki
wykorzystaniu map genetycznych o wysokiej gestosci dwoch populacji rekombinacyjnych
linii wsobnych linii (RIL-S i RIL-M). Na mapie genetycznej populacji RIL-S
zlokalizowano 35 QTLIi zwigzanych z badanymi cechami, a na mapie populacji RIL-M-

52. Rejony te byty rozmieszczone na wszystkich chromosomach zyta (Myskow i in., 2014).

3.2 Biblioteki BAC i ich zastosowania

Sztuczne chromosomy bakteryjne (BAC) to zmodyfikowane bakteryjne czynniki F
(Peterson i in., 2000), bardzo stabilne, wolne od chimeryzmu i rearanzacji insertow (Venter
1 in., 1998). Pojawily si¢ jako alternatywa dla sztucznych chromosoméw drozdzowych
(YACs) (Marek i Shoemaker, 1997) 1 staty si¢ cennym narzgdziem genomiki strukturalne;j.
Sa relatywnie fatwe w manipulacji i pdzniejszej aplikacji (Wu i in., 2015). Posiadaja one
markery selekcyjne, takie jak gen opornosci na antybiotyk, i miejsce wielokrotnego
klonowania (tzw. polilinker, ang.: Multiple Cloning Site, MCS), zawierajace sekwencje
rozpoznawane przez roézne enzymy restrykcyjne (Priyadarshan, 2019). Zwykle $rednia
wielko$¢ insertu waha si¢ od 80 do 200 Kb, aczkolwiek moze tez sigga¢ nawet 500 kb
(Ariyadasa i Stein, 2012).

Biblioteki BAC sa przydatne w badaniach genomicznych, zwtaszcza u gatunkow z
niepoznang jeszcze sekwencja genomu. Moga stuzy¢ do izolacji genow, w
wysokoprzepustowym fizycznym mapowaniu i sekwencjonowaniu genomow, rozwoju
nowych markeréw czy w cytogenetyce (Zhang i Wu, 2001; Ariyadasa i Stein, 2012).
Efektywnos¢ wykorzystania bibliotek BAC zostala potwierdzona dla genomoéw roslin z
wysoka zawarto$cig sekwencji powtarzalnych (Visendi i in., 2016). Wielko$¢ insertow w
klonach BAC jest wystarczajgca dla zastosowania zaawansowanej genetyki odwrdcone;.
Mozliwe jest wstawienie do klonu BAC calego fragmentu genomu, w ktoérym

zlokalizowany zostat QTL (Wu i in., 2015).

3.2.1 Zastosowanie bibliotek BAC w identyfikowaniu genow

Biblioteki BAC sg cennym narzedziem genomiki strukturalnej umozliwiajgcym

zidentyfikowanie rejonu genomu zawierajagcego wybrang sekwencje, poznanie sekwencji
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sasiadujgcych z interesujacych nas fragmentem i1 w efekcie zidentyfikowanie pelnej

sekwencji genu.

Wykorzystanie biblioteki BAC linii wsobnej Al237 kukurydzy, odpornej na glin
pozwolilo na zbadanie struktury genomowej locus MATEL, zwigzanego z tolerancja
nadmiaru tego pierwiastka. Po przeszukiwaniu biblioteki BAC, przy pomocy starerow
specyficznych do genu MATEL zidetyfikowano klon pozytywny. Sekwencjonowanie tego
klonu metoda pojedynczej czasteczki DNA w technologii PacBio (SMRT) ujawnito, ze w
genomie linii wsobnej AI237 wystepuja trzy kopie genu MATE1L, utoZzone bezposrednio
jedna po drugiej. Kazda powtarzajaca si¢ jednostka jest wielkosci prawie 30 kpz i wykazuje
duze podobienstwo sekwencji z pozostalymi kopiami (Maron i in., 2013). Zwigkszenie
liczby kopii genu MATEL zwigzane jest z jego zwickszong ekspresja, co z kolei skutkuje
lepsza tolerancja nadmiaru glinu. Ustalono réwniez, ze linie kukurydzy posiadajace trzy
kopie allelu MATE1l pochodzag z regionu geograficznego, w ktorym tolerancja
podwyzszonego poziomu glinu w glebie jest wazng cechg adaptacyjng i gdzie prowdzona

byta intesywna hodowla pod katem tolerancji na niskie pH gleby (Maron i in., 2013).

Zidentyfikowanie genoéw Dbtrl i btr2, odpowiadajacych za nietamliwos¢ osadki u
jeczmienia byto mozliwe dzigki skonstruowaniu kontigu BAC o dtugosci 403 kpz, opartego
na sekwencjach odmian Morex (Yu i in., 2002), Haruna Nijo (Saisho i in., 2007) oraz
dzikiej linii jgczmienia - OUHG602 (Pourkheirandish i in., 2015). Biblioteki BAC
przeszukano z wykorzystaniem strategii pulowania (Stein i in., 2005), a nastepnie
wykorzystano technik¢ ,.chromosome walking” rozpoczynajaca si¢ od dwodch
zakotwiczonych markerow DNA. Sprzgzenie tych markerow z genami btrl i btr2 zostato
potwierdzone przez genotypowanie zestawu rekombinacyjnych linii  wsobnych
(Pourkheirandish i in., 2015).

Dwie biblioteki BAC prosa (Panicum virgatum L.), na ktore sktadato si¢ 96 000
klonow, zostaly wykorzystane do poszukiwania genéw wplywajacych na biomase i genow
zwigzanych z odpowiedzig na stres (Sharma 1 in., 2016). Positkowano si¢ sekwencjami
ortologow tych genéw u ryzu, sorgo, kukurydzy i Brachypodium. Uzycie pelnych
sekwencji 311 klonow BAC odpowiadajacych 51,7 Mpz genomu prosa pozwolito na
zidentyfikowanie prawie 4000 unikalnych genéw (Sharma i in., 2016). Wsrod nich 695
nalezato do poszukiwanych rodzin genéw (GT, GH, kinaz i ERF), pelnigcych role zwigzane

ze sktadem $ciany komorkowej, wydajnoscig scukrzania i tolerancjg na stres.
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Biblioteka BAC DNA pojedynczej rosliny szpinaku, ktora byta homozygotyczna w
locus RPF1 umozliwita jego doktadne zbadanie (Feng i in., 2015). Gen Rpfl bierze udziat
w reakcji obronnej na patogena z gromady Oomycetes Peronospora farinosa f. sp.
spinaciae (Pfs) przyczyniajacego si¢ do powstania mgczniaka rzekomego, ktory jest
ucigzliwg choroba szpinaku, powodujaca duze straty ekonomiczne (She i in., 2018;
Bhattarai i in., 2020). Wykorzystana biblioteka BAC zawierata 73 728 klonow, ze $rednig
wielkoscig insertu 183 kpz, co zapewniato 13-krotnie pokrycie badanego genomu (989
Mpz). W celu weryfikacji jakosci skonstruowanej biblioteki BAC oraz wygenerowania
markeréw, zsekwencjonowano konce 1920 klonow BAC. Uzyskano 3405 sekwencje
(BES) o dtugosci od 100 do 935 pz. Posrdd nich, 38,59 % zawierato powtarzajace si¢ DNA.
Zidentyfikowano w nich geny nalezace do r6znych kategorii, w tym czynniki transkrypcji,
geny biorgce udzial w reakcji na stres oraz zwigzane z reprodukcja. Znaleziono réwniez
domniemane geny odpornosci na choroby zawierajagce domeny wigzace nukleotydy i
domeny bogate w powtorzenia leucynowe (NBS-LRR), z ktérych jeden byl S$cisle
powiazany z locus RPF1 (Feng i in., 2015).

3.2.2 Zastosowanie bibliotek BAC w cytogenetyce

Uzycie bibliotek BAC w potaczeniu z fluorescencyjng hybrydyzacja in-situ (FISH)
jest efektywnym sposobem fizycznego mapowania specyficznych sekwencji DNA oraz
identyfikacji chromosomow u roznych organizmow, w tym rowniez u roslin, takich jak ryz
(Jiang i in., 1995; Cheng i in., 2002), bawelna (Hanson i in., 1995), sorgo (Gomez i in.,
1997), rzodkiewnik (Fransz i in., 2000; Jackson i in., 2000), ziemniak (Dong i in., 2000),
cebula (Suzuki i in., 2001), rosliny straczkowe (Pedrosa i in., 2002) i pszenica (Zhang i in.,
2004). W zaleznosci od wybranego celu, duza cze$¢ sukcesu metody BAC-FISH zalezy od
proporcji powtarzajacych si¢ sekwencji 1 unikalnych sekwencji docelowych w wybranych

klonach BAC.

Wyniki badan zespolu Zang 1 in. (2004) potwierdzity, ze BAC-FISH jest skuteczng
technikg identyfikacji molekularnych markerow cytogenetycznych w duzych roslinnych
genomach. Na podstwie wynikow przeszukiwania trzech réznych bibliotek BAC pszenicy
z wykorzystaniem genetycznie zmapowanych markeréw RFLP wybrano 56 klonow BAC
przyporzadkowanych do poszczegolnych loci. Dla 40 klonow BAC, zaobserwowano
hybrydyzacje¢ do wszystkich chromosomow, na calej ich dlugosci, spowodowang

prawdopodobnie obecnos$cia w tych klonach elementéw powtdrzonych powszechnie
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wystepujacych w genomie pszenicy. Dla trzech klonéw BAC nie zaobserwowano zadnego
sygnatu hybrydyzacyjnego. W pozostatych przypadkach, w zaleznos$ci od wykorzystanego
klonu, zobserwowano rozne wzory dystrybucji sygnatow FISH, odzwierciedlajace
obecno$¢ w genomie réznych typoéw elementow powtorzonych. Zidentyfikowano rowniez
kilka nowych klas elementow powtérzonych 1 wskazano 5 klonow BAC, ktore zawieraja
powtorzenia przydatne w identyfikacji chromosoméw. Wyniki sekwencjonowania
ujawnity, ze wszystkie te elementy powtdrzone to transpozony, sugerujac tym samym ich

wazng role w ewolucji genomu pszenicy.

Przyktadem wykorzystania strategii BAC-FISH u marchwi (Daucus carota subsp.
sativus) jest praca lovene i in. (2011). Przedstawili oni badanie kariotypu tego gatunku i
przyporzadkowanie odpowiednich grup sprz¢zen do chromosomdéw na podstawie
mapowania FISH 17 zakotwiczonych na mapie klonéw BAC. Wigkszos¢ klonow BAC
wykorzystanych do mapowania FISH zostalo zidentyfikowanych po przeszukaniu dwoch
bibliotek BAC marchwi (Cavagnaro i in., 2009) z wykorzystaniem zmapowanych
sekwencji i strategii opartej na PCR. Klony specyficzne dla poszczegolnych chromosomow
zostaty uzyte do fizycznej lokalizacji genetycznie niezakotwiczonych sekwencji DNA,
ustanowienia relacji pomiedzy dystansem genetycznym i fizycznym oraz poszerzenia

wiedzy na temat ewolucji chromosomoéw w rodzaju Daucus.

W pracy lorizzo 1 in., (2016) w eksperymentach FISH majacych na celu oceng
spojnosci i pokrycia sekwencji genomu marchwi w regionach telomerowych,
wykorzystano klony BAC specyficzne dla subtelomerowych rejonow kroétkiego i1 dtugiego
ramienia poszczegdlnych chromosoméw (1,2, 4,5, 6, 8, 9). Uzyto 4 717 sekwencji koncow
BAC i nowo opracowanej mapy sprzezen z 2 075 markerami. Wyniki przeprowadzonych
badan potwierdzity, ze uzyskana w pracy sekwencja nukleotydowa zapewnia dobre

pokrycie genomu marchwi.

3.2.3 Zastosowanie kotwiczenie klonow BAC w integrowaniu map fizycznych i
genetycznych i sekwencjonowaniu genomow

Kotwiczenie pojedynczych klonéw BAC 1 kontigdw na mapach genetycznych o
wysokiej rozdzielczosci ma kluczowe znaczenie przy konstrukcji i eksploatacji map
fizycznych. Pozwala na okreSlenie orientacji kontigdbw i uporzadkowanie ich wzdhuz

odpowiedniego chromosomu (Meksem i in., 2005).
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Bilblioteki BAC wykorzystywano przy sekwencjonowaniu genoméw w strategii
klon po klonie (ang.: BAC by BAC), co zastosowano, m. in., w przypadku rzodkiewnika,
ryzu oraz kukurydzy (Arabidopsis Genome Initiative, 2001; International Rice Genome
Sequencing Project, 2005; Schnable i in., 2009). Schnable (2015) przedstawit
zsekwencjonowanie genomu kukurydzy przy uzyciu MTP (ang.: minimal tiling path) czyli
minimalnego zestawu zachodzacych na siebie klonéw BAC pochodzacych ze

zintegrowanej mapy fizycznej i genetycznej.

Do budowy superskafoldéw wykorzystanych w zintegrowanej mapie marchwi uzyto

sekwencji koncow klonow BAC wraz z sekwencjami uzyskanymi technologia Illumina

(lorizzo i in., 2016).

Yim i in. (2002) wykorzystali trzy biblioteki BAC w pracach nad konstrukcjg mapy
fizycznej kukurydzy. Kazda z biliotek byla stworzona przy uzyciu innego enzymu
restrykcyjnego: Hindlll, EcoRl, i Mbol. Zastosowanie takiej strategii miato
zminimalizowac problem zbyt matej reprezentacji niekdrych rejonéw genomu, ktéry moze
wystgpic¢ przy uzyciu jednego enzymu restrykcyjnego do konstrukcji biblioteki (Frijters i
in., 1997). Te trzy biblioteki BAC zapewnialy 26-krotne pokrycie genomu. fgcznie
przetestowano 331 776 klonow BAC, ze $rednig dlugoscia insertu 136 kpz. Do ztozenia
klonow BAC w kontigi uzyto programu FPC (Soderlund i in., 2000). Zestaw markeréw
RFLP hybrydyzowano do szesciu filtrow o wysokiej gestosci z klonami BAC z kazdej z
trzech bibliotek BAC, aby uzyska¢ informacje o organizacji chromosomdw 1 zawartosci
organellarnego DNA. Wyniki hybrydyzacji pokazaty, ze klony BAC odpowiadaja
kluczowym elementom struktury chromosomow takim jak centromery, telomery i rDNA.
Dodatkowo, aby stworzy¢ szkielet do integracji mapy genetycznej 1 fizycznej,
wykorzystano drugi zestaw sond, sktadajacy si¢ z 90 zmapowanych genetycznie markerow
RFLP kukurydzy, ktorym przeszukano bibliotek¢ Hindlll. Dla kazdego z markeréw RFLP
zidentyfikowano przynajmniej trzy klony BAC.

W pracy Munoz-Amatriain i in. (2015) zaprezentowano zastosowanie i
optymalizacje zestawu MTP obejmujacego prawie 16 000 klonow BAC. Wykorzystano
bibliotek¢ BAC jeczmienia (cv. Morex) skonstruowang przez Yu i in. (2000), sktadajaca
si¢ z 313 344 klonéw BAC z pokryciem genomu si¢gajacym 6,3 x. Ze wzgledu na duzy
rozmiar genomu jeczmienia 1 wysoka zawartos¢ elementow repetytywnych, skupiono sie
na klonach BAC bogatych w geny. Po przegladaniu biblioteki zidetyfikowano 83 832
takich klonéw i poddano analizie metoda HICF (ang.: high information content
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fingerprinting technology). Nastepnie przy zastosownaiu metody FMTP wytypowano 15
711 unikalnych klonow BAC stanowigcych zestaw MTP. Klony te zostaty nastepnie
polaczone w osiem zestawdw, ktore poddano sekwencjonowaniu na urzadzeniu Illumina
HiSeq2000, po czym odczyty o najlepszej jakosci zostaly przyporzadkowane do
pojedynczych klonow BAC i zlozone ,.klon po klonie” przy pomocy oprogramowania
Velvet v. 1.2.09 (Zerbino i Birney, 2008). Ostatecznie uzyskano sekwencje 15 622 klonéw
BAC, a taczna dhugosc¢ tych sekwencji wyniosta okoto 1.7 Gpz, co stanowi 33% genomu
jeczmienia (~5,1 Gpz; IBSC, 2012). Liczba klonow BAC z fragmentem genomu
jeczmienia zawierajacym gen wyniosta 83 831. Na jeden klon BAC $rednio przypadalo
2,38 modeli gen6w wysokiej ufnosci (ang.: high confidence genes, HC). Uzyskano rowniez
ciekawe informacje na temat struktury genomu jeczmienia - potwierdzono, ze dystalne
czgsci chromosomdw, charakteryzujace si¢ wysokim wspotczynnikiem rekombinacii,
zawierajg wigcej gendw niz rejony blizsze centromerom. Jednak wykryto tez rejony bogate

w geny, gdzie nie ma rekombinacji (Munoz-Amatriain i in., 2015).

Mimo postgpu w technologiach sekwencjonowania i sktadaniu genomu, mapy
fizyczne chromosoméw pszenicy zawierajace klony BAC pozostaja cennym zasobem,
umozliwiajacym szybki dostep i szczegétowa analize rejonu bedacego przedmiotem
zainteresowania (Tulpova i in., 2019). W przypadku pszenicy ptaskurki, sekwencja
referencyjna pokrywa 87,5% wielkosci genomu i brakujace cze$ci sg uwazane za
kombinacje sekwencji powtarzalnych, jak i rejondw trudnych do sekwencjonowania (Avni
i in., 2017). Ponadto cz¢$¢ skafoldow (4,1% u tego gatunku) pozostaje nieprzypisana do
okreslonej pozycji genomu. Do skutecznego klonowania gendéw niezbg¢dna jest kompletna
i doktadna sekwencja rejonu bedacego przedmiotem badan. Dostepnosé klonoéw BAC ze
znang pozycja w genomie umozliwia ukierunkowane 1 niedrogie ponowne
sekwencjonowanie poszczegdlnych rejonéw bardziej zaawansowanymi technologiami, tj.
PacBio i Oxford Nanopore, utatwiajac identyfikacj¢ genéw (Shneider i in., 2016; Roseli 1
in., 2017).

Przykladem wykorzystania biblioteki BAC w mapowaniu fizycznym jest
skonstruowanie mapy fizycznej krotkiego ramienia chromosomu 3D (3DS) pszenicy
(Holusova i in., 2017). Badania te przeprowadzono w ramach projektu sekwencjonowania
genomu pszenicy, aby ufatwi¢ sktadanie sekwencji genomu referencyjnego, a takze
klonowanie pozycyjne genow. Wykorzystana biblioteka BAC sktadata si¢ z 36 864 klonow

o sredniej dlugosci insertu 110 kpz i reprezentowata 11-krotne pokrycie ramienia
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chromosomu 3DS (Safaf i in., 2007). W pracy zastosowano metode HICF oraz
oprogramowanie FPC. Ostateczna mapa fizyczna zawierata 869 kontigow zbudowanych z
18 927 klonéw o tacznej dtugosci 274,5 Mpz, stanowiacych 85,5% oczekiwanej wielkosci
ramienia chromosomu. Najdluzszy kontig (2 311 kpz) zawierat 232 klony BAC a 28
kontigow byto dluzszych niz 1 Mpz. W pracy tej wykonano rowniez sekwencjonowanie
nowej generacji klonéw BAC z mapy fizycznej (potgczonych w pule). Oczyty przypisano
in silico do kontigdbw skonstruowanej mapy fizycznej. Dhugos¢ sekwencji
przyporzadkowanych do pojedynczych kontigow wynosita od 200 do 917 922 pz
(Holusova i in., 2017).

Tulpova 1 in. (2019) zbudowali oparta na klonach BAC mape¢ fizyczna krétkiego
ramienia chromosomu 7D pszenicy (7DS) (Triticum aestivum L.), na ktérym
zlokalizowanych jest szereg waznych uzytkowo gendéw i QTLi (Roder i in., 2008).
Zaprezentowana w tej pracy wersja mapy fizycznej 7DS taczyta 1 713 markeréw z mapy
radiacyjnej i trzech map genetycznych (jedna z nich to mapa genomu D Ae. Tauschii -
przodka pszenicy zwyczajnej) z uporzadkowanymi i zsekwencjonowanymi klonami BAC
z MTP. Do ulozenia kontigbw mapy fizycznej chromosomu 7DS wykorzystano kilka
metod. Pierwsza z nich bylo przeszukanie pul klonéw BAC z uzyciem 35 genetycznie
zmapowanych markerow z bazy danych GrainGenes. Drugie podejscie wykorzystywato
integracj¢ mapy fizycznej 7DS z mapa fizyczng Ae. tauschii. Polaczenie klonéw BAC z
obu tych zrédet w jedng mape fizyczng pozwolito na wykrycie 635 markerow SNP na
chromosomie 7DS, ktore zostaly zmapowane do 285 roéznych pozycji. Wykorzystanie
zasobow genomu Ae.tauschii utatwito uporzadkowanie kontigdéw mapy fizycznej nawet w
nie ulegajacym rekombinacji regionie centromeru, co zwykle stanowi gtbwne wyzwanie w
pracach nad skladaniem sekwencji calego genomu. Kontigi BAC z obu wyzej
wymienionych  gatunkéw wykorzystano do poréwnania zmienno$ci ich genomoéw.
Zlokalizowano rejon w centromerze, wykazujacy strukturalng zmienno$¢ miedzy Ae.

tauschii i pszenicg (Tulpova i in., 2019).
3.3 Sekwencjonowanie nowej generacji w genomice

3.3.1 Metody sekwencjonowania nowej generacji

Pierwsza technikg sekwencjonowania, ktora znalazta szerokie zastosowanie w
praktyce, jest metoda dideoksy, wykorzystujaca reakcj¢ enzymatyczng, wynalaziona przez
Friedricha Sangera w latach 70-tych XX wieku (Sanger i in., 1977). Sekwencjonowanie
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metoda Sangera polega na stopniowym wydluzaniu nici DNA z uzyciem mieszaniny
deoksynukleotydow  oraz  dideoksynukleotydow  (wspdlczesnie  znakowanych
fluorescencyjnie).  Dodanie  jednego z  czterech  inaczej  oznakowanych
dideoksynukleotydow (ddNTP) powoduje wykrywalne zakonczenie tancucha (Sanger i
in., 1977). Znakowane fragmenty DNA sg nastgpnie rozdzielane zgodnie z ich dtugoscia
przez zastosowanie elektroforezy w matrycy zelowej. Diugo$¢ odczytu sekwencji moze
wynosi¢ od 250 do 1 100 nukleotydéw. Pomimo uzyskiwanej duzej doktadnosci odczytow
1 wysokiej wiarygodnos$ci sekwencji ta metoda sekwencjonowania okazata si¢ zbyt mato
wydajna dla szybkiego odczytu sekwencji duzych genomow. Dlatego z uptywem czasu
rosnace zainteresowanie sekwencjonowaniem kwasow nukleinowych przyczynito si¢ do
powstania i rozwoju technik sekwencjonowania wysokoprzepustowego. Ich celem bylo
umozliwienie jednoczesnej analizy wielu probek w jednej reakcji. Sekwencjonowanie
nowej generacji — NGS (ang.: next generation sequencing), pozwala uzyskiwa¢ miliony
odczytdow w czasie nieporownywalnie krotszym niz w klasycznym sekwencjonowaniu

metoda Sangera.

Pierwsze technologie sekwencjonowania drugiej generacji wprowadzono w 2005
roku (Ansorge 2009). Z platform sekwencjonowania drugiej generacji najbardziej

popularne to lon Torrent, Roche/454 i lllumina.

System Roche/454 (www.454.com) byl pierwszym systemem sekwencjonowania
drugiej generacji wdrozonym na rynek (Morozova 1 Marra, 2008). Probki byly
amplifikowane za pomoca emulsyjnego PCR i nastgpnie poddawane iteracyjnemu
pirosekwencjonowaniu (Margulies i in., 2005). Diugo$¢ uzyskiwanych odczytow si¢gata
700 pz z dokladnoscig sekwencjonowania wynoszaca 99,9% (Liu i1 in., 2011).
Pirosekwencjonowanie (Ronaghi 2001) to metoda sekwencjonowania przez syntezeg, ktora
opiera si¢ na kaskadzie enzymatycznej, w ktorej uwalnianie pirofosforanu podczas
wprowadzania nukleotydu powoduje reakcj¢ chemiluminescencyjna, ktéorag mozna wykry¢
za pomoca kamery o wysokiej rozdzielczos$ci ze sprzezonym urzadzeniem tadujgcym
(CCD) (Bayes i in., 2012). Swiatlo rejestrowane jest w postaci pikéw, zwanych

pirogramem.

Metoda Ion Torrent bazuje na mierzeniu z zastosowaniem polprzewodnikéw zmian
pH powstalych w wyniku uwolnienia jonow H+ po wiaczeniu nukleotydu, co wyrdznia ja

posrod innych technologii NGS (Rothberg i in., 2011).
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Firma Illumina w 2006 roku rozwingta strategi¢ pozwalajaca na otrzymanie z jednego
sekwencjonowania okoto 13 GB danych w 45 milionach sparowanych odczytow. Dtugosé¢
odczytow generowanych za pomocg tej technologii wynosi od 50 do 300 pz (Priyadarshan,
2019). W tej technologii probki amplikowane sa w bliskim sgsiedztwie poprzez tzw.
,wzmocnienie mostka na powierzchni statej” za pomocg mikroprzeptywowej stacji
klastrowej (Bentley i in., 2008). Sekwencjonowanie przebiega na tej samej powierzchni
przy uzyciu czterech nukleotydow zawierajacych terminatory, ktére sa odpowiednio
wyznakowane specyficznymi dla nich barwnikami fluorescencyjnymi. Tozsamo$¢ kazdego
wlaczonego nukleotydu okre$lana jest przez rejestracj¢ fluorescencji kamera CCD. Po
detekcji terminator jest odcinany, co umozliwia dotaczenie nastgpnej zasady (Bayes i in.,

2012).

Do metod sekwencjonowania trzeciej generacji zaliczamy Pacific Bioscience RS
(PacBio) i Oxford Nanopore Technologies (ONT). Platforme PacBio (sekwencjonowanie
pojedynczych czasteczek - SMRT (ang.: Single Molecule, Real-Time) wprowadzono w
2011 roku (www.pacificbiosciences.com) i jest ona uwazana za pierwszg metode
sekwencjonowania trzeciej generacji, poniewaz daje mozliwo$¢ sekwencjonowania
pojedynczych fragmentow DNA bez potrzeby jego amplifikacji. Prowadzi to do
ujednolicenia pokrycia we wszystkich rejonach DNA: bogatych w AT, dlugich
homopolimerach lub sekwencjach palindromowych (Nocen i in., 2018). Pojedyncze
czasteczki polimerazy DNA s3 unieruchomione na dole nanometrowych komor
aperturowych zwanych falowodami w trybie zerowym (Korlach i in., 2010). PacBio oferuje
wysoka przepustowos¢, generujac od 50 000 do 70 000 odczytow na reakcje (Zhou i in.,
2016). Umozliwia wygenerowanie dtugich odczytow, siggajacych 15 000 pz. Diuzsze
odczyty ujawniajg ztozone zmiany strukturalne obecne w sekwencji, np. informuja gdzie

wystapity réznice w ilosci kopii w stosunku do sekwencji odniesienia (Nocen i in., 2018).

Firma Oxford Nanopore Technologies wprowadzita platform¢ sekwencjonowania
oparta na nanoporach (www.nanoporetech.com) prezentujac w 2014 r. urzadzenie
MinlON. W przeciwienstwie do poprzednich metod, sekwencjonowanie odbywa si¢ nie
poprzez synteze, ale poprzez kontrolowane odcinanie nukleotydu po nukleotydzie z
analizowanej nici DNA (Lu i in., 2016). Zmiana potencjaltu membrany (rzgdu
pikoamperéw) w nanoporze stuzy do identyfikacji przechodzacych przez nig nukleotydow
(Schadt i in., 2010). Dlugosci odczytow wynosza maksymalnie do kilkuset tysiecy pz.

Jednak odczyty uzyskane w technologii Nanopore maja wyzszy poziom bledoéw, z
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doktadnoscig w zakresie 85% - 90% (Nicholls i in., 2019; Loit i in., 2019). Technologia
Nanopore umozliwia uzyskanie bardzo dtugich sekwencji nawet z rejonéw genomu z
wysokg zawarto$cig elementéw repetetywnych (Nocen 1 in.,, 2018). Unikatowa,
kompaktowa struktura urzadzenia MinlON daje mozliwo$¢ szybkiego sekwencjonowania
w mniej korzystnych warunkach czy lokalizacjach (Lu i in., 2016). Dodatkowym atutem

technologii Nanopore jest uzyskiwanie danych w czasie rzeczywistym.

Wymienione powyzej techniki sekwencjonowania uzupelniaja si¢, zapewniajac

rézne dhugosci 1 jakos$ci odczytow.

3.3.2 Zastosowania technik sekwencjonowania nowej generacji

Do najwazniejszych zastosowan technik NGS nalezy sekwencjonowanie genomow,

transkryptomow i genotypowanie.

Postepy w sekwencjonowaniu DNA zmienily sposob prowadzenia badan z zakresu
genomiki ze wzglgdu na mozliwo$¢ uzyskiwania obszernych danych dotyczacych
sekwencji genomu i transkryptomu w znacznie krotszym czasie i przy duzo nizszych
kosztach (Kircher i in., 2011). Przyczynito si¢ to do rozwoju metody sekwencjonowania
genoméw, ang.. whole-genome shotgun DNA sequencing - WGS. Metoda zostata
zastosowana 25 lat temu do sekwencjonowania pierwszego bakteryjnego genomu i 20 lat
temu do genomu ludzkiego (Venter i in., 2001; Lander i in., 2001; Fleischmann i in., 1995).
Opierala si¢ ona na idei sekwencjonowania przypadkowych fragmentow DNA 1
pézniejszemu ich uporzadkowaniu poprzez dopasowanie nachodzacych na siebie
fragmentow odczytow (Messing i in.,, 1981). Jednym z mozliwych udoskonalen
metodycznych strategii WGS jest zastosowanie sekwencjonowania dajgcego sparowane
odczyty (ang.: paired-end sequencing). Pozwala ono sekwencjonowa¢ oba konce
fragmentu i generowa¢ wysokiej jakosci sekwencje. Technika WGS utatwia wykrywanie
rearanzacji genomu i powtarzalnych elementéw sekwencji, a takze fuzji gendw i nowych

transkryptow (Vieira i Messing, 1982).

W projektach sekwencjonowania genomow wykorzystywane sg rézne platformy
NGS. Podczas sekwencjonowania genoméw gatunkow takich jak: kakao (Theobroma
cacao) czy miskant (Miscanthus sp.) wykorzystano platforme¢ Roche/454 (Sheffler i in.,
2009; Swaminathan i in., 2010). Wigkszo$¢ publikacji dotyczacych wykorzystania
technologii Ion Torrent koncentruje si¢ na sekwencjonowaniu genomow bakteryjnych

(Howden i in. 2011; Rothberg i in. 2011). Platforma Illumina zostata uzyta do
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sekwencjonowania genomoéw wielu gatunkow i ze wzgledu na uzyskiwanie sekwencji o
wysokiej jakos$ci stuzy do zidentyfikowania wewnatrzgatunkowej zmiennosci genetycznej
(Bentley i in., 2008). Wigkszo$¢ duzych genoméw roslinnych zawiera wiele
powtarzajacych lub duplikujacych si¢ sekwencji (Pellicer i in., 2018). Dlatego platformy
sekwencjonowania trzeciej generacji (PacBio i Nanopore) generujace dobrej jakosci,

dhugie odczyty daja lepsza cigglos¢ w pokryciu genomu przy duzo nizszych kosztach.

Metode PacBio wykorzystano do sekwencjonowania ludzkiego genomu (Clark i in.,
2012) oraz w analizach gatunkow roslinnych, np. ogorka (Cucumis sativus L.) (Osipowski
11n., 2020). W tych badaniach uzyskano sekwencje linii wsobnej B10 ogorka, o dlugosci
343,58 Mpz, zawierajaca 8 096 kontigow o maksymalnej dtugosci 12,66 Mpz i parametrze
N50 wynoszacym 842 kpz. Osipowski i in. (2020) potwierdzili, ze technologia PacBio
generujac dlugie, dobrej jakosci odczyty zapewnia wysoka ciaglo$¢ sekwencji genomu.
Technika SMRT moze stuzy¢ do udoskonalania genomow referencyjnych dla roslin
uzytkowych, jak np. kukurydzy (Jiao i in., 2017). Berlin i in. (2015) zaprezentenowali
wykorzystanie takich odczytow do zlozenia de novo genoméw czlowieka oraz 4
organizmé6w modelowych (Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis
thaliana, Drosophila melanogaster). Wyniki tych badan pokazuja, ze technika SMRT
moze doprowadzi¢ do prawie kompletnego zakonczenia sekwencjonowania genomow
eukariotycznych przy niewielkich kosztach. W projektach sekwencjonowania duzych
genomOw roslinnych znajduje zastosowanie réwniez technologia Nanopore. Duzym
atutem tej technologii jest jej duza skuteczno$¢ w prawidtowym odczytywaniu sekwencji

rejonéw genomu zawierajacych sekwencje powtarzajace si¢ (Schmidt i in., 2017).

W sekwencjonowaniu genomoéw stosowane sg rowniez strategie ,.hybrydowe”
faczace roézne technologie sekwencjonowania, wykorzystujace zalety kazdej z nich. To
podejscie zwigksza doktadno$¢ diugich odczytdw poprzez mapowanie na nich krétkich

odczytow w celu wygenerowania wspolnej sekwencji (Jung i in., 2019).

NGS umozliwia bezwzgledng kwantyfikacje transkryptow (Mortazavi 1 in., 2008).
Pomaga to przy wykrywaniu zmian poziomoéw ekspresji genow w rdéznych rodzajach
komorek czy tkanek, poddanych réznym traktowaniom (Cullum i in., 2011; Zhou 1 in.,
2010). Zaleta NGS jest umozliwianie analizy wptywu réznych czynnikow odzialujacych

na ekspresje genow w skali calego genomu (Mutz 1 in., 2013).
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Do badania ekspresji genow stosuje si¢ metody oparte na krotkich fragmentach
cDNA reprezentujgcych geny (ang.: tag-based), m. in. Tag-Seq oraz technologi¢
sekwencjonowanie catego transkryptomu - RNA-Seq (Cullum i in., 2011). Obie metody
wykrywaja 96,2% tych samych transkryptow z wysokim wspolczynnikiem korelacji
siegajacym 0,967. Sekwencjonowanie catego transkryptomu daje bardziej kompletny
obraz. RNA-Seq pozwala na zidentyfikowanie nowych i alternatywnych transkryptow. Jest
to mozliwe dzigki odtwarzaniu pelnych sekwencji catych gendw na podstawie pominigtych
eksonoéw, miejsc startowych niedostepnych w adnotacji, zachowanych intronéw, genow

fuzyjnych i innych zmian w transkryptach (Mortazavi i in., 2008; Cullum i in., 2011).

Przyktadem wykorzystania analizy transkryptomu RNA-Seq w potaczeniu z
funkcjonalng adnotacjag do odkrywaniu nowych gendéw jest, m in., praca Furtado i in.
(2015), ktorzy zidentyfikowali w ten sposob gen produkcji chleba pszennego (ang. wheat
bread making, wbm) oraz geny kontrolujace plon maki. Ciekawym przyktadem badan w
tej dziedzinie jest rOwniez praca zespolu Rangan i1 in. (2017) wykorzystajaca do
sekwencjonowania platform¢ Illumina. Przeanalizowano transkryptomy 35 odmian
pszenicy metoda RNA-Seq w dwoch momentach rozwojowych: podczas wczesnego (14
dni po kwitnigciu - 14 dpa) oraz péznego (30 dni po kwitnigciu- 30 dpa) etapu procesu
wypetniania ziarna u pszenicy W etapie 14 dpa jako dominujace wsrdd procesow
biologicznych zidentyfikowano procesy metabolizmu weglowodanoéw 1 fotosynteze, co
sugeruje duzy wptyw fotosyntezy ktosow na plon ziarna. W 14 dpa wigkszos$¢ transkryptow
byta zwigzana z synteza gtdéwnych sktadnikow ziarniakéw, w tym bialek zapasowych i
skrobi. W 30 dpa wiele roznorodnych genow wykazywato niska ekspresje. Wsrod nich
przewazaly geny zwigzane z rozwojem nasion 1 ich jakoscig oraz tolerancja na stres.
Wyrézniono takze kluczowe transkrypty réznych szlakow metabolicznych, ktore
pokazywaly zréznicowang ekspresj¢ na poszczegdlnych etapach procesu rozwoju ziarna
pszenicy. Wykazano, ze fotosynteza zwigzana z owocnig byta bardzo aktywna w 14 dpa,
ale zostala wstrzymana w 30 dpa. Stwierdzono tez, Zze geny dotyczace plonu maki 1 jakosSci
chleba miaty wptyw na jakos$¢ ziarna pszenicy, gtownie ze wzgledu na ich wzorce ekspresji

obserwowane na wczesniejszym etapie rozwoju nasion.

NGS znalazlo rowniez zastosowanie w identyfikacji i ilo§ciowym oznaczeniu
transkryptomow matego RNA (Zhou i in., 2010). Jest to nie-kodujace RNA (ncRNA) i
pelni ono funkcje regulatorow ekspresji genow, a takze jest zwigzane z degradacjga mRNA

i modyfikacja chromatyny (Czech i Hannon, 2011). Kilka z tych rodzai ncRNA, takich jak
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mikro RNA (miRNA) lub male interferujace RNA (siRNA), jest przedmiotem duzego
zainteresowania w badaniach, poniewaz s3 zaangazowane w potranskrypcyjng regulacje
licznych procesoéw biologicznych (Morozova i Marra, 2008). Dostepno$¢ technologii NGS
umozliwita odkrycie kilku nowych klas ncRNA. Badania z wykorzystaniem technologii
sekwencjonowania 454 przyczynity si¢ do odkrycia nowej klasy matych RNA - RNA
oddziatujgcych z Piwi (ang.: Piwi-interacting RNAs, piRNA) (Ozata i in., 2019).

Technologie NGS sa przydatne takze w poznawaniu réznych typdéw polimorfizmow,
tj. pojedynczych nukleotydéw (SNP) czy indeli (Nocen i in., 2018). Jednym z zastosowan
metod NGS z tym zwigzanych jest genotypowanie poprzez sekwencjonowanie (ang.:
genotyping by sequencing, GBS). Sposrdd innych metod genotypowania wyrdznia ja
mozliwo$¢ identyfikacji markerow i genotypowania w tym samym czasie (Poland i Rife,
2012). Technologia GBS umozliwia identyfikacje nawet kilkuset tysiecy kodominujacych
markerow DNA (Niedziela i in., 2015).

Trzy podstawowe kroki w technologii GBS to konstrukcja biblioteki,
sekwencjonowanie i analiza danych. Przygotowanie biblioteki rozpoczyna si¢ iloSciowa
weryfikacjg genomowego DNA za pomocg metody fluorescencyjnej. Nastepnie wymagana
jest normalizacja potrzebna do zapewnienia rownej reprezentacji wszystkich probek oraz
jednakowej molarno$ci genomowego DNA i adapterow, potrzebnych w kolejnych etapach
procedury. Kolejnym etapem jest trawienie genomowego DNA enzymami restrykcyjnymi
np. ApeKl, Pstl, Mspl (Baird i in., 2008). Dobor odpowiednich enzymoéw restrykcyjnych,
wrazliwych na metylacj¢, pozwala na uniknigcie elementow powtarzalnych genomu, takich
jak np. elementy mobilne. Analizowane sg rejony niskopijne (z 2- lub 3-krotnie wyzsza
wydajnoscig). Zmniejsza to trudno$¢ przyrOwnywania odczytow  podczas
bioinformatycznej analizy danych, zwlaszcza u gatunkéw o wysokim poziomie
roznorodnosci genetycznej (Gore i in., 2009). Fragmenty DNA pocigte przez enzymy
restrykcyjne poddawane sa ligacji z adaptorami. Poniewaz te ostatnie zawieraja w sobie
identyfikatory (ang.: barcode), pochodzenie kazdej proby jest scisle zdefiniowane (Poland
11in., 2012). Kolejnym etapem jest PCR, a uzyskane dzieki niemu produkty sg analizowane
pod wzgledem rozmiaru i stanowig biblioteke genomowa, ktora jest nastepnie
sekwencjonowana za pomocg NGS (Pachota i in., 2016). Zaletami GBS sg szybko$¢,
niezwykla specyficznos¢, wysoka powtarzalno$s¢ 1 umozliwienie dotarcia do waznych

regiondOw genomu niedostepnych przy zastosowaniu innych strategii (Orban i in., 2011).
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Dzi¢ki stosowaniu technik, ktore redukujg ztozono$¢ genomu, metoda ta obniza koszty

analiz genetycznych (Zhou i in., 2016).

NGS zastosowano do genotypowania duzych u réznych gatunkow roslin uprawnych,
takich jak kukurydza, ryz, jeczmien, pszenica i soja (Huang i in., 2009; Poland i in., 2012;
Liiin., 2014; Schreiber i in., 2019; Cao i in., 2022).

Markery GBS sg bardzo uzyteczne w mapowaniu genetycznym i umozliwiajg
konstrukcje map genetycznych o wysokiej gestosci. Przyktadem takiego zastosowania sg
mapy stworzone dla kukurydzy z 5 296 oraz 6 533 markerami (Chen i in., 2014; Li i in.,
2015). Fragmenty DNA z bibliotek zostaty zsekwencjonowane przy uzyciu platformy
[Mumina (Hiseq2000). Obie te mapy zostaly wykorzystane do zidentyfikowania
genetycznych czynnikéw warunkujacych czas kwitnienia (Chen i in., 2014; Li i in., 2015).
Zhou i in. (2016) skonstruowali mape genetyczng kukurydzy na podstawie genotypowania
GBS. Platformg NGS wykorzystang do uzyskania krotkich sekwencji byta rowniez
[Mlumina. Wykazano wysoki stopien korelacji pomi¢dzy ta mapa a genomem
referencyjnym linii kukurydzy B73. Jako$¢ i doktadno§¢ mapy zostata zweryfikowana
przez mapowanie znanego genu warunkujacego barwe kolby (pericarp color 1- P1).
Wykryto 35 QTLi wptywajacych na architekture roslin, w tym 14 dla wysokosci rosliny,
14 dla wysoko$ci ktosa i siedem dla liczby migdzywezli (Zhou i in., 2016).

Jedng z wersji GBS jest metoda DArTseq. Zaletami techniki DArTseq sg wysoka
przepustowos$¢, atrakcyjna cena, uzyskiwanie duzej liczby markerow oraz krotki czas
oczekiwania na wygenerowanie danych (Li i in., 2015). Technologia ta jest
optymalizowana dla kazdego gatunku i1 dla Zyta wybrano metod¢ wykorzystujaca enzymy
Pstl i Hpall. Al-Beyroutiova i in. (2016) wykorzystali ja w badaniach nad filogeneza
rodzaju Secale. Przeprowadzone analizy, wykorzystujace ponad 13 000 polimorficznych
markeréow DArTseq, pozwolity na poszerzenie wiedzy dotyczacej taksonomii Zzyta.
Ostatecznie potwierdzono wystepowania trzech gtownych gatunkéw w rodzaju Secale: S.

sylvestre, S. strictum i S. cereale.

Technologi¢ DArTSeq zastosowano rowniez do oceny réznorodno$ci genetycznej
150 linii wsobnych zyta o réznym pochodzeniu (Targonska-Karasek i in., 2017). Do
analizy uzyto 14 892 markeréw silicoDArT 1 5 031 SNP. Uzyskane wyniki wskazywaly na

stosunkowo wysoki stopien roznorodnosci genetycznej w obrebie badanych linii wsobnych
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ze $rednim podobienstwem genetycznym 0,15 i1 heterozygotycznoscig od 0,01 do 0,39

(Targonska-Karasek i in., 2017).

Liiin. (2015) zastosowali genotypowanie poprzez sekwencjonowanie typu DArTseq
dla trzech populacji rekombinacyjnych linii wsobnych pszenicy dzielacych jednego rodzica
(PBW343). Uzyskane dane pozwolily na stworzenie mapy konsensusowej, na ktorg
sktadato si¢ 28 644 markeréw w 3 757 unikalnych pozycjach. Catkowita dtugos¢ mapy
wyniosta 3 302,45 cM, odlegto$¢ miedzy markerami oscylowata pomiedzy 0 a 28,3 cM,
przy $redniej odlegtosci 0,88 cM. Mape tg wykorzystano do lokalizacji genéw zwigzanych
z odporno$cig na choroby. Zidentyfikowano trzy geny zwigzane z odpornoscig na rdze
(Sr58/Lr46/Yr29, Sr2/Yr30/Lr27 i Sr57/Lr34/Yr18) na chromosomie 1BL, 3BS i 7DS
odpowiednio. Zweryfikowano réwniez 15 opublikowanych QTL zwigzanych z rdza u
pszenicy. Zidentyfikowano cztery nowe QTL taczone z odpornoscia na rdz¢ zdzbtows i
z6ttg:  QSr.cim-3BS1, QSr.cim-3BS2, QSr.cim-4AS i QSr/Yr.cim-6BL. Dtugosé¢
zidentyfikowanych rejondéw genomu zwigzanych z odpornoscia na rdz¢ zdzbtowa wahata

si¢ od 0,1 do 15,8 cM.

Praca zespotu Milczarskiego (Milczarski 1 in., 2016) opisuje pierwsze wykorzystanie
markerow DArTseq do mapowania genetycznego u zyta. Na skonstruowanej przez nich
mapie znalazto si¢ 19 081 markerow, w tym 18 132 uzyskanych z platformy DArTseq.
Calkowita dtugosc mapy wynosita 1 593 cM, $rednia odlegtosc pomigdzy markerami
wynosita 0,47 ¢cM. Zastosowanie platformy DArTseq do stworzenia mapy konsensusowej
wysokiej gestosci umozliwito zlokalizowanie genu Rfcl, ktory przywraca meska ptodnosc

zyta. Gen Rfcl zostat umiejscowiony na dtugim ramieniu chromosomu 4R.

3.4 Udomowienie roslin i jego wplyw na genom

Udomowienie (domestykacja) jest wynikiem proceséw przeksztalcania sie
wlasciwosci  fizjologicznych, morfologicznych 1 rozwojowych dzikiego przodka
udomowionego gatunku na skutek dziatalno$ci cztowieka (Diamond, 2002; Zeder, 2006).
Hammer (1984) postulowat istnienie szeregu charakterystyk wpisujacych si¢ w ,,syndrom
domestykacji”, odrdzniajacych rosliny uprawne od ich przodkéw. Te cechy to utrzymanie
nasion do zbioru poprzez utrate mechanizméw rozsiewania nasion, redukcja wzrostu
pedéw bocznych, zwigkszenie rozmiaru owocow 1 nasion, a takze modyfikacja czasu
kwitnienia (Doebley 1 in., 2006). Zmiany te ulatwiajg zbiory, podnoszg plony oraz

wptywaja na dlugos$¢ okresu wegetacyjnego, dopasowujac go do nowych warunkéw czy
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srodowisk (Kantar 1 in., 2017). Poréwnujac ros$liny udomowione do ich przodkéw rowniez
obserwuje si¢ roznice na poziomie fizjologii. Obejmujg one zmiany zwigzane ze
zjawiskiem spoczynku nasion, zmiany we wrazliwosci fotoperiodycznej oraz
zsynchronizowanie kwitnienia (Doebley i in., 2006). Bardzo wczesne praktyki rolne
pozostawily swoje slady w réznorodnosci genetycznej roslin uprawnych. Powodem byto
uzywanie przez czlowieka przy zaktadaniu upraw nasion niewielkiej liczby osobnikow
reprezentujacych dany dziki gatunek, co wptywato na niewykorzystanie catego potencjatu
zmienno$ci takiego ,,przodka”. Nieswiadomie dokonywano takze selekcji, dotyczacej na
przyktad wyboru nasion tylko z najlepszych osobnikdéw do powstawania kolejnych pokolen
(Doebley i in., 2006). Z dzikiego przodka zyta rolnicy wybierali osobniki o nietamliwych
osadkach i wydtuzonych nasionach (Sidhu i in., 2019), ksztattujagc w ten sposéb nowozytne
Secale cereale. Takie praktyki sprowokowaly efekt szyjki butelki (ang.: genetic bottleneck)
(Doebley i in., 2006). Jest to sytuacja wystepujaca w okresach bardzo matych liczebnosci
populacji, kiedy nastepuja zmiany frekwencji poszczegolnych alleli, co prowadzi do
zmniejszenia réznorodnosci genetycznej w obrebie populacji (Doebley, 1989). Skala tego
zjawiska zalezy od wielko$ci populacji podczas udomowienia oraz dhugosci trwania
procesu (Eyre-Walker i in., 1998). Spadek zmiennosci nie obejmowat w takim samym
zakresie wszystkich gendéw w genomie. Geny odpowiedzialne za pozadane cechy byty
narazone na najbardziej drastyczny spadek zmiennos$ci, poniewaz rosliny posiadajace
pozadane allele byly wykorzystywane w najwiekszym stopniu do tworzenia kolejnych
pokolen i z tego wzgledu pozostate allele tych genéw byty eliminowane z populacji (Wright
i in., 2005). Liczba genéw zwazanych z udomowieniem i pdzniejszym powstawaniem
odmian lokalnych jest dosy¢ duza - u kukurydzy $lady presji selekcyjnej zaobserwowano

u 2 - 4% genow (Purugganan i Fuller, 2009).

Udomowienie traw tysigce lat temu bylo momentem przelomowym w historii
cywilizacji. Zboza zapewnity naszej populacji bezpieczenstwo zywnosciowe (Sang, 2009).
Trzy rosliny zbozowe o najwigckszej swiatowej produkcji to kukurydza (Zea mays), ryz
(Oryza sativa) i pszenica (Triticum spp.) (http://faostat.fao.org). Zostalty one udomowione
w roznych regionach geograficznych $wiata od 10 000 do 7 000 lat temu (Sang 2009).
Jeczmien, plasujacy si¢ na czwartej pozycji, rdwniez nalezy do jednych z najwcze$niej
udomowionych zbdz. Nastepne pod wzgledem rocznej produkcji jest sorgo, a za nim

kolejno: proso, owies (Avena sativa) i zyto (http://faostat.fao.org/).
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Ciekawym przyktadem udomowionego gatunku jest kukurydza, ktéra powstata w
wyniku przemiany dzikiej trawy Balsas teosinte okoto 6 - 8,5 tysiecy lat temu (Piperno i
in., 2009). Przeszta ona bardzo drastyczne zmiany morfologiczne podczas procesu
udomowienia w poréwnaniu do pozostalych wymienionych wyzej gatunkow traw.
Sprowokowalo to liczne badania poswigcone probom rozszyfrowania podstaw
molekularnych tych proceséw (Doebley, 2004; Doebley i in., 2006). Wiedza na temat
poszczegdlnych gendéw lub rejondw w genomie, ktore zostaly poddane presji selekcyjne;j
podczas procesu udomowienia oraz hodowli jest wcigz niewielka wérod innych roslin
zbozowych. U zyta nie przeprowadzono dotychczas wielu analiz dedykowanych temu
zagadnieniu. Zrozumienie podstaw genetycznych procesu udomowienia oraz rozwoju
ro$lin moze przyczyni¢ si¢ do ulepszenia odmian roslin uprawnych (Doebley i in., 2006).
Przyktadem wykorzystania takiej wiedzy jest zastosowanie technologii edycji genomu
CRISPR-Cas9 do potaczenia pozadanych agronomicznych cech z waznymi uzytkowo
cechami obecnymi w liniach dzikich. Jest to ciekawa strategia do ponownego l3aczenia
utraconych, korzystnych cech, takich jak tolerancja na stres czy odporno$¢ na choroby, z
wysokim plonowaniem. Edycja szesciu loci, ktore sg wazne dla plonu i produktywnosci
wspotczesnych linii uprawnych pomidorow, umozliwita udomowienie de novo dzikiego
Solanum pimpinellifolium. Linie zmodyfikowane ta metoda w poréwnaniu do swojego
dzikiego przodka maja trzykrotnie wigksze owoce oraz 10-krotnie zwigkszong ich liczbe
(Zsogon i in., 2018).

Postgpy w technologii sekwencjonowania oraz rozwdj metod analizy
bioinformatycznej DNA daja coraz wigksze mozliwosci zrozumienia mechanizméw
procesu udomowienia na poziomie gendéw i catego genomu organizmu (Edwards i Henry,
2011). W celu identyfikacji takich gen6w lub obszaréw w genomie, w ktorych mogtyby sie
one znajdowac, przeprowadzano analizy QTL w populacjach uzyskanych z krzyzowan
pomiedzy dzikim przodkiem a jego udomowionym potomkiem. Klonowanie QTL jest
powolne 1 pracochtonne i z tego wzgledu wprowadzono alternatywe¢ w postaci metod
genetyki populacyjnej (Doebley i in., 2006). Smith i Haigh (1974) postulowali, ze geny
poddane presji selekcyjnej podczas procesu udomowienia moga charakteryzowac sie
obnizong zmiennoscig nukleotydowa lub zwiekszong nierownowaga sprzezen (ang.:
linkage disequilibrium, LD). Jako ,,selective sweep” okreslali oni ewolucyjny proces, w
ktorym pojawia si¢ silnie korzystna mutacja i rozprzestrzenia si¢ w populacji. Do

wykrywania tego zjawiska stworzono wiele algorytméw. Analizujac dane obejmujace caly
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genom, uzyskane przy wykorzystaniu sekwencjonowania nowej generacji, stosuje si¢, m.
in., takie narze¢dzia jak OmegaPlus, SweeD lub SweepFinder (Alachiotis i in., 2012;
Pavlidis i in., 2013; Nielsen i in., 2005). Program OmegaPlus opiera si¢ o charakterystyke
poziomu LD i dlatego moze by¢ uzywany tylko wtedy, gdy znane sa haplotypy. W
przeciwienstwie do niego, SweeD moze analizowac¢ probki, dla ktorych ustalona jest
czestos¢ alleli. Dzigki temu moze przetwarza¢ zbiory danych lub nawet proby zbiorcze.
Aby polepszy¢ skuteczno$¢ wykrywania sladow presji selekcyjnej mozna stosowaé rozne
narzedzia jednocze$nie, np. OmegaPlus i SweeD (Pavlidis i in., 2010). Pavlidis i Alachiotis
(2017) zaprezentowali rowniez algorytm RAiISD (ang.: Raised Accuracy in Sweep
Detection) taczacy rozne strategie idetyfikacji regiondw genomu, na ktoére wywierana byta
presja selekcyjna. RAiSD umozliwia do 1 000 razy szybsze przetwarzanie danych niz inne

powszechnie stosowane narzgdzia.

3.4.1 Geny zwigzane z udomowieniem roslin

W wyniku badan prowadzonych nad wptywem udomowienia na genomy roslin
uprawnych zidentyfikowano dotychczas szereg gendw zwigzanych z tym procesem. Geny
biorgce udzial w waznych przemianach zwigzanych z procesem domestykacji sa genami
regulatorowymi. Mutacje w nich zachodzace moga prowadzi¢ do szeregu zmian
fenotypowych, ktore moga sta¢ si¢ odpowiednim celem do dziatania mocnej presji
selekcyjnej (Doebley i Lukens, 1998; Doebley i in., 2006). Regulatory transkrypcji to
najliczniejsza grupa posrod gendw udomowienia co sugeruje, ze odegraly one kluczowa
rolg w tym procesie. Nalezg do nich geny takie jak: teosinite branchedl (tb1) (Doebley i
in., 1997); Fruitweight2.2 (fw2) (Frary i in., 2000); teosinte glume architecture (tgal)
(Wang i in., 2008); Q; qSH1; Shattering4 (sh4) (Sang i in., 2009); reduced height-1 (Rht)
(Evans 1998); vernalization (vrn) (Muterko i in., 2015). Oprocz regulatoréw transkrypcji
wséréd gtéwnych genéw udomowienia réwniez zidentyfikowano kinazy i oksydazy
cytokininowe, np. Grain numberl (gnl) czy OsGA20oxidase-2 (OsGA200x-2) u ryzu
(Doebley i in., 2006).

Proby zwigkszenia plonéw spowodowaty nacisk na zwigkszenie wielkos$ci 1 liczby
jadalnych czgéci roslin w efekcie udomowienia. Do zidentyfikowanych dotychczas gendow
udmowienia zwigzanych ze zwigkszeniem wielkosci jadalnych cze$ci roslin nalezy gen

fw2.2. Zostat on zidentyfikowany jako QTL o duzym efekcie fenotypowym, kontrolujacy
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30% réznicy w masie owocu migdzy dzikim i uprawnym pomidorem. Gen fw2.2 dziata

jako negatywny regulator podziatow komorkowych (Frary i in., 2000).

Cechy zwigzane z jakos$cig nasion rowniez byty istotne przy udomowieniu wielu
gatunkow. Przyktadami genéw udomowienia zwigzanych z jakoscig nasion sg GRAIN
INCOMPLETE FILLING (GIF1) i qSW5. Gen GIF1 u ryzu koduje inwertazg $ciany
komorkowej potrzebng do asymilacji wegla podczas wezesnego etapu wypetniania ziarna
(Krishnan i Dayanandan, 2003). Wypelnienie ziarna (ang.: grain filling) jest wazna cecha,
ktora znacznie przyczynia si¢ do wzrostu jego masy (Wang i in., 2008). Wang i in. (2008)
udowodnili, ze GIF1 reguluje dystrubucje sacharozy w tkance naczyniowej zalazni i

znamieniu stupka do syntezy skrobi w bielmie podczas procesu wypetniania ziarna.

Gen gqSW5 u ryzu zostatl zidentyfikowany jako gtowny QTL kontrolujacy szeroko$¢
ziarna u ryzu, wyjasniajacy 38,55 % naturalnej zmiennosci w populacji F2 (Shomura i in.,
2008). Koduje biatko wigzace kalmoduling i dziata jako negatywny regulator zarowno
szeroko$ci ziaren, jak ich masy w zalezno$ci od $ciezki sygnalowej brasinosteroidow (Liu

i in., 2017).

Gen grain numberl (gnl) wptywa na liczbg ziaren u réznych odmian ryzu. Koduje

oksydaze/dehydrogenaze degradujaca hormon ro$linny - cytokinine (Ashikari 1 in., 2005).

Gen teosinte glume architecturel (tgal) zostat zidentyfikowany jako QTL
kontrolujacy formowanie ostonki ziarniakéw u przodka kukurydzy (Wang i in., 2005). U
kukurydzy ziarna s nieostoni¢te. Nalezy do grupy czynnikoéw transkrypcji SBP (ang.:
squamosa-promoter binding protein family), ktorych przedstawiciele bezposrednio
reguluja geny z grupy MADS-box (Cardon i in., 1999). Tgal ma fenotypowy wplyw na
roznorodne cechy, w tym lignifikacje komorek, odktadanie krzemionki w komorkach,

trojwymiarowy wzrost narzagdow 1 ich wielkos$¢ (Dorweiler 1 Doebley, 1997).

Eliminacja opadania nasion byla jednym z krytycznych etapéw procesu
udomowienia u zb6z (Sang i in., 2009), utatwiajacym cztowiekowi zbiory. Geny
warunkujace tg cech¢ u réznych gatunkow to shattering4 (sh4) (Li i in., 2006), gSH1
(Konishi i in., 2006), Brittle rachis (Btrl i Btr2) (Komatsuda i in., 2004), Q i Tg (Simonetti
iin., 1999, Simons i in., 2006).

Gen shattering4 (sh4), zidentyfikowany u ryzu, jest glownym QTL kontrolujacym
czy nasiona opadaja z ro$liny, tak jak u dzikiego ryzu, czy pozostaja na niej jak w

odmianach uprawnych (Li 1 in., 2006). Udowodniono, ze biatko sh4 jest kodowane przez
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gen, ktory jest homologiem czynnika transkrypcji Myb3. Wykazano, ze za zanik cechy
osypywania si¢ nasion odpowiada mutacja powodujgca zmian¢ pojedynczego aminokwasu
(Lys do Asn) w domenie wigzacej DNA (Li i in., 2006).

Gen gSH1 jest kolejnym gléwnym QTL kontrolujacym opadanie nasion u ryzu
(Konishi i in., 2006). Stosujac roézne strategie udowodniono, ze pojedyncza zmiana

nukleotydow w elemencie regulatorowym Cis wywotuje zanik tej cechy (Konishi i in.,

2006).

Odpowiednikiem omawianej cechy u jgczmienia jest lamliwos¢ osadki,
kontrolowana przez $cisle powigzane loci: Btrl i Btr2 znajdujace si¢ na krotkim ramieniu
chromosomu 3H (Komatsuda i in., 2004). Podczas udomowienia delecje w obu tych loci
wplyngty na pojawienie si¢ nietamliwych osadek (Pourkheirandish i in, 2015). Wystapienie
cechy nietamliwej osadki uwarunkowane jest obecnoscig homozygotycznego recesywnego
genotypu w jednym z loci, btrlbtrl/Btr2Btr2 lub BtriBtrl/btr2btr2. Rownoczesna
obecnos$¢ zarowno allelu Btrl, jak i Btr2 jest konieczna do wystgpienia cechy tamliwej

osadki w jeczmieniu (Takahashi i Hayashi, 1964).

U pszenicy zidentyfikowano dwa loci odpowiedzialne za osypywanie si¢ nasion: Q -
zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 5A oraz Tg na krotkim ramieniu
chromosomu 2B (Simonetti i in., 1999). Gen Q okreslany jest jako super gen udomowienia,
oddziatujacy na wiele cech zwigzanych z udomowieniem, w tym morfologi¢ klosa, ktéry
u odmian uprawnych jest kompaktowy (Simons 1 in., 2006). Gen ten nalezy do rodziny
AP2 regulatoréw transkrypcji. Ta grupa gendéw reguluje szereg charakterystyk
wplywajacych na rozwoj roslin, a szczeg6élnie zwigzanych z kwitnieniem i morfologia

kwiatostanow (Simons i in., 2006).

Wskazano wiele gendow oddziatujacych na inne cechy morfologiczne. Na
architekture i pokrdj rosliny wptywa gen teosinite branchedl (tbl). Koduje on czynnik
transkrypcyjny z rodziny TCP, odpowiedzialny glownie za redukcje wzrostu pedoéw
bocznych (Doebley i in., 1997). Kontrola wzrostu ro$lin jest waznym aspektem
udomowienia. Wigkszos$¢ dzikich gatunkéw wykazuje tendencje do intensywnego wzrostu,
co czyni je bardziej podatnymi na uszkodzenie przez wiatr czy deszcz (Lenser i in., 2013).
W zwiagzku z tym wiele roslin uprawnych wybrano ze wzgledu na , kartowaty” rozmiar,
ktory zwigksza plony kosztem ogolnej biomasy. Jest to przydatna cecha roéwniez pod

wzgledem mozliwosci mechanizacji zbiorow. Wysoko$¢ roslin jest cechg poligeniczng

37



(Lenseriin., 2013). Wptywaja na nig geny, takie jak Ghd7 u ryzu lub Q u pszenicy. Opisano
dwie strategie powodujace kartowato$¢ u réznych gatunkow: ingerencja w metabolizm
hormonoéw lub sygnalizacje¢ (Salamini, 2003) oraz zmiany tozsamosci merystemu
powodujace okreslony wzrost rosliny (McGarry 1 in., 2013). Mutacja utraty funkcji w
dwoch roznych genach (OsKO2 i OsGA200x-2), wptywajacych na szlak metaboliczny
giberelin (GA), powoduje kartowatos¢ u ryzu. Podobny mechanizm zaobserwowano u
jeczmienia, gdzie zidentyfikowano gen HVGA200x-2, ktory jest ortologiem genu GA200x-
2 (Jiaiin., 2009).

U pszenicy potkartowaty fenotyp jest determinowany obecnoscia odpowiedniego
allelu genu reduced height-1 (Rhtl). Geny Rht-B1 i Rht-D1 sg obecne w wigkszosci
nowoczesnych odmian pszenicy (Evans 1998). Sg ortologami genu Arabidopsis
Gibberellin Insensitive (GAI), genu kartowatosci u kukurydzy dwarf-8 (d8) (Chandler i in.,
2002; Peng i in., 1999) oraz jeczmienia Slenderl (HvSInl) (Wen i in., 2013).
Przeprowadzone badania wykazaty, ze allele Rht koduja biatka DELLA (Peng i in. 1999),
ktore sg regulatorami transkrypcji zaburzajacymi sygnalizacje giberelin (Pearce i in. 2011).
Zmutowane allele zawieraja pojedyncze substytucje nukleotydow w rejonie kodujacym N-
koncowa czes$¢ peptydu, ktore powoduja pojawienie si¢ przedwczesnych kodondéw stop
(Peng 1 in., 1999). Bezposrednim efektem mutacji jest redukcja wysokosci ro$lin, ale
réwniez obserwuje si¢ wazny efekt plejotropowy powodujacy zwigkszone przekazywanie
asymilatow do rozwijajacych si¢ ktosow i zwigkszong liczbe ziaren w ktosie (Flintham i
in., 1997). Dodatkowo, niektore allele genu Rht odgrywaja rolg w odporno$ci na choroby
(Saville i in. 2012).

Czas kwitnienia jest powigzany z wysokos$cig rosliny, poniewaz wczesne kwitnienie
automatycznie redukuje czas dla wzrostu wegetatywnego, prowadzac do otrzymania
mniejszych roslin (Lenser 2013). Stwierdzono, ze niektéore geny zwigzane z
udomowieniem takie jak Q u pszenicy i Ghd7 u ryzu wptywaja na obie te cechy (Gross i
in., 2010; Xue i in., 2008). Odpowiedni czas kwitnienia jest istotny dla roslin uprawnych,
poniewaz uzalezniona od niego moze by¢ ich ekspansja geograficzna, czgsto zwigzana z
konieczno$cig dostosowania si¢ danego gatunku do innych warunkow klimatycznych
(Weller i in., 2012). Zauwazono, ze zdolnos¢ kwitnigcia u gatunkow udomowionych jest
mniej zalezna od czynnikow $rodowiskowych, takich jak dtugo$¢ dnia lub temperatura
(Murphy i in., 2011). Wernalizacja to procesy biochemiczne zachodzgce pod wptywem

niskiej temperatury w ro$linach, potrzebne do przejScia z fazy wegetatywnej do
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reprodukcyjnej. Odpowiedz pszenicy na wernalizacj¢ jest kontrolowana przez allele genow
Vrn. Locus Vrn2 jest kluczowym elementem represji kwitnienia pszenicy ozimej przed
wernalizacja, podczas gdy Vrnl okresla gtéwnie czas kwitnienia odmian jarych (Muterko
i in., 2015). Przeprowadzone badania wykazaly, ze odporno$c na niskie temperatury i

wernalizacja sg ze sobg powigzane (Kosova 1 in., 2008; Galiba i in., 2009).

3.4.2 Geny zwiazane z odpornoscig na choroby

Jedna z najwazniejszych cech roslin uzytkowych jest odporno$¢ na choroby. Ro$liny
wyksztalcity efektywne mechanizmy do rozpoznawania i odpowiedzi na infekcje
spowodowane patogenami (Sekhwal i in., 2015). Genami R okreS$la si¢ geny
odpowiedzialne za przekazywanie dziedzicznej odpornosci na patogeny. Roslinne geny R
determinuja odporno$¢ na chorobotwoércze wirusy, bakterie, grzyby, legniowce, a takze
pasozytnicze rosliny, owady oraz nicienie (Krzymowska, 2019). Zawieraja one
charakterystyczne, konserwatywne domeny oraz motywy odgrywajace specyficzne role w
odpornosci na patogeny (Sekhwal i in., 2015). Wigkszos$¢ produktow tych genow posiada
zachowang ewolucyjnie sekwencje wigzacg nukleotydy (ang.: nucleotide binding - NB)
oraz domeng zawierajagcg wielokrotne powtorzenia sekwencji aminokwasowych bogate w
leucyne (ang.: leucine rich region - LRR), stad nazywane sg biatkami typu NB-LRR (Akira
11n., 2001). Domena LRR daje biatkom NB-LRR mozliwo$¢ specyficznego rozpoznania
obecnos$ci patogenu, zachowujac si¢ w niektorych przypadkach jak receptor (Meyers i in.,
1999). Wykazano, ze oprocz wigzania réoznego typu ligandow domeny LRR moga bra¢
udziat w tworzeniu oddziatywan wewnatrzczasteczkowych, odpowiedzialnych za
modulacje sygnatu (Hwang 1 Williamson, 2003). Domena odgrywajaca role w interakcjach
biatko-biatko jest umiejscowiona na aminowym koncu tancucha peptydowego. Na
podstawie rodzaju tej domeny wyrdznia si¢ dwa typy biatek R (Krzymowska 2019).
Pierwsza z nich obejmuje biatka z domeng zwinigtego kiebka (ang.: coiled coil, CC), ktora
zlokalizowana jest w odlegtosci 25 do 50 reszt aminokwasowych (aa) od N-konca (Meyers
i in., 1999). Do tej grupy naleza, mi in. biatka RPS2 i RPM1 z Arabidopsis thaliana,
zapewniajace odpornos¢ na Pseudomonas syringae. Charakterystyczng cecha biatek
drugiej klasy jest posiadanie domeny homologicznej do cytoplazamatycznej czesci biatka
Toll oraz do receptora TIR-interleukiny I systemu immunologicznego ssakoéw (TIR)
(Meyers 1 in., 1999). Przedstawicielem tej klasy jest biatko N tytoniu warunkujace
odporno$¢ na wirus mozaiki tytoniu TMV (Krzymowska 2019). TIR jest wysoce

konserwatywnym motywem, zidentyfikowanym pierwotnie u owadow, a nast¢gpnie u
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ssakow 1 roslin, ktory bierze udziat w procesach odpowiedzi wrodzonej na atak patogenow

(Cannon i in., 2002).

Do gendéw zwigzanych z reakcja roslin na patogeny naleza réwniez receptory
kinazowe (ang.: receptor like kinase, RLK) oraz proteinowe (ang.: receptor like protein,
RLP). Sg one gtownymi sktadnikami pierwszej linii odpowiedzi immunologicznej rosliny
wyzwalanej przez elicytory mikrobiologiczne, co ma zwykle miejsce w $cianach
komoérkowych (Sekhwal i in., 2015). Struktura biatek kodowanych przez geny z obu tych
grup jest podobna. Zawieraja one pojedynczy peptyd na koncu N, domeng
zewnatrzkomorkowa do rozpoznawania wzorcOw pochodzenia bakteryjnego poprzez
powtdrzenia bogate w leucyne oraz transmembranowa domen¢ helix umozliwiajaca
kotwiczenie RLP i RLK w btonie komérkowej (Becraft, 2002). RLP r6znig si¢ od RLK
brakiem wewnatrzkomérkowej domeny kinazowej. Obie te rodziny biatek sg zaliczane do
receptoroOw rozpoznajacych wzorce (ang.. pattern recognition receptors, PRRS),
rozpoznajacych elicytory takie jak lipidy, biatka, kwasy nukleinowe i weglowodany
(Monaghan i Zipfel, 2012).

Wskazanie przypuszczalnej funkcji homologéw gendéw R u spokrewnionych
gatunkow jest utrudnione, ze wzglgdu na na ich zdolnosc do szybkiego ewoluowania
(Michelmore i Meyers, 1998). Ciekawy przyktad ewolucji roéznorodnosci allelicznej
stanowig geny Mla jeczmienia biorgce udzial w w odporno$ci na patogen wywotujacy
maczniaka (Blumeria graminis f. sp. hordei). Analiza paleontologiczna retrotranspozonoéw
z dtugimi powtorzeniami koncowymi wskazuje, ze obecny region Mla ewoluowat przez 7
milionéw lat w wyniku roznych zdarzen takich jak duplikacje, inwersje i insercje
transpozonowe (Wei i in., 2002). Rozne warianty locus Mla wystepuja u odmian
uprawnych na calym $wiecie, stanowigc unikalny system eksperymentalny, w ramach
ktérego bada si¢ ewolucje roznorodnosci allelicznej genow R u gatunkow jednolisciennych
(Jorgensen, 1994; Wise, 2000). Homologi Mla odkryto takze u innych gatunkow traw.
Periyannan i in. (2013) udowodnili, ze gen Sr33, zwigzany z odpornoscia na rdz¢ zdZzblowa
i wystepujacy u Aegilops taushii, jest homologiem genéw Mla. Locus Mla u jeczmienia
zawiera co najmniej 6 funkcjonalnych gendéw odpornosci (Gu i in., 2015). Jest
zorganizowany jako trzy wyspy bogate w geny, oddzielone dwoma zagniezdZzonymi
kompleksami zawierajacymi transpozony i regionem ubogim w geny o dtugosci 45 kb (Wei
i in., 2002). Wigkszos¢ genow odpornosci na mgczniaka w jeczmieniu znajduje si¢ blisko

telomerowego konca chromosomu 5S (1HS) (Wei i in., 1999). U pszenicy gen kinazy
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receptorowej Lrk10 i locus odporno$ci na maczniaka prawdziwego - Pm3 znajduja sie w
odlegtosci zaledwie 0,7 ¢cM od homologu Mla - TaMla. Swiadczy to tym, Ze najbardziej
polimorficzne locus odpornosci na maczniaka prawdziwego u jgczmienia i pszenicy mogtly

ewoluowac rownolegle w dwoch blisko powigzanych homeoloci (Zhou i in., 2001).

W ostatnich dekadach sklonowano i scharakteryzowano ponad 100 genéow R u
réznych gatunkéw roslin (Liu i in., 2007; Yang i in., 2013). Jednak dotychczas
scharakteryzowano niewiele genéw zwigzanych z odpornoscia na choroby u zyta. U innych
gatunkow zbozowych naszej strefy klimatyczej blisko spokrewnionych z zytem, takich jak
pszenica czy jeczmien, geny R sg szerzej zbadane 1 opisane (Gu i in., 2015). Jednym z
przyktadow badan nad charakterystyka gendow R u zyta jest praca Hurni i in., (2013).
Sklonowali oni gen Pm8, ktory jest zytnim ortologiem genu Pm3 pszenicy, bioragcym udziat
w odpornosci na maczniaka. Wykazano, ze podobienstwo sekwencji biatek PM8 i PM3B
sigga 81% 1 rdznice na poziomie nukleotydow zlokalizowane sa gtownie w domenie LRR.
W domenie CC, ktéra jest najbardziej zachowana ewolucyjnie, zaobserwowano roéznice
jedynie w 10 na 158 aminokwaséw. Analizy wirulencji przeprowadzone na r6znorodnych
izolatach potwierdzity rowniez podobienstwo funkcjonalne pomiedzy Pm8 i Pm3, co

prawdopodobnie opiera si¢ na rozpoznawaniu podobnych biatek efektorowych (Hurni i in.,
2013).

Zidentyfikowano 1 zmapowano takze pie¢ dominujacych genow odpornosci na rdze
brunatng u zyta, ktora jest jedng z najwazniejszych chordb zyta, wywotywang przez grzyba
Puccinia recondita f. sp. secalis (Prs): Prl, Pr2, Pr3, Pr4 i Pr5 (Wehling i in., 2003; Roux
i in., 2004). Geny Prl i Pr2 znajduja si¢ na chromosomach 6R i 7R (Wehling i in., 2003).
Gen Pr3 zlokalizowano w centromerowym regionie krétkiego ramienia chromosomu zyta
1R (1RS), natomiast Pr4 i Pr5 przypisano do regionu centromerowego dlugiego ramienia
chromosomu 1R (1RL) (Roux i in., 2004).

Rakoczy-Trojanowska 1 in. (2017) zasugerowali mozliwy zwigzek migdzy
zawartoscig benzoksazynoidéw i odpornoscig na rdz¢ brunatng (BR). Ustalono, ze
polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ScBx4 1583) w genie ScBx4 (kodujacym
monooksygenaze cytochromu P450) jest zwigzany z odpornosciag na BR. Wczesniej
pokazano korelacje dwoch SNP: ScBx4 1583 1 ScBx4 1627 z zawarto$cig BX w
korzeniach roslin (Rakoczy-Trojanowska i in., 2016). W dalszych badaniach zespotu,
postanowiono wyjasni¢ wplyw BR na synteze szeSciu BX (HBOA, GDIBOA, DIBOA,
GDIMBOA, DIMBOA i MBOA) oraz ekspresj¢ siedmiu genéow (ScBx1-5, Scigl i Scglu).
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Na podstawie przeprowadzonych obserwacji postawiono hipoteze, ze trzy BX: GDIBOA,
GDIMBOA 1 MBOA sa kluczowymi sktadnikami reakcji obronnych zyta, przy czym
szczegblnie dwa pierwsze (zwlaszcza GDIMBOA) zapewniaja ochrong roslin przed BR.
Odnotowano znaczacy wzrost ich zawartosci w decydujacych momentach dla rozwoju
choroby, czyli kiedy zaczynajg si¢ tworzy¢ komorki macierzyste haustoriow (ang.:
haustoria mother cells), wzrost patogenu jest najszybszy i rozwijajg si¢ zmiany
nekrotyczne. Kluczowymi komponentami reakcji obronnej wszystkich analizowanych
linii wsobnych zyta na BR posrod analizowanych genoéw byty: ScBx1, ScBx2, ScBx4 i
Scglu. Zmiany w poziomach ekspresji genéw byty zwykle dodatnio zwigzane z opornoscia

na chorobe (Swiecicka i in., 2020).
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4. MATERIALY I METODY
4.1 Biblioteka BAC

W badaniach wykorzystano bibliotek¢ BAC linii wsobnej zyta L1318, ze $rednig
dhugoscig insertu 121 kpz 1 z okoto 1,5-krotnym pokryciem genomu. Biblioteka sktada si¢
z 105 216 pojedynczych klonow, uporzadkowanych w 273 ptytkach, kazda z 384
studzienkami (Bakera i in., 2015). Do konstrukcji biblioteki wykorzystano wektor
pindigoBAC-5 (Epicenter, Madison, USA). DNA poddano trawieniu enzymem HindlIII.
Udziat pustych klonéw zostal oszacowany na 0,7 % (Simkova i Rakoczy-Trojanowska,
2010).

4.2 Konstrukcja pul klonéw BAC

Do tworzenia pul zbiorczych zastosowano technikg trojwymiarowa wg Liu i in.,
(2011). W tej metodzie biblioteke dzieli si¢ na superpule (SP) zawierajace siedem 384-
dotkowych ptytek. Przed rozpoczgciem przygotowania pul wykonano przy pomocy
replikatora 384-igtowego repliki ptytek biblioteki w pozywce ptynnej LB zawierajacej 25
mg chloramfenikolu w ml, po 80 pl pozywki w kazdym dotku ptytki. Bakterie namnazaly
si¢ przez 16 godzin w temperaturze 37 °C. Nastgpnie zebrano rowne objetosci kultur
bakteryjnych z odpowiednich dotkéw. W celu stworzenia pul ptytkowych potaczono 35ul
kultury z kazdego dotka danej ptytki przy pomocy elektronicznych pipet wielokanatowych.
Przy przygotowywaniu pul rzedowych potaczono 35 pl kultury z kazdej studzienki z
danego rze¢du, np. rzgdu A, z kazdej z 7 ptytek wchodzacych w sktad SP. Podobny schemat
zastosowano przy konstrukcji pul kolumnowych. W ten sposob, dla kazdej SP po
pierwszym etapie pulowania uzyskano siedem pul ptytkowych (od 1 do 7), 16 rzgdowych
(od A do P) i 24 kolumnowych (od 1 do 24).

Zgodnie ze schematem opisanym przez Liu i in. (2011) i przestawionym w Tabeli 1
nastepnie tgczono rowne porcje pul danego typu stworzonych w pierwszym etapie w celu
stworzenia tzw. pul matrix. Uzyskano w ten sposob pig¢ pul plytkowych nazwanych matrix
(W1 do W5), jak rowniez 8 pul rzedowych (R1 do R8) i 10 kolumnowych (T1 do T10).

Kazda z pul stworzonych w pierwszym etapie byla reprezentowana w 2 pulach typu matrix.
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Tab.1. Schemat tworzenia pul typu matrix z pul rzedowych, kolumnowych i ptytkowych w danej superpuli

Pule rz¢dowe Pule kolumnowe Pule ptytkowe
Pule Pule Pule
wchodzace w wchodzace w sklad wchodzace w sklad
rzedowe . kolumnowe - - plytkowe - :
X sklad puli . puli kolumnowej : puli kolumnowej
matrix . . matrix . matrix .
rzedowej matrix matrix matrix
R1 AB,CD T1 1,2,3,4,5,6 W1 1,2,3
R2 E,F,GH T2 7,8,9,10,11,12 W2 4,5,6
R3 ILJ, K, L T3 13,14,15,16,17,18 W3 7,1,4
R4 M,N, O, P T4 19,20,21,22,23,24 w4 2,57
R5 AE LM T5 1,7,13,19 W5 3,6
R6 B,F,J, N T6 2,8,14,20
R7 C,GKO T7 3,9,15,21
R8 D,HLP T8 4,10, 16, 22
T9 5,11,17,23
T10 6, 12, 18, 24

To pozwolito na kontrole wiarygodnosci wynikow przegladania biblioteki: sygnat
dla danego klonu BAC powinien wystapi¢ w okreslonych 2 pulach ptytkowych matrix, 2

pulach kolumnowych matrix i 2 pulach rzedowych matrix z danej superpuli.

4.3 I1zolacja BAC DNA z pul zbiorczych

Do i1zolacji BAC DNA z pul zbiorczych wykorzystano zmodyfikowang metodg lizy
alkalicznej (Sambrook 2001), ktérag wyrdznia zastgpienie siarczanu dodecylu sodu (SDS)
N-lauroilosarkozyna sodu (SLS) w buforze przeznaczonym do lizy (Sinnet i in.,1998). Po
wytraceniu etanolem o stezeniu 96% i wyptukaniu etanolem o stg¢zeniu 70%, BAC DNA
zostato zawieszone w 50 pl buforu TE (pH 8.0, 10mM Tris-HCI, ImM EDTA) i zostawione
w lodéwce w temperaturze 4°C na noc w celu rozpuszczenia. Stgzenie 1 jako$
wyizolowanego DNA oceniono przeprowadzajac elektroforezg w 0,8% zelu agarozowym
oraz wykonujac pomiary spektrofotometryczne za pomoca NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific). Roztwory DNA BAC byly przechowywane w temperaturze -20° C.

4.4 1zolacja DNA pojedynczych klonow BAC

Do izolacji DNA pojedynczych klonéw BAC (BAC DNA) zastosowano zestaw
PhasePrep BAC DNA (SIGMA Aldrich). Procedurg przeprowadzono w skali mini. Ze
stockéw glicerolowych wykonano posiew redukcyjny na pozywce stalej LB z

chloramfenikolem [25 mg/ml]. Po catonocnej inkubacji w cieplarce w temp. 37°C z
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pojedynczej kolonii zalozono pre-kultur¢ ptynng w objetosci 15 ml, z ktérej po 24-
godzinnym wytrzasaniu (280-300 rpm) w temperaturze 37°C przeniesiono 150 ul do 50 ml
pozywki LB. Nastepnie kulture w pozywce ptynnej LB inkubowano w temperaturze 37°C
na wytrzasarce przez 20 godzin. Kolejne kroki wykonano zgodnie z instrukcjg producenta
dotaczong do zestawu. Ostatecznie DNA zostalo zawieszone w 25 pl sterylnej

dejonizowanej wody a jego stezenie i1 jako$¢ zostata sprawdzona jak wyzej.
4.5 Genotypowanie pul klonéw BAC metoda Genotyping by Sequencing (DArTseq)

BAC DNA pul zbiorczych zostato wystane do genotypowania do firmy Diversity
Arrays Technology Pty Ltd (Canberra, Australia). Metoda DArTseq wykonano
genotypowanie prob zbiorczych (matrix) z 16 SP reprezentujacych 43 008 klonow. Przy
uwzglednieniu $redniej wielkosci insertu 1 udzialu pustych klonéw dla badanej biblioteki

BAC przeszukano zatem okoto 5,17 Gpz DNA zyta.

Zastosowano procedure opisang przez Al-Beyroutiova i in. (2015), wykorzystujaca
kombinacje  enzymoéw  restrykcyjnych  Pstl-Hpall.  Jedynymi  modyfikacjami
zastosowanymi w niniejszych badaniach bylo przeprowadzenie analizy sekwencyjnej na
urzadzeniu HiSeq2500 (Illumina, USA) oraz uzycie tylko markeréw Silico-DArT,
informujacych tylko o obecnosci lub braku danej sekwencji w badanej probie DNA (Li i
in., 2015; Milczarski i in., 2016).

4.6 Rozkodowanie wynikow genotypowania klonéw BAC - ustalenie adresow
marker DArTSeq-klon BAC

Wyniki genotypowania otrzymano w postaci plikow excel. Obecnos¢ markera
DArTseq w danej puli matrix oznaczona byla jako ,,17, a jej brak ,,0”. Dane z kazdej SP
analizowano oddzielnie. Najpierw wybrano markery z doktadnie sze§cioma pozytywnymi
wynikami w 23 pulach matrix: 2 w pulach ptytkowych, 2 w rzgdowych 1 2 w kolumnowych.
W ten sposob zidentyfikowano markery DArTseq wystgpujace tylko raz w danej SP.
Nastepnie uzyto formut w programie Microsoft Excel do identyfikacji plytki i studzienki

(informacje o rzedzie 1 kolumnie) z klonem BAC zawierajacym odpowiedni marker.

Wyrézniono 3 grupy markerow DArTseq ze wzgledu na liczbe ich wystapien w
klonach BAC: TS1 —markery DArTseq z dowolng liczbg wystapien, TS2 — markery, ktore
wystapity raz lub dwa razy i TS3 — markery, ktore wystapity tylko raz. Ten podziat
zastosowano by umozliwi¢ wskazanie markerow pochodzacych z niskokopijnych rejonéw

genomu.
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4.7 Kotwiczenie klonow BAC do map genetycznych

Kotwiczenie klonow BAC za pomoca markeréw DArTseq odbylo sie z
wykorzystaniem zintegrowanej mapy genetycznej markerow DArTseq wygenerowanej
przy uzyciu oprogramowania Biomercator V4.257 (Sosnowski i in., 2012) z
indywidualnych map czterech populacji posiadajgcych wspolnego rodzica: 541 x 2020 LM
(92 RIL), 541 x DDI1 (91 osobnikoéw F2), 541 x S44 (89 osobnikoéw F2) 1 541 x EM1 (88
osobnikow F2). Dlugo$¢ mapy wynosita 1590 cM, a $rednia odlegto$¢ miedzy markerami
to 0,47 cM. Zlokalizowano na niej 32 699 markerow DArTseq w 11 393 pozycjach
(Borzecka i in., 2018). Jedyna opublikowana wcze$niej mapa zyta oparta na markerach
DArTseq — mapa populacji 541 x 2020LM (Milczarski i in., 2016) — byta wykorzystana
jako mapa referencyjna w procesie kompilacji wyzej wymienionych map. Do ilustracji
dystrybucji zakotwiczonych klonéw wzdluz mapy genetycznej wykorzystano program

Circos (Krzywinski i in., 2009).

4.8 Walidacja adres6w marker DArTseq-klon BAC

Aby sprawdzi¢ wiarygodno$¢ przyporzadkowania markeréw DArTseq do klonow
BAC zastosowano dwie metody: pierwszg z uzyciem algorytmu BLAST (Altschul i in.,

1990), a druga wykorzystujaca informacje o potozeniu marker6w na mapie genetycznej.

Pierwsza metoda polegala na poszukiwaniu algorytmem BLAST sekwencji
homologicznych do sekwencji oczekiwanych markerow DArTseq w sekwencjach
wybranych klonow BAC z genotypowanych SP. Jesli sekwencja homologiczna spetniata
nastepujace kryteria: wartos¢ e <0,00001, podobienstwo > 75%, dlugo$¢ dopasowania >
75% dtugosci sekwencji markera, przyjmowano, ze zostata potwierdzona obecno$¢ danego

markera DArTseq w danym klonie BAC.

W przypadkach, gdy wiele genetycznie zmapowanych markeréw DArTseq bylo
adresowanych do tego samego klonu BAC, poroéwnano lokalizacje tych markeréw na
mapie genetycznej. Przeanalizowano (i) czy wiele markerow przypisanych do jednego
klonu BAC znajdowato si¢ na tym samym chromosomie na zintegrowanej mapie i (ii) jaka

byta odlegto$¢ pomigdzy takimi markerami na mapie genetyczne;.
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4.9 Sekwencjonowanie indywidualnych klonow BAC

Do sekwencjonowania indywidualnych klonow BAC wykorzystano dwie metody
sekwencjonowania nowej generacji: lllumina oraz Oxford Nanopore. Jeden klon BAC

zsekwencjonowano obiema metodami.

Siedem klonéw BAC dostarczono do sekwencjonowania w Instytucie Biochemii i
Biofizyki (Warszawa, Polska). Wykonano je z uzyciem platformy MiSeq, Illumina.
Otrzymano krotkie (ok. 150 nukleotydow), zachodzace na siebie odczyty, ktore zostaly
ztozone w dtuzsze kontigi przy pomocy narzedzia Newbler v. 3.0 (Roche Applied Science).

Wybrano rowniez 12 klonow BAC do sekwencjonowania technologia Nanopore na
urzadzeniu MinlON (Oxford Nanopore Technologies) w KGHiBR we wspétpracy z dr.
Piotrem Gawronskim. Izolacj¢ DNA z klonow BAC wykonano przy uzyciu zestawu The
PhasePrepTM BAC DNA Kit, jak opisano powyzej. Koncentracj¢ i czystos¢ wstepnie
oszacowano metoda spektrofotometryczng z uzyciem urzadzenia NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific), a nastgpnie dokonano precyzyjnych pomiarow koncentracji DNA BAC za
pomoca fluometru Qubit (Qubit dsSDNA Assay, Thermo Fisher). Do sekwencjonowania
uzyto 1 ng BAC DNA. Kolejnym etapem byta fragmentacja BAC DNA. Do tego procesu
uzyto kolumn gTUBE (Covaris). Probéwki g-TUBE z roztworem BAC DNA wirowano
przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowej z predkoscig 5 000 rpm. Nastepnie probowki
odwracano 1 ponownie wirowano przez 1 minut¢ w celu zebrania pofragmentowanego

BAC DNA.

Po fragmentacji nastgpila naprawa koncow fragmentow DNA BAC z zastosowaniem
modulu NEBNext End Repair Module (NEB). Nastepnie do kazdej probki BAC DNA z
osobna przytaczono fragmenty DNA pozwalajace na pozniejszg identyfikacje probki, tzw.
barkody. Wykorzystano w tym celu zestaw Native Barcoding Kit 1D (EXP-NBD103).
Ostatnim etapem bylo przytaczenie adaptoréow (Ligation Sequencing Kit 1D SQK-
LSK108). Na kazdym etapie sprawdzano ilo$¢ uzyskanego DNA za pomocg Qubit (Qubit
dsDNA Assay).

Pierwszym etapem sekwencjonowania z wykorzystaniem MinlON (Oxford
Nanopore) byta konfiguracja urzadzenia i plytki sekwencyjnej SpotON (ang.: flow cell)
(Oxford Nanopore) z komputerem oraz wprowadzenie danych konfiguracyjnych. Przy
uzyciu dedykowanego oprogramowania (MinKNOW) sprawdzono poprawnos¢

funkcjonowania uktadu, oraz ustalno liczbg aktywnych poréw sekwencyjnych.
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Przed przystgpieniem do nakladania biblioteki DNA na plytke sekwencyjna
naktadany byt tzw. bufor startowy (priming buffer), w ktérego sktad wchodzi 576 ul buforu
RBF (Oxford Nanopore) oraz 624 pl sterylnej wody. Nastepnie do 12 pl biblioteki DNA
dodawano 35ul RBF, 25,5 ul buforu LLB (Oxford Nanopre) oraz 2,5ul sterylnej wody,
catos¢ delikatnie mieszano przy uzyciu pipety. Na plytke sekwencyjng natozono 75ul tak
przygotowanej mieszaniny, w postaci pojedynczych kropli. Sekwencjonowanie byto
prowadzone przez 48 h. Postepy sekwencjonowania, liczba i $rednia dlugos¢ odczytow
oraz liczba aktywnych porow byly monitorowane na biezaco. Po zakonczeniu
sekwencjonowania, plytki sekwencyjne, ktére zachowaty duza liczbe aktywnych porow
byty plukane z wykorzystaniem zestawu Wash Kit (Oxford Nanopore) wedlug protokotu

producenta, a nastepnie przechowywane w lodowce w temperaturze 2 - 8°C.

Bioinformatyczng analiz¢ rozpocz¢to od procedury zwanej ,basecalling” czyli
identyfikacji nukleotydow na podstawie zmian w przeptywie pradu (program Albacore,
Sahoo 2017). Kolejnym etapem byto filtrowanie otrzymanych odczytow za pomoca
programu Filtlong (https://github.com/rrwick/Filtlong). Po przefiltrowaniu odczytow,
sktadano kontigi za pomocg Canu (Koren i in., 2017). Po ztozeniu kontigdéw niezbg¢dne
bylo uwzglednienie kolistej struktury BACow do czego zastosowano program Circlator
(Huntiin., 2015).

4.10 Elektroforeza pulsacyjna (PFGE)

W celu okreslenia dtugosci insertow w wybranych do sekwencjonownia klonach
BAC wykorzystano technike elektroforezy pulsacyjnej (PFGE). Najpierw strawiono DNA
poszczegodlnych klondow BAC enzymem FastDigest Notl (Thermofisher) przez godzing w
temperaturze 37°C. Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 3 ul DNA (0.5-1pg/uL), 1 ul
enzymu Notl (#ER0591 300 U), 14 pl wody MiliQ oraz 2 pl buforu (10X Buffer O).
Elektroforeze przeprowadzono za pomocg urzadzenia CHEF-DR 11l System, w 0,8% zelu
agarozowym (Agarose Plus, Prona) z buforem 0,5xTBE. Wykorzystano marker wielko$ci
MidRange (50 p/ml, New England BiolLabs) oraz 10 ul DNA po trawieniu Notl.
Zastosowano nastepujace parametry: napiecie 6V/cm, poczatkowy czas pulsu 5 s, koncowy
czas pulsu 15 s, kat 120°, temperatura 12°C, calkowity czas elektoroforezy 16 godzin
(Peterson i in., 2000). Nastepnie zel wybarwiano w wodnym roztworze bromku etydyny

(Amg/ml, Merck) przez 40 minut. Po odptukaniu z roztworu bromku zel oglagdano na

48



transiluminatorze, oraz wykonywano fotografi¢ przy uzyciu systemu do dokumentacji zeli

(The Gel Doc XR+, Biorad).

4.11 Identyfikacja potencjalnych geno6w zwigzanych z odpornoscia na choroby

W badaniach wykorzystano wyniki analizy funkcjonalnej sekwencji klonow DATT i
genotypowania pul klonéw BAC metodg DArT (Gawronski i in., 2016; Borzecka i in.,
2018). Do analiz wytypowano klony BAC, w ktorych spodziewano si¢ obecnosci
markeréw DATrT, ktorym w analizie funkcjonalnej przyporzadkowano funkcje zwigzane z
odpornoscig na choroby (Gawronski i in., 2016; sekwencje zdeponowane w bazie GSS
banku genow GenBank: numery akcesyjne sekwencji KS366081-KS372098, numer
akcesyjny biblioteki LIBGSS_039286).

Obecno$¢ spodziewanych markerow DArT w klonach BAC potwierdzano zar6wno

bioinformatycznie jak i eksperymentalnie.

Do weryfikacji eksperymentalnej wykorzystano technik¢ PCR. Startery do
powielenia fragmentow genow zwigzanych z odpornoscia na choroby zaprojektowano na
podstawie sekwencji markerow DArT, wykorzystujac narzedzie Primer-BLAST (Ye i in.,
2012). Do przeprowadzenia reakcji przygotowano mieszaning o objetosci 15 pl zawierajaca
5 ul DNA [10ng/ul]; 0,6 ul starterow F 1 R [5 uM], 0,3 ul [10 mM] dNTPs, 0,15 pl [0,5
mM] MgCly; 1,5 ul buforu (DreamTaq™ Green Buffer 10X, ThermoFisher) i 0,3 pl [5
U/ul], polimerazy DreamTaq (Thermo). Matryca w reakcji bylo DNA klonéw BAC oraz
DNA genomowe linii wsobnej L318. W zalezno$ci od uzytego startera zastosowano rozne
profile termiczne (temperatury przylaczenia starteréw w zakresie od 50 do 55°C), a
podstawowy program do amplifikacji sktadat si¢ z nastepujacych etapoéw; (1) 10 cykli: 94
°C przez 1 min, 64°C przez 30 s (temperatura obnizana o 1°C co cykl), 72°C przez 1 min i
p6ézniej (2) 30 cykli: 94 °C przez 1 min, 55 °C (lub inna temperatura w zaleznosci od
startera) przez 1 min, 72 °C przez 1 min; (3) 72 °C przez 5 min. Produkty amplifikacji byty
wizualizowane przy wykorzystaniu elektroforezy w 0,8-1,5% zelu agarozowym (im
mniejszy produkt tym wyzsze stezenie agarozy pozwalajace na lepszy rozdziat krotszych
fragmentow kwasow nukleinowych) z bromkiem etydyny (0,5pg/ml, Merck). Produkty
PCR poddano sekwencjonowaniu metoda Sanger (GENOMED S.A w Warszawie).
Analize bioinformatyczng wykonano z uzyciem algorytmu BLAST (Altschul i in., 1998),
positkujgc si¢ r6znymi bazami danych z NCBI (nucleotide collection, reference genomic

sequences, reference RNA sequences).
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Po uzyskaniu sekwencji insertéw klondéw BAC wykorzystano algorytm BLASTn (z
ustawieniami domys$lnymi) do poszukiwania sekwencji homologicznych do sekwencji

oczekiwanych markerow DArT w poszczegdlnych klonach BAC.

4.12 Identyfikacja przypuszczalnych zytnich homologéw genéw zwigzanych z
udomowieniem

Ze wzgledu na niewielkg wiedz¢ na temat gendw zwigzanych z udomowieniem u
zyta, zgromadzono informacj¢ na ich temat u réznych gatunkoéw roslin zbozowych: T.
aestivum, T. monococcum, O. sativa, H. vulgare. Pobrano ich sekwencje z bazy danych
NCBI i =zaprojektowano startery do amplifikacji fragmentow tych genow. Do

projektowania starteréw uzyto narzedzia Primer-Blast (Ye i in., 2012)

Po pojawieniu si¢ sekwencji genomu linii wsobnej zyta Lo7 przeszukano ja w celu
znalezienia homologéw wyzej wymienionych gendéw (Rabanus-Wallace i in., 2019;
Rabanus-Wallace i in., 2021) algorytmem BLAST (Altschul i in., 1998). Na podstawie
sekwencji identyfikowanych fragmentow homologicznych projektowano startery do
powielenia z genomu zyta fragmentéw przypuszczalnych homologéow genow zwigzanych
z udomowieniem. Startery do genu VRN1 uzyskano z publikacji Li i in. 2011. Sktad
mieszaniny reakcyjnej 1 program amplifikacji byl taki sam jak opisany powyzej - przy
identyfikacji potencjalnych genow zwigzanych z odpornoscig na choroby. Ostatnim
krokiem bylo przeszukanie biblioteki BAC linii wsobnej L318 przy pomocy starterow
zaprojektowanych do amplifikacji fragmentow przypuszczalnych genéw zwigzanych z

udomowieniem.

Kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie PCR z BAC DNA (w koncentracji 100
ng/1ul) 39 superpul. Do przeprowadzenia reakcji przygotowano mieszaning o objetosci 15
ul zawierajaca 1,5 ul DNA; 0,6 ul starterow F i R [5 uM], 0,3 pul [10 mM] dNTPs, 0,15 pl
[0,5 mM] MgCl2; 1,5 pl buforu (DreamTaq™ Green Buffer 10X, ThermoFisher) 1 0,3 pl
[5 U/ul], polimerazy DreamTaq (Thermo). Produkty amplifikacji byly wizualizowane przy
wykorzystaniu elektroforezy w 0,8-1,5% zelu agarozowym z bromkiem etydyny
(0,5ug/ml, Merck).

Kolejnym etapem byto przeprowadzenie PCR z pulami matrix plytkowymi (W),
rzgdowymi (R) 1 kolumnowymi (T) z superpul wyselekcjonowanych w pierwszym etapie.
Produkty amplifikacji byly wizualizowane przy wykorzystaniu elektroforezy w 0,8-1,5%
zelu agarozowym z bromkiem etydyny (0,5ug/ml, Merck). Dzigki tej procedurze
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identyfikowano klony, ktore przypuszczalnie zawieraty sekwencje poszukiwanych genéw

(Tab. 2).

Tab. 2. Lista lokalizacji w bibliotece klonow BAC prawdopodobnie zawierajacych poszukiwane geny.

Gen SP | Ptytka | Rrzad | Kolumna | Klon
1/Q 181 K 5 S18p1K5
2 | GIF1 127 K 11 S12p7K11

30|5 H 22 S30p5H22
3 |BTR2 302 A S30p2A6
4 | VRN1 16 |7 H 5 S16p7H5
5| VRN2 195 N 17 S19p4N17

Ostatnim etapem przeszukiwania biblioteki BAC byla weryfikcja obecnosci
poszukiwane] sekwencji w wytypowanych konach BAC. Przeprowadzono analiz¢ PCR
wedtug schematu opisanego powyzej. Jako matrycg wykorzystano DNA poszczegolnych
klonow BAC (izolacja opisana w rozdziale 4.4 - ,Izolacja DNA pojedynczych klonow
BAC”), DNA genomowe linii wsobnej L318 (kontrola pozytywna) oraz wodg (kontrola

negatywna).

4.13 Analiza bioinformatyczna zidentyfikowanych potencjalnych genéow

Do wstepnego okreslenia sekwencji 1 struktury nowo zidentyfikowanych genow
potencjalnie zwigzanych z odporno$cia na choroby u zyta oraz zwigzanych z
udomowieniem uzyto programu FGENESH (Ustawienia: Monocots plants generic, Corn,
Rice, Wheat, Barley- http://www.softberry.com/) (Salamov i Solovyev, 2000). Do analizy
i porownywania sekwencji zastosowano oprogramowanie Sequencher Software ver. 5.4.1
(Applied Biosystems). Program Bioedit stuzyt do wizualizacji sekwencji 1 ich edycji

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/) .

Analizie bioinformatycznej poddano sekwencje klonéw BAC, sekwencje genomowe
wybranych genéw z r6znych gatunkow oraz sekwencje biatkowe przypuszczalnych genow
zwigzanych z z odpornoscia na choroby oraz zwigzanych z udomowieniem Zyta,

wygenerowane w programie FGENESH.

4.14 llosciowy RT-PCR

Materiat roslinny, udostepniony przez prof. dr hab. Monik¢ Rakoczy-Trojanowska,

stanowity cze$ci nadziemne dwoch linii wsobnych zyta L318 1 D33, ktore zebrano po 8,
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17, 24 i 48 h od inokulacji zarodnikami rdzy brunatnej Puccinia recondita f. sp. secalis.
Roéliny stanowigce kontrole inokulowano woda z dodatkiem Tween 20. RNA
wyizolowano ze 100 mg utartej tkanki roslinnej stosujac GeneMATRIX Universal RNA
Purification Kit (version 1.2) (Eurx, Gdansk, Polska). RNA rozpuszczano w 40 pl wody
wolnej od RNaz. Przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 2000 okreslono koncentracje i
czystos¢ wyizolowanego RNA. Nastepnie syntetyzowano cDNA stosujgc High-Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Thermo Fisher Scientific).

Reakcje gRT-PCR wykonano w aparacie LightCycler 96 (Roche,
Polska, Application Software ver. 1.1), w 3 powtorzeniach biologicznych i 3
powtdrzeniach technicznych. Reakcje przeprowadzono w objetosci 20 pl, a w sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzito 4 ul cDNA (10 ng/ul), 1 ul kazdego ze starterow [5 mM],
4 ul wody wolnej od Rnazy i 10 pl FastStart Essential DNA Green Master (Roche). Reakcje
przeprowadzono w nast¢pujacych warunkach: 10 min wstepnej preinkubacji w 95°C; 35
cykli - 95°C przez 10 s, 55°C przez 10 s, 72°C przez 15 s; nastepnie 95° przez 10 s, 65°
przez 10s.197°C przez 1s.), Jako gen referencyjny wykorzystano gen aktyny HvAct (AY
145451) (Starter Fw: CCCCTTTGAACCCAAAAGCC, Starter Rv:
GAAAGCACGGCCTGAATAGC) zgodnie z metodyka opracowana przez Swiecicka i in,
(2020). Poziom ekspresji badanych genow zostat okreslony przy uzyciu metody AACt, w
ktorej wyznacza si¢ roznicg pomigdzy poziomem ekspresji badanego genu, a poziomem

ekspresji genu referencyjnego (Livak i Schmittgen, 2001).
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5. WYNIKI

5.1 Genotypowanie DNA pul klonow BAC metoda DArTseq i ustalenie adresow
marker DArTseq-klon BAC

W wyniku genotypowania 16 superpul klonow BAC metodg DArTseq
zidentyfikowano 221 122 potencjalnych adresow marker DArTseq—klon BAC. Z tych
adresow wybrano 53 370 zawierajacych 41 438 zytnich markerow DArTseq (Tab. 3).
Lacznie 16 superpul obejmuje okoto 43 000 klonow BAC, co stanowi 41% biblioteki BAC
linii L318. Reprezentuje to 65% genomu zyta (~ 5,2 Gpz). Dlugos$¢ zytnich markerow
DATrTseq, ktore znalazly si¢ w adresach, wynosita pomiedzy 20 a 69 nukleotydéw ($rednio
56). Zostaty one przyporzadkowane do 19 695 klonow BAC. Na jeden klon BAC $rednio
przypadato 2,1 markera DArTseq (Tab. 3). Wigkszo§¢ (78%) markerow DArTseq w

zidentyfikowanych adresach wystepowato tylko raz.

Przy zastosowaniu ustawien TS1, przy ktérych brano pod uwage markery DArTseq
z dowolng liczbg wystgpien, uzyskano 53 370 adreséw marker DArTseq-klon BAC.
Liczba adresow obejmujacych markery, ktore wystapity tylko raz lub dwa razy (ustawienie

TS2) lub tylko raz (ustawienie TS3) wynosita odpowiednio 46 499 i 32 217 (Tab. 3).

Tab. 3. Podsumowanie wynikéw genotypowania pul klondéw BAC metoda DArTseq uzyskanych przy
réznych ustawieniach.

. Markery Markery
. . Wszystkle’typy DArTseq DArTseq
Kryteria wyboru markerow markerow . .
wystepujace raz wystepujace
DArTseq
lub dwa razy tylko raz
EXEW|enla adresowania DArTseq- Ts1 Ts2 Ts3
Liczba adresow DArTseq-BAC 53 370 46 499 32 217
Liczba markerow DArTseq w adresach 41 438 39 357 32 217
Liczba klonow BAC w adresach 19 695 18 482 14 845
Liczba markeréw DArTseq/ klon BAC 2,1 2,1 2,2

W 40-50% klonéw BAC zidentyfikowano jeden marker DArTseq, w zaleznos$ci od
ustawien, w 20% — dwa markery a w 10% — trzy. Klony BAC, do ktorych przypisano

wigce] niz 1 marker, wykorzystano do weryfikacji prawidtowos$ci adresowania.

5.2 Kotwiczenie klonow BAC do map genetycznych

Pozycja na mapie genetycznej wykorzystanej do kotwiczenia byta dostepna dla 5 436
markerow DArTseq z adresow DArTseq-BAC. Umozliwito to przyporzadkowanie 4 525
klonéw BAC (z catkowitej liczby 19 695 klondéw wystepujacych w 53 370 adresach) do 3
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324 pozycji na mapie genetycznej, ze $rednig odlegtoscig wynoszacg 0,47 cM (ustawienia
AS1) (Tab. 4). Przy najbardziej restrykcyjnych ustawieniach (AS3), 2 783 klonow BAC

przyporzadkowano do 2 544 pozycji na mapie ze $rednig odlegltoscig 0,62 cM.

Tab. 4. Podsumowanie wynikow kotwiczenia klonow BAC uzyskanych przy r6znych ustawieniach.

Markery Markery
Wszystkie typy DArTseq DArTse
Kryteria wyboru markeréw markerow wystepujace wystepui qce
DArTseq raz lub dwa { IIEE rjaqz
razy Y

Ustawienia kotwiczenia BAC poprzez DArTseq: AS1 AS2 AS3
Liczba zakotwiczonych adresow DArTseq-BAC 6 847 6 208 4 044
Liczba kotwiczacych markeréw DArTseq 5436 5127 4 044
Liczba zakotwiczonych klonow BAC 4525 4022 2783
Liczba klonbw BAC zakotwiczonych przez
przynajmniej dwa markery DArTseq 1602 1346 799
Liczba klonéw BAC z konfliktami kotwiczenia 213 169 91
Procent klonow BAC z konfliktami kotwiczenia 13,3 12,6 11,4
Liczba klonéw BAC z przynajmniej 2 markerami
DArTseq z tego samego chromosomu 1507 1249 740
Liczba klonéw BAC z odlegloscia pomigdzy
markerami DArTseq ponizej 5 cM 713 598 356
% klonéw BAC z odlegtosciag pomigdzy markerami
DArTseq ponizej 5 cM 473 47,9 48,1
Liczba klonéw BAC z odlegloscia pomigdzy
markerami DArTseq powyzej 20 cM 336 282 159
% klonéw BAC z odleglo$cia pomiedzy markerami
DArTseq powyzej 20 cM 22,3 22,6 215

Liczba zakotwiczonych klonow BAC wahata si¢ od 259 na chromosomie 2R do 528

na chromosomie 7R (Rys. 1 C) przy najbardziej surowych ustawieniach (AS3). Przy

najlagodniejszych ustawieniach (AS1) ta liczba wyniosta 550 na chromosomie 2R i 1075

na chromosomie 6R (Rys. 1 A).

Rozmieszczenie zakotwiczonych klonow BAC wzdluz mapy genetycznej Zyta nie

byto réwnomierne (Rys. 2). Najwigcej klonow BAC znalazto si¢ na chromosomach 6R 1

7R, a najmniej na chromosomie 2R.
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Rys. 1. Liczba klonow BAC zakotwiczonych na mapach genetycznych poszczegdlnych chromosomow
wedtug 3 réznych ustawien (A - AS1, B - AS2, C - AS3).

55



AR

Rys. 2. Dystrybucja zakotwiczonych kloné6w BAC (wedtug ustawien Al) na siedmiu choromosomach zyta.
Paski na obwodzie kota reprezentuja mapy genetyczne chromosomoéw, kropki przedstawiaja klony BAC.
Rozne kolory reprezentuja klony BAC z r6znych superpul. Kazdy wewnetrzny krag przedstawia wyniki
kotwiczenia dla 4 superpul genotypowanych rownoczesnie w jednym eksperymencie.

Wyniki genotypowania pul BAC metodg DArTseq 1 kotwiczenia klonoéw BAC do

mapy genetycznej zostaly opublikowane w pracy Borzecka i in., 2018.

5.3 Weryfikacja adresow marker DArTseq-klon BAC

5.3.1 Weryfikacja sekwencyjna

Pierwsza metoda zastosowana do sprawdzenia wiarygodno$ci adresowania
markeréw DArTseq do klondow BAC opierala si¢ na wykorzystaniu sekwencji markerow
DArTseq, sekwencji klonow BAC 1 algorytmu BLAST. Z wykorzystaniem platformy
[llumina uzyskano sekwencje siedmiu klonow BAC, ktérych dlugos¢ wynosita pomiedzy

94 983 a 145 571 pz ($rednio 122 016 pz) (Tab. 5).
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Tab. 5. Lista klonow BAC poddanych sekwencjonowaniu przy uzyciu platformy Illumina.

L.p.| KlonBAC | L. skafoldéw | Dlugosci skafoldow | Laczna dlugosé (pz)
1 S23p4E24 5 42 957 - 2 356 99 987

2 S31p7D16 7 60 235 - 2 383 119 159

3 S34p1J5 3 116 272 -9 049 145 725

4 S34p2K21 3 103 517 - 6 593 123 881

5 S34p4M5 15 31385-2145 124 436

6 S34p7K24 6 108 323- 2 146 132 611

7 S34p7P12 10 81 886 - 2884 133 891

Zostaly one zdeponowane w bazie danych GenBank (NCBI) z numerami
akcesyjnymi MG646011-MG646017. Sa to sekwencje sktadajace si¢ z wielu (od 5 do 15)
skafoldow. Na podstawie wynikdw genotypowania oczekiwano w nich 91 markerow
DArTseq przy najmniej restrykcyjnych ustawieniach (TS1). Istotne statystycznie
dopasowania do odpowiednich sekwencji w klonach BAC odnotowano dla 98,8% do 100%
spodziewanych markerow DArTseq (w zaleznosci od ustawien adresowania), ze $rednig
dlugoscia dopasowania wynoszacg ponad 99% i przy $redniej identycznosci sekwencji

réwniez ponad 99% (Tab. 6).

Tab. 6. Wyniki weryfikacji sekwencyjnej adresowania markeréw DArTseq do klonow BAC.

Klon BAC | Liczba przypisanych Srednie Srednia dlugosé
markerow DArTseq | podobienstwo? | poréownania (%)

S23p4E24 14 100,00 100,00

S31p7D16 4 100,00 100,00

S34pll5 26 99,85 99,88

S34p2K21 19 100,00 100,00

S34p4aM5 15 93,33 93,33

S34p7K24 6 100,00 100,00

S34p7P12 7 100,00 100,00

a - $rednie wartosci dla wszystkich markerow DArTseq wystepujacych w danym klonie BAC

5.3.2 Weryfikacja na podstawie pozycji na mapie

Druga metoda weryfikacji prawidlowosci adresowania opierala si¢ na uzyciu
informacji o potozeniu markerow DArTseq na mapie genetycznej. Analizom tym poddano
1 602 klonow BAC, do ktorych przypisano po przynajmniej dwa markery DArTseq o
Znanej pozycji na mapie genetycznej. W wigkszosci przypadkow, gdy wiele markerow
DArTseq zostato przyporzadkowanych do tego samego klonu BAC, markery te byty
zlokalizowane blisko siebie na mapie genetycznej. Odsetek klonow BAC zakotwiczonych
do mapy genetycznej przez przynajmniej 2 markery DArTseq z tego samego chromosomu,
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ktére znajdowaly si¢ w odlegtosci mniejszej niz 5cM od siebie wynosit 47%. Klony BAC
zawierajgce markery DArTseq oddalone od siebie o wigcej niz 20 cM na mapie genetycznej
stanowily 22%, niezaleznie od zastosowanych kryteriow (Rys. 3). Odsetek klonéw BAC,
w ktorych stwierdzono obecno$¢ markeréw DArTseq pochodzacych z réznych

chromosomow wynosit od 11.4% do 13.3%.
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Rys. 3. Weryfikacja wiarygodnosci adresowania wykorzystujaca informacje¢ o potozeniu markeréw na mapie
genetycznej: odsetek klondow BAC zawierajacych markery rozproszone na danym dystansie na mapach
genetycznych, w zaleznosci od ustawien (AS1-AS3).

5.4 Wdrozenie sekwencjonowania nowej generacji Oxford Nanopore

Do sekwencjonowania wybranych klonow BAC zastosowano technologi¢ Nanopore
z uzyciem urzadzenia MinlON. Wykorzystano wysokiej jakosci DNA indywidualnych
klonow BAC w ilosci 1 pg. Zsekwencjonowano 13 klonow BAC, w tym 6 klonow
wytypowanych podczas prac zwigzanych z poszukiwaniem gendéw zwigzanych z

odpornoscig na choroby (Tab. 7), 6 klonéw wytypowanych podczas prac zwigzanych z

58



poszukiwaniem genow zwigzanych z udomowieniem (Tab. 7) oraz (pilotazowo) klon
S34p7K24. Dodatkowo wyselekcjonowany klon - S34p4MS5 byl zsekwencjonowany
wczesniej metoda Illumina, ale uzyskano dla niego najgorsza jako$¢ zlozenia sposrod

wszystkich zsekwencjonowanych klonéw BAC - 15 skafoldow o tacznej dtugosci 124 436
pz.

W wyniku sekwencjonowania technikg Nanopore klonow BAC uzyskano od 34 836
nukleotydéw przy sekwencjonowaniu klonu S34p4M5 do 393 307 przy klonie S16p7HS.
L.aczna dlugo$¢ tych odczytow wynosita od 281 270 031 do 3 637 831 244 nt. Do sktadania
sekwencji klonoéw BAC wykorzystano tylko przefiltrowane odczyty. Odrzucono wszystkie
odczyty krotsze niz 5000 nt (--min_length 5000) oraz 10% o najgorszej jako$ci (--
keep_percent 90). Ostatecznie wykorzystano odczyty o najlepszej jakosci, ktore dawaty
tacznie ~12Mpz (--target_bases 12000000).

Tab. 7. Wyniki sekwencjonowania klonow BAC technika Nanopore.

lon Wszystkie uzyskane odczyty Oiiﬁi;?{;gg;ﬁfga
: . . Laczna
BAC OIJCIE;E:W I:)zzicczzr;at(;ivlvu(gl:)ts)c Zakres dlugosci odczytow V\CI)ZZC);S;S € dl?lgoéc'
odczytow (nt)
S3p5G8 451 12 001 193 10049-81174 44 512 348 268 367
S4p4E5 538 12 006 661 9974 -61 308 45 582 358 399 077
S21p7Al 524 12 008 452 10 162 - 73 886 44 520 334 250 459
S24p1H6 547 12 019 076 8 793 - 64 391 44 325 314 689 241
S34p4M5 462 12 009 377 8 714 - 69 590 34 836 281 270031
S37p4L8 593 12 017 997 9644 - 60 390 61 468 439 311 588
S30p2A6 382 12 016 021 16 386 - 72 317 171 353 1504 862 706
S16p7H5 495 12 015 471 13 044 - 58 667 393 307 2632 769 167
S30p5H22 383 12 002 891 13910-79 149 241 868 1650 555 853
S12p7K11 553 12 017 549 11 405 -64 011 270 025 1826 785 409
S19p4N17 769 12 005 148 9533 -39 097 138142 784 770 507
S18p1K5 356 12033118 14771 -85675 385 883 3637831244

Dla kazdego z klonow BAC sekwencjonowanych metoda Nanopore uzyskano peing

ciagla sekwencj¢ zawierajaca wektor wraz z insertem.

Dhugosci insertow w wybranych do sekwencjonownia klonach BAC, ustalone z
wykorzystaniem techniki elektroforezy pulsacyjnej, wynosity od 100 do 138 kpz (Tab. 8,
Rys. 4). Dtugosci insertow ustalone na podstawie wynikow sekwencjonowania Nanopore

wahaty si¢ miedzy 105 a 138 kpz.
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Tab. 8. Lista zsekwencjonowanych klonow BAC wraz z ich dlugo$ciami, ustalonymi na podstawie PFGE i
odczytow z dwoch metod sekwencjonowania

Dhugos$é¢ PFGE Dhugosé Illumina Dhugosé Nanopore
Klon BAC g(kpz) ([kpz]g+l. skafoldéw) i [kpz] b
S3p5G8 105 - 105 865
S4p4E5 105 - 115 666
S21p7Al 105 - 112 573
S24p1H6 100 - 108 648
S34p4M5 | 132 124 436 (15) 138 081
S37p4L8 123 - 125528
S34p7K24 | 138 132 611 (6) 141 447

Dhugosci insertow w klonach BAC ustalone w wyniku sekwencjonowania Nanopore

1 przy wykorzystaniu elektroforezy pulsacyjnej byly zblizone.

Rys. 4. Okreslenie dtugosci klonéw BAC metoda PFGE. Po prawe;j stronie marker wielkosci DNA Midrange
PFG Marker (New England, BioLabs, zrédlo zdjecia: www.international.neb.com; dtugosci fragmentow
podane w kpz)
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W celu okreslenia doktadno$ci sekwencjonowania uzyskanej na urzadzeniu MinlON
porownano sekwencje wektora pIndigoBAC-5 (o dlugosci 7506 pz) z kazdego
zsekwencjonowanego metodg Nanopore klonu BAC z sekwencjg zdeponowang w bazie
danych GenBank (nr akcesyjny: EU140754). Identyczno$¢ uzyskana po porownaniu tych
sekwencji wynosita srednio 99,26% (Tab. 9). Porownanie sekwencji wykazato obecnosé¢
substytucji pojedynczych nukleotydow (SNP) oraz insercji/delecji (InDel) w sekwencjach

uzyskanych na urzadzeniu MinlON metoda Nanopore. W poszczego6lnych klonach liczba
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polimorfizméw typu SNP wynosita od 6 do 19, a liczba polimorfizméw typu InDel - od 18
do 81 (Tab. 9). Najwiecej roznic wystgpito w klonach S30p2A6 i S3p5GS.

Tab. 9. Wynik poréwnania sekwencji wektora pIndigoBAC-5 (EPICENTRE Biotechnologies) z
poszczegolnych klonow BAC uzyskanych metoda Nanopore z sekwencjg wektora z bazy danych.

Klon BAC | Q7 I° Liscl\zll;a Typy SNP oraz frekwencja danego typu (%) I;':;':T
$3p5G8 | 99% | 99,85% | 19 '(A4/ZG) (21), T/C (5), A/T (5), G/A (16), C/G (11), CT/AC o
S4paES | 100% | 98,88% | 13 2/6 %i)(;)/ Cc(TE;)Z\é\/BlS)' G/A (8), C/G (8),TG/AC (8), o
S21p7A1 | 100% | 98,71% | 14 2/6 G/é)T (T3/ g)(s.s), A/T (2), G/A(2), G/C (2), TG/CT (7), 49
$24p1H6 | 100% | 98,91% | 10 /24 ?A(é(()i'oT)/ C (40), A/T (10), G/A (10), AG/GT (20), 56
e e ) R P e I
$37p4l8 | 100% | 98,88% | 9 fl/f)’(éi)/'GTT/ ‘(:1(12)2,)64*//; C((llll)) G/A(11), G/C (11), AG/GT |
$30p2A6 | 100% | 99,48% | 9 /24;5 A(Clg,zT)/C (22), A/T (11), G/A (11), AG/GT (22), g1
S16p7H5 | 100% | 99,41% | 12 ’24 7A(C127T)/ ‘é T(}T7(): (‘;{ T(8), G/A(8),G/C(8), AG/GT (17), | .
$30p5H22 | 100% | 99,52% | 7 /g Z‘CZ?LT)/ C (14), A/T (14), G/A (14), AG/GT (14), e
s12p7k11 | 100% | 99,47% | 10 /:étj élT()()é()T)/C (30), A/T (10), G/A (10), CT/AC (20), -
$19p4N17 | 100% | 99,59% | 6 ?1/56()1&2/'; il(é,%?)’ A/T (16,6), G/A (16,6), CT/AC 24
S18p1K5 | 100% | 99,52% | 11 ggii)&g C/%BT)(%C (9), A/T (9), G/A (9), AG/GT s

a - pokrycie [%], b - poziom identycznos$ci [%]

Dwa z wymienionych klonow - S34p7K24 i S34p4MS5, zostaty zsekwencjonowane
obiema wymienionymi metodami, aby poréwna¢ jakos¢ uzyskanych sekwencji (Tab. 8).
Dopasowanie sekwencji wskazalo podobienstwo siegajace 99% przy pokryciu
wynoszacym ponad 98%. Dhlugos$¢ sumaryczna skafoldow klonu S34p7K24 przy
sekwencjonowaniu Illumina wynosita 132 611 kpz a dlugos¢ ciaglej sekwencji klonu
uzyskanej z odczytow Nanopore - 141 447 kpz. W przypadku klonu S34p4MS5 dlugosci te
wynosity odpowiednio: 124 436 i 138 081 kpz (Tab. 8). Réznice w dtugosci wynosity
8 836 kpz pomiedzy sekwencjami uzyskanymi metoda Illumina i Nanopore w klonie

S34p7K24. Natomiast w klonie S34p4MS5 roznica dtugosci wynosita 13 645 kpz.
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5.5 Identyfikacja potencjalnych genow zwigzanych z odpornoscia na choroby u zyta

W badaniach przeanalizowano wszystkie (126) sekwencje markerow DATT,
skojarzone na podstawie analiz bioinformatycznych z funkcjami zwigzanymi 2z
odpornos$cig na choroby (ang.: disease resistance genes, DRG) (Gawronski i in, 2016). Na
podstawie wynikdéw genotypowania pul klonéw BAC metoda DArT (Borzegcka i in., 2018)
zidentyfikowano 11 klonow BAC przypuszczalnie zawierajacych przynajmniej dwa
markery DArT powigzane z odpornosciag na choroby. W tych klonach BAC tacznie
oczekiwano obecnosci 27 markerow DArT, w tym 21 o funkcjach zwigzanych z

odpornos$cig. Do 20 z nich zaprojektowano startery (Tab. A1- Aneks).

W celu sprawdzenia wiarygodno$ci wynikow genotypowania i wyselekcjonowania
najbardziej obiecujacych klonow BAC do sekwencjonowania, zastosowano technike PCR.
Eksperymentalnie potwierdzono obecno$é¢ 11 markeréw DArT w 7 klonach BAC (Rys. 5,
Tab. 12).

ZipRuler ZipRuler
1 2

(pz) - (p2)

g = 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13934 15 16 117 18 “19 $208 21 E
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= ' ¥
500 ’
- o O, .,
Marker \ 399303 506254 ’\389402 508217* 505272 505250  508217*
DArT Y Y

Klon BAC S31p7D16 S34p7K24

Rys. 5. Przyktad wyniku elektroforezy produktow PCR uzyskanych przy pomocy starterow
zaprojektowanych do powielenia fragmentow sekwencji markeréw DArT. W kazdym przypadku
przeprowadzono trzy reakcje: w pierwszej matrycg byt DNA BAC (Sciezki: 1,4, 7, 10, 13, 16, 19), w drugiej
matrycg byt DNA linii wsobnej L318 (Sciezki: 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20), w trzeciej nie dodano DNA (kontrola
negatywna, Sciezki: 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21). W pierwszej i ostatniej studzience na zelu znajduja si¢ drabinki
wielko$ci DNA: ZipRuler 1 oraz ZipRuler 2 (SM1373, Thermo Scientific). Niebieskimi ramkami zaznaczone
sg markery DArT, ktorych obecno$¢ udato sie potwierdzi¢ w poszczegolnych klonach BAC.

Z uzyskanych produktéw PCR 8 oczyszczono i wystano do sekwencjonowania
metodg Sanger przez firm¢ zewnetrzng. Nastepnie poréwnano algorytmem BLAST

uzyskane sekwencje z sekwencjami markeréw DArT zdeponowanymi w bazie danych
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GenBank (Gawronski 1 in., 2016). Podobienstwo analizowanych fragmentéw oscylowato

miedzy 72 a 99% (Tab. 10).

Tab. 10. Wyniki poréwnania algorytmem BLAST fragmentow sekwencji uzyskanych po sekwencjonowaniu
produktow PCR z sekwencjami marker6w DArT z bazy GenBank.

Merker | on | P pr(‘;‘;)PCRb Q| EY |1l
505520 S21p7Al 306 89 3,00E-38 72,62
506540 S24p1H6 330 95 2,00E-111 | 88,85
401485 193 89 4,00E-53 88,59
399682 S37p4L8 315 95 4,00E-88 84,21
505760 374 96 8,00E-174 | 98,82
389394 S3p5G8 412 96 4,00E-120 | 83,76
398573 212 68 4,00E-53 90,91
506219 S4p4ES 156 93 1,00E-22 76,00

a - klon BAC, w ktorym spodziewano si¢ obecnos$ci markera DArT; b - dlugo$¢ produktu uzyskanego z
wykorzystaniem starteréw projektowanych na podstawie sekwencji markerow DArT z bazy GenBank; ¢ -
pokrycie; d - E-wartos$¢; e - poziom identyczno$ci

Do dalszych analiz (sekwencjonowania) wybrano 5 klonow BAC (S21p7Al,
S24p1H6, S37p4L8, S3p5G8, S4p4ES), dla ktorych udato si¢ uzyska¢ metoda PCR
potwierdzenie wystgpowania w nich oczekiwanych klonow DArT. Dodatkowo
wyselekcjonowano klon S34p4MS5S. Klony BAC poddano sekwencjonowaniu metoda

Nanopore. Wyniki sekwencjonowania opisano w poporzednim rozdziale.

Uzyskane sekwencje klonow BAC poddano analizie bioinformatycznej. W tym
etapie badan wykorzystano rowniez uprzednio uzyskane sekwencje 2 klonow BAC
(S31p7D161S34p7K24), zsekwencjonowane metoda Illumina, w ktérych tez na podstawie
genotypowania oczekiwano obecnosci markerow DArT, w tym 8 przypuszczalnie
zwigzanych z odpornoscig na choroby (Tab. 12). Analiza bioinformatyczna algorytmem
BLAST pozwolita na potwierdzenie obecnosci w 7 wyzej wymienionych sekwencjach
klonow BAC sekwencji wszystkich oczekiwanych 21 markerow DArT powigzanych z
odpornoscig na choroby, wymienionych w tabeli 12. Podobienstwo sekwencji markeréw
DArT zdeponowanych w bazie GenBank, a uzyskanych po sekwencjonowaniu insertow z
klonow macierzy genotypowania DArT, do sekwencji do nich homologicznych,
znalezionych w sekwencjach klonéw BAC wynosito od 85 do 99%. Srednie pokrycie
porownywanych fragmentow siggato prawie 90% (Tab. 11).
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Tabela 11. Wyniki poréwnania algorytmem BLAST sekwencji konéw DArT zdeponowanych w bazie
GenBank i sekwencji do nich homologicznych zidentyfikowanych w zsekwencjonowanych klonach BAC.

Marker DArT DL sekw. DArT? Klon BACP Q [%0]° Ed 1 [%]°
505520 659 pz S21p7Al 93 5,00E-131 99,23
506540 636 pz S24p1H6 87 3,00E-90 87,7
401485 575 pz 90 2,00E-69 98,01
399682 650 pz S37p4L8 93 5,00E-139 98,92
505760 718 pz 96 1,00E-171 98,82
389394 524 pz S3p5G8 97 0.0 98,47
398573 540 pz 65 2,00E-58 96,85
506219 310 pz S4p4ES 94 2,00E-36 85,48

a - dtugos¢ sekwencji markera DArT z bazy GenBank; b - klon BAC, w ktorym spodziewano si¢ obecnosci
markera DArT; ¢ - pokrycie; d - E-wartos¢; e - poziom identycznosci

Analiza programem SoftBerry/FGENESH (Salamov A., Solovyev V., 2000)
sekwencji klonow BAC pozwolita na zidentyfikowanie przypuszczalnej pelnej sekwencji 1

struktury obecnych w nich gendow, w tym 28 gendw potencjalnie zwigzanych z odporno$cia

na choroby (DRG) u zyta (Tab. 12, Rys. 6).

| DArT 399303 |
6 l I - — I L1 L l Ll 1 1 ] LI 1 I 11 Ll I L1 L l L1 L [ 1 L1 L I L L1 1 I 11 Ll I - I
21403 22000 23000 24000 25000 26000 26887

Rys. 6. Przyktad wyniku przewidywania struktury potencjalnych gendéw zwigzanych z odpornoscia
zidentyfikowanych w sekwencjach klonow BAC: przypuszczalna struktura genu S31p7D16.6. Zielonym
kolorem oznaczono fragment poliadenylowy (poliA), ciemnoniebieskim - sekwencje kodujaca zakonczong
kodonem STOP, szarym - wewnetrzne eksony, czerwonym - sekwencje kodujaca rozpoczynajaca si¢
kodonem START, jasnoniebieskim - start transkrypcji (sekwencja TATA). Liczby pod osig oznaczaja
pozycje odnoszace si¢ do calej sekwencji klonu BAC, w ktorej wyszukano dany gen. Niebieskg klamrg
zaznaczona jest lokalizacja markeru DArT 399303 w klonie.

Przy pomocy Fgenesh w sekwencjach klonéw BAC zidentyfikowano tacznie 130
gendw. Znalezionym genom nadawano numery kolejne w kazdym z klonow. W
poszczegbdlnych klonach znaleziono od 2 do 8 genow, o dtugosci od 1 192 do 17 272 pz,
z czego 21,5 % stanowily geny z mozliwymi funkcjami zwigzanymi z odpornoscia na
choroby. Wiekszosc z nich (ponad 82%) nalezata do grupy genow NB-LRR (np. RPM1,
RPP13-like, RGAs). Pozostate geny (18%) wykazywaty podobienstwo do kinazy Lr10-
like wystepujacej w Aegilops taushii i Oryza sativa (Tab. 12).

Wszystkie przypuszczalne geny zawierajace markery DArT wykazywaty
podobienstwo do genéw z grupy NB-LRR.
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Tab. 12. Podsumowanie wynikow analizy programem SoftBerry/FGENESH sekwencji klonow BAC z
lista gendw przypuszczalnie zwigzanych z odpornoscia na choroby.

gk‘)g MDEXI:.?" L.gen6w? DIRj'Gb DRG® DI (pz)* Zglzl%ijvf blastp baza "ref_seq"f
16 3 A tausghii RPP13-like protein 3,
S3p5G8 | 389394 S3p5G8.3 4682 9141..13823 RPP8-like
398573 S3p5G8.6 10499 | 28762..39261 | A. tauschii RPM1-like
389569 S3p5G8.12 | 1192 82514..83706 | A. tauschii RPP13-like protein 3
S4p4ES 506219 13 3 | S4pdE5.1 17272 165..17437 B. distachyon RGA2 isoform X1
A. tauschii RGA2-like isoform
505974 S4p4E5.2 12136 | 20666..32802 | X2i X1
A. tauschii RPP13-like protein 3,
509502 S4p4E5.13 10620 | 102105..112725 | RGA2-like
S21p7Al | 505520 13 3 |S21p7Al1  |6311 111..6422 A. tauschii RGA2-like
A. tauschii RPP13-like protein 4,
506219 S21p7Al.2 | 10867 |8896..19763 RGA4-like
A. tauschii RPP13-like protein 4,
S21p7A1l.4 | 13313 |27306..40619 |RGA2-like
17 5 A. auschii RPP13-like protein 3,
S24p1H6 | 506540 S24p1H6.4 | 2990 18630..21620 | Triticum urartu RPM1
401485 S24p1H6.16 | 2660 92776..95436 | A. tauschii RPP13-like protein 3
21 8 A taugchi! rust resistance kinase
S34p4M5 S34p4M5.1 | 4827 2242..7069 Lr10-like isoform X2
S34p4M5.3 | 5280 10037..15317 | A. tauschii RPM1-like
S34p4M5.6 | 1955 42000..43955 | A. tauschii RPM1-like
A. tauschii rust resistance kinase
S34p4M5.11 | 3581 80616..84197 | Lr10-like
0. sativa Japonica Group rust
S34p4M5.12 | 3384 84666..88050 | resistance kinase Lr10
S34p4M5.13 | 3103 90526..93629 | A. tauschii RPM1-like
A. tauschii, O. sativa rust
S34p4M5.19 | 4054 128254..132308 | resistance kinase Lr10-like
A. tauschii rust resistance kinase
S34p4M5.20 | 3314 132478..135792 | Lr10-like isoform X2
S37p4L8 | 399682 15 2 | S37p4L8.13 |4846 93344..98190 | A. tauschii RPM1-like
505760 S37p4L8.15 | 8540 116474..125014 | A. tauschii RPP13-like protein 3
348128
S34p7K24 | 505272 19 5 | S34p7K24.10| 7383 39094..46477 | A. tauschii RGA3
A. tauschii RPP13-like protein
389402 S34p7K24.11 | 4969 46723..51692 | 4,protein ALP1-like
A. tauschii RGA3, RPP13-like
508217 S34p7K24.12| 13291 | 55613..68904 | protein 4
B. distachyon receptor-like
505250 S34p7K24.13 | 5401 73089..78490 | protein EIX2
A. tauschii RGA3, RPP13-like
507036 S34p7K24.16 | 11193 101774..112967 | protein 4
390286
S31p7D16 | 399303 16 2 |S31p7D16.5 |3093 17796..19990 | A. tauschii RGA4
B. distachyon resistance protein
506254 S31p7D16. 6 | 2382 21180..22530 | At3g14460

a - liczba genow wedlug programu Fgenesh; b - liczba genow DRG; ¢ - nazwy genow DRG; d - dlugosci
genow; e - pozycje (poczatek i koniec) genéw w odpowiednich klonach BAC; f - wynik przeszukiwania
sekwencji genéw (wskazanych przes program Fgenesh) w bazie danych RefSeq z NCBI.

Pogrubiona czcionka zaznaczone sa markery DATrT, ktérych obecnos¢ w klonach BAC potwierdzono
eksperymentalnie poprzez PCR.
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Wyniki analizy funkcjonalnej przypuszczalnych gendw odpornosci z klonéw BAC

pokrywaja si¢ z wynikami analizy funkcjonalnej sekwencji klonow DArT (Tab. 13).

Tabela 13. Zestawienie wynikéw analizy funkcjonalnej sekwencji markeréw DArT oraz analizy
funkcjonalnej przypuszczalnych genow, w ktérych te markery sa zlokalizowane, zidentyfikowanych
bioinformatycznie w sekwencjach klonéw BAC.

Wynik analizy funkcjonalnej fragmentu Wynik analizy funkcjonalnej
Klon BAC | Marker DArT sekwencji przypuszczalnego genu, sekwencji klonu DArT (Gawronski
uzyskanej z klonu biblioteki BAC i in., 2016)
S21p7A1 | 505520 A. tauschii RGA2-like disease resistance rpp13-like protein 1
506219 A. tauschii RGA3 disease resistance rpp13-like protein 1
S24p1H6 | 506540 A. tauschii RPP13-like protein 3 disease resistance protein rpml
401485 A. tauschii RPP13-like protein 3 disease resistance protein rpm1
S37p4L8 | 399682 A. tauschii RPP13-like protein 4 disease resistance protein rpml
505760 A. tauschii RPM1-like disease resistance protein rpml
348128 A. tauschii RPM1-like disease resistance protein rpm1
S3p5G8 389394 A. tauschii RPP13-like protein 3, RPP8-like | disease resistance protein rpm1l
398573 A. tauschii RPM1-like disease resistance protein rpm1
389569 A. tauschii RPM1-like disease resistance protein rpm1
S4p4ES5 506219 A. tauschii RPP13-like protein 4 disease resistance rpp13-like protein 1
505974 A. tauschii RGA4-like disease resistance RGA4 isoform X1
509502 A. tauschii RPP13-like protein 4 disease resistance rpp13-like protein 1
S31p7D16 | 399303 A. tauschii RGA2-like RGA2-like
506254 Er'odtztnacAlﬂ'té%rlﬁéiuve disease resistance Disease resistance protein RGA4
S34p7K24 | 505272 RGA2-like Disease resistance protein RGA2
389402 A. tauschii RGA3 disease resistance protein rga4
508217 disease resistance rpp13-like protein 1 disease resistance protein rga4
505250 A. tauschii RGA3 disease resistance protein rga3
507036 A. tauschii RGA2-like disease resistance protein rga2
390286 A. tauschii RGA3 disease resistance protein rga2

Pogrubiona czcionka oznacza markery DArT ktorych obecno$¢ w danym klonie BAC powierdzono
eksperymentalnie za pomocg PCR.

Analiza BLAST przy wykorzystaniu bazy danych RefSeq z NCBI wskazala, ze geny
wystepujace w klonie S34p4MS5 (Tab. 12) sg podobne do gendéw, ktére mogg brac¢ udziat w
odpowiedzi na zakazenie ro$liny patogenem powodujacym rdz¢ brunatng. Do bardziej
szczegOtowe] analizy zostat wybrany gen S34p4MS5.1. Sposrod wytypowanych gendéw
(S34p4MS5.11, S34p4MS.12 S34p4MS.19 1 S34p4MS5.20) wykazywal on najwyzsze
podobienstwo do genow zwigzanych z odpornoscia na rdz¢ brunatng. W wyniku
przeszukania nukleotydowej bazy danych, zaobserowano najwyzsze podobienstwo

sekwencji genu S34p4M5.1, do sekwencji klonu biblioteki kosmidowej genomu pszenicy
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Triticum aestivum (nr. akcesyjny: AF325197.1), zawierajacego geny Lrk 33, Lrk19 oraz
Tak33. Podobienstwo to wyniosto ponad 93%, ze $rednig dlugoscia dopasowania
porownywanych fragmentow przewyzszajaca 80% (Tab. 14). Blizsza analiza wykazata
najwyzsze podobienstwo S34p4M5.1 do sekwencji genu Tak33. Z tego wzgledu przyjeto
dla niego nazwe Sck33.

Na podstawie fragmentu sekwencji klonu S34p4M5 - przypuszczalnego genu Sck33-
zaprojektowano dwie pary starterow (2Fw/Rv: CAAACATGGGTTCGTCAAGC/
TCTTTGGCATGCTCAACCTT i 5Fw/Rv: TGGGCGAGGTCATAGAGATT/
TTCTTTGGCATGCTCAACCT ) i wykonano PCR. Amplifikacja przy wykorzystaniu
starterow 2Fw/Rv zaskutkowala uzyskaniem 2 produktow, z tego wzgledu nie
wykorzystano tej pary starteréw w dalszych analizach. Przy zastosowaniu pary starerow
5Fw/Rv uzyskano jeden produkt o oczekiwanej dlugosci (Rys. 7). Starter Forward (5Fw)
byl umiejscowiony na poczatku egzonu 4, a starter Reverse (5Rv) w intronie

poprzedajacym egzon 5.

Rys. 7. Wynik elektroforezy produktow PCR uzyskanych przy pomocy 2 par starterow (2FW/RV i
5Fw/Rv) zaprojektowanych do powielenia fragmentu sekwencji genu Sck33. W pierwszej studzience
na zelu znajduje si¢ drabinka wielkosci DNA: 100bp DNA Ladder (100bp Plus DNA Ladder, Thermo
Scientific). Czerwonym koélkiem zaznaczony jest uzyskany produkt o oczekiwanej diugosci.

Sekwencje uzyskanego amplikonu o dtugosci 711 pz obejmujgcego fragment genu
Sck33 z klonu S34p4M5 poddano analizie BLAST (Tab. 14). Analiza wykazata najwyzsze
podobienstwo (95.5%) genu Sck33 do sekwencji genu Tak33. Na trzecim miejscu pojawiat
si¢ tak jak poprzednio, gen Lr10-like z dopasowaniem 94.87% ale pokrycie fragmentu
wynosito jedynie 48%. Gen Sck33 wykazywat wysokie podobienstwo do tej sekwencji
genu Lr10-like w rejonie od 1 101 do 2 408 pz co odpowiada sekwencji kodujacej.
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Tab. 14. Trzy najlepsze wyniki poréwnania algorytmem BLAST sekwencji przypuszczalnego genu
Sck33 znalezionego w klonie BAC S34p4M5 z nukleotydowg bazg danych z NCBI oraz najlepszy
wynik poréwnania sekwencji fragmentu genu Sck33 uzyskanej po sekwencjonowaniu produktéw
PCR.

Podobienstwo do sekwencji w
bazie NCBI

T. aestivum Lrk33 and Tak33 genes,
complete cds (AF325197.1)

T. aestivum Pst19, Lrr19, Tak19-1,
and Lrk19 gene(AF325196.1)

PREDICTED: A. tauschii subsp.
tauschii LEAF RUST 10
DISEASE-RESISTANCE LOCUS
(XM_020324814.1)

T. aestivum Lrk33 and Tak33 genes,
complete cds (AF325197.1)

a - pokrycie [%]; b - E-wartos¢; ¢ - poziom identycznosci [%]

Klon BAC Gen Qa EP Ic

S34p4M5 | S34p4M5.1 81 0.0 93.43

80 0.0 93.35

30 0.0 93.65

amplikon 95 0.0 95.51

Na podstawie analizy bioinformatycznej, uwzgledniajacej predykcje algorytmoéow
programu Fgenesh, przyjeto, ze gen Sck33 sktada si¢ z o$miu egzondow (Rys. 8), a jego
dtugosc¢ catkowita to 4 908 pz. Gen Tak 33 ma dtugos¢ 2 352 pz i sktada si¢ z 3 egzondw
(Feuillet i in., 2001).

:|_I..|...!P..*...l.-...|....F...|....|....|-.I...h|‘|.P
2242 S00D S50 400 4 50 SO0 S50 G000 G500 F06E9

1 + TEE 22432 -3.28

1 4 1 CDET IB54 - 3058 11.40 ZBEd - 3057 o4

1l 4 2 [COEL 31335 - ATE4 b ] 1241 - 3762 £33

1 + 3 {OEd 3BR2 - 301 -0.&4 IHE] - 3081 128

1 + 4 D&l 4106 - 4282 L.Ed 4106 - 4282 177

1 + C {OEd 4361 - El&s £.30 40&1 - E1B: rde it

1+ & COEL EE54T - BBZT &.03 E54% - BE2E TH

1 4 7 COEL ET02 - ETEE 4 .04 ET0d - BTG4 Bl

1 + B COEL EBRT - TooT 222 EHEL - TooT? 147

1 + Falk TeT 0.44

Rys. 8. Wynik przewidywania struktury genu Sck33 wedtug Fgenesh. Zielonym kolorem oznaczono
PolA, ciemnoniebieskim - sekwencje kodujaca zakonczong kodonem STOP, szarym - wewnetrzne
eksony, czerwonym - sekwencje kodujaca rozpoczynajgca sie kodonem START, jasnoniebieskim -
start transkrypcji (sekwencja TATA).

Poréwnano rowniez sekwencje genu Sck33 do sekwencji genomu linii Lo7 zyta
(Rabanus-Wallace i in., 2021). Zostal on przyporzadkowany do chromosomu 1R z
podobienstwem siggajacym 91,4% przy pokryciu wynoszacym 85%. Jego pozycja w
genomie nie odpowiada zadnemu genowi opisanemu w dostepnej adnotacji (Rabanus-

Wallace i in., 2019).
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Zbadano poziom ekspresji genu Sck33 w dwoch liniach wsobnych zyta po inokulacji
patogenem Puccinia recondita f. sp. secalis w 4 punktach czasowych (Rys. 9).
Amplifikowano fragment pierwszego egzonu genu Sck33, obejmujacy okoto 100 pz
(startery: Fw- GCCTTCGAGGCCGTTTTTCT, Rv-
ACCACACTCAATTCCTCCTCTG). Linia wsobna zyta L318 oraz linia D33 wykazuja
roézny stopien odpornosci na rdze bruntang powodowang infekcjg wspomnianym
patogenem (Swigcicka i in., 2020). Profile ekspresji tego genu w obu liniach sa podobne.
W stosunku do roslin kontrolnych, obserwowano statystycznie istotny spadek ekspresji u
ro$lin porazonych grzybem w 8h po inokulacji, a nastgpnie statystycznie istotny wzrost
ekspresji po 17h od inokulacji. Moze to sugerowal, ze ten gen jest zaangazowany w

odpowiedz na patogen jednak potwierdzenie tej hipotezy wymaga dalszych badan.

L318 D33

Fold change

*

- |

gh 17h 24h 48h 8h 17h 24h 48h

WLl

C RN W A UV O N B o
O B N W B O O N ® ©

Rys. 9. Profil ekspresji genu Sck33 w czesciach nadziemnych w dwéch liniach wsobnych zyta: 1318 i
D33 po 8, 17, 24 i 48 h od inokulacji Puccinia recondita f. sp. secalis. * zmiany istotne statystycznie
(program REST, P<0,05).

5.6 Identyfikacja genow kandydujacych przypuszczalnie zwiazanych z
udomowieniem u zyta

Do identyfikacji genéw potencjalnie zwigzanych z procesem udomowienia u zyta
wykorzystano informacj¢ o genach zwigzanych z udomowieniem u innych, blisko
spokrewnionych gatunkow, takich jak jeczmien, pszenica i ryz. Na podstawie danych
literaturowych wytypowano 13 gendéw o dlugosciach od 486 do 4 496 pz (Tab. 15). Na
podstawie sekwencji tych genéw z innych gatunkow zaprojektowano startery (Tab. A2-
aneks) Jedynym uzyskanym przy pomocy tych starterow produktem byl fragment genu
VRN2.

69



Tab. 15. Lista 13 gendéw zwigzanych z udomowieniem wykorzystanych do projektowania starterow,

wraz z ich numerami akcesyjnymi z bazyGenBank oraz funkcjami.

Gen Genle gank Funkcja Zrédlo Dligze)nu
1|qgSH-1 ABO071333.1 | opadanie nasion Konishi i in., 2005 4 496
21Q KX580304.2 | opadanie nasion Simons i in., 2006 3729
3|sh4 GU220964.1 | opadanie nasion Liiin., 2006 3553
4| GIF1 GU797937.1 | jako$¢ ziarna Wang i in., 2008 1797
5|BTR1 LT727746.1 | nietamliwo$¢ osadki | Pourkheirandish i in., 2015 987
6 | BTR2 LT727769.1 | nietamliwo$¢ osadki | Pourkheirandish i in., 2015 724
7 | Rht-B1 JX993615.1 | potkartowatosé Peng i in., 1999 4138
8 | Rht-D1 HE585643.1 | pdtkartowatosé Peng i in., 1999 2 253
9| VRN1 ACI24357.2 | wernalizacja Yaniin., 2003 732

10| VRN2 AAS60237.1 | wernalizacja Yaniin., 2003 642
11 | GA200x2 | KX611234.1 | biosynteza giberelin | Xu i in., 2017 486
12| gSW5 HQ658633.1 | szeroko$¢ ziarna Shomura i in.., 2008 1021
13| Ghd7 EU286801.1 |represor kwitnienia | Xue i in., 2008 2720

Po pojawieniu si¢ sekwencji genomu referencyjnego zyta linii wsobnej Lo7
(Rabanus-Wallace i in., 2019) i jego przeszukaniu algorytmem BLAST w poszukiwaniu
sekwencji homologicznych do wyzej wymienionych 13 genow, zidentyfikowano 11 genow
przypuszczalnie zwigzanych z udomowieniem (Tab. 16). Nie znaleziono sekwencji

homologicznych do genéw qSW5 i Ghd7.

Podobienstwo sekwencji genéw zwigzanych z udomowieniem z blisko
spokrewnionych gatunkéw z homologicznymi sekwencjami w genomie linii wsobnej Lo7
wynosito $rednio 87% (od 77 do 98%). Przypuszczalne homologi genow udomowienia
zostaly zlokalizowane na chromosomach 2R, 3R, 4R i 5R. Pozycje 5 z tych 11 genow
pokrywaly si¢ z pozycjami genéw w dostepnej adnotacji (Rabanus-Wallace i in. 2019). Tak
byto w przypadku przypuszczalnych homologéow genow: gSH-1, sh4, BTR1, VRN1 oraz
GA200x2 (Tab. 16). Trzem z tych genéw (wykazujacym homologi¢ do genow sh4, BTR1
oraz GA200x2) w adnotacji przypisano funkcje odpowiadajace literaturowym genom
udomowienia. Znaleziona w genomie Lo7 sekwencja homologiczna do genu qSH1 stanowi
cze$¢ przypuszczalnego genu, ktory w adnotacji funkcjonalnej zostat okreslony jako
kodujacy biatko zawierajace homeobox typu BEL1 (Yoon i in., 2014). Z kolei sekwencja
homologiczna dla genu VRN1 zidentyfikowana w genomie Lo7 w adnotacji opisana zostata

jako czynnik MADS box, ktéry nalezy do jednej z najwigkszej grupy czynnikow
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transkrypcyjnych. Sg one kluczowymi regulatorami wielu proceséw rozwojowych roslin

(Yaniin., 2003).

Na podstawie zidentyfikowanych 11 sekwencji homologicznych w genomie Lo7
(Tab. 16) zaprojektowano startery do amplifikacji fragmentoéw tych genow z genomu zyta.
Startery do amplifikacji genu VRN1 uzyskano z publikacji Li i in., 2011. Dla VRN2
wykorzystano startery wspomniane powyzej, zaprojektowane na podstawie sekwencji
genow ze spokrewnionych gatunkéw (Tab. A2 - aneks). Ostatecznie uzyskano 6 produktow

o oczekiwanej dtugosci (Tab. 17).
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Tab. 16. Informacja o potozeniu w genomie referencyjnym zyta sekwencji homologicznych do znanych genéw zwigzanych z udomowieniem wraz z wynikiem PCR w linii

wsobnej L318 oraz dtugoscia otrzymanego produktu.

Dl.fragm. Pozycja . Adnotacja Adnotacja . .
a 0410 0/ 1d f 1 ]
Gen Lok.2 | I [%] (2)° E [%] start® Pozycja end starts end" Opis DL prod.
1]qSH-1 | chraR | 77.62 | 706 | 5.51e-96 | 831702835 | 831703502 | 831699250 | 831703595 |BEL1-like -
2|0 chi5R | 89.2 | 2732 00 | 797898391 | 797901044 - - - 368
3| shd chr2R | 8068 | 735 |5.23e-145| 907651838 | 907651115 | 907650952 | 907653008 |Sh4 -
4|GIFL | chr2R | 8027 | 365 | 2.886-80 | 570570903 | 570571251 - - - 127
5|BTRL | chr3R | 8207 | 619 |1.850-139| 104436985 | 104436380 | 104436397 104436993 | BTR1-like -
104708192 | 104708797 | 104708184 | 104708780 |BTRI1-like -
6|BTR2 | chr3R | 8279 | 651 |1.69e-158| 104435353 | 104436004 - - - 372
7|Rh&-BL | chrdR | 9010 | 2753 0.0 28385221 | 28387901 - - - 600
8|RNt-D1 | chrdR | 9255 | 2188 0.0 28385466 | 28387594 - - - -
9|VRNL | chrsR | 9839 | 185 | 3.15¢-86 | 715823746 | 715823930 | 715810716 | 715823930 2;'335 hox 158
10|VRN2 | chi5R | 89.56 | 316 |5.756-108 | 861612995 | 861613308 - - 156
11| GA200x2 | chrar | 9302 | 487 00 | 891310867 | 891311349 | 891308630 | 891311260 S):?dbaesf”'” 20 ]

a -lokalizacja chromosomalna w genomie Lo7; b - poziom identycznos$ci; ¢ - dtugo$¢ znalezionego fragmentu homologicznego w genomie zyta; d - E-wartos¢; e,f -
pozycje w genomie zyta; g,h - pozycje genow wedlug adnotacji; i - opis genow wedlug dostgpnej adnotacji; j - dtugos¢ otrzymanego produktu PCR, ,,-” brak produktu
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genéw  uzyskanych  po

sekwencjonowaniu produktdow PCR wprowadzone do bazy danych NCBI wykazaty

Sekwencje  zamplifikowanych  fragmentow
najwyzsze podobienstwo do gendow udomowienia ze spokrewnionych gatunkéw, ktore
zostaly wykorzystane jako referencyjne w tej pracy. Wynosito ono od 82 do 100 % (Tab.

17).

Tab. 17. Wyniki poréwnania sekwencji 6 fragmentow genow uzyskanych po sekwencjonowaniu produktow
PCR do sekwencji zawartych w bazie nukleotydowej NCBI.

Gen? pl?)l(.i.b Sekwencja wykazujaca najwyzsze podobienstwo Q° Ed I [%]°
110 368 T. spelta floral homeotic protein (Q), MK450626.1 97 |1E-179 |93,48
2| GIF1 127 Oryza sativa Japonica isolate 27762 GIF1 gene, GU797949.1 |66 |2E-15 |89,80
3|BTR2 372 H. vulgare BTR2, LT727748.1 99 |7E-106 |81,79
4 | VRN1 158 S. cereale MADS-box protein vrnl, EU525891.1 100 | 2E-72 100
5| VRN2 156 A tauschii cultivar AS75 ZCCT2 (VRN2) gene, KM503043.1 |85 |3E-75 |93,97
6 | Rht-B1 600 T. aestivum Rht-Bla 10 DELLA protein, JX993617.1 97 0.0 94,86

a -fragment genu; b - dlugo$¢ oczekiwanego i uzyskanego produktu PCR; ¢ - pokrycie [%]; d - E-wartos$¢; e
- poziom identycznosci [%]; d - wynik PCR z DNA linii L318

Nastgpnie startery do amplifikacji fragmentow przypuszczalnych gendow
udomowienia z genomu zyta wykorzystano do przeszukiwania biblioteki BAC linii
wsobnej L318. Odnaleziono fragmenty 5 z tych genéw w 6 klonach BAC (Tab. 18, Rys.
10). Nie udato si¢ odnalez¢ klonu zawierajacego fragment genu Rht-B1. Klony, w ktorych
zidentyfikowano poszukiwane geny zsekwencjonowano metoda Nanopore. Poréwnanie
sekwencji fragmentow tych gendw uzyskanych poprzez PCR z odpowiadajagcymi im

rejonami w klonach BAC wykazato podobienstwo siegajace od 91 do 100 % (Tab. 18).

Tab. 18. Wyniki poszukiwania klonow BAC zawierajacych geny udomowienia i poréwnania algorytmem
BLAST sekwencji amplikondéw uzyskanych z DNA genomowego linii L318 z homologicznym obszarem w

zidentyfikowanych klonach BAC oraz sekwencje starterow wykorzystanych do amplifikacji.

Poszukiwany

Gen Klon? QP EC Id Fwe Rvf
11Q S18plK5 |97 0.0 98,90 | AAGAGGGACAACATCATCGC | ACCTGTACGTTCGGGTAGAA
2| GIF1 S12p7K11 |90 gé)OOE' 97,09 | GAACGTCTTGGAGGCGTAGA | CCGGTACGACTACTACACCAT
S30p5H22 | 82-88 2’1005 91,76
3|BTR2 S30p2A6 |99 0 98,92 | CCTGAGCATGACGTTGAAGAC | ACGAATGAGATAGCGGAGGC
4 | VRN1 S16p7H5 | 100 %OOE' 100 | GGAGATTCGCACGTACGAT | ATGACTCGGTGGAGAACTCG
5| VRN2 S19p4N1 100 |O 100 | GGCGCTATGACAAGCAAATC | GAACCATCCGAGGTGAAGTT

a - wykryty klon; b - pokrycie [%]; ¢ - E - warto$¢; d - poziom identycznosci [%], e - starter forward, f -
starter reverse
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Rys. 10. Przyktad wyniku elektroforezy produktow PCR uzyskanych z DNA klonéw BAC
wytypowanych po przegladaniu biblioteki przy pomocy starterow zaprojektowanych do powielenia
fragmentow przypuszczalnych genéw udomowienia. W kazdym przypadku przeprowadzono trzy
reakcje dla kazdego z genéw oznaczonych ponad zdjgciem zielonymi klamrami: w pierwszej matryca
byt DNA BAC (Sciezki: 1, 4, 7), w drugiej matryca byt DNA linii wsobnej L318 ($ciezki: 2, 5, 8), w
trzeciej nie dodano DNA (kontrola negatywna, $ciezki: 3, 6, 9). W pierwszej studzience na zelu
znajduje si¢ drabinka wielkosci DNA: ZipRuler 1 (SM1373, Thermo Scientific).

Porownano rowniez sekwencje genéw udomowienia z genomu zyta Lo7 do
sekwencji do nich homologicznych wystepujacych w klonach BAC zidentyfikowanych w
wyniku przegladania biblioteki BAC (L318) i wykazano wysokie podobienstwo
wynoszace od 83,5 do 100% (Tab. 5). Podobienstwo genéw udomowienia z blisko
spokrewnionych gatunkéw (oznaczonych ,, ref”’) z sekwencjami homologicznymi z klonéw
BAC (L318) wynosito od 67,7% w przypadku genu GIF1 (klon S12p7K11) do 98% dla
genu VRN1. Poziom identycznosci genow udomowienia z blisko spokrewnionych
gatunkéw z odpowiadajacymi im sekwencjami w genomie zyta Lo7 wynosit od 79%
(GIF1) do 98% (VRN1) (Tab. 19).
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Tab. 19. Wyniki poréwnania sekwencji 5 gendéw zwigzanych z udomowieniem z sekwencjami
homologicznymi z genomu linii wspobnej zyta Lo7 i z linii wsobnej L318 (ustalonymi na podstawie
sekwencjonowania klonow BAC).

Poréwnywane sekwencje Q? EP I°
Q _Lo7 Q_L318 (S18p1K5) 100 0.0 96.12
Q_ref Q_L318 (S18p1K5) 91 0.0 89.60
Q_ref Q_Lo7 72 0.0 88.82
GIF1_Lo7 GIF1 L318 (S12p7K11) 99 1,00E-91 83.53
GIF1 ref GIF1 L318 (S12p7K11) 70 3,00E-81 67.78
GIF1 ref GIF1_Lo7 100 3,00E-95 79.12
GIF1_Lo7 GIF1 L318 (S30p5H22) 99 0.0 100.00
GIF1 ref GIF1 L318 (S30p5H22) 86 1,00E-119 72.14
BTR2_Lo7 BTR2 L318 (S30p2A6) 100 0.0 98.61
BTR2_ref BTR2 L318 (S30p2A6) 88 9,00E-139 81.52
BTR2_ref BTR2_Lo7 88 0.0 81.34
VRN1_Lo7 VRN1_L318 (S16p7H5) 100 1,00E-100 100.00
VRN1_ref VRN1_L318 (S16p7H5) 99 8,00E-95 98.38
VRN1_ref VRN1_Lo7 25 4,00E-92 98.38
VRN2_Lo7 VRN2_1 318 (S19p4N17) 100 2,00E-173 99.68
VRN2_ref VRN2_1 318 (S19p4N17) 84 6,00E-114 90.20
VRN2_ref VRN2_Lo7 48 4,00E-120 89.17

a - pokrycie [%]; b- E-warto$¢; c- poziom identycznosci [%0]

Analiza programem SoftBerry/FGENESH (Salamov A., Solovyev V., 2000)
sekwencji 6 wyze] wspomnianych klonéw BAC pozwolita na zidentyfikowanie
przypuszczalnej pelnej sekwencji 1 struktury obecnych w nich genow, w tym potencjalnie

zwigzanych z udomowieniem u zyta (Tab. A3 - aneks).

W poszczegolnych klonach zidentyfikowano od 16 do 29 przypuszczalnych genow,
tacznie 128 gendéw o dtugosciach od 165 do 20 820 pz, wykazujacych rézne funkcje (Tab.
A3 - aneks). Dokonano poszukiwania sekwencji homologicznych w nukleotydowej bazie
bazie danych ,nr/nt” oraz biatkowej ,,RefSeq” NCBI i podobienstwo dopasowanych
sekwencji wynosito od 41 do 100%.

W klonie S30p2A6 znaleziono przypuszczalny zytni homolog genu BTR2, w
S16p7H5 genu VRN1 oraz w klonie S18p1K5 genu Q. Wedtug algorytméw programu
Fgenesh przypuszczalny zytni homolog genu Q sktada si¢ z 8 egzonow (gen 15 w klonie
S18p1KS5) oraz 7 intronéw o dtugosciach: 176, 85, 95, 518, 134, 98 oraz 225 pz (Rys. 11).
Wedtug danych literaturowych gen Q pszenicy o dtugosci 3229 pz ma 10 egzondéw. Jego
sekwencja kodujgca ma dtugos¢ 1344 pz (Simons 1 in., 2006) a jego zytniego ortologa -
951 pz. Oba te geny wykazywaty poziom identycznos$ci sekwencji transkryptu siggajacy

93.73% przy pokryciu 92%. Przypuszczalna sekwencja biatka wykazata podobienstwo do
APETALAZ2-like protein.
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Rys. 11. Wynik predykcji bioinformatycznej struktury genu zlokalizowanego w klonie S18plKS5,
myrlga:]z;jqcego homologie do genu Q. Szare figury przedstawiaja egzony a niebieskie linie miedzy nimi

W sekwencji klonu BAC S30p2A6 zidentyfikowano dwa rejony wykazujace
podobienstwo do genu BTR2. Pierwszy z nich, o dtugosci sekwencji kodujacej 1 437 pz i
z 2 egzonami, zostal oznaczony jako gen 14. Drugi rejon, oznaczony jako gen 15, oddalony
od genu 14 o 181 pz, réwniez mogtby by¢ homologiem BTR2 posiadajacym 4 egzony (1
308 pz) (Rys.12). Gen BTR2 jeczmienia sktada si¢ z jednego o dtugosci 609 pz (Zeng i in.,
2020). Gen zlokalizowany jest na chromosomie 3H, a u zyta najprawdopodobniej na
trzecim chromosomie 3R. (Tab. 16). Przypuszczalne homologi genu BTR2 (gen 14 i 15
zidentyfikowany w klonie S30p2A6) na odcinku o dlugosci 563 pz wykazuja podobienstwo
migdzy soba siegajace 91%. W tym samym rejonie wykazuja podobienstwo do genu BTR2
jeczmienia, wynoszace 82%. Przypuszczalna sekwencja biatka genu 14 przypominata w
61% BTR2-like-2 protein [Triticum monococcum], natomiast genu 15 wykazywata

podobienstwo do BTR2-like-1 protein [Triticum monococcum subsp. aegilopoides].

500 pz ‘
Gen 14
PolA 1 2 3 A TSS
' | | | Y
273 288 174 699
Gen 15
PolA 1 2 TSS
I 4 Y
! | | |
627 678

Rys. 12. Wynik predykcji bioinformatycznej struktury gendéw zlokalizowanych w klonie S30p2A6,
wykazujacych homologie do genu BTR2. Szare figury przedstawiaja egzony a niebieskie linie miedzy nimi
introny.
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W sekwencji klonu BAC S16p7H5 znaleziono dwa rejony wykazujace podobienstwo
do genu VRNL. Pierwszy z nich (gen 2) wedlug predykcji programu Fgenesh moze posiadaé
9 egzondw, a przypuszczalna dtugos¢ sekwencji kodujacej to 1 038 pz. Drugi rejon
homologiczny (gen 3) jest oddalony od pierwszego o 6 395 pz. Wedlug predykcji Fgenesh
posiada tylko 1 egzon o dlugosci 189 pz (Rys. 13). Znajduje si¢ na chromosomie 5R. Gen
VRNL1 u pszenicy zlokalizowany jest na chromosomie 5A. Sekwencja zidentyfikowanego
genu 2 poréwnana do sekwencji genu VRN1 w pszenicy wykazuje poziom identycznosci
siggajacy 96% na 42% swojej dtugosci. W bazie danych nie ma nukleotydowej sekwencji
zytniego Vrnl tylko czeSciowa sekwencja biatkowa (ACD74577.1). Przypuszczalna
sekwencja biatka genu 2 wykazata podobienstwo do MADS-box protein vrn-1 [Secale

cereale] w 71%, natomiast genu 3 do VVrn-Ala [Triticum aestivum] w 100%.

Gen 2 [ 500pz |
PolA 1 2 3 45 6 7 8 9 TSS
T4l & = b v

129 42 42 99 63 111 75 126 342

Gen 3
ol 1 TSS
v [ \ 4

Rys. 13. Wynik predykcji bioinformatycznej struktury genoéw zlokalizowanych w klonie S16p7H5,
wykazujacych homologie do genu VRNL. Szare figury przedstawiajg egzony a niebieskie linie miedzy nimi
introny.

Ostatnim etapem bylo poréwnanie sekwencji 128 gendéw wytypowanych w
programie Fgenesh z klonow BAC z sekwencjg genomu zyta Lo7. Dopasowania w
znaleziono dla 107 z tych przypuszczalnych genow (83%). Dla 65 z nich nie uzyskano

dopasowan pokrywajacych przynajmniej 75% ich sekwencji.
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6. DYSKUSJA

W tej pracy zaprezentowano wykorzystanie biblioteki BAC zyta do integracji map
fizycznych 1 genetycznych. Po raz pierwszy do kotwiczenia klonow BAC na mapie
genetycznej zostaly wykorzystane markery typu GBS - DArTseq. Biblioteck¢ BAC
wykorzystano rowniez do identyfikacji gendéw zwigzanych z udomowieniem 1 odpornoscia
na choroby zyta. W momencie rozpocze¢cia badan do niniejszej pracy zasoby genomiczne
zyta byly ograniczone. W trakcie realizacji pracy doktorskiej rozpoczatl sie projekt
sekwencjonowania genomu zyta i w roku 2021 opublikowano sekwencje genomu
referencyjna zyta linii Lo7, reprezentowang przez skafoldy o tacznej dlugosci 6,74 Gpz
(Rabanus-Wallace i in., 2021). Nie zmienia to jednak faktu, ze wyniki zaprezentowane w
niniejszej dysertacji dostarczaja nowych informacji dotyczacych genomu zyta. W
opisanych badaniach wykorzystano biblioteke BAC linii wsobnej zyta 1.318, posiadajace;j
inne pochodzenie niz linia Lo7. Dodatkowo, pierwsze wersje sekewencji genomowe;j,
zwlaszcza u gatunkéw o duzych 1 zlozonych genomach czesto posiadaja rozne
niedoskonatosci, ktére moga ograniczaé praktyczne wykorzystanie takiego zasobu (Jung i
in.,, 2019; Giani i in., 2020). W pracy przedstawiono rowniez implementacj¢ i
optymalizacje rozwigzan metodycznych, takich jak sekwencjonowanie pojedynczych
klonow BAC metoda Nanopore - utatwiajacych wykorzystanie bibliotek BAC w badaniach

z zakresu genetyki i genomiki.

6.1 Genotypowanie DArTseq oraz kotwiczenie klonéw BAC na mapie genetycznej
zyta

Kotwiczenie pojedynczych klonow BAC 1 kontigbw na mapach genetycznych o
wysokiej rozdzielczosci ma kluczowe znaczenie przy konstrukcji i eksploatacji map
fizycznych, a takze przy klonowaniu genow. W niniejszej pracy przetestowano skutecznos¢
1 efektywno$¢ metody przeszukiwania biblioteki BAC z wykorzystaniem technologii

DArTseq.

Upowszechnienie wysokoprzepustowych technologii genotypowania przyspieszyto
badania nad ztozonym genomem zyta. Milczarski i in. (2016) jako pierwsi zaprezentowali
wykorzystanie markerow DArTseq do zageszczenia mapy genetycznej zyta. Catkowita
dhlugo$¢ mapy, na ktorej zlokalizowano 19 081 markeréw (w tym 18 132 DArTseq)

wynosita 1 593 cM. W porownaniu z wczesniej dostepnymi mapami, opartymi na
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markerach DArT (Milczarski i in., 2011), gdzie udato si¢ zlokalizowa¢ 4 048 markerow,
byt to duzy postep.

Ze wzgledu na to, ze markery DArTseq okazaty si¢ tak skuteczne w analizach
genomu zyta, podj¢to probe wykorzystania ich do kotwiczenia klonéw BAC na mapie
genetycznej i tworzenia szkieletu mapy fizycznej. Dzigki genotypowaniu ok. 43 000
klonéw BAC przeanalizowano ponad 65% genomu lini wsobnej zyta L318 (~5,2 Gpz), co
pozwala przypuszczaé, ze uzyskane wyniki sa miarodajne a niniejsza praca jest cennym

wkladem w badania nad genomem Zzyta.

W tej pracy dla zwigkszenia efektywnos$ci adresowania DArTseq-BAC zastosowano
kilka strategii: wykorzystano trojwymiarowg metod¢ konstrukcji pul zbiorczych, zawgzono
liczbe markerow DArTseq uwzglednionych w adresowaniu, spetniajacych okre§lone

kryteria oraz zadbano o rowna reprezentacj¢ poszczegdlnych klonow BAC w pulach.

Aby zoptymalizowa¢ efektywno$¢ przeszukiwania bibliotek BAC w celu wykrycia
poszukiwanych sekwencji zostaty opracowane rézne techniki tworzenia pul zbiorczych:
szesciowymiarowa (Klein i1 in., 2000), pigciowymiarowa (Luo i in., 2009) oraz
zastosowana w tej pracy - trojwymiarowa (3-D) (Liu i in., 2011). W poréwnaniu do innych
technik pulowania, metoda 3-D ma wiele zalet: (a) pulowanie jest proste do wykonania, co
zmniejsza W ten sposob ryzyko popeinienia bledow, (b) klony BAC z danej SP sa
reprezentowane tylko przez 23 probki, co wplywa na wzrost przepustowosci
przeszukiwania, (c) kazdy klon BAC z SP jest obecny w dwoch pulach matrix kazdego
typu, zapewniajac dodatkowa kontrole wewnetrzng zarowno dla jako$ci przygotowania
probki, jak i genotypowania, (d) stosunkowo niewielka cz¢$¢ genomu zawarta jest w jednej
SP (ok. 1/25 genomu zyta w tym badaniu), co obniza prawdopodobienstwo, ze dany region
genomu o pojedynczej kopii bedzie obecny w wigcej niz jednym klonie BAC z danej SP 1
w efekcie skutkuje wigksza liczba identyfikacji jednoznacznych adreséw marker-klon
BAC (Luoiin., 2009; You i in., 2010).

Wybor markerow DArTseq wykorzystywanych do adresowania polegat na
ograniczeniu si¢ do tych sekwencji markerowych, ktore zostaty wczesniej odkryte podczas
standardowego genotypowania catkowitego genomowego DNA zZyta 1 zostaty
zdefiniowane jako markery DArTseq dla zyta. Taka strategia zostata zastosowana w celu
wyeliminowania markeréw pochodzacych z powtarzajacych si¢ rejonow genomu. W pracy

podane sg osobno dane dotyczace tylko tych markerow, ktore wystapity raz lub dwa razy
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lub tylko raz, w wynikach przeszukiwania biblioteki. Wdrozenie rygorystycznej selekcji
markerow z jednokopijnych regionéw genomu miato na celu uzyskanie jeszcze bardziej

wiarygodnych i jednoznacznych przyporzadkowan DArTseq-klon BAC.

Kolejng strategia zastosowang dla uzyskania jak najwigkszej liczby jednoznacznych
adreséw marker DArTseq-klon BAC bylo zapewnienie rownej reprezentacji klonow BAC
w pulach BAC i izolatach DNA BAC. Aby to osiggna¢ wykorzystano rdézne rozwigzania.
Zastosowano 384-dotkowe plytki podczas namnazania klonow BAC do tworzenia pul
zbiorczych, zapewniajace oddzielny wzrost kazdego klonu z puli. Takie rozwigzanie
pozwala unikna¢ bledu systematycznego wynikajacego z roéznego tempa wzrostu
poszczeg6lnych klondéw, ktoéry moze pojawic sie, jezeli wiele klondéw namnazanych jest
réwnocze$nie w jednym naczyniu z pozywka. Waznym krokiem bylo przeprowadzenie
izolacji DNA BAC zoptymalizowang w naszym laboratorium metoda, co skutkowato
uzyskaniem stosunkowo duzej ilosci DNA BAC o wysokiej jakosci. Pozwolito to na
zrezygnowanie z amplifikacji BAC DNA przed genotypowaniem - rozwigzania
stosowanego czasem w projektach kotwiczenia klonow BAC na mapach genetycznych
(Pinard 1 in., 2006). Wykorzystanie amplifikacji BAC DNA moze powodowaé
nierOwnomierno$¢ w reprezentacji sekwencji poszczegoélnych klonéw BAC w probie
zbiorczej, ze wzgledu na niekompletng amplifikacje lub zanieczyszczenie (Pinard i in.,
2006; Blainey i in., 2013). Zanieczyszczenia mogg pochodzi¢ z trzech zrodet: (1) z same;j
probki, (2) srodowiska laboratoryjnego oraz (3) odczynnikow i przyrzadow uzywanych do
przygotowania probki (Blainey 1 in., 2013). Czgsto przy amplifikacji dochodzi do
kontaminacji fragmentami pochodzacymi z genomowego DNA bakterii (Blainey i in.,
2013). Btedy zwigzane z PCR w produktach amplifikowanych ze ztozonych mieszanin
moga by¢ zwigzane z zawartos$cig zasad GC w sekwencji, etapem wydhluzania produktu czy
réznicami w energii wigzania starterow (Benita 1 in., 2003). Co wigcej, nie wszystkie
fragmenty genomu sg podatne na amplifikacj¢, powodujac uzyskanie niekompletnych
sekwencji (Jordan 1 in., 2002). Moze rowniez doj$¢ do tworzenia homoduplekséw podczas
przejscia z etapu denaturacji do wydtuzania w trakcie PCR (Kurata i in., 2004). Wszystkie
te czynniki i btedy moga skutkowac¢ wytworzeniem az do 70% niespecyficznych artefaktow
amplifikacji prowadzac do niepelnego pokrycia powielanych sekwencji (Cheung i in.,

1996).

Zastosowany uktad eksperymentalny zaowocowat preferencyjng identyfikacja

markeréw jednokopijnych - 95% markeréw zaangazowanych w adresy DArTseq-BAC
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wystapito raz lub dwa razy w catym zbiorze danych, co jest zgodne z pokryciem genomu
linii L318 poprzez biblioteke BAC. Poniewaz catkowite pokrycie genomu przez uzyta
biblioteke byto ok. 1,5-krotne, mozna oczekiwaé, ze dany region genomu zyta mogt byc
reprezentowany co najwyzej dwukrotnie w analizowanych SP. Oznacza to, ze markery
genetyczne, ktore wystapity raz lub dwa razy w przeszukiwanej frakcji biblioteki, z duzym
prawdopodobienstwem bedg markerami jednokopijnymi - wystepujacymi tylko w jednej

kopii w genomie zyta.

Zaobserwowano, ze dystrybucja chromosomalna zakotwiczonych klonéw BAC nie
byta réwnomierna. Niezaleznie od ustawien najwigcej klonow BAC zakotwiczono na
chromosomach 6R i 7R, a najmniej na 2R. Nie wykryto korelacji miedzy liczba
zakotwiczonych w nieniejszej pracy klonow BAC a fizyczna dlugoscia poszczegdlnych
chromosomow, dlatego inne faktory zwigzane z organizacja i polimorfizmem genomu
wplywaja na ten aspekt, np. czynniki zwigzane z wykorzystang do tego procesu mapa
genetyczng, takie jak poziom zrdznicowania form rodzicielskich. Wyzszy poziom
polimorfizmu w danym regionie genomu powoduje wicksza liczbe segregujacych

markeroéw, a to umozliwia zakotwiczenie wigkszej liczby klonéw BAC.

Do potwierdzenia prawidlowosci przyporzadkowania markerow DArTseq do
odpowiednich klonow BAC zastosowano strategi¢ oparta na sekwencji markerow
DArTseq 1 klonow BAC oraz weryfikacj¢ oparta na pozycji markeréw DArTseq na mapie

genetycznej.

Stosujac te sposoby potwierdzono wysoka wiarygodno$¢ adresowania markeréw
DArTseq do klonéw BAC: (a) potwierdziliSmy obecnos¢ 98,8% oczekiwanych markerow
DArTseq w sekwencjach odpowiednich klonow BAC (91% przy ustawieniach TS1), ze
srednig dlugo$cig dopasowania wynoszaca ponad 99,95% 1 przy $redniej identycznos$ci
sekwencji réwniez ponad 99,95%, (b) wiele genetycznie zmapowanych markerow
zaadresowanych do tego samego klonu BAC mialo sagsiadujace pozycje na mapach
genetycznych - tak bytlo w przypadku 1 602 klonéw BAC, ktore byty zakotwiczone do
mapy genetycznej przez przynajmniej 2 markery DArTseq.

W zsekwencjonowanych klonach BAC nie udato si¢ potwierdzi¢ obecnosci
wszystkich markeréw, co mozna wytlumaczy¢ niewystarczacjaca jakoscia uzytych
sekwencji klonow BAC. W wykorzystanych przy weryfikacji sekwencjach klonow BAC,

uzykanych na podstawie sekwencjonowania metoda Illumina, generujaca krotkie odczyty,
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wystapity rejony o gorszej jakosci, zawierajgce powtarzajace si¢ fragmenty. Odnotowano
tez obecno$¢ fragmentow zawierajacych niemozliwe do zidentyfikowania zasady
oznaczone jako ,.N”. Liczba skafoldow uzyskanych przy sekwencjonowaniu siedmiu
klonow BAC wynosita od 5 do 15. Podobne wyniki uzyskali Liu i in. (2011).
Przeprowadzali oni badania nad jeczmieniem, ktory podobnie jak zyto posiada duzy genom
(5,3 Gpz), z wysoka zawartoscig powtarzalnego DNA. Autorzy tej pracy do kotwiczenia
klonow BAC wykorzystali genotypowanie pul zbiorczych DNA BAC przy pomocy
macierzy Agilent, reprezentujacej 42 302 geny. Do weryfikacji wiarygodnosci
adresowania wykorzystano wyniki sekwencjonowania metoda Illumina DNA BAC
wyizolowanego z poszczegodlnych pul matrix. Liu i in., (2011) potwierdzili w ten sposob
obecnos$¢ 82,1% zaadresowanych gendéw w dostepnych sekwencjach, uzyskanych z
catkowitego DNA BAC odpowiedniej SP. Autorzy zapostulowali, ze brak potwierdzenia
obecnosci pozostatych genéw w odczytach z sekwencjonowania BAC DNA moze wynika¢

ze stabej jakosci odczytow lub wystepowania SNP w miejscach wigzania starterow.

W niniejszej pracy w czegsci klondow BAC stwierdzono obecnos$¢ markeréw DArTseq
pochodzacych z r6znych chromosoméw. W zalezno$ci od zastosowanych ustawien byto to
od 11,4 do 13,3% klonow BAC zwierajacych przynajmniej dwa markery z odmienng
lokalizacja chromosomalna na mapie genetycznej. Nizszy poziom wystgpowania
konfliktow kotwiczenia (8%) zostal pokazany przez Cvikova 1 in. (2015), ktorzy
wykorzystali mape fizyczng 1 sekwencjonowanie NGS pul klonow BAC z biblioteki
chromosomu 3DS pszenicy oraz zasdb zastgpujacy mape¢ genetyczng, oparty na syntenii

genomoéw traw - GenomeZipper.

Istnieje kilka mozliwych przyczyn takiego zjawiska. Moze to by¢ spowodowane, m.
in., przez nieprawidtlowos$ci przy konstruowaniu biblioteki - umieszczenie wigcej niz
jednego klonu BAC w jednej studzience przy przenoszeniu klonow po transformacji do
ptytek wielodotkowych lub powstanie podczas ligacji klonéw chimerycznych. Innym
powodem moga by¢ kwestie zwigzane z mapg genetyczng - bledne przypisanie markerow
do chromosomoéw (Khan i in., 2012; Gan i in., 2017). Przyczyna wystgpowania konfliktow
kotwiczenia moze by¢ rowniez strukturalne zréznicowanie miedzy liniami rodzicielskimi
w populacji mapujacej. W przedstawionej pracy mapa genetyczna do kotwiczenia sktadata
si¢ z indywidualnych map czterech populacji posiadajacych wspdlnego rodzica: 541 x
2020 LM; 541 x DD1; 541 x S44 1541 x EMI. Linie rodzicielskie byly odlegle genetycznie
od linii wykorzystanej do konstrukcji biblioteki BAC (L318). Chociaz nie ma jeszcze
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wyczerpujacych badan o strukturalnej zmiennosci zyta, pojawiajace si¢ dane dotyczace
innych gatunkéw roslin pokazuja, ze zakres tego typu zmiennosci moze by¢ istotny (Zhang
i in., 2016; Golicz i in., 2016). Zhang i in. (2016) poréwnali dwie linie ryzu indica:
Zhenshan 97 1 Minghui 63, ktére reprezentuja dwie gtowne grupy odmianowe tego
podgatunku. Analizy poréwnawcze tych dwoch genoméw ujawnity zaskakujace roznice
strukturalne, zwlaszcza w odniesieniu do inwersji, translokacji i duplikacji segmentowych.
Tylko okoto 42% gendw zwigzanych z elementami niepodlegajacymi transpozycji byto
identycznych w obu genomach. Golicz i in. (2016) zbadali skale zmiennosci strukturalne;j
u B. oleracea. Do tego celu wykorzystano dziewie¢ zréznicowanych morfologicznie
odmian B. oleracea i jej dzikiego krewnego- Brassica macrocarpa. Zaobserwali, ze prawie
18,7% pangenomu sktada si¢ z gendw, ktére posiadajg strukturalne warianty. Rabanus-
Wallace i in. (2021) podjeli pierwsza probe zbadania czestosci wystgpowania zmiennosci
strukturalnej u zyta. Porownano dwie linie wsobne: Lo7 i L0225, reprezentujace dwie pule
genetyczne wykorzystywane w hodowli mieszancowej zyta. Zaobserwowano duze
inwersje w czterech z siedmiu chromosoméw zyta. Duze inwersje byty obserwowane
wcezesniej w jeczmieniu i1 s3 one powszechng cechg zmiennosci strukturalnej w genomie

tego gatunku (Himmelbach i in., 2018).

Uzyskana w niniejszej pracy efektywno$¢ adresowania markerow GBS (DArTseq)
do klonéow BAC pozostaje w zgodzie z doniesieniami literaturowymi wskazujacymi na
potecjat metod GBS do dostarczania dziesigtek tysiecy markerow w jednym eksperymencie
(Liiin., 2015; Al-Beyroutiova i in., 2016). Przeszukiwanie biblioteki oparte na technologii
DArTseq dato okoto siedmiokrotnie wiecej markerow genetycznych przypisanych do
poszczegodlnych klonow BAC w poréwnaniu do procedury opartej na markerach DAIT,
przeprowadzonej] w takim samym uktadzie eksperymentalnym (Borzgcka 1 in., 2018).
Liczba klonow BAC, ktore zostaty zakotwiczone na mapie genetycznej przez markery
DArTseq byta okolo 3,6 razy wigksza niz liczba klonéw BAC zakotwiczonych przez
markery DArT.

W przedstawionej pracy zakotwiczono 4 525 klonow BAC za pomocg 5 436
markeréw DArTSeq. Za pomoca genotypowania mikromacierzami (Li i in., 2011) udalo
si¢ przypisa¢ zaledwie 1 364 klony BAC do 3 089 sond. Zastosowanie mikromacierzy
umozliwito zidentyfikowanie ponad pigciokrotnie mniejszej liczby klonow BAC
zakotwiczonych poprzez markery wystepujace raz lub dwa razy niz przy zastosowaniu

genotypowanie DArTSeq (738 vs 4 022). W niniejszej pracy zakotwiczono ponad
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czterokrotnie wigcej klonow BAC poprzez jeden marker w poréwnaniu z wynikami
usyskanymi przez Li i in. (2011) (2 783 vs 626).

Ocena efektywnosci adresowania w poréwnaniu do innych prac wypadla zatem
korzystnie. Ten wyzszy wskaznik sukcesu w poréwnaniu do innych uktadow
eksperymentalnych jest najprawdopodobniej wynikiem zarowno zastosowania bardziej
przepustowej metody genotypowania jak i ulepszonej metodologii tworzenia pul

zbiorczych i analizy danych, przedyskutowanej szczegdtowo powyze;.

Przedstawione badania pokazaly, ze metoda DArTseq w potaczeniu z trojwymiarowa
strategig tworzenia pul zbiorczych w zakotwiczaniu klonow BAC na mapie genetycznej
zyta jest efektywna, wysokoprzepustowa i wiarygodna. Zastosowanie jej u zyta, ktore
wyroznia si¢ posiadaniem duzego i1 zlozonego genomu, wskazuje na mozliwo$é
wykorzystania podobnego podejscia dla wigkszos$ci roslin, zwlaszcza o stabo poznanych i

ztozonych genomach.

6.2 Sekwencjonowanie klonow BAC

Technologia sekwencjonowania Nanopore jest coraz czescie] wykorzystywana do
sekwencjonowania duzych, ztozonych genoméw zwierzat i roslin (Li 1 in., 2017).
Wyzwaniem przy sekwencjonowaniu skomplikowanych genomoéw jest czgsta obecnosé
fragmentow powtarzajacych sie. Uzyskanie prawidlowego zlozenia takich fragmentow
genomow na podstawie krotkich odczytow uzyskiwanych przy zastosowaniu metod
sekwencjonowania drugiej generacji jest niezwykle trudne, a wrecz niemozliwe (Jung i in.,
2019). Metody sekwencjonowania generujace dlugie, ciagle sekwencje, takie jak
sekwencjonowanie Nanopore, mogg by¢ pomocne w takich przypadkach, poniewaz dtugie
odczyty moga obejmowac fragmenty trudne do sekwencjonowania innymi metodami,
taczac dwa kontigi w skafold o odpowiedniej dtugosci (Li i in., 2017). Fragmenty
zsekwencjonowane dzigki technologii Nanopore sg zrodlem cennych informacji
biologicznych, poniewaz moga zawiera¢ cate geny, elementy regulacyjne, powtarzajace si¢

elementy transpozycyjne (TE), centromery i telomery (Li i in., 2017).

Jednym z przyktadéw wykorzystania technologii Nanopore do sekwencjonowania
klonow BAC jest praca Mitsuhashi i in., (2017). Jest to nie tylko przyktad wykorzystania
tej technologii do sekwencjonowania klonow BAC ale rowniez pokazuje skuteczno$¢ w
sekwencjonowaniu fragmentéw genomu zawierajacych sekwencje powtdrzone. Badania

Mitsuhashi i in., (2017) dotyczyly wysoce powtarzalnego rejonu subtelomerycznego,
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zwanego regionem pLAM, ktory jest charakterystycznym elementem dla oséb cierpigcych
na dystrofi¢ twarzowo-topatkowo-ramieniowg (FSHD). Ze wzgledu na powtarzalny
charakter uzyskanie prawidlowej sekwencji tego regiou bylo niezwykle trudne ale
technologia Nanopore okazala si¢ bardzo skuteczna do tego celu. Uzywajac urzadzenia
MinlON, Mitsuhuashi i in. (2017) zsekwencjonowali caty rejon pLAM z dokltadnos$cig
siggajaca 100%.

W niniejszej pracy wdrozono technologi¢ Nanopore do sekwencjonowania
pojedynczych klonow BAC. Jest to pierwszy przyktad zastosowania tej technologii dla
zyta. W trakcie wczesniejszych badan pozyskano sekwencj¢ siedmiu klonow BAC przy
zastosowaniu platformy Illumina. Dzigki tej technice produkowane sg krotkie (ok. 150
nukleotydow), zachodzace na siebie odczyty, ktore nastepnie podczas analiz
bioinformatycznych sktadane sa w dluzsze kontigi. Niestety w przypadku wyzej
wymienionych klonéw BAC nie udalo si¢ ztozy¢ odczytow Illumina w jeden ciag,
odpowiadajacy oczekiwanej dtugosci klonu BAC (ok. 130 kpz). Jest to typowy wynik
uzyskiwany przy sekwencjonowaniu fragmentow ztozonych genomow, takich jak genom
zyta, bogatych w sekwencje powtorzone. Ze wzgledu na obecno$¢ licznych powtorzen
sktadanie krotkich odczytéw, typowych dla metody Illumina w jedng ciagla, calkowita
sekwencj¢ catego insertu jest szczegdlnie skomplikowane (Bakera i in., 2015). Dlatego
zdecydowano si¢ na zastosowanie do sekwencjonowania indywidualnych klonow BAC
technologii Nanopore, umozliwiajacej uzyskanie dtugich odczytéw - na tyle dhugich, ze
potencjalnie moga obja¢ caly problematyczny fragment klonu BAC zawierajacy
powtorzenia. Technologia Nanopore zsekwencjonowano 13 klonow BAC i dla kazdego z

nich uzyskano ich petna, ciggla sekwencjeg.

Pierwszym krokiem analizy sygnaldéw sekwencjonowania nanoporow byla
identyfikacja nuleotydow (ang.: basecalling) za pomoca algorytméw oprogramowania
Albacore (Sahoo 2017), rekomendowanego przez Oxford Nanopore Technologies.
Nastepnie przetestowano czy mozna zredukowac ilos¢ wykorzystanych odczytow bez
utraty jakoSci ostatecznego ztozenia. Okazato si¢, ze do uzyskania wysokiej jakosSci
sekwencji potrzeba okoto 12 mIn nukleotydéw na kazdy klon BAC. Oceniano to za pomoca
sprawdzenia ilosci mutacji w rejonie wektora BAC. W zwigzku z tym przefiltrowano
otrzymane odczyty wedtug poszukiwanej dtugosci i jakos$ci za pomocg narzedzia Filtlong.
Wykorzystuje ono zaréwno dlugo$¢ odczytu (im dtuzsze tym lepsze) jak i1 jego poziom

identycznosci (im wyzsza tym lepsza) przy wyborze, ktore odczyty przechodza przez filtr.
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Uzyskane odczyty sktadano w kontigi za pomocg programu Canu (Koren i in., 2022)
stworzonego z mysla o usprawnieniu 1 jak najlepszym wykorzystaniu danych z
sekwencjonowania Nanopore oraz PacBio. Zastosowana procedura sktada si¢ z trzech
etapow: korekty, przycinania i sktadania - z ktérych kazdy moze dziata¢ niezaleznie lub
szeregowo (kolejno po sobie) (Koren i in., 2022). Canu jest obecnie najbardziej wydajnym
assemblerem dostepnym dla duzych genomoéw. Wymaga okoto 20 000 godzin pracy
procesora na ztozenie ludzkiego genomu w poréwnaniu z okolo 60 000 godzin
wymaganych dla FALCON (Chin i in., 2016) oraz ponad 250 000 niezbednych dla Celera
Assembler v8.2 (Berlin i in., 2015). Oprécz ulepszen umozliwiajacych duza redukcje czasu
pracy, w Canu zaimplementowano rowniez rozwigzania pozwalajacych na uzyskanie

wiekszej ciaglosci ztozen niz przy pomocy innych assembleréw (Koren i in., 2022).

Po ztozeniu kontigow zastosowano Circlator, pierwsze narzedzie do automatyzacji
cyrkulacji ztozenia (Hunt i in., 2015). Zastosowane w niniejszej pracy programy do
sktadania odczytéw uzyskanych dzigki technologii sekwencjonowania Nanopore okazaty
si¢ bardzo skuteczne. Ze wzgledu na uzyskanie sekwencji o satysfakcjonujgcych nas
parametrach (ciaglo$¢ ztozenia, odpowiednia doktadnos$¢ okreslona przez poréwnanie z
sekwencjg referencyjng wektora i dlugo$¢ - zweryfikowana eksperymentalnie przy
wykorzystaniu metody PFGE) opracowana procedura sekwencjonowania i obrobki

bioinformatycznej odczytow moze zosta¢ wdrozona do kolejnych tego typu analiz.

Poczatkowo istotng wadg technologii Nanopore byl wysoki wskaznik btedow w
poréwnaniu z innymi platformami NGS - uzyskiwano odczyty charakteryzujace si¢
wspotczynnikiem btedéw wynoszacym 5 - 15% (Rang i in., 2018). Problem
zminimalizowano stosujac techniki konsensusu czyli wykorzystanie réoznych sposobdéw
sekwencjonowania umozliwiajagcych uzyskanie odczytow o réznych dlugosciach.
Scheunertiin. (2020) zaproponowali hybrydow3 strategie polegajaca na uzyciu technologii
Nanopore 1 Illumina. Na podstawie wynikéw swoich badan dowiedli, ze dtugie odczyty
Nanopore s3 odpowiednig alternatywa dla krotkich odczytéw Illumina w filogenomice
plastomowej. Podobng taktyke obrano do sekwencjonowania genomu grzyba
Saccharomyces cerevisiae. Dzigki uzyciu odczytoéw Nanopore i [llumina uzyskano bardzo
dobre rezultaty. Dtugo$¢ kontigu N50 byta dziesi¢¢ razy dtuzsza od zlozenia uzyskanego
dzigki technologii llumina (678 Kpz w poréwnaniu do 59,9 Kpz). Ten kontig zawierat

znacznie pehniejsza reprezentacje elementdw powtdrzonych i struktur, nieobecnych w
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odczytach Illumina (Goodwin i in., 2015). Poziom bledow przy zastosowaniu technologii

Nanopore w tym przypadku byl na niskim poziomie 0,12%.

Ciagly rozwoj nowych narzgdzi bioinformatycznych do korekcji btedow odczytu
(polerowania, ang.: polishing) oraz generowania konsensusu znacznie pomogt w poprawie
doktadnosci sekwencjonowania Nanopore (Ciuffredaiin., 2020). Dzigki tym ulepszeniom
uzyskuje si¢ nizszy poziom btedow (w naszych analizach ok. 0,5%) i uzyskana doktadno$é¢
sekwencjonowania Nanopore jest wystarczajaca dla wielu zastosowan, na przyktad w

projektach dotyczacych klasyfikacji taksonomicznej (Wick i in., 2019).

Dla oceny doktadno$ci sekwencjonowania Nanopore uzyskanej w niniejszej pracy
poréwnano sekwencje wektora (pIndigoBAC-5) z klonow BAC zsekwencjonowanych
technikg Nanopore z sekwencja wektora zdeponowang w bazie NCBI. Wykazano wysokie
podobienstwo siggajace 99%. Jest to dokladnos¢ w zupelnosci wystarczajaca do

bioinformatycznego przewidywania struktury genu (Li i in., 2017).

Uzyskana przez nas dokladnos$¢ jest porownywalna do wartosci otrzymanych w
innych pracach, w ktoérych zastosowano technologi¢ Nanopore. Loman i in. (2015) ztozyli
de novo chromosom Escherichia coli K-12 MG1655 w pojedynczy kontig o wielko$ci 4,6
Mpz z dokladno$cia sekwencjonowania siggajaca 99,5%. Scheunert i in. (2020) w
badaniach pos$wigconych sekwencjonowaniu genomu chloroplastowego u dwoch
gatunkoéw nalezacych do rodziny astrowatych (Leucanthemum Mill.,) stosujac podobna
strategi¢ do Loman 1 in. (2015) osiaggneli porownywalng skalg podobienstwa sekwencji
wynoszaca 99,59%. Zastosowane w obu tych pracach metody to korekta odczytu z
wykresami POA - zalezny algorytm konsensusu zaimplementowany w CANU -
wykorzystany rowniez w naszej pracy oraz polerowanie koncowego ztozenia za pomoca

oprogramowania NANOPOLISH.

Doktadniejsza analiza uzyskanych w niniejszej pracy metoda Nanopore sekwencji
wektora wykazata obecno$¢ substytucji pojedynczych nukleotydow (SNP) oraz
insercji/delecji (InDel). Dane literaturowe wskazuja, ze w przeciwienstwie do losowego
profilu bledow obserwowanego przy zastosowaniu technologii PacBio, niektére biedy w
odczytach Nanopore pojawiajg si¢ czgsciej niz inne. Lachnemann i in. (2016) sugerowali,
ze najczesciej wystepujace typy SNP to substytucje i delecje. Postulowali, ze substytucje
A/T sg najmniej prawdopodobne posrod wszystkich rodzajow substytucji. W naszej pracy

substytucje A/T stanowity od 2 do 17% wszystkich typow SNP zaleznie od klonu. Rang i
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in. (2018) 1 Scheunert 1 in. (2020), przy zastosowaniu technologii Nanopore odnotowali, ze
wiekszos¢ wykrytych bledow to InDele (81,5%), a znaczna wigkszo$¢ z nich jest czgdcia
regiondw homopolimerowych. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy pozostaja w zgodzie z
tymi doniesieniami - w poszczegodlnych klonach BAC polimorfizmy typu InDel stanowity
od 69 do 90% wszystkich wykrytych bledow.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki pokazaty, ze technologia sekwencjonowania
Nanopore jest efektywng i wiarygodng metoda uzyskiwania petnych, ciaglych sekwencji
insertow biblioteki BAC zyta. Podobnie jak w innych pracach (Scheunert i in., 2020)
zauwazono, ze przy porownywalnych kosztach uzyskania sekwencji jednego klonu
sekwencjonowanie Nanopore pozwala na uzyskanie lepszej jakosci sekwencji klonow
BAC niz zastosowanie metody Ilumina. Przy zastosowaniu szeregu ulepszen jest mozliwe
uzyskanie poziomu btedow na niskim poziomie wynoszacym 0,5 - 1%.

6.3 Identyfikacja z wykorzystaniem biblioteki BAC sekwencji genow przypuszczalnie
zwiazanych z odpornoscia na choroby oraz z udomowieniem

W momencie rozpoczecia badan, ktore przedstawiono w niniejszej rozprawie
doktorskiej sekwencja genomu zyta pozostawata nieznana, dlatego skorzystano z biblioteki
BAC jako cennego narzegdzia genomiki strukturalnej. Klony BAC zawierajg dilugie
fragmenty genomu (rzedu 130 kpz), ktore mozna zsekwencjonowac uzyskujac wysoka
jako$¢ odczytu. Jest to duzo tatwiejsze do osiaggniecia niz dla calego genomu o dlugosci
8Gpz. Dostepnos¢ wysokiej jakosci sekencji insertow klonow BAC znacznie utatwia
zidentyfikowanie kompletnych sekwencji poszukiwanych genow. Dotatkowo, dostepnosc
sekwencji genomu referencyjnego dla danego gatunku nie rozwigzuje wszystkich
problemow zwigzanych z procesem identyfikacji genow - w pierwszych wersjach
genomow, skladanych z krétkich odczytow czesto adnotacje zawieraty duzo btedow, a
liczba 1 struktura genow nie byta przewidziana prawidlowo z powodu niskiej jakosci
sekwencji (Giani i in., 2020). Jakos¢ ztozenia genomu bezposrednio wptywa na jakos¢
adnotacji. Zostatlo udowodnione, ze technologie sekwencjonowania umozliwiajace
uzyskanie dtugich odczytow nie tylko ulepszajg jakos¢ ztozenia, ale rowniez pozwalajg na
skuteczne kotwiczenie 1 prawidlowag orientacje skafoldow, co jest kluczowe do
identyfikacji genéw za pomoca precyzyjnego mapowania i analizy syntenii genomow

(Hulse-Kemp i in., 2021).

Wykorzystanie klonow biblioteki BAC zawierajacych interesujacy nas fragment

genomu umozliwia poznanie jego doktadniejszej sekwencji. Takie podejscie zostato
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zastosowane w pracach nad izolacja genu MATEL, zwigzanego z tolerancjg wysokiej
zawartosci glinu w glebie u kukurydzy (Maron i in., 2013) oraz genoéw btr-1 i btr-2
odpowiadajacych za nietamliwo$¢ osadki u jeczmienia (Pourkheirandish i in., 2015).
Innym przyktadem takiego zastosowania sekwencji klonow BAC byta praca zespolu
Tucker i in. (2017). Wykorzystali oni biblioteki BAC dwoch odmian pszenicy do
identyfikacji i charakterstyki genu Msl, odpowiedzialnego za przywracanie ptodnos$ci.
Koduje on biatko przenoszace lipidy, niezb¢dne do rozwoju eksyny pytkowej (Tucker i in.,
2017).

Opisane sa rézne strategie umozliwiajace identyfikacje gendw odpornosci, tj.
klasyczna analiza genetyczna (mapowanie genetyczne) (Dyda i in., 2022), mapowanie
asocjacyjne (Li i in., 2011; Vendelbo i in., 2021), poszukiwanie ortologéw (Bakera i in.,
2015) czy wykorzystanie do tego celu danych z RNAseq (Rabanus-Wallace i in., 2021; Li
11in., 2021). Bioinformatycznie mozna stosunkowo fatwo znalez¢ potencjalne geny DRG w
sekwencjach genomu, ale nie wiadomo, ktore z nich faktycznie wykazujg zréznicowanie
alleliczne u danego gatunku i maja potencjalne praktyczne znaczenie w hodowli
odpornosciowej. Réwniez nie wszystkie strategie sa mozliwe do stosowania w wielu
gatunkach ze wzgledu na takie czynniki, jak wielko$¢ genomu, poliploidalnos¢ i zwigzane

z tym koszty sekwencjonowania i opracowania procedur (Hawliczek i in., 2020).

Zyto wykazuje duza tolerancje na niskie temperatury i inne rodzaje streséw
abiotycznych 1 biotycznych. Moze stuzy¢ jako model odpornosci dla innych roslin
zbozowych o wigkszym znaczeniu gospodarczym (pszenica, jeczmien) (Martis i in., 2013).
Coraz wigcej wiadomo na temat genow zwigzanych z odpornoscig na choroby u Zyta.
Analogi gendéw odpornos$ci roslin (RGA), jako potencjalne geny odpornosci (R), maja
konserwatywne domeny 1 motywy, ktore odgrywaja okreslong rol¢ w odpornosci na
patogeny. Miejsca wigzace nukleotydy bogate w leucyng, receptory kinazy i biatka
receptorowe sg charakterystycznymi elementami dla genow RGA (Sekhwal i in., 2015).
Opisano kilka genéw R w zycie (geny Pr): Pr1-5, Pr-d—f, Pr-i—l, Pr-n, i Pr-p—t, zwigzanych
z odpornoscig na rdze brunatng spowodowang zakazeniem patogenem P. recondita f. sp.
secalis (Prs) (Roux i in., 2007). W sumie zidentyfikowano dziesi¢¢ glownych genow R
zwigzanych z odpornos$cig na rdz¢ brunatng, na chromosomach pszenicy syntenicznych z
ramieniem chromosomu zyta 7RS, w tym dwa na 4AL (Lr28, Lr30), trzy na 5BS (LrK1,
Lr52), dwa na 5BL (Lr18, Lr), trzy na 5DS (Lr57, Lr70, Lr76) i dwa na chromosomie 5DL
(Lrl, LrSyn137) (Mclntosh i in., 2017). W pracy dotyczacej genomu referencyjnego zyta
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(Rabanus-Wallace i in., 2021) zidentyfikowano bioinformatycznie 792 genéw NB-LRR
pelnej dlugosci u zyta, znajdujgc je w dystalnych regionach chromosoméw. Podobna
dystrybucja genéw NB-LRR wystepuje w W genomie pszenicy (Steuernagel i in., 2020).
Wedlug pracy Liiin. (2021) najwigksza liczba DRG znajduje si¢ u zyta na chromosomach
2R-4R (296-301), a najmniej na chromosmie 7R (227). Lacznie zidentyfikowali oni 1 989
DRG.

W réznych pracach zastosowano metode DArT wykorzystujaca mikromacierze i
znaleziono powigzania markerow DArT do genow warunkujacych wazne cechy
agronomiczne, np. dwuletnio$¢ u marchwi (Grzebelus i in., 2014). Potwierdzono réwniez
efektywnos$¢ metody DArT w analizach genomu zyta (Bolibok-Bragoszewska i in., 2009;
Bolibok-Bragoszewska i in., 2014; Milczarski i in., 2011). W badaniach nad genomem
eukaliptusa wykazano, ze niemal 70 % markerow DArT zlokalizowanych bylo w
przewidywanych genach (Petroli i in., 2012). Zaproponowana w tej pracy doktorskiej
strategia, obejmujaca wykorzystanie wynikow adnotacji funkcjonalnej sekwencji zytnich
markerow DArT (Gawronski 1 in., 2016) 1 biblioteki BAC genomu linii wsobnej zyta L.318
pozwolila na poznanie sekwencji przypuszczalnych gendéw zwigzanych z odpornoscia na

choroby.

Badania opisane w niniejszej pracy, dotyczace identyfikacji gendw zwigzanych z
odpornoscig na choroby u zyta, bazuja na wynikach zespdétu naukowcédw z Katedry
Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin. Prace te obejmowaty analizg bioinformatyczna
6 177 sekwencji zytnich markerow DATrT, o catkowitej dtugosci 3 140 801 pz i $rednie;j
dhugosci 508 pz (Gawronski i in., 2016). Do analizy i pordwnan zostaly wykorzystane
publicznie dostepne zasoby sekwencyjne (referencyjne sekwencje genomowe, sekwencje
cDNA) gatunkoéw Brachypodium, pszenica i jgczmien. Podczas analizy funkcjonalne;j
sekwencje zytnich markerow DArT zostaly przeanalizowane poprzez przeszukiwanie
biatkowej bazy danych GenBank z uzyciem algorytmu BLASTX. Przypisano potencjalne
funkcje dla 1 101 sekwencji, w tym funkcje zwigzane z odporno$cig na choroby zostaty
przyporzadkowane do 126 sekwencji. Najwigksza liczbe markerow DArT zwigzanych z
odpornoscig na choroby zidentyfikowano w chromosomach 4R i 6R (Gawronski i in.,
2016). Ze wzgledu na to, ze przecigtna dlugo$¢ markerow DArT wynosi kilkaset
nukleotydow (w przypadku zyta 508) zidentyfikowane w powyzszej pracy sekwencje
potencjalnie powigzane z odporno$cig na patogeny nie reprezentowaty catych gendéw lecz

jedynie ich fragmenty. Potencjalng zaleta zastowanego w niniejszej pracy podejscia do
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identyfikacji genoéw zwigzanych odpornoscig na patogeny (poprzez sekwencje markerow
DArT), w porownaniu do analizy czysto bioinformatycznej jednego genotypu jest
zwickszona szansa znalezienia genéw wykazujacych zroznicowanie alleliczne w zasobach
genowych zyta. Zwigzane jest to z tym, ze do sekwencjonowania wybierano markery
DATrT, ktore wykrywatly polimorfizm w rdznego typu analizach zasobow genowych zyta

(Gawronski i in., 2016) .

Na podstawie wynikow genotypowania pul klonow BAC metoda DArT (Borzgcka i
in., 2018) zidentyfikowano 11 klondéw przypuszczalnie zawierajacych 21 markeréw DArT
o mozliwych funkcjach zwigzanych z odpornoscia wskazanych w omawianych wyzej
badaniach Gawronskiego i in., (2016). Za pomoca PCR potwierdzono obecnos¢ 11
markerow DArT w 7 klonach BAC. Analiza bioinformatyczna sekwencji wytypowanych
klonow BAC pozwolita na zidentyfikowanie 28 gendéw potencjalnie zwigzanych z
odpornoscia na choroby. Naleza one do najwigkszej grupy gendéw odpornosci na choroby

NB-LRR (np.RPM1, RPP13-like, RGAS).

Podobienstwo sekwencyjne nie jest jednak wystarczajacym potwierdzeniem
przypuszczalnej funkcji danego genu. Jest szereg metod pozwalajacych na zbadanie funkcji
genu. Migdzy innymi mozna wykorzysta¢ analizy poziomu ekspresji z wykorzystaniem
taficuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (ilosciowy RT-PCR). Jest to czula
1 precyzyjna technika umozliwiajaca iloSciowg analiz¢ mRNA w komorkach lub tkankach.
W jednym z zespotéw w KGHiBR prowadzone sg badania zwigzane z identyfikacjg genow
odpornos$ci na rdz¢ brunatng. Jest to groZna choroba Zzyta, powodujaca straty plonu rzgdu
30-40% (Wehling i in., 2003), powodowana infekcja patogenem Puccinia recondita f. sp.
secalis. Badania nad identyfikacja zytnich ortologéw pszenicznych genéw Lr zwigzanych
z odpornoscig na ta chorobe sg prowadzone przez zespot prof. Rakoczy-Trojanowskiej
(Swiecicka i in., 2019). W trakcie tych badan uzyskano unikalny materiat badawczy,
umozliwiajacy sprawdzenie ekspresji gendw na réznych etapach infekcji patogenem (po 8,
17, 24 1 48 h). Materiat ten zostal uzyczony przez prof. Rakoczy-Trojanowskg w celu
zbadania przez nas zmian ekspresji jednego z genow zidentyfikowanych w analizowanym
klonie BAC (S34p4M5) — Sck33. Wybodr genu dokonany zostal na podstwie wynikow
analizy BLAST. Przy pomocy tego algorytmu znaleziono w tym klonie sekwencje
wykazujace podobienstwo do gendéw, ktore moga bra¢ udziat w odpowiedzi na zakazenie
ro$liny patogenem powodujacym rdze brunatng. Poziom ekspresji Sck33 zbadano w

tkankach dwoch linii wsobnych zyta zebranych w roznych punktach czasowych po
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inokulacji patogenem Puccinia recondita f. sp. secalis. Poziom ekspresji genu Sck33 po
uptywie 8 h od inokulacji byt nizszy w porownaniu do roslin kontrolnych. W kolejnych
godzinach do$wiadczenia (17, 24 i 48 h) poziom ekspresji genu Sck33 byt statystycznie
wyzszy u roslin porazonych. Podwyzszone i obnizone poziomy ekspresji byly najczesciej
wykrywane odpowiednio po 8 i 17 h. Przeprowadzona analiza ekspresyjna wykazata
statystycznie istotny wzrost poziomu ekspresji w czasie rozwoju choroby dla genu Sck33,
podobnie jak dla genu Lr1 badanego przez Swigcicka i in. (2019), co sugeruje ich mozliwa
role w odpowiedzi na porazenie rdzg brunatng u zyta. Jednak, aby to potwierdzi¢, wskazane
sa dalsze badania. Uzyskane rezultaty stanowig punkt wyjscia do dalszych badan nad
strukturg 1 funkcjg wykrytych przypuszczalnych gendéw, na przyktad przy wykorzystaniu

metod genetyki odwrdcone;.

W niniejszej pracy podj¢to rowniez probg poszukiwania gendw zwigzanych z
procesem udomowienia. Geny zwigzane z tym procesem koduja gtownie regulatory
transkrypcji oraz enzymy. Wiekszo$¢ poznanych gendéw udomowienia nalezy do tych grup

(Doebley i in., 2006).

Podczas udomowienia, a nastgpnie hodowli, rosliny uprawne zostaly podane
intensywnej presji selekcyjnej nakierowanej na pewne pozadane cechy, takie jak wysoki i
stabilny plon (Purugganan i Fuller 2009). Pofaczone skutki procesu udomowiania,
ulepszanie zaawansowanych materiatow hodowlanych przy zastosowaniu krzyzowan
wypierajagcych oraz unikanie uwzgledniania w programach hodowlanych krzyzowan z
prymitywnymi formami o niskiej wartosci uzytkowej spowodowaly spadek roznorodnosci
genetycznej wérod zawansowanych materiatow hodowlanych roslin uprawnych (Kantar i
in., 2017). Zwgzajaca si¢ zmienno$¢ genetyczna w programach hodowlanych jest
zjawiskiem niepozadanym. Jej nastepstwa to, m.in., zmniejszenie postgpu hodowlanego i
wzrost podatno$ci na stresy biotyczne i abiotyczne, co moze w krancowej sytuacji
skutkowaé zagrozeniem bezpieczenstwa zywnosciowego (Fisher i in., 2010). Z tego punktu
widzenia jest zatem niezwykle istotne, aby zrozumie¢ wptyw hodowli na genom rosliny
uprawnej 1 zidentyfikowac regiony genomu, na ktore wywierana byta szczegdlnie silna
presja i w efekcie charakteryzujg si¢ bardzo niewielkg zmiennoscig we wspolczesnych
odmianach hodowlanych. Podjete prace, majace na celu poznanie sekwencji wybranych
zytnich ortologéw gendéw udomowienia sg poczatkowym etapem wiekszego projektu.
Pozyskana wiedza utatwi zaprojektowanie skutecznych starterow do amplifikacji tych

gendw podczas analiz zrdéznicowania allelicznego w formach Zyta o réznym stopniu
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ulepszenia (na przyktad przy wykorzystaniu metodyki opisanej przez Hawliczek i in.,
2020) oraz, w dalszej perspektywie, wskazanie wariantow gendow o przypuszczalnie

zmienionej funkcji.

W poréwnaniu do innych gatunkow, takich jak kukurydza czy soja, wiedza na temat
poszczegolnych genéw lub rejondw w genomie, ktore zostaly poddane presji selekcyjnej
podczas procesu udomowienia oraz hodowli jest wcigz niewielka dla zyta. Dlatego na
poczatku przedstawionych badan positkowano si¢ sekwencjami genow udomowienia z
innych roslin zbozowych. Projektowanie starteréw na podstawie sekwencji innych
gatunkow jest powszechnym podejsciem, opisywanym juz tutaj wczesniej (Bakera 1 in.,
2015; Swiecicka i in., 2020). Hackauf i in. (2012) wskazali ortologiczne zestawy genow w
ryzu, Brachypodium i sorgo i wykorzystali te modele genéw jako szablony do opracowania
zachowanych ewolucyjnie zestawow markeréw ortologéw (ang.: conserved ortholog set,
COS) dla genu przywracajacego meska plodnos¢ Rfpl, zlokalizowanego na dlugim
ramieniu chromosomu zyta 4R. Markery COS umozliwity integracj¢ ulepszonej mapy
genetycznej chromosomu 4R Zyta z mapami pszenicy i jeczmienia. Pozwolily rowiez na
identyfikacj¢ regionow ortologicznych wzgledem Rfpl w pszenicy i jeczmieniu na krotkich
ramionach chromosoméw 6D i1 6H. W niniejszej pracy strategia polegajaca na
projektowaniu starterow do genow zwigzanych z udomowieniem na podstawie sekwencji
innych gatunkéw okazata si¢ nieskuteczne. Uzyskano oczekiwany produkt tylko dla genu
VRN2. Moze to by¢ spowodowane tym, ze mimo filogenetycznego pokrewienstwa zyta z
pszenicg zwyczajng (Triticum aestivum) i jeczmieniem (Hordeum vulgare), poziom

podobienstwa sekwencji nie byt wystarczajacy.

Kolejnym krokiem bylo przeszukanie genomu referencyjnego zyta linii wsobnej Lo7
(Rabanus-Wallace i in., 2019) w celu znalezienia sekwencji homologicznych do genoéw
udomowienia z blisko spokrewnionych gatunkoéw. Poziom identyczno$ci genow
referencyjnych z ich homologami z genomu Lo7 byt wysoki i wynosit prawie 90%. Nie
udato si¢ wskaza¢ sekwencji homologicznych dla genu qSWS5, kontrolujacego szerokosé
ziarna u ryzu (Liu i in., 2017) oraz Ghd7, zwigzanego z czasem kwitnienia oraz
determinacjg wysokos$ci rosliny (Xue i in., 2008). Dla 5 z 11 sekwencji homologicznych
znalezionych w genomie Lo7 pozycje pokrywaty si¢ z tymi ustalonymi w dostepnej
adnotacji (Rabanus-Wallace i in., 2019). Réznice w identyfikacji genow wynikaja z
uzytych przez autoré6w danych i narzedzi. Dane z RNAseq wykorzystane przez Rabanus-

Wallace i in. (2019) mogly nie pozwoli¢ na wykrycie w sekwencji genomu genéw, ktore
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nie ulegaty ekspresji w badanych tkankach. Opierajac si¢ na sekwencji referencyjnej zyta
(Rabanus-Wallace i in., 2019) zaprojektowano nowy zestaw starterow do amplifikacji
fragmentow 11 genoéw. Udato si¢ zamplifikowac fragmenty 6 genow, przy wykorzystaniu
genomowego DNA linii wsobnej L318. Uzyskane amplikony wykazaly wysoki poziom
identycznosci z sekwencjami referencyjnymi gendéw udomowienia. Najwyzsze
podobienstwo zanotowano w przypadku genu VRN1 (99%), a najnizsze dla genu BTR2
(82%). Wyniki te wskazuja na efektywno$¢ zastosowanego podejécia i znalezienie
interesujacych nas fragmentoéw genomu oraz na stosunkowo silnie zachowane ewolucyjnie

u zboz fragmentow kilku z badanych gendw udomowienia.

Udato si¢ réwniez zidentyfikowa¢ fragmenty 5 z 6 poszukiwanych genow w
sekwencjach klonow BAC. Zaobserwowano wysokie podobienstwo sekwencji
amplikonow uzyskanych z DNA genomowego linii L318 z homologicznym obszarem w
identyfikowanych klonach BAC. Mimo wielu prob, przetestowania czterech par réznych
starterow, nie udato si¢ znalez¢ sekwencji homologicznych do genu Rht-B1l. Przyczyna
nieudanej amplifikacja moze by¢ wystgpowanie SNP/InDeli w miejscu przylaczania
sterterow. By¢ moze gen Rht-B1 jest mniej zachowany ewolucyjnie od innych lub nie jest
obecny w tej linii zyta. Poziom podobienstwa pomiedzy genami referencyjnymi a
odpowiadajacymi im sekwencjami homologicznymi w obu genomach zyta: L3181 Lo7 jest
zblizony. Poziom identycznosci migdzy sekwencjami nukleotydowymi odpowiadajagcymi
przypuszczalnym genom udomowienia z dwoch genomow linii wsobnych zyta: Lo7 1 L318
wyniost od 96% dla genu Q do 100% w przypadku VRN1 i GIF1 (z klonu S30p5H22).
Jedynie dla genu GIF1 z klonu BAC S12p7K11 ta warto$¢ byta nizsza (83,5%). Wykazano
zatem wystepowanie zroznicowania sekwencyjnego pomigdzy liniami wsobnymi zyta -

roznice w porownywanych sekwencjach obu genomoéw wynosza maksymalnie do 4%.

Przewidziana bioinformatycznie przez program FGENESH (Salamov i Solovyev,
2000) struktura przypuszczalnego genu Q zyta byta podobna do struktury jego ortologa w
pszenicy. Zytni homolog genu Q, prawdopodobnie trzykrotnie krotszy, sktada sie z 8
egzonow, natomiast gen Q pszenicy ma ich 10. Zidentyfikowany przez nas homolog genu
BTR2 zawiera 2 (gen 14) lub 4 egzony (gen 15), tymczasem wsrod dzikich gatunkéw
Triticeae wigkszos$¢ sekwencji podobnych do Btr2 byta pozbawiona intronow, tak jak w
przypadku jeczmienia. Wyjatkiem jest Ae. tauschii gdzie wedlug predykcji prognoz
programu FGENESH wystepuja 2 egzony (Zeng i in., 2020).
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Warto mie¢ na uwadze, ze czasem predykcja bioinformatyczna struktury
przypuszczalnych gend6w moze by¢ bledna. Jest mozliwe, ze przewidywana sekwencja nie
jest prawdziwym genem, albo przewidywany egzon faktycznie nalezy do jednego z
sgsiednich genow zamiast by¢ oddzielnym pojedynczym genem egzonowym. Tak mogto
by¢ w przypadku genu VRN1, poniewaz w jednym z klonéw BAC znaleziono dwa rejony
wykazujacego do niego podobienstwo. Jeden z nich (gen 3 z klonu S16p7HS) wedhug
programu Fgenesh posiadat tylko 1 egzon. Zaréwno w Ae.tauschii jak i w T.aestivum, locus
Vrn-D1 posiada 8 egzonéw i 7 intronéw (Takumi i in., 2011; Shcherban i in., 2013). Jego

przewidziany homolog w Zycie moze posiada¢ 9 egzondéw 1 8 introndw.

Fgenesh jest jednym z lepszych narzgdzi stuzacych do bioinformatycznej
identyfikacji 1 przewidywania struktury genéw. Yao i in., (2005) przestestowali piec¢
roznych programéw (FGENESH, GeneMark.hmm, GENSCAN, GlimmerR and Grail) do
predykcji genow kukurydzy. FGENESH okazal si¢ nabardziej efektywnym i skutecznym
narze¢dziem, natomiast na drugim miejscu uplasowat si¢ GeneMark.hmm. FGENESH byt
réwniez doktadniejszy niz inne testowane programy do wykrywania gendw ryzu i U ssakow

(Solovyev, 2001; Yu i in., 2002).

Dane literaturowe, dotyczace kolejnosci gendw u zyta, jeczmienia i pszenicy
wskazuja dobrze zachowang kolinearno$¢ genomu miedzy tymi trzema gatunkami. Jest to
widoczne w duzych blokach syntenicznych, ktoére s3a przerywane fragmentami
odpowiadajgcymi rearanzacjom chromosomoéw (Naranjo i Fernandez-Rueda, 1991; Devos
i in., 1993; Martis i in., 2013). Lokalizacja chromosomalna wykrytych przypuszczalnych
gendéw udomowienia w genomach zyta i pszenicy pokrywa sie. W obu gatunkach gen Q i
gen VRNL1 znajduja si¢ na chromosomie 5, a gen BTR2 na chromosomie 3. Gen BTR2 u
jeczmienia znajduje si¢ na chromosomie 3H (Cross i in., 2022). Prawdopodobne funkcje
tych przypuszczalnych gendow w zycie sg jeszcze nieznane. W pszenicy gen Q wykazuje
efekt plejotropowy, warunkuje wiele cech zwigzanych z udomowieniem (Simons i in.,
2006). BTR2 odpowiada za nietamliwos¢ osadki jeczmienia, oddzialujac na wiasciwosci
$ciany komoérkowej (Cross i in., 2022). Geny VRN1 i VRN2 odpowiadajg za wernalizacjg.
Locus VRN-1 koduje czynnik transkrypcyjny MADS-box, ktory kontroluje przejscie
merystemu wierzchotkowego pedu wegetatywnego do fazy rozrodczej (Shcherban i in.,
2013).
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Na podstawie poréwnania sekwencji genéw z klonow BAC z genomem zyta Lo7
zaobserwowano dosy¢ znaczne réznice miedzy genomami tych linii wsobnych. Mimo, ze
uzyskano dopasowania dla 83% przypuszczalnych gendéw, byty to ich krotkie fragmenty.
Dla ponad 60% z nich dlugos¢ pokrywajacych si¢ sekwencji nie siggata 75% ich calej
dhugosci. Znaczne zroznicowanie miedzy genomami roznych linii czy odmian tego samego
gatunku zaobserwowano wczesniej w badaniach dotyczacych innych roslin, np ryzu (Zhao
i in., 2018). W tym momencie trudno jest oceni¢ na ile to jest odzwierciedlenie faktycznych

r6znic w sekwencji DNA na ile efekt niedoskonatosci pierwszej wersji genomu zyta.

Wyniki uzyskane w niniejszej dysertacji poszerzyty dotychczasowa wiedze¢ na temat
gendéw zwigzanych z odpornoscia na choroby oraz udomowieniem u zyta. Dalsze badania
moglyby przyczyni¢ si¢ do zrozumienia ich funkcji biologicznych u tego gatunku.
Zaprezentowane wyniki dajg mozliwo$c analizy rejonéw genomu, na ktére wywierana byta
presja selekcyjna podczas udomowienia i hodowli zyta. Jest to znaczacy krok w kierunku
wykorzystania dostepnych zasobow genowych w badaniach naukowych i programach

hodowlanych.
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7. WNIOSKI

1.

Genotypowanie DArTseq w polaczeniu z trojwymiarowa strategia tworzenia pul
zbiorczych umozliwia efektywne i wiarygodne ustalanie adresow marker-klon BAC i

w konsekwencji kotwiczenie klonow BAC na mapie genetycznej zyta.

Technologia sekwencjonowania Nanopore jest efektywng i wiarygodng metoda

uzyskiwania pelnych sekwencji klonow biblioteki BAC zZyta.

Zaproponowana strategia, taczaca wykorzystanie wynikow adnotacji funkcjonalnej
sekwencji zytnich markerow DATrT i biblioteki BAC genomu zyta pozwala na
poznanie pelnej sekwencji przypuszczalnych genow zwigzanych z odpornoscig na

choroby.

Zidentyfikowane przypuszczalne geny zwigzane z odpornoscig na choroby naleza do
najwigkszej grupy genow odpornosci na choroby (nucleotide binding site-leucine-rich
repeat) NB-LRR .

Gen Sck33 prawdopodobnie odgrywa role w odpowiedzi na porazenie rdzg brunatng u
zyta.

W genomie zyta wystepuja ortologi kilku znanych gendéw udomowienia innych
gatunkow zboz, jednak poziom zachowania ewolucyjnego nie jest wysoki 1 nie
pozwala na bezposrednie wykorzystanie ich sekwencji do zaprojektowania starterow
do amplifikacji ich zytnich ortologoéw, jednak wykorzystanie sekwencji genomu

referencyjnego czgsciowo rozwigzuje ten problem.
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8. ANEKS

Tab. Al. Lista starteréw do amplifikacji markerow DArT potencjalnie zwigzanych z odporno$cia na

choroby zidentyfikowamych w siedmiu klonach BAC. Jako ,,-,, 0znaczono brak produktu PCR.

g}k’g '\gﬂ:f_?r Starter Fw Starter Rv Dl.pz'r());i)uktu PCR
S31p7D16 [ 399303 | AAGGACGACCATGTGCTTTT | TGGGTTGGCTATTAGGACCA 476 *
506254 | TGTTGAGCTACCTTGACAGG | GCAACGCATCCAAGAGAAGA 231 *
S34p7K24 | 505272 | GGCAGAATCAGAGTGCTCAA | GTGGAGCATGTCAAGGCATA 177 *
389402 | TGCAGATTGGGGAGATTGGT | GCAGTTCCTACAGGTCTCTC 360 *

508217 | GCGATCAATCCCAAGCTTTT | TTGAGGTGTATCCCTCCTGG 186 -

505250 | TCAGGTTGCTACCATTCAGC |AATGCTATGGAAGGACGAGC 325 -

507036 | CAGCCGTTCTTTCATGTCCA |AGTGGATGACGGACTAAAGC 397 -

390286 | GACGTTTCACTTCAGTCGCT | TGCTCAATCTCCCAGGTACT 345 -

S21p7A1l | 505520 | TCTGTTGGTGTGAACGAGTC |TGCTGGGTTCATGCTATCTG 306 *
506219 | CCGTAGGATCCTCTCTTGGT |GGCCGTGAATCTTGTCAAAC 156 -

S24p1H6 | 506540 | TATACCGAGGGTGCCATCAT |CAGCTATTTCTCCTCCACGG 330 *
401485 | TATACCGAGGGTGCCATCAT |GCTTGTGAAACTCATGCTGC 193 -

S37p4L8 |399682 | TCGGTGGAGAAGTGTCCAAA | TAGGCGAGAAACGAGTGGAA 315 *
505760 | TAACGAATCGGCGTGTGAAT | CTCGGCCTGACTTACTGAAC 374 *

348128 - - - -

S3p5G8 | 389394 | GCTACAAGCATTGGAAGCAC | GAAACCACCCCGTGAGAAAT 412 *
398573 | AAGTTGTTGAGGGGCAGAAC | CACCAGCCGACTCAGATTAG 212 *

389569 | CAAACCTGCGAAGGCTAGTT | ACAGCTATGCCATGATACGC 479 -

S4p4E5 | 506219 | CCGTAGGATCCTCTCTTGGT |GGCCGTGAATCTTGTCAAAC 156 *
505974 | ATGACAGCTTGCATCAACCA | GGTGTGAACGAGTCAACAGT 239 -

509502 | ATCGCATCACGTTTGGATCA | TCCACGTGTCTTTCAACCTG 351 -
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Tab. A2. Startery do amplifikacji potencjalnych zytnich homologéw genéw udomowienia, zaprojektowane na podstawie gendéw zidentyfikowanych u
spokrewnionych gatunkow (oznaczone ,,*” ) oraz genomu referencyjnego zyta linii wsobnej Lo7. Na czerwono zaznaczono startery umozliwiajace znalezienie

sekwencji homologicznych do poszukiwanych gendw zwigzanych z udomowieniem w linii wsobnej zyta L.318.

Nazwa genu | Starter Fw Starter Rv Oczekiwana dl. produktu DL amplikonu
gSH1 GAGGACGCGTAGGAGTAGAA GCGAGAAGCTCCGGTTC 133 brak amplifikacji
CCTTTGCAGAAAGAAAGGCG* TGAAAAAGATGGTCGCCACA* 1225 brak amplifikacji
Q AAGAGGGACAACATCATCGC ACCTGTACGTTCGGGTAGAA 368 368
TTGAATTCCTTTTGCCCCGA* GCGCGTGTGATGATAATGTG* 964 brak amplifikacji
CTGATGATGACGACTGCTCC* AGGCCAGCGATTGATTAGTG* 375 brak amplifikacji
sh4 AGAACCAGTGCAACGACAAG GAGCATTACCGGAAACGGA 492 brak amplifikacji
CGCTCGGTTGATTAGGAGAG* CACTGCACGCAGCTTTATTC* 1355 brak amplifikacji
GIF1 GAACGTCTTGGAGGCGTAGA CCGGTACGACTACTACACCAT 127 127
CTCCGGACTGGGTATCACTT* CGTAGAAGTTGCCGTAGTCG* 826 brak amplifikacji
BTR1 GAAGGCGATGTACCTGGATG ATGAGAAGCATGAACCGGAC 417 brak amplifikacji
CAATGGAAGGCGATGTACCA* ACAAACGTACCAACCAACGA* 905 brak amplifikacji
BTR2 CCTGAGCATGACGTTGAAGAC ACGAATGAGATAGCGGAGGC 372 372
CTTGACCTACATCAACGCGA* TCTACGCCGTACTCACAGAT* 638 brak amplifikacji
CGCTATCGACCGGATCAAG* TTCGTCTACGCCGTACTCA* 480 brak amplifikacji
GAGCATGACGTTGAAGACGC ACGTCAGCGAGACGAATGAG 380 brak amplifikacji
GAGAAGACGTTGCCCATGAC AGCGAGACGAATGAGATAGCG 209 brak amplifikacji
Rht-B1 ACGGTTGTGTACTTACAGCG GTCAACTCCGTCTTCGAGAT 600 600
CCTATGGCTTGCCCTGTATC* CCCTACCTCGCCTCTCTATC* 675 brak amplifikacji
CCAGCAGGGGTATCTGCTTC TGGATCCAAATCCCAACCCG 861 brak amplifikacji
TCCTGGTACTCCCGCTTCAT TCCATCGATCCAACGCTGTG 323 brak amplifikacji
Rht-D1 AGGTACACCTCCGACATCAC CGTCAACTCCGTCTTCGAG 294 brak amplifikacji
AGATAGAGAGGCGAGGTAGC* CTCGAAGACTGAGTTGACGG* 1355 brak amplifikacji
Vrn2 GGCGCTATGACAAGCAAATC GAACCATCCGAGGTGAAGTT 156 156
Vrnl GGAGATTCGCACGTACGAT ATGACTCGGTGGAGAACTCG 158 158
AGTTCTCCACCGAGTCATGT* GCTCAGAAATGGATTCGTGC* 291 brak amplifikacji
GA200x2 ACACCTGGAAGAACCCGTG GCAAGAACTATCCCTGACGC 371 brak amplifikacji
AGCTCACACACCTCTCATCT* GACACCTGGAAGAACCCGT* 413 413
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Tab. A3. Lista wszystkich genéw przewidzianych przez FGENESH w klonach BAC zsekwencjonowanych metoda Nanopore wraz z wynikami poréwnania ich sekwencji do
sekwencji zawartych w bazie nukleotydowej NCBI ("nucleotide nr) oraz w bazie biatkowej NCBI (“protein RefSeq").

Klon L. Gen DL L. Pozycjaw Baza NCBI "nucleotide Baza NCBI "'protein

i j k
BAC? | genéw® | Fgenesh® | mRNAY | egzonéw® | klonie BAC' nr''s RefSeqg'" Q E !
82:2(\)6[) 20 genl 780 1 481..2474 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 2 1536 4 19888...22763 S. cereale clone HK-26 repeat region 63 0.0 94.80
Disease resistance protein
RPML [H. vulgare] 63 | 2,00E-85 | 4277
gen3 | 165 2 24016.22763 | > cereale clone BAC956-D7, brak podobiefstwa 98 | 3,00E-34 | 96.81
complete sequence
gen 4 3852 9 27404..35812 T. aestivum gamma gliadin-B1 77 0.0 56.79
putative Opie4 pol protein [Zea 91 00 8177
mays] ' '
gen5 186 1 35971..38975 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 6 129 2 43596..45238 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen’7 3936 6 45449..53219 brak podobienstwa polyprotein [H. vulgare] 95 0.0 78.96
gen8 | 2190 1 63431.66888 | >-cereale clone BAC956-D7, brak podobiehstwa 100 | 00 | 97.99
complete sequence
gen9 | 1527 2 67533.70513 | > cereale clone BAC956-D7, brak podobienstwa 99 00 | 94.39
complete sequence
gen10 | 2025 5 70725..76513 brak podobiefistwa plasmid-partitioning protein |, 00 | 89.80
SopA [E.coli]
gen 11 3183 8 76820..83675 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 12 303 1 84344..85622 T. aestivum %a]r_nma gliadin- brak podobienstwa 99 |8,00E-109 | 88.29
H. vulgare retrotransposon Sandra5; splicing factor SF2-like
gen 13 1740 S 85965..89355 protein (SF2) and universal stress protein (USP1) genes % 0.0 8225
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putative receptor protein kinase

ZmPK1 [H. vulgare] %9 0.0 80.39
T. aestivum clone BAC WCS1891K06 nonfunctional BTR1
gen 14 1437 98370..103136 (Btrl) gene; BTR2 (Btr2), BTR2-like protein 44 0.0 89.60
BTR2-A-I|I_<e protein [T. 40 | 1.00E-48 | 61.46
aestivum]
T. aestivum clone BAC WCS1891K06 nonfunctional BTR1
gen 15 1308 103317..108352 (Btr1) gene; BTR? (Btr2), BTR2-like protein 99 0.0 88.04
BTR2-A [T. aestivum] 44 | 2,00E-53 | 61.11
gen16 | 426 111304..112929 brak podobiefstwa histone H3.3-like [A. tauschii | o7 | 5 3o 79 | g551
subsp. tauschii]

gen 17 390 118239..120681 brak podobienstwa brak podobienstwa

gen 18 903 123346..125803 H. vulgare clone HV_Mba442-A15, complete sequence 92 |1,00E-131| 79.89
vacuolar protein sorting-
associated protein 35B-like [H. | 72 | 1,00E-72 | 56.19
vulgare]

gen 19 231 125971..126972 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 20 3423 131924..142168 S. cereale clone BAC956-D7, complete sequence 99 0.0 94.16
S16p 16 genl 3369 86..5553 T aestivum omega gliadin- brak podobienstwa 95 0.0 88.11

7HS D1
gen 2 1038 7316..13518 S. cereale MADS-box protein vrn-1 mRNA, partial cds 40 |8,00E-121| 99.21
MADS-box protein vrn-1 [S. 35 | 2,00E-30 | 71.20
cereale]
gen 3 20820 19913. 21760 T. aestivum vernalization 1 (Vrn_l) gene, Vrnl-a allele, exon 1 98 | 1,00E-34 | 100.00
and partial cds
MADS-box transcription factor

14-like [Aegilops tauschii 100 | 4,00E-89 | 98.94

subsp. tauschii]
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gen 3 20820 1 19913..21760 brak podobienstwa Vrn-Ala [T. aestivum] 100 | 9,00E-37 |100.00
gen 4 999 1 25378.26662 | | aestivum gTega gliadin- brak podobiefistwa 100 | 00 | 92.61
microtubule cross-linking
gen5 2952 9 27523..31622 brak podobienstwa factor 1-like isoform X1 [A. 83 0.0 58.88
tauschii subsp. tauschii]
serine/arginine repetitive
gen5 2952 9 27523..31622 brak podobienstwa matrix protein 2-like isoform 78 |2,00E-160 | 57.09
X2 [A. tauschii]
T. aestivum gamma gliadin-Al 80 0.0 92.34
T. monococcum actin (ACT-
gen 6 6480 15 31655..43943 1) gene, putative resistance brak podobienstwa 99 0.0 95.17
protein (RGA-2)
gen7 321 2 45616..47595 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 8 990 2 50321..53800 | T.aestivum omega gliadin-D1 brak podobienstwa 100 0.0 89.31
gen 9 444 3 60417.62706 | |- aestivum gTega gliadin- brak podobienistwa 100 |7,00E-130| 97.15
gen 10 252 2 65218..67816 S.cereale DNA for dispersed brak podobienstwa 56 | 4,00E-65 | 99.31
repeat sequence (R173-3)
gen 11 2670 10 75274..86051 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen12 | 571 5 87501.93407 | |- aestivum E’)Tega gliadin- 96 00 | 90.80
gen 13 2217 6 96188..101558 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 14 4287 8 112536..118969 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 15 1557 3 120330, 123587 T. aestivum clone BAC 1354M21 cytosolic acetyl-CoA 71 00 94.04
carboxylase (Acc-2)
gen 15 1557 3 120330..123587 | titin-like [A. tauschii] 52 | 5,00E-57 | 48.70
gen 16 2190 1 124644..127715 S. cereale clone BAC956-D7, complete sequence 100 0.0 98.68
E?ligg 29 genl 525 1 8965..10949 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen2 | 3720 10 12079 - 20368 | A tauschii chromosome 1Ds brak podobiefistwa 71 00 | 9225

prolamin
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gen 3 1602 2 brak podobienstwa brak podobienstwa
. . aspartyl protease family
gend | 876 1 26661 - 27536 | |- aestivumisolate Detgd | o b ol TLactobacillus | 97 | 00 | 89.30
alpha-gliadin (Gli-D2) gene L
salivarius]

uncharacterized protein 74 |4,00E-116 | 77.17

gen’5 339 1 35680 - 36018 | o cereale clone HK15-21 brak podobichstwa 100 | 7,00E-104 | 86.13
repeat region
gen 6 387 1 37580 - 38513 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen7 1656 5 41288 - 46037 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 8 648 1 46177 - 46824 | T aeSt'V”mgC;r?ge 4BS Ms1 brak podobiestwa 90 |4,00E-159 | 84.24
gen9 | 3804 14 | 48618-5828g | S cereale putative cell wall brak podobiefstwa 43| 00 | 9783
invertase c mMRNA
gen10 | 1134 5 64760 - 67161 |/ ta”SCh'Lf(;‘I;Ormgsome 1Ds brak podobiefstwa 9 | 00 |8849
genll | 417 3 73427 - 74236 | |- aestivum gTega gliadin- brak podobiefistwa 86 | 1,00E-97 | 94.92
gen 12 690 3 74710 - 77311 S. cereale CI'ZZ?OT]K_ZG repeat brak podobienstwa 76 0.0 96.98
gen 13 3651 13 79309 - 93498 brak podobienstwa brak podobienstwa
S.cereale DNA for dispersed B S R
gen 14 597 3 96508 - 98277 repeat sequence (R173-1) brak podobienstwa 61 | 2,00E-76 | 95.24
gen15 | 1065 3 |100122- 101582 | M- vulgare vrsl locusand brak podobiefistwa 46 |1,00E-151 | 86.94
Hox1 gene

gen16 | 576 1 103301 - 103876 | > oereale C'r‘;r;o';']K'ZG repeat brak podobiefistwa 100 | 00 | 9323
gen17 | 387 2 | 107252 - 108026 | > Coreale C'roer;‘?o';']K"r’Z repeat brak podobiefistwa
gen 18 1458 5 118128 - 120991 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 19 339 3 123436 - 126549 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 20 1770 9 126557 - 134634 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen2l | 573 2 135011 - 136821 | |- 2estivum gBalmma gliadin- brak podobiefistwa 99 |1,00E-153| 96.18
gen22 | 2955 9 |138098 - 143089 | |- 2estivum By liadin- brak podobiefistwa 91 | 00 |96.95
gen 23 525 1 151327 - 153310 brak podobienstwa brak podobienstwa
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A. tauschii chromosome 1Ds

gen 24 3594 10 155544 - 162854 - brak podobienstwa 62 0.0 92.38
prolamin gene locus
gen 25 1479 2 163509 - 166861 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen26 | 528 1 169023 - 169550 | | 2estivum %af‘ma gliadin- brak podobiefistwa 100 |2,00E-161 | 87.33
gen 27 522 1 180144 - 180665 brak podobienstwa 40S ribosomal protein S5-1 91 | 5,00E-79 | 69.62
gen 28 2307 8 183637 - 189654 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 29 3921 14 190844 - 200696 brak podobienstwa brak podobienstwa
?&ig 18 genl 1677 3 1-2411 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 2 2352 6 4321 - 12990 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 3 279 2 14184 - 15658 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 4 2262 8 15870 - 19922 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen5 | 1821 6 28977 - 33552 | |- aestivum %af‘ma gliadin- brak podobiefistwa 89 00 | 9588
gen6 2292 11 40700 - 45972 T. aestivum %ﬂnma gliadin- brak podobienstwa 97 0.0 94.58
gen7 1893 2 56874 - 58897 S. cereale CI'ZZ?OT]K_ZG repeat brak podobienstwa 45 0.0 95.08
gen8 2253 2 63362 - 65652 T. aestivum gamma gliadin-D1 99 0.0 82.14
Anthranilate synthase
component I-1, chloroplastic 93 0.0 60.25
[H.vulgare]
gen9 4101 6 66013 - 71951 T. aestivum gamma gliadin-D1 68 0.0 90.91
Jil putative pol protein [Z. 68 00 53.44
mays]
A. tauschii uncharacterized
genl10 321 1 74420 - 74740 LOC109758429 brak podobienistwa 100 |2,00E-129 | 93.21
(LOC109758429), ncRNA
gen1l | 687 5 75914 - 79450 | - cereale clone HK13-27 brak podobienstwa 34 | 1,00E-60 | 97.28
repeat region
gen 12 171 1 81442 - 84053 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 13 786 7 87125 - 93275 brak podobienstwa brak podobienstwa
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S. cereale putative cell wall

gen 14 1833 7 93352 - 98483 | invertase c MRNA, complete brak podobienstwa 81 0.0 82.06
cds
gen 15 3456 6 99926 - 105006 A. tauschii chromosome 1Ds prolamin 28 0.0 84.70
gen16 | 225 2 | 106558 - 107128 putative cell wall invertase ¢ | 75| 3 50 o5 | 55,07
[S.cereale]
gen 17 594 3 111461 - 113443 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen18 | 309 1 121355 - 121663 | |- 2estvUm el gliadin- brak podobiefistwa 100 | 3,00E-77 | 84.24
S19p 1 g gen1 219 2 1451 -177g | A tauschii chromosome 1Ds brak podobichstwa 50 | 2,00E-37 | 93.75
4N17 prolamin gene locu
gen 2 729 1 7813 - 9155 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 3 219 2 9495 - 9g21 | A tauschii chromosome 1Ds brak podobienstwa 100 | 3,00E-36 | 93.75
prolamin gene locu
gen 4 906 2 11448 - 12661 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen5 | 3564 11 15897 - 24652 | |- aestvum %{“ma gliadin- brak podobiefistwa 77 00 |87.32
gen 6 2562 7 27683 - 34918 brak podobienstwa brak podobienstwa
H. vulgare cultivar
gen7 690 3 44913 - 46371 Dairokkaku ZCCT-Hb brak podobienstwa 37 | 3,00E-99 | 91.92
(VRN2)
gen8 | 3129 11 56457 - 63571 | | aestivum %af‘ma gliadin- brak podobiefistwa 80 00 | 8575
gen9 1914 5 64985 - 69626 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 10 3084 8 72339 - 76579 | S. cereale clone BAC956-D7 100 0.0 91.34
putative retrotransposon
protein [Phyllostachys edulis] % 0.0 48.96
gen 11 1047 2 78372 - 79570 S. cereale RAPD marker brak podobienstwa 48 | 8,00E-148 | 85.63
OPR5-727 genomic sequence
gen12 | 3411 11 81756 - 89054 | |- 2estvuMm gamma gliadin- brak podobicristwa 58 | 00 | 9299
T. aestivum isolate Dctg3 B L
gen 13 639 1 89681 - 90319 alpha-gliadin (Gli-D2) gene brak podobienstwa 100 0.0 92.67
gen 14 1746 2 93161 - 95143 T aestivum gamma gliadin- brak podobienstwa 95 0.0 97.05

D1
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hypothetical protein

PTTG_30483 [Puccinia 75 0.0 93.89
triticina 1-1 BBBD Race 1]
gen15 | 900 4 95668 - 97346 | |- aestvum gTega gliadin- brak podobiefistwa 95 00 | 96.48
gen 16 1920 5 98256 - 100857 | T.aestivum omega gliadin-D1 brak podobienstwa 95 0.0 96.39
gen 17 1989 5 102994 - 106212 T fonococcum nucleolin 2- brak podobienstwa 100 0.0 92.50
like protein gene
gen 19 219 2 119906 - 120232 | A tauschii chromosome 1Ds brak podobiefistwa 50 | 2,00E-37 | 93.75
prolamin gene locus
gen20 | 816 2 121932 - 122858 | |- 2estivum gTega gliadin- 97 00 |o9711
hypothetical protein i

TRIUR3 14679 [T. urartu] 95 | 3,00E-133 | 80.69
gen21 | 2367 10 | 126307 - 130118 | |- 2estivum %{“ma gliadin- brak podobiestwa 88 00 | 9230

?L%(SSD 24 genl 603 5 353 - 2854 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 2 369 4 5249 - 6897 S.cereale clone BAC956-D7 brak podobienstwa 79 | 1,00E-82 | 95.48
gen 3 3246 6 7426 - 11730 S. cereale clone BAC956-D8 brak podobienstwa 93 0.0 95.08
gen 4 285 1 12922 - 13206 | - cereale C'%%?OT]K'SZ repeat brak podobiehstwa 100 | 8,00E-93 | 89.16

MULTISPECIES: LEA type 2
family protein [unclassified 57 6.0 41.07
Corallococcus]
gen5 396 1 13993 - 14388 S. cereale DNA for dispersed brak podobienstwa 100 | 2,00E-85 | 81.84
repeat sequence
gen 6 2073 1 17023 - 19095 S. cereale clone HK-26 repeat region 54 0.0 94.15
retrotransposon gag domain-
containing protein, partial 55 |2,00E-168 | 67.18
[A.urinae]

gen 7 2712 8 21395 -25811 brak podobienstwa brak podobienstwa

gen 8 3186 5 26372 - 30193 T. monococcum actin (A_CT—l) gene, putative resistance 78 00 8738
protein (RGA-2)
gen 9 35713 - 38030 brak podobienstwa brak podobienstwa
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T. aestivum omega gliadin-

gen 10 447 1 48743 - 49189 D1 100 | 3,00E-159 | 89.74
Disease resistance protein
RPML1 [H. vulgare] 98 | 6,00E-38 | 59.33
gen 11 2466 6 66155 - 73072 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 12 573 1 75540 - 77358 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 13 1035 7 80429 - 86501 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen 14 3111 3 87873 - 91476 | T.aestivum omega gliadin-D1 brak podobienstwa 100 0.0 90.04
H. vulgare subsp. vulgare brak podobienstwa 100 0.0 86.13
Lks2 gene
H. vulgare subsp. vulgare
cultivar Nure frost resistance brak podobienstwa 100 0.0 86.03
H2 gene
gen 15 969 8 102237 - 104524 T. aestivum floral homeotic protein (Q) mMRNA 100 0.0 93.12
H. vulgare APETALAZ2-like protein (AP2L1) mRNA 100 0.0 89.46
APETALAZ—Ilkg_protem [A. 96 |9,00E-174 | 86.92
tauschii]
gen 16 2052 5 117263 - 21445 brak podobienstwa brak podobienstwa
gen17 | 369 4 123844 - 125491 | > cereale clone BAC956-D7, brak podobiehstwa 96 | 1,00E-82 | 95.48
complete sequence
gen18 | 2274 4 127654 - 130327 | > cereale clone BAC956-D7, brak podobiehstwa 99 00 | 95.40
complete sequence
gen 19 285 1 131523 - 131807 S. cereale clone HK-52 repeat region 100 | 2,00E-96 | 89.16
MULTISPECIES: LEA type 2
family protein [unclassified 57 6.1 41.07
Corallococcus]
gen 20 387 1 132595 - 132981 S. cereale DNA for dispersed brak podobienstwa 98 | 3,00E-97 | 82.82
repeat sequence (R173-3)
gen 21 2073 1 135629 - 137701 S. cereale clone HK-26 repeat region 54 0.0 94.15
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retrotransposon gag domain-
containing protein [Aerococcus | 55 |2,00E-168 | 67.18
urinae]
T. monococcum actin (ACT-
gen 22 2910 140179 - 143841 | 1) gene, putative resistance brak podobienstwa 79 | 4,00E-99 | 71.91
protein (RGA-2)
gen 23 2958 145038 - 149403 S. cereale clone BAC 17C17 pSc250 retrotransposons 99 0.0 87.03
T. monococcum actin (ACT-1)
gene, partial cds; putative
chromosome condensation 99 0.0 85.08
factor (CCF), putative
resistance protein (RGA-2)
gen 24 786 155322 - 156383 A. tauschii subsp. Strangulata LOC120965180 43 |1,00E-110| 86.67
DNA-binding protein HEXBP- i
like [Ae. tauschii] 77| 800E-70 | 87.78

a — zseskwencjonowane klony BAC; b — taczna liczba genow zidentyfikowanych w poszczegdlnych klonach; ¢ — zidentyfikowane geny; d — dtugo$¢ mRNA kazdego z genow;
e — liczba egzondéw przewidzianych w kazdym z gendéw; f — pozycja genu w klonie BAC; g- wyniki porownania sekwencji przypuszczalnych genéw do sekwencji zawartych
w bazie nukleotydowej NCBI ("nucleotide nr"); h - wyniki poréwnania sekwencji przypuszczalnych genéw do sekwencji zawartych w bazie biatkowej NCBI ("protein
RefSeq"); i - pokrycie [%]; j - E-warto$¢; k - poziom identycznosci [%]
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