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Cele projektu w 2021 r.

|ldentyfikacja in silico paralogbw elF4E w genomie jeczmienia, oznaczanych
dalej, jako HvelF4E. Eksperymentalna weryfikacja obecnosci HvelF4E w
genomowym DNA jeczmienia odmiany Golden Promise. Poznanie sekwencji
kodujacej (cDNA) wybranych HvelF4E w odmianie Golden Promise.

Poznanie wybranych regionéw sekwencji genomowej HvelF4E w odmianie
Golden Promise.

Pozyskanie izolatéw wirusa zo6ttej mozaiki jeczmienia (BaYMV) | wirusa
<} tagodnej mozaiki jeczmienia (BaMMV). Temat bedzie wykonany we wspétpracy
z zespotem z IOR-PIB.

Pierwszy etap analizy ekspresji wybranych HvelF4E w roslinach odmiany
Golden Promise.
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Materiaty i metody

Bazy danych:

s Sekwencja genomowa i cDNA: EnsemblePlants Hordeum vulgare (IBSC_v2), baza sekwencji genomowych

odmiany Golden Promise, baza klonbw NCBI Nucleotide, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Programy:

>

BLAST w EnsemblePlants http://plants.ensembl.org/Hordeum_ vulgare/Tools/Blast, Nucleotide BLAST w NCBI
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/ Blast. Programy z pakietu LaserGene: ClustalW.

Analiza wynikdw sekwencjonowania: program FinchTV, pakiet LaserGene (DNASTAR), program BlastN
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blastn) i BioEdit software.

Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3).

Analiza filogenetyczna petnej sekwencji nukleotydéw i wydedukowanej sekwencji aminokwasoéw z wykorzystaiem
modelu Kimura 2-paramaters (K2+G) oraz modelu Jones’a-Taylor'a-Thornton’a (JTT+G) w programie MEGA7.

Metody biologii molekularne;:

|zolacja genomowego DNA, izolacja catkowitego RNA, synteza pierwszej nici cDNA, reakcja PCR, analiza
elektroforetyczna, sekwencjonowanie i analiza wynikbw sekwencjonowania, reakcja RT-qPCR.

Inokulacja roslin jeczmienia izolatami wiruséw BaMMV i BaYMV.

Oczyszczanie RNA wirusa z lisci metodg z uzyciem buforu cytrynianu potasu oraz fluorku fenylometylosulfonylu,
wirowaniem 35000g na poduszce sacharozy oraz wirowaniem 40000g w gradiencie chlorku cezu.




Wyniki

Z 18 gendw jeczmienia (rym1 — rym18) warunkujgcych odporno$é na wirusy, 15 to geny recesywne. Jeden z

nich rym4, zlokalizowany na chromosomie 3HL zostat sklonowany, wykazano, ze koduje biatko z domeng
inicjacji elongacji 4E (elF4E).

Temat 1. Identyfikacja in silico paralogdw elF4E w genomie jeczmienia, oznaczanych dalej, jako HvelF4E.
Eksperymentalna weryfikacja obecnosci HvelF4E w genomowym DNA jeczmienia odmiany Golden Promise.

Wyniki
1. W bazie NCBI zidentyfikowano 77 obiektéw o sekwencji praktycznie identycznej z sekwencja kodujgcg rym4 (wartosci E
od 0 do 2e175),

2. W bazie EnsemblePlants zidentyfikowano 5 gendw jeczmienia kodujacych biatka z domeng IPR001040 czynnika inicjacji
elongacji 4E.

3. Geny reprezentujg paralogi rodziny genéw HvelF4E.

Numer ID genu okalizacana | ‘o .\ 12 na chromosomie | NNUMerYy Wybranych sekwencji
chromosomie CDS

HORVU1Hr1G039260 275290250 - 275294068 HORVU1Hr1G039260.2.
HORVU2Hr1G094490 2H 664937221 - 664938271 HORVU2Hr1G094490.1
HORVU3Hr1G113940 3H (3aH) 689854512 - 689861683 HORVU3Hr1G113940.2
HORVU3Hr1G007130 3H (3bH) 17361894 - 17365454 HORVU3Hr1G007130.1

HORVU4Hr1G061500 4H 516126711 -516130946 HORVU4Hr1G061500.4




Temat 1. Wyniki c.d.

4. Zidentyfikowane geny zlokalizowane sg na 4 chromosomach jeczmienia 1H, 2H, -
3Hi4H.

5. Na rysunku przedstawiona jest chromosomowa lokalizacja. Sekwencja identyczna
z klonem AJ699059 (czerwona strzatka), sekwencje o bardzo wysokim \
podobienstwie (strzatki niebieskie). Wszystkie kodujg biatko z domeng IPR001040
Translation Initiation Factor 4E.

\

chrlH  HE chroH CPPFSH chrdH chifH chirH chireH chrln Pt

6. Dwa z tych gendw zlokalizowane sg na chromosomie 3H, tym samym, na ktérym

zmapowano allele recesywnych gendow odpornosci na wirusy i na ktéorym jest
zmapowany rym4.

Wartos¢ miernika Wartos¢ miernika
podana w opisie zadania zrealizowana

Liczba paralogébw genu elF4E zidentyfikowanych metodami
bioinformatycznymi in silico w genomie jeczmienia.

Liczba paralogdw HvelF4E potwierdzonych eksperymentalnie w

genomie jeczmienia.

(1) - zidentyfikowano pieé¢ paralogéw elF4E jeczmienia. Odpowiada to liczbie wszystkich paralogow genu elF'4E w genomie jeczmienia.




Wyniki

Temat 2. Poznanie wybranych regionéw sekwencji genomowej HvelF4E w odmianie Golden Promise.

Wyniki i podsumowanie

1. Eksperymentalnie poznano sekwencje nukleotydowe regionow kodujgcych dwoch paralogéw elF4E
zlokalizowanych na chromosomie 3H.

2. Wykazano 100% identycznos$¢ odczytanych eksperymentalnie sekwencji odmiany Golden Promise z
odpowiadajgcymi im regionami genomu odmiany Morex (EnsemblePlants).

3. Wynik ten potwierdza mozliwoS¢ wykorzystania EnseblePlants do projektowania sekwencji nukleotydowe]
sgRNA w tym projekcie.

4. W roku 2020 udostepniona zostata baza genomu odmiany Golden Promise (Schreiber et al., 2020)
https://ics.hutton.ac.uk/gmapper/index.html. W bazie tej nie ma graficznej reprezentacji genomu ani adnotacji
gendw. Jej konstrukcja pozwala jedynie na poréwnanie okreslonych sekwencji. Ta funkcja bedzie
wykorzystywana w dalszych etapach tego projektu.

Wartos¢ miernika 2y s
. - Wartos¢ miernika
Lp. podana w opisie .
) zrealizowana
zadania

- Liczba regiondw kodujacych w HvelF4E jeczmienia o poznanej sekwencji

nukleotydowe;.



Wyniki

Temat 3. Pozyskanie izolatéw wirusa zéttej mozaiki jeczmienia (BaYMV) i wirusa fagodnej mozaiki jeczmienia

(BaMMV). Temat wykonany we wspotpracy z zespotem Prof. dr hab. Beaty Hasiow-Jarowszewskiej, IOR-PIB,
Poznan.

Wyniki i podsumowanie

1. Z kolekcji DSMZ pozyskano izolaty wiruséw BaMMV i BaYMV.
2. Obserwowano rézne poziomy infekcyjnosci ww. izolatéw po inokulacji réznych odmian jeczmienia.

3. Wysoka skutecznos$¢ inokulacji Maris Otter odmiany podatnej i modelowej dla tych prac potwierdza
przydatnos¢ otrzymanych izolatéw do planowanych badan.

4. Skuteczno$é inokulacji odmiany Golden Promise jest wystarczajgca dla izolatu BaMMYV. Natomiast wymaga
dopracowania dla izolatu BaYMV.

5. Charakterystyka molekularna obydwu izolatow potwierdzita ich wysokie podobienstwo do izolatéw
europejskich (niemieckich i francuskich) oraz japonskich.

Wartos¢ miernika
Wartos¢ miernika
podana w opisie
zrealizowana
Y ELENIE]

Llczba pozyskanych i wstepnie scharakteryzowanych izolatdw wirusa zéttej mozaiki
Jeczmlenla BaYMV.

Liczba pozyskanych i wstepnie scharakteryzowanych izolatow wirusa tagodnej 1 1
mozaiki jeczmienia BaMMV.




Wyniki

Temat 4. Pierwszy etap analizy ekspresji wybranych HvelF4E w roslinach odmiany Golden Promise.

Wyniki i podsumowanie

1. Amplifikowano fragmenty transkryptu dwéch paralogéw HveiF4E zlokalizowanych w dwdch réznych loci na chromosomie

3 jeczmienia: HORVU3Hr1G113940 (3aH) i HORVU3Hr1G007130 (3bH).

2. Wykazano, ze z ustalonych warunkach amplifikowane sag specyficznie fragmenty
cDNA kazdego transkryptu.

3. Analizowacno ekspresje w lisciach 14-dniowych siewek odmiany Golden

Promise i wykazano, ze obydwa geny ulegaja ekspresiji. >
y y geny 9aja pres] Wzgledna ekspresja HvelF4E

4. llos¢ transkryptu genu HORVU3Hr1G113940 (3aH) jest okoto 10 razy w lisciach 14-dniowych siewek jeczmienia
wieksza niz genu HORVU3Hr1G007130 (3bH). odmiany Golden Promise
5. Tak duze roznice mogg wskazywaé na roézne funkcje i potrzebe o2
szczegotowej analizy ekspresji w wybranych genotypach w czasie infekcji. 0-10
0.08
0.06

Wartos¢ miernika | Wartos¢ miernika .05
podana w opisie zrealizowana 0.02
zadania 0.00 ———

Llczba paralogdw HvelF4E o poznanej ekspres;ji W 3aH (HORVU3Hr1G113940.2)
w lisSciach jeczmienia Golden Promise. W 3bH (HORVU3Hr1G007130.1)




Wartos¢ miernika Stopien

. . Wartos¢ miernika . e

podana w opisie . realizacji
X zrealizowana ..

zadania MEGILE]

[ 1 |

temat badawczy 1

n Liczba paralogéw genu elF4E zidentyfikowanych metodami 4 5 10)
bioinformatycznymi in silico w genomie jeczmienia.
n Liczba paralogéw HvelF4E potwierdzonych eksperymentalnie w 3 3 1
genomie jeczmienia.
temat badawczy 2
m Liczba regiondw kodujacych w HvelF4E jeczmienia o poznanej 5 5 1
sekwencji nukleotydowe;.
temat badawczy 3
H Liczba pozyskanych i wstepnie scharakteryzowanych izolatéw
. s e - . 1 1 1
wirusa zottej mozaiki jeczmienia BaYMV.
H Liczba pozyskanych i wstepnie scharakteryzowanych izolatéow
) . o . 1 1 1
wirusa fagodnej mozaiki jeczmienia BaMMV.
temat badawczy 4
m Liczba paralogdéw HvelF4E o poznanej ekspresji w lisciach 5 5 1
jeczmienia Golden Promise.
L SREDNIA 1

(1) - zidentyfikowano pie¢ paralogow elF4E jeczmienia. Odpowiada to liczbie wszystkich paralogdéw genu elFF4E w genomie jeczmienia.

Adres, pod ktérym wyniki badan sg dostepne: http://bip.ihar.edu.pl/artykul/128/586/I-p-w-zal-do-rozporzadzenia-mrirw-13







