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SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE
z realizacji zadania na rzecz postępu biologicznego w produkcji roślinnej w 2021 roku

A. INFORMACJE OGÓLNE
	[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]Tytuł zadania: Ukierunkowana mutageneza genów podatności na infekcje wirusowe i uzyskanie roślin jęczmienia o podniesionej odporności na BaYMV i BaMMV

	Numer zadania: 13 (w załączniku nr 8 do rozporządzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 29 lipca 2015 r. w sprawie stawek dotacji przedmiotowych dla różnych podmiotów wykonujących zadania na rzecz rolnictwa (Dz. U. poz. 1170. z późn. zmianami)

	Numer zadania w planach IHAR-PIB:  3-1-00-4-01

	Planowany okres realizacji zadania: 2021 r 

	Planowane nakłady w zł: 223 000


	




B. DANE WNIOSKODAWCY
	Imię i nazwisko osoby reprezentującej jednostkę badawczą, (tytuł lub stopień naukowy, stanowisko, nazwa i adres jednostki badawczej, telefon, fax)

Dr inż. Michał Rokicki
Dyrektor IHAR-PIB
Radzików
05-870  Błonie
Tel.: 22/ 733 45 02
Fax: 22/ 733 45 05





C. INFORMACJA O WYKONAWCACH
1. Zespół badawczy
	Kierownik zadania

	Imię i nazwisko
	stopień i tytuł naukowy
	miejsce zatrudnienia

	Wacław Orczyk
	Prof. dr hab.
	IHAR-PIB

	Wykonawcy zadania

	Imię i nazwisko
	stopień i tytuł naukowy
	miejsce zatrudnienia

	Yuliya Kloc
	mgr
	IHAR-PIB

	Marta Dmochowska-Boguta
	dr
	IHAR-PIB

	wakat
	mgr
	IHAR-PIB

	Technik 
	-
	IHAR-PIB



2. Kierownik zadania(imię, nazwisko, tytuł lub stopień naukowy, adres do korespondencji, telefon bezpośredni i do sekretariatu jednostki organizacyjnej zatrudniającej kierownika zadania, e-mail kierownika; 
 telefon do oraz dane osoby, z którą można się kontaktować w razie nieobecności kierownika zadania)

Wacław Orczyk, prof. dr hab.
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roślin – Państwowy Instytut Badawczy
Radzików, 05-870 Błonie,  
E-Mail: w.orczyk@ihar.edu.pl 
Tel.: 22 7334621

Yuliya Kloc, mgr 
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roślin – Państwowy Instytut Badawczy
Radzików, 05-870 Błonie,  
E-Mail:  y.kloc@ihar.edu.pl
Tel.: 22 7334617

D. OPIS ZADANIA
1.  Cele zadania
	Lp.
	Cel
	Czy cel został zrealizowany (tak/nie[footnoteRef:1]/częściowo1) [1:  Jeśli dotyczy – proszę opisać pod tabelą, w jakim stopniu cel został osiągnięty i podać przyczyny ] 


	1
	Identyfikacja in silico paralogów eIF4E w genomie jęczmienia, oznaczanych dalej, jako HveIF4E. Eksperymentalna weryfikacja obecności HveIF4E w genomowym DNA jęczmienia odmiany Golden Promise. Poznanie sekwencji kodującej (cDNA) wybranych HveIF4E w odmianie Golden Promise.
	tak

	2
	Poznanie wybranych regionów sekwencji genomowej HveIF4E w odmianie Golden Promise.
	tak

	3
	Pozyskanie izolatów wirusa żółtej mozaiki jęczmienia (BaYMV) i wirusa łagodnej mozaiki jęczmienia (BaMMV). Temat będzie wykonany we współpracy z zespołem z IOR-PIB.
	tak

	4
	Pierwszy etap analizy ekspresji wybranych HveIF4E w roślinach odmiany Golden Promise.
	tak



2. Harmonogram realizacji zadania
	Lp.
	Nazwa tematu badawczego 
	Termin rozpoczęcia – zakończenia realizacji tematu badawczego w miesiącach od rozpoczęcia realizacji zadania
	Przewidywane koszty realizacji tematu badawczego

	1
	Identyfikacja in silico paralogów eIF4E w genomie jęczmienia, oznaczanych dalej, jako HveIF4E. Eksperymentalna weryfikacja obecności HveIF4E w genomowym DNA jęczmienia odmiany Golden Promise. Poznanie sekwencji kodującej (cDNA) wybranych HveIF4E w odmianie Golden Promise.
	1-10
	73 000

	2
	Poznanie wybranych regionów sekwencji genomowej HveIF4E w odmianie Golden Promise.
	4-12
	60 000

	3
	Pozyskanie izolatów wirusa żółtej mozaiki jęczmienia (BaYMV) i wirusa łagodnej mozaiki jęczmienia (BaMMV). Temat będzie wykonany we współpracy z zespołem z IOR-PIB.
	8-12
	40 000

	4
	Pierwszy etap analizy ekspresji wybranych HveIF4E w roślinach odmiany Golden Promise.
	6-12
	50 000

	Razem
	223 000


UWAGA: Nie są tematami badawczymi czynności techniczne służące wykonaniu zadania np. zakup materiałów, utrzymanie roślin w szklarni, opracowanie statystyczne wyników, opracowanie raportów i sprawozdań. 


3. Opis tematów badawczych 
3. 1. Temat badawczy 1
Cel tematu badawczego 1. 
Celem tematu badawczego 1 było zidentyfikowanie w genomie jęczmienia paralogów genu eIF4E metodami in silico, a następnie eksperymentalne zweryfikowanie obecności sekwencji nukleotydowej tych genów w odmianie Golden Promise tj. tej która będzie użyta do dalszych eksperymentów. 
Wyżej opisany cel został zrealizowany w całości.
Materiał i Metody
Metodyka tematu badawczego 1 obejmowała analizę in silico genomu jęczmienia. Wykorzystano następuję bazy genomowe jęczmienia, bazy sekwencji genomowych i cDNA odmiany Morex:  EnsemblePlants Hordeum vulgare (IBSC_v2), bazę sekwencji genomowych jęczmienia odmiany Golden Promise oraz bazę sekwencji genomowych i cDNA: NCBI Nucleotide, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Programy do przeszukiwania baz z sekwencjami nukleotydowymi, do porównania sekwencji nukleotydowych do analizy domen białkowych kodowanych przez określone geny. Program BLAST w EnsemblePlants http://plants.ensembl.org/Hordeum_vulgare/Tools/Blast, Nucleotide BLAST w NCBI https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. Programy z pakietu LaserGene: ClustalW,  program do projektowania i analizy oligonukleotydów. Wykorzystano procedury przeszukiwania baz danych, identyfikacji sekwencji o wysokim stopniu homologii z sekwencją wyjściową oraz analiz domen białkowych kodowanych przez te geny. Projektowanie starterów do reakcji PCR, izolacja genomowego DNA jęczmienia, reakcja PCR i analiza elektroforetyczna amplikonów wykonane wg standardowych metod. 
Wyniki
Identyfikacja in silico metodami bioinformatycznymi paralogów genu eIF4E w genomie jęczmienia.
Obecnie znanych jest 18 genów jęczmienia (rym1 – rym18) warunkujących odporność na wirusy, 15 genów są dziedziczone recesywnie, a tylko dwa zostały sklonowane i znana jest ich sekwencja nukleotydowa (Kanyuka et al., 2005; Stein et al., 2005). Jeden z tych alleli, zlokalizowany na chromosomie 3HL koduje białko - czynnik inicjacji elongacji 4E (eIF4E). Sekwencja kodująca tego allelu, zdeponowana w NCBI pod numerem AJ699059 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ699059 (Kanyuka et al., 2005) była punktem wyjścia do analizy in silico genomu jęczmienia i identyfikacji pozostałych paralogów jęczmienia kodujących czynniki inicjacji elongacji 4E. Przeszukiwanie bazy NCBI z klonami genomowymi i klonami sekwencji kodujących jęczmienia przy użyciu klonu AJ699059 pozwoliło zidentyfikować 86 obiektów. Dla 77 znalezionych obiektów wartość parametru E wynosiła 0, dla pozostałych była bardzo niska (w zakresie od 2e-175 do 5e-57) co wskazywało na sekwencje praktycznie identyczne z klonem AJ699059. Podobna procedura wykonana w EnsemblePlants na genomie jęczmienia pozwoliła zidentyfikować 5 obiektów. Reprezentują one 5 genów - paralogów kodujących białko eIF4E jęczmienia. Geny te maja następujące numery dostępu ID: 1) HORVU1Hr1G039260, 2) HORVU2Hr1G094490, 3) HORVU3Hr1G113940, 4) HORVU3Hr1G007130 i 5) HORVU4Hr1G061500. Wyniki z obydwu baz (NCBI i EnsemblePlants) były kompatybilne i wzajemnie zgodne. Wyniki z NCBI reprezentują różnorodność klonów tych genów w różnych genotypach i będą uwzględnione w dalszych etapach tego projektu. 
Do dalszych etapów wybrano geny zidentyfikowane w bazie EnsemblePlants. 
Dalsze przeszukiwanie genomu jęczmienia w EnsemblePlants nie wskazały istnienia innych regionów (tj. innych genów) o wysokim stopniu homologii. Wynik ten wskazuje, że zidentyfikowane 5 obiektów reprezentuje wszystkie geny o bardzo wysokim podobieństwie do AJ699059. Analiza sekwencji aminokwasów kodowanych przez te 5 genów wykazała, że każdy z nich koduje białko zawierające domenę IPR001040 Translation Initiation Factor 4E. 
Geny kodujące tę domenę zlokalizowane są na 4 chromosomach jęczmienia (Rys. 1.1, Tabela 1.1). Na chromosomach 1H, 2H i 4H są pojedyncze geny. Na chromosomie 3H są dwa geny, w tym jeden identyczny z AJ699059.

[image: ]Rysunek 1.1. Lokalizacja na chromosomach jęczmienia sekwencji identycznych z klonem AJ699059 (czerwona strzałka) oraz sekwencji o bardzo wysokim podobieństwie do AJ699059 (strzałki niebieskie). Wszystkie tak zidentyfikowane geny kodują białko zawierające domenę IPR001040 Translation Initiation Factor 4E.
[bookmark: _Hlk87445008][bookmark: _Hlk87603349][bookmark: _Hlk87444452]
Charakterystyka pięciu paralogów jęczmienia kodujących białko eIF4E: 
Chr1H. Gen HORVU1Hr1G039260 zlokalizowany na nici rewers na chromosomie 1H. Gen ma 2 warianty splicingowe, do dalszych analiz użyto wariant drugi  HORVU1Hr1G039260.2.
Chr2H. Gen HORVU2Hr1G094490 zlokalizowany na nici rewers na chromosomie 2H. Ten gen ma dwa warianty splicingowe, do dalszych analiz użyto wariant pierwszy o numerze  HORVU2Hr1G094490.1.
Chr3aH. Gen HORVU3Hr1G113940 zlokalizowany na nici wiodącej na chromosomie 3H, ten gen ma 4 warianty splicingowe, z których do dalszej analizy wybrano wariant drugi HORVU3Hr1G113940.2.
Chr3bH. Gen HORVU3Hr1G007130 zlokalizowany na nici rewers na chromosomie 3H, ten gen ma 3 warianty splicingowe, z których do dalszej analizy wybrano wariant pierwszy HORVU3Hr1G007130.1.
Chr4H. Gen HORVU4Hr1G061500 zlokalizowany na nici rewers na chromosomie 4H, ten gen ma 8 wariantów splicingowych, z których do dalszej analizy wybrano wariant czwarty HORVU4Hr1G061500.4.



Tabela 1.1. Numery dostępu paralogów jęczmienia kodujących czynnik inicjacji elongacji 4E, lokalizacja genów na chromosomach, pozycja genów na chromosomach jęczmienia oraz numery sekwencji kodujących (CDS) wybranych do dalszych analiz.
	[bookmark: _Hlk87445333]Lp.
	Numer ID genu
	Lokalizacja na chromosomie
	Pozycja na chromosomie
	Numery wybranych sekwencji CDS

	1
	HORVU1Hr1G039260
	1H
	275290250 - 275294068
	HORVU1Hr1G039260.2.

	2
	HORVU2Hr1G094490
	2H
	664937221 - 664938271
	HORVU2Hr1G094490.1

	3a
	HORVU3Hr1G113940
	3H (3aH)
	689854512 - 689861683
	HORVU3Hr1G113940.2

	3b
	HORVU3Hr1G007130
	3H (3bH)
	17361894 - 17365454
	HORVU3Hr1G007130.1

	4
	HORVU4Hr1G061500
	4H
	516126711 - 516130946
	HORVU4Hr1G061500.4




W kolejnym etapie porównano sekwencje kodujące transkryptów (CDS) wszystkich wyżej wymienionych genów. Użyto do tego celu programu Clustal W z pakietu LaserGene. Sekwencje porównano parami po to, żeby sprawdzić jakie jest wzajemne podobieństwo paralogów oraz czy można zaprojektować startery, które będą unikatowe do każdej z tych sekwencji. Sekwencje nukleotydowe czterech z pięciu analizowanych CDS, mimo wysokiego podobieństwa są wystarczające różne do projektowania unikatowych starterów. Natomiast CDS dwóch genów Chr2H (HORVU2Hr1G094490.1) i Chr4H (HORVU4Hr1G061500.4) są w regionie 1 – 452 pz prawie identyczne. Zaprojektowanie starterów specyficznie amplifikujących tylko te geny może być utrudnione lub niemożliwe (Tabela 1.2).

Tabela 1.2. Wyniki porównania sekwencji kodujących (CDS) wybranych transkryptów pięciu genów jęczmienia kodujących eIF4E.

	Lp.
	Numer genu / CDS 1
	Numer genu / CDS 2
	Unikatowe startery

	1
	Chr1H
	 HORVU1Hr1G039260.2.
	Chr3aH
	HORVU3Hr1G113940.2
	TAK

	2
	Chr1H
	HORVU1Hr1G039260.2
	Chr3bH
	HORVU3Hr1G007130.1
	TAK

	3
	Chr1H
	HORVU1Hr1G039260.2
	Chr2H
	HORVU2Hr1G094490.1
	TAK

	4
	Chr2H
	HORVU2Hr1G094490.1
	Chr3aH
	HORVU3Hr1G113940.2
	TAK

	5
	Chr2H
	HORVU2Hr1G094490.1
	Chr3bH
	HORVU3Hr1G007130.1
	TAK

	6
	Chr4H
	HORVU4Hr1G061500.4
	Chr3aH
	HORVU3Hr1G113940.2
	TAK

	7
	Chr4H
	HORVU4Hr1G061500.4
	Chr3bH
	HORVU3Hr1G007130.1
	TAK

	8
	Chr2H
	HORVU2Hr1G094490.1
	Chr4H
	HORVU4Hr1G061500.4
	dla 2H NIE
dla 4H TAK/NIE




Eksperymentalne potwierdzenie obecności paralogów w DNA genomowym jęczmienia
Wykonano izolację genomowego DNA z liści roślin jęczmienia odmiany Golden Promise,  zaprojektowano startery do wybranych paralogów HveIF4E (Tabela 1.3.) oraz amplifikowano fragmenty wybranych paralogów HveIF4E. 
Dla genu HORVU1Hr1G039260 na chromosomie pierwszym (1H) zaprojektowano startery w wybranym regionie drugiego egzonu, dające produkty amplifikacji o długości  562 pz (1H_Ont_gRNA138fw1, 1H_Ont_gRNA138rv1). 
Dla genu HORVU2Hr1G094490  zidentyfikowanego na chromosomie drugim (2H) zaprojektowano jedną parę starterów w wybranym regionie drugiego egzonu, dające produkty amplifikacji o długości  570 pz (2H_Ont_gRNAfw1, 2H_Ont_gRNArw1). 
Dla genu HORVU3Hr1G113940  zidentyfikowanego na chromosomie trzecim (3aH) zaprojektowano startery w wybranym regionie drugiego egzonu, dające produkty amplifikacji o długości  588 pz (3aH_Ont_gRNA130fw1, 3aH_Ont_gRNA130rw1).
Dla genu HORVU3Hr1G007130 zidentyfikowanego na chromosomie trzecim (3bH) zaprojektowano startery w wybranym regionie czwartego egzonu, dające produkty amplifikacji o długości  513 pz (3bH_Ont_gRNA82fw1, 3bH_Ont_gRNA82rw1).
Dla genu HORVU4Hr1G061500 zidentyfikowanego na chromosomie czwartym (4H) zaprojektowano startery w wybranym regionie czwartego egzonu, dające produkty amplifikacji o długości  570 pz (4H_Ont_gRNA47fw1, 4H_Ont_gRNA47rw1) (Tabela 1.3).

Tabela 1.3 Startery  zaprojektowane do wybranych regionów genomowego DNA dla pięciu zidentyfikowanych paralogów HveIF4E.
	Nr genu EnsemblePlants / Nr wybranego do analizy CDS
	Chromosom
	Egzon
	Nazwa startera oraz sekwencja nukleotydowa 5’ – 3’
	Długość amplikonu (pz)

	HORVU1Hr1G039260
HORVU1Hr1G039260.2
	1H
	2
	1H_Ont_gRNA138fw1
CAATCAGAGCCATGCACTGC
1H_Ont_gRNA138rv1
ATGGACCCAAACCATCGCAA
	562

	HORVU2Hr1G094490
HORVU2Hr1G094490.1
	2H
	2
	2H_Ont_gRNAfw1
ACATCACTTGAGAATCCCATGA
2H_Ont_gRNArw1
CCCACGGACCTGCATCTTTT
	570

	HORVU3Hr1G113940
HORVU3Hr1G113940.2
	3aH
	2
	3aH_Ont_gRNA130fw1
AGCCACCTACAAGCATTCCC
3aH_Ont_gRNA130rw1
CGACTGCTCCGCAAATTTCA
	588

	HORVU3Hr1G007130 HORVU3Hr1G007130.1
	3bH
	4
	3bH_Ont_gRNA82fw1
AGCGGCGATGGTACGAATAG
3bH_Ont_gRNA82rw1
GGATTGGGTGTCCGAATGGT
	513

	HORVU4Hr1G061500 HORVU4Hr1G061500.4
	4H
	4
	4H_Ont_gRNA47fw1
ACATCACTTGAGAATCCCATGA
4H_Ont_gRNA47rw1
CCCACGGACCTGCATCTTTT
	570



Wybrane regiony genomowego DNA jęczmienia odmiany Golden Promise amplifikowano przy użyciu starterów zaprojektowanych do paralogów HveIF4E oraz genomowego DNA jako matrycy. Uzyskane amplikony sprawdzano elektroforetycznie. Przykładowe zdjęcie (Rys 1.2) przedstawia rozdział elektroforetyczny produktów amplifikacji wybranych regionów gDNA poszczególnych paralogów HveIF4E zidentyfikowanych na pierwszym, drugim, trzecim oraz czwartym chromosomie. 

[image: Obraz zawierający tekst

Opis wygenerowany automatycznie]
Rysunek 1.2 Rozdział elektroforetyczny amplikonów analizowanych regionów genów HveIF4E jęczmienia Golden Promise w 1,5 % żelu agarozowym. 2H – amplikon o długości 570 pz dla wybranego regionu genu HORVU2Hr1G094490,  1H – amplikon 562 pz dla HORVU1Hr1G039260, 3aH – amplikon 588 pz dla genu HORVU3Hr1G113940, 3bH – amplikon 513 pz dla HORVU3Hr1G007130 oraz 4H – amplikon 570 pz dla wybranego regionu genu HORVU4Hr1G061500. M – Marker wielkości.

Obecność amplikonów uzyskanych z użyciem gDNA jest eksperymentalnym potwierdzeniem obecności paralogów w genomie jęczmienia.
Dyskusja
W zespole Kanyuka et al. (2005) został sklonowany i sekwencjonowany allel odporności wirusy. Allel ten jest położony na długim ramieniu chromosomu 3H, a jego sekwencja mRNA została zdeponowana w NCBI pod numerem AJ699059. Klon ten, użyty do przeszukania baz sekwencji jęczmienia, pozwolił zidentyfikować w NCBI 77 klonów o bardzo wysokim podobieństwie (E=0) oraz 5 genów w genomie jęczmienia w bazie EnsemblePlants. Sekwencje kodujące wszystkich tych pięciu genów (z EnsemblePlants) kodowały białko  zawierające domenę  IPR001040 Translation Initiation Factor 4E. Brak innych obiektów znalezionych w tej analizie wskazał, że te 5 obiektów reprezentuje wszystkie geny jęczmienia kodującej białko eIF4E. Podsumowując można powiedzieć, że rodzina eIF4E w jęczmieniu liczy 5 genów paralogów HveIF4E. Jest to wynik nowy, wcześniej nie publikowany. 
Wyniki przeszukiwań wykonane w obydwu bazach (NCBI i EnsemblePlants) były kompatybilne i wzajemnie zgodne a różna liczba obiektów wynika ze struktury obydwu baz. W NCBI gromadzone są wszystkie sekwencjonowane klony genomowe i mRNA natomiast EnsemblePlants reprezentuje sekwencje genomowe jednej odmiany. Duża liczba klonów w NCBI o bardzo zbliżonej do siebie (lub identycznej) sekwencji jest obrazem zróżnicowania alleli tego locus w różnych genotypach jęczmienia. Te dane będą wykorzystane w dalszych etapach projektu. 
Poznano chromosomową lokalizację każdego z paralogów. Dwa z nich zlokalizowane są na chromosomie 3H, tym samym gdzie leżą allele odporności na wirusy. Pozostałe paralogi są na chromosomach 1H, 2H i 4H. Interesujące że dotychczas na żadnym z chromosomów 1H, 2H i 4H nie zlokalizowano alleli lub QTL odporności na wirusy. Może to wskazywać, że z pięciu paralogów tylko te z chromosomu 3H kodują białko eIF4E, które jest wykorzystywane przez wirusy w trakcie infekcji i może ono być określone jako „białka podatności”.
Wnioski i podsumowanie
1. Zidentyfikowano 5 genów jęczmienia kodujących białka z domeną IPR001040 czynnika inicjacji elongacji 4E. 
2. Geny reprezentują paralogi rodziny genów HveIF4E.
3. Paralogi zlokalizowane są na 4 chromosomach 1H, 2H, 3H i 4H. 
4. Dwa paralogi są na chromosomie 3H, tym samym na którym zmapowano allele genu odporności na wirusy.
5. Eksperymentalnie potwierdzono, że regiony zidentyfikowane in silico są elementem genomu jęczmienia. 

1. Mierniki dla tematu badawczego 1
	Lp.
	Miernik[footnoteRef:2] [2:  Podać miernik – np. ilość planowanych testów, prób, badanych genotypów et] 

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	1
	[bookmark: _Hlk87605383]Liczba paralogów genu eIF4E zidentyfikowanych metodami bioinformatycznymi in silico w genomie jęczmienia. 
	4
	5 (1)

	2
	Liczba paralogów HveIF4E potwierdzonych eksperymentalnie w genomie jęczmienia.
	3
	      3



(1) W temacie 1 zidentyfikowano pięć paralogów eIF4E jęczmienia. Odpowiada to liczbie wszystkich paralogów genu eIF4E w genomie jęczmienia.


3. 2. Temat badawczy 2 
Cel tematu badawczego 2. 
Celem tematu było poznanie wybranych regionów sekwencji genomowej HveIF4E w odmianie Golden Promise.
Wyżej opisany cel został zrealizowany w całości.
Materiały i metody
Izolację genomowego DNA z roślin Golden Promise, projektowanie starterów i analizę elektroforetyczną amplikonów wykonano wg procedur wcześniej opisanych. Oczyszczone amplikony posyłano do sekwencjonowania matryc w firmie Genomed. Analiza chromatografów po sekwencjonowaniu przy użyciu programu FinchTV a wyniki sekwencjonowania analizowano przy użyciu pakietu LaserGene (DNASTAR).
Wyniki
Wybrane regiony genomowego DNA jęczmienia odmiany Golden Promise amplifikowano przy użyciu starterów zaprojektowanych do paralogów HveIF4E oraz genomowego DNA jako matrycy. Uzyskane amplikony sprawdzano elektroforetycznie. Przykładowe zdjęcie zostało prezentowane w temacie 1 (Rys 2.1). 

W celu otrzymania DNA do sekwencjonowanie amplifikowano wybrane regiony gDNA dwóch paralogów  HveIF4E HORVU3Hr1G113940 (3aH) oraz HORVU3Hr1G007130 (3bH) przy użyciu specyficznych starterów: 3aH_Ont_gRNA130fw1 i 3aH_Ont_gRNA130rw1 dla genu HORVU3Hr1G113940 (3aH)  oraz 3bH_Ont_gRNA82fw1 i 3bH_Ont_gRNA82rw1 dla genu HORVU3Hr1G007130 (3bH) (Tabela 1.3). 
Reakcję właściwej amplifikacji do sekwencjonowania poprzedzała reakcja amplifikacji w gradiencie temperatur przyłączania starterów, umożliwiająca ustalenie optymalnych warunków reakcji PCR (Rys. 2.2). Gradient temperatur przyłączania starterów wykonano w temperaturach od 59 ºC do 64 ºC.  
[image: ]

Rysunek  2.1. Rozdział elektroforetyczny amplikonów w gradiencie temperatur (59 ºC do 64 ºC) w 1,5 % żelu agarozowym. 3aH – amplikon 588 pz analizowanego regionu dla genu HORVU3Hr1G113940 oraz 3bH – amplikon 513 pz analizowanego regionu dla HORVU3Hr1G007130. M – Marker wielkości.

[bookmark: _Hlk87362975]Następnie wybrano temperaturę przyłączania starterów, w wyniku której powstają najbardziej specyficzne produkty amplifikacji. Dla obydwu testowanych genów wybrano temperaturę przyłączania starterów 64 ºC (Rys. 2.1). Uzyskane w wyniku amplifikacji fragmenty, wycinano z żelu, oczyszczano i poddano sekwencjonowaniu matryc. Analizowano  wyniki sekwencjonowania. Przykładowo, przy użyciu programu FinchTV, przedstawiono chromatogram, na którym można, mimo obecności tła, dokonać odczytu analizowanej sekwencji  (Rys. 2.2). Uzyskane wyniki sekwencjonowania zostały złożone do sekwencji całych regionów przy użyciu pakietu LaserGene (DNASTAR). Sekwencje wybranych regionów gDNA genów HORVU3Hr1G113940 oraz HORVU3Hr1G007130 odmiany Golden Promise porównano z sekwencją genomową Morex (IBSC_v2) zdeponowanej w bazie EnsemblePlants http://plants.ensembl.org/index.html. Uzyskane wyniki sekwencjonowania wykazały 100% identyczność analizowanych sekwencji DNA jęczmienia odmiany Golden Promise z sekwencją genomową Morex (IBSC_v2) zdeponowanej w bazie EnsemblePlants http://plants.ensembl.org/index.html (Rys. 2.3 i Rys. 2.4 oraz Rys. 2.5 i Rys. 2.6). W kolejnych etapach sekwencja genomowa z Golden Promise będzie użyta do projektowania sgRNA.
[image: ]
Rysunek 2.2. Fragment chromatogramu analizowanego regionu genu HORVU3Hr1G113940 po sekwencjonowaniu.

[image: ]
Rysunek 2.3.
Lokalizacja sekwencjonowanego amplikonu z gDNA Golden Promise w regionie genu HORVU3Hr1G113940 (3aH) odmiany Morex z EnsemblePlants. 

[image: ]
Rysunek 2.4. Porównanie sekwencji nukleotydowej wybranego regionu gDNA genu HORVU3Hr1G113940 (3aH) jęczmienia odmiany Golden Promise z sekwencją genomową Morex przy użyciu programu MegAlign.  

[image: Obraz zawierający tekst

Opis wygenerowany automatycznie]
Rysunek 2.5. Lokalizacja sekwencjonowanego amplikonu z gDNA Golden Promise w regionie genu HORVU3Hr1G007130 (3bH) odmiany Morex z EnsemblePlants. 

[image: ]
Rysunek 2.6. Sekwencja nukleotydowa wybranego regionu gDNA jęczmienia odmiany Golden Promise porównana, w programie MegAlign (LaserGene) z sekwencją EnsemblePlants HORVU3Hr1G007130 (3bH) odmiany Morex. Wynik wskazuje na 100% zgodność obydwu sekwencji.
Dyskusja 
W bazie EnsemblePlants zdeponowana jest sekwencja genomowa odmiany Morex. W procedurze edytowania genów sekwencja projektowanego sgRNA musi być w pełni zgodna z sekwencją docelową w genomie użytej odmiany. W temacie 2 amplifikowano i sekwencjonowano fragmenty dwóch paralogów HveIF4E z odmiany Golden Promise i porównano z sekwencjami z EnsemblePlants (odmian Morex). Porównanie sekwencji wykazało pełną, 100% identyczność obydwu regionów. Wynik ten potwierdza możliwość wykorzystania EnseblePlants do projektowania sekwencji nukleotydowej sgRNA w tym projekcie. W roku 2020 udostępniona została 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 genów. Jej konstrukcja pozwala jedynie na porównanie określonych sekwencji. Ta funkcja będzie wykorzystywana w dalszym toku tego projektu. 
Wnioski i podsumowanie
1. Poznano sekwencje nukleotydowe regionów kodujących dwóch paralogów eIF4E zlokalizowanych na chromosomie 3H. 
2. Wykazano 100% identyczność odczytanych eksperymentalnie sekwencji odmiany Golden Promise z odpowiadającymi im regionami genomu odmiany Morex (EnsemblePlants). 

Mierniki dla tematu badawczego 2
	Lp.
	Miernik[footnoteRef:3] [3:  Podać miernik – np. ilość planowanych testów, prób, badanych genotypów et] 

	wartość miernika podana w opisie zadania
	Wartość miernika zrealizowana

	1
	[bookmark: _Hlk87362704]Liczba regionów kodujących w HveIF4E jęczmienia o poznanej sekwencji nukleotydowej.
	        2
	2



[bookmark: _Hlk88130901]
3.3 Temat badawczy 3  (realizacja we współpraca z zespołem prof. Beaty Hasiów-Jaroszewskiej, IOR-PIB)
Cel tematu badawczego 3. 
Celem tematu badawczego 3 jest pozyskanie izolatów wirusa żółtej mozaiki jęczmienia (BaYMV) i wirusa łagodnej mozaiki jęczmienia (BaMMV). Temat będzie wykonany we współpracy z zespołem z IOR-PIB.
Wyżej opisany cel został zrealizowany w całości.
Materiały i metody
Materiał do badań stanowiły komercyjne izolaty BaMMV (PV-0329) i BaYMV (PC-0634) zakupione w Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH (Brunszwik, Niemcy). Izolaty namnażano poprzez mechaniczną inokulację młodych roślin jęczmienia będących w fazie rozwojowej 2 liścia (12 w skali BBCH), z użyciem 0,05M buforu fosforowego pH 7,0. Rośliny utrzymywano w temperaturze ok. 14 °C, w standardowych warunkach nasłonecznienia, w szklarni. W badaniach wykorzystano odmiany jęczmienia ozimego: Maris Otter, Vanessa, Bażant, Bursztyn, Meridian jak i odmianę jęczmienia jarego: Golden Promise. Matrycę do badań molekularnych stanowił całkowity RNA wyizolowany z porażonych przez BaYMV-DSMZ i BaMMV-DSMZ roślin jęczmienia odm. Maris Otter. 
Wykrywanie wirusów
Ocenę porażeń badanych roślin wykonywano po 6 tygodniach za pomocą testu DAS-ELISA z użyciem komercyjnych zestawów przeciwciał i koniugatów specyficznych dla BaMMV i BaYMV z DSMZ. Za pozytywne wyniki analizowanych prób uznawano te, których wartość OD (gęstość optyczna) była równa lub wyższa niż trzykrotna średnia wartości OD dla prób negatywnych  (zdrowe rośliny ze szklarni). Wyniki testów DAS-ELISA były weryfikowane za pomocą testów RT-PCR. Na potrzeby niniejszych badań zaprojektowano różne pary specyficznych starterów (Tabela 3.1.). W tym celu wykonano wstępną analizę w programie ClustalW z pakietu BioEdit, która polegała na wielosekwencyjnym przyrównaniu sekwencji nukleotydów RNA1 BaYMV i BaMMV dostępnych z bazy GenBank NCBI. Po zestawieniu tych sekwencji zaprojektowano startery okalające pełną sekwencję kodującą genu białka płaszcza (CP) BaYMV i BaMMV, tak aby wykrywały one jak najszersze spektrum izolatów badanych wirusów. Do projektowania starterów wykorzystano program Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3). 
Do izolacji całkowitego RNA z porażonych przez BaYMV-DSMZ i BaMMV-DSMZ roślin stosowano zestaw RNeasy Mini Kit firmy Qiagen (Niemcy). Izolację prowadzono zgodnie z procedurą dostarczoną przez producenta. Uzyskany całkowity RNA zawieszono w 40 µl wody i przechowywano w -20°C. Amplifikację sekwencji kodującej genu CP BaMMV i BaYMV prowadzono zarówno na drodze jednoetapowej reakcji RT-PCR z wykorzystaniem zestawu Transcriptor OneStep RT-PCR  Kit (Roche, Niemcy) jak i klasycznej, dwuetapowej wersji tej reakcji.  Do odwrotnej transkrypcji stosowano zestaw SuperScript IV oraz startery random hexamers (ThermoScientific, USA), a do reakcji PCR  używano AccuPrime™ Taq DNA Polymerase System (ThermoScientific) oraz specyficzne pary starterów (Tabela 3.1.). Reakcje prowadzono zgodnie z zaleceniami producentów. 

Tabela 3.1. Startery  wykorzystane w reakcjach RT-PCR
	Starter
	Sekwencja starterów 5’ – 3’
	Ta
	Wielkość produktu [pz]

	BaYMVcp-F
	GCCATGACTCAATCCTCAACC
	55°C
	1074

	BaYMVcp-R
	GTTCCGAGCCTGATACAAAG
	
	

	BaMMVcp-F
	CCCATCGTGGAGGAAACATT
	50°C
	805

	BaMMVcp-R
	GGAAATGTAAGTGCATGAGAG
	
	




Otrzymane produkty reakcji wizualizowano po elektroforezie w 1% żelu agarozowym z dodatkiem barwnika Midori Green firmy Nippon Genetics Europe GmbH (Niemcy) w świetle UV. Specyficzność metody potwierdzono za pomocą sekwencjonowania otrzymanych produktów reakcji. Uzyskane fragmenty genomu badanych wirusów eluowano z żelu przy użyciu zestawu Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System firmy Promega (USA), zgodnie z procedurą zalecaną przez producenta, a następnie przesyłano do sekwencjonowania do firmy zewnętrznej (Genomed S.A.) z Warszawy. Sekwencje nukleotydów analizowano przy zastosowaniu programu BlastN (www.ncbi.nlm.nih.gov/blastn) i edytowano przy użyciu oprogramowania BioEdit software. 
Analiza filogenetyczna
Badania filogenetyczne prowadzono z wykorzystaniem uzyskanej pełnej sekwencji nukleotydów i wydedukowanej sekwencji aminokwasów genu CP BaYMV-DSMZ i BaMMV-DSMZ, a także innych 26 izolatów BaYMV i 13 izolatów BaMMV z bazy GenBank NCBI. Wstępne przyrównanie sekwencji wykonano w ClustalW, a analizy filogenetyczne sekwencji nukleotydów i aminokwasów wykonano stosując odpowiednio model Kimura 2-paramaters (K2+G) oraz model Jones’a-Taylor’a-Thornton’a (JTT+G) w programie MEGA7.
Oczyszczanie preparatu wirusowego
[bookmark: _Hlk88053236]Materiał roślinny z objawami systemicznej mozaiki liści zbierano ok. 6-8 tygodni po inokulacji, a następnie homogenizowano w 0,1M buforze cytrynianu potasu o pH 7,0 z dodatkiem EDTA oraz świeżo przygotowanego 0,01M PMSF (fluorku fenylometylosulfonylu) i wirowano 5000g przez 15 min w 4 °C. Do uzyskanego supernatantu dodawano 2% objętości Titonu X-100, wytrząsano ok. 1h na lodzie, a następnie wirowano 35000 g przez 2 h na 20% poduszce sacharozy. Uzyskany osad rozpuszczano w buforze początkowym, a następnie wirowano 40000g przez 18h w gradiencie chlorku cezu. Opalizującą w świetle UV warstwę oczyszczonego wirusa zagęszczano poprzez wirowanie 40000g przez 2h. Otrzymany osad rozpuszczano w tym samym buforze i przechowywano w -20ºC jako oczyszczony preparat wirusowy. Stężenie uzyskiwanych preparatów oceniano spektrofotometrycznie.
Wyniki
[image: Obraz zawierający warzywo

Opis wygenerowany automatycznie][image: C:\Users\User\Desktop\M.O.1.jpg]Infekcje wirusowe BaYMV-DSMZ i BaMMV-DSMZ wywoływały podobne objawy w postaci: mozaiki i chlorotycznych przebarwienia blaszek liściowych oraz zahamowania wzrostu porażonych roślin jęczmienia. Przykłady objawów zamieszczono na Rys. 3.1.










Rysunek 3. 1. Objawy porażenia wirusem BaMMV-DSMZ na jęczmieniu odm. Maris Otter (A) i odmianie Bażant (B).

Wyniki testów DAS-ELISA inokulowanych roślin zestawiono w Tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Wyniki wykrywania BaMMV-DSMZ i BaYMV-DSMZ przez DAS-ELISA w różnych odmianach jęczmienia.
 
	Odmiana jęczmienia
	Liczba porażonych roślin/liczba badanych roślin 

	
	BaMMV-DSMZ
	BaYMV-DSMZ

	Bażant
	21/39
	0/2

	Bursztyn
	1/9
	1/21

	Golden Promise
	8/16
	0/2

	Conchita
	0/9
	-

	Meridian
	0/22
	-

	Maris Otter
	16/25
	3/107

	Vanessa
	7/7
	0/6


 
Z powodu trudności z namnożeniem odpowiedniej liczby porażonych przez BaYMV-DSMZ roślin jęczmienia, jak dotychczas czysty preparat wirusa udało się uzyskać jedynie dla BaMMV-DSMV. Obserwacje oczyszczonego preparatu BaMMV-DSMZ wybarwionego 1% PTA w transmisyjnym mikroskopie elektronowym Hitachi HT7700 wykazały obecność licznych nitkowatych cząstek typowych dla potywirusów (Rys. 3.2.).

[image: C:\Users\User\Desktop\BAYMV\BaMMV mikroskop\14.10.21 BaYMV prep oczyszczony PTA 4.tif]
Rysunek 3. 2. Obraz oczyszczonego preparatu BaMMV-DSMZ w transmisyjnym mikroskopie elektronowym. Skala 500nm.


Wyniki RT-PCR

805 pz







Rysunek 3.3. Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji RT-PCR ze starterami BaMMVcp-F/BaMMVcp-R, M – 100-bp DNA ladder (Novazym), 1-3 – BaMMV-DSMZ, K- – kontrola negatywna

1074 pz









Rysunek 3.4. Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji RT-PCR ze starterami BaYMVcp-F/BaYMVcp-R , M – 100-bp DNA ladder (Novazym), 1-4 – BaYMV-DSMZ, K- – kontrola negatywna

Wyniki sekwencjonowania pozwoliły na ustalenie całkowitej sekwencji kodującej genu CP BaMMV-DSMV i BaYMV-DSMV o długości odpowiednio 753 nt i 891 nt. Analizy porównawcze wykazały najwyższe podobieństwo (99%) sekwencji nt BaMMV-DSMZ z sekwencjami nt niemieckich izolatów BaMMV-MO-15-280C (KX1171901) i BaMMV-Asl1 (AJ242725) oraz japońskim izolatem BaMMV-Ka1 (DX0949). Analogiczne badania prowadzone dla BaYMV-DSMZ wskazały na najwyższe (99%) podobieństwo z fragmentami sekwencji nt francuskiego izolatu BaYMV-HYT-37 (MN107377) oraz niemieckich izolatów BaYMV-MO-13-74C (KX117197) i BaYMV-MO-15-280C (KX117208). 

Analizy filogenetyczne

[image: ]
Rysunek 3.5. Drzewo filogenetyczne wykonane na podstawie sekwencji nt genu CP BaMMV (Mega 7, Maximum Likelihood, model K2+G).

[image: ]

Rysunek 3. 6. Drzewo filogenetyczne wykonane na podstawie sekwencji aa genu CP BaMMV (Mega 7, Maximum Likelihood, model JTT+G).

[image: ]
Rysunek 3. 7. Drzewo filogenetyczne wykonane na podstawie sekwencji nt genu CP BaYMV (Mega 7, Maximum Likelihood, model K2+G).

[image: ]
Rysunek 3. 8. Drzewo filogenetyczne wykonane na podstawie sekwencji aa genu CP  BaYMV (Mega 7, Maximum Likelihood, model JTT+G).

Dyskusja
Komercyjne liofilizaty izolatów BaMMV (PV-0329) i BaYMV (PC-0634) uzyskane z kolekcji DSMZ po użyciu jako inokulum siewek podatnej odmiany Maris Otter wywołały typowe dla obydwu wirusów objawy porażenia. Potwierdza to i) infekcyjność uzyskanych izolatów oraz ii) skuteczność użytej procedury inokulacji. Obrazy oczyszczonych preparatów BaMMV-DSMZ z mikroskopu elektronowego wykazały strukturę nitkową typową dla potywirusów. 
Skuteczność inokulacji odmiany Golden Promise izolatem BaMMV była wysoka i jest wystarczająca aby badać podatność dzikich i docelowo edytowanych roślin tej odmiany. Skuteczność inokulacji Golden Promise izolatem BaYMV była niesatysfakcjonująca. Użycie tego izolatu do oceny podatności roślin edytowanych będzie wymagało kolejnych powtórzeń, dopracowania procedury lub alternatywnie użycia innego izolatu BaYMV. Niezależnie od tych różnic obecnie używany izolat BaMMV oraz procedura są odpowiednie do dalszych etapów pracy. Analizy sekwencji kodującej białko CP izolatu BaYMV z kolekcji DSMZ wskazały bardzo wysokie 99% podobieństwo do  izolatów niemieckich i japońskich tego gatunku wirusa. Obserwowano podobnie wysokie 99% podobieństwo użytego izolatu BaYMV z izolatami francuskimi i niemieckimi BaYMV.
Podsumowanie:
1. Z kolekcji DSMZ pozyskano izolaty wirusów BaMMV i BaYMV.
2. Obserwowano różne poziomy infekcyjności ww. izolatów po inokulacji różnych odmian jęczmienia. Wysoka skuteczność inokulacji Maris Otter odmiany podatnej i modelowej dla tych prac potwierdza przydatność otrzymanych izolatów do planowanych badań.
3. Skuteczność inokulacji odmiany Golden Promise jest wystarczająca dla izolatu BaMMV. Natomiast wymaga dopracowania dla izolatu BaYMV. 
4. Charakterystyka molekularna obydwu izolatów potwierdziła ich wysokie podobieństwo do izolatów europejskich (niemieckich i francuskich) oraz japońskich.

Mierniki dla tematu badawczego  3  (podać w tabeli)
	Lp.
	Miernik[footnoteRef:4] [4:  Podać miernik – np. ilość planowanych testów, prób, badanych genotypów et] 

	wartość miernika podana w opisie zadania
	Wartość miernika zrealizowana

	1
	Liczba pozyskanych i wstępnie scharakteryzowanych izolatów wirusa żółtej mozaiki jęczmienia BaYMV.
	1
	1

	2
	Liczba pozyskanych i wstępnie scharakteryzowanych izolatów wirusa łagodnej mozaiki jęczmienia BaMMV.
	1
	      1




3. 4. Temat badawczy 4 
Celem tematu badawczego 4 było wykonanie pierwszego etapu analizy ekspresji wybranych HveIF4E w roślinach odmiany Golden Promise.
Wyżej opisany cel został zrealizowany w całości.
Materiały i metody
[bookmark: _Hlk87282973]Całkowite RNA wolne od genomowego gDNA izolowano przy użyciu zestawu TRI Reagent® Solution i poddano trawieniu przy użyciu DNazy wolnej od RNaz. Brak zanieczyszczeń gDNA sprawdzano w reakcji PCR przy użyciu starterów zaprojektowanych do aktyny. Tak uzyskane RNA stanowiło matrycę do syntezy pierwszej nici cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji z użyciem zestawu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Zsyntetyzowane cDNA rozcieńczano 6x i użyto jako matrycy w reakcji qPCR. Każda próbka cDNA została przygotowana w trzech niezależnych powtórzeniach biologicznych. 
Sekwencje nukleotydowe cDNA paralogów HveIF4E posłużyły do projektowania starterów do qPCR (Tabela 4.1) przy użyciu programu Primer3 http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/. W celu ustalenia optymalnych warunków reakcji PCR testowano gradient temperatur przyłączania starterów (Rys. 4.1, Rys. 4.2). Specyficzne produkty amplifikacji (Rys. 4.3) oczyszczano przy użyciu zestawu GeneJet PCR Purification Kit (Thermo Scientific), stężenie próbek mierzono przy użyciu spektrofotometru NanoDrop. Przy pomocy kalkulatora http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html obliczano liczbę kopii DNA. Z tak uzyskanej zawiesiny DNA badanego genu i genu referencyjnego przygotowano serię rozcieńczeń standardów genu referencyjnego i każdego z genów badanych niezbędnych do uzyskania krzywej kalibracyjnej.
Każda z analiz qPCR składała się z kompletu reakcji qPCR obydwu serii rozcieńczeń standardowych (gen badany + gen referencyjny) oraz jednocześnie wykonanej reakcji qPCR analizowanych próbek cDNA. Wszystkie te reakcje wykonano w 3 powtórzeniach technicznych. Całą analizę jednej kombinacji wybranego genu wykonano trzykrotnie dla trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. We wszystkich wyżej opisanych reakcjach qPCR użyto zestawu 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne). Reakcje wykonano w termocyklerze CFX384 BioRad. Względny poziom ekspresji analizowanych genów obliczano metodą krzywych standardowych z wykorzystaniem genu referencyjnego ADP – Ribosylation factor. Specyficzność produktów reakcji qPCR każdorazowo oceniano na podstawie analizy krzywych topnienia produktów reakcji (Rys. 4.4).
Wyniki
Całkowite RNA zostało wyizolowane i oczyszczone z genomowego DNA. Uzyskane RNA stanowiło matrycę do syntezy pierwszej nici cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji. Zsyntetyzowane cDNA rozcieńczano 6x i użyto jako matrycy w reakcji qPCR. Każda próbka cDNA została przygotowana z trzech niezależnych powtórzeniach biologicznych. 
Przy użyciu sekwencji nukleotydowych cDNA paralogów HveIF4E zaprojektowano startery do qPCR (Tabela 4.1). 

Tabela 4.1. Startery zaprojektowane do sekwencji nukleotydowych cDNA genów HveIF4E do qPCR.

	EnsemblePlants /Transkrypt wybrany do anallizy
	Chromosom
	Nazwa startera oraz sekwencja nukleotydowa
	Długość amplikonów (pz)

	HORVU1Hr1G039260
HORVU1Hr1G039260.2
	1
	1H_qPCR_FR_1   TGGTACGACATCCAGTCCAA
1H_qPCR_RW_1 CCCCAGCCTTGAATAAATGA
	166 bp

	
	
	1H_qPCR_FR_2  TTTCCGTCCGAGTAAGTTGG
1H_qPCR_RW_2 TTTCCTGGCTTTCATCGAAC
	197 bp

	HORVU2Hr1G094490
HORVU2Hr1G094490.1
	2
	4H_qPCR_FR_1: AGCAGGAGGAGCAGCTACAG 
4H_qPCR_RW_1: TCGACAGTGCTGAAATCGAC
	238

	HORVU3Hr1G113940
HORVU3Hr1G113940.2
	3a
	3aH_qPCR_FR_1:CAGTTGTGGCAAAGGGAAAT    
3aH_qPCR_RW_1:CATGAACGACGAATCCAATG   
	236

	
	
	3aH_qPCR_FR_2: GGTTCACGCTTCACAAGGAT
3aH_qPCR_RW_2: AGCATGCCGACTACCAGACT
	170

	HORVU3Hr1G007130 HORVU3Hr1G007130.1
	3b
	3bH_qPCR_FR_1: ATTTCATCGGCAACTGGTTC 
3bH_qPCR_RW_1:GTCACTCGAAGTGGGTGGTT  
	203

	
	
	3bH_qPCR_FR_2: TGGGTGACTTTGCCCTATTC 
3bH_qPCR_RW_2: CCCTCATTGTTCGACCTTGT
	178

	HORVU4Hr1G061500 HORVU4Hr1G061500.4
	4
	4H_qPCR_FR_1: AGCAGGAGGAGCAGCTACAG 
4H_qPCR_RW_1: TCGACAGTGCTGAAATCGAC
	238

	
	
	4H_qPCR_FR_2: CAAAAAGGCACAAACCCACT
4H_qPCR_RW_2: CTGTAGCTGCTCCTCCTGCT
	166



W wyniku reakcji amplifikacji fragmentów genów pięciu paralogów HveIF4E, uzyskano produkty o pożądanych długościach dla trzech genów: HORVU1Hr1G039260 zlokalizowanego na chromosomie pierwszym (1H), HORVU3Hr1G113940 zlokalizowanego na chromosomie trzecim (3aH) oraz HORVU3Hr1G007130, również zlokalizowanego na chromosomie trzecim (3bH) (Rys. 4.1). Dla dwóch pozostałych analizowanych genów: HORVU2Hr1G094490 zlokalizowanego na chromosomie drugim (2H) oraz  HORVU4Hr1G061500 zlokalizowanego na chromosomie czwartym, w wyniku reakcji amplifikacji oprócz produktów o pożądanej długości powstały też niespecyficzne prążki (Rys. 4.2). Tak uzyskane wyniki świadczą o tym, że analizowane paralogi ulegają ekspresji w jęczmieniu odmiany Golden Promise (są aktywne transkrypcyjnie). W celu ustalenia optymalnych warunków reakcji PCR testowano gradient temperatur przyłączania starterów w temperaturach od 60 ºC do 64 ºC (Rys. 4.1, Rys. 4.2). 

Do analizy ekspresji wytypowano trzy geny: HORVU1Hr1G039260 (1H), HORVU3Hr1G113940 (3aH) oraz HORVU3Hr1G007130 (3bH). W wyniku amplifikacji tych genów uzyskano specyficzne produkty o pożądanych długościach (Rys. 4.3). Specyficzne produkty amplifikacji  oczyszczano przy użyciu zestawu GeneJet PCR Purification Kit, stężenie próbek mierzono przy użyciu spektrofotometru NanoDrop i przy pomocy kalkulatora http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html obliczano liczbę kopii DNA. Z tak uzyskanej zawiesiny DNA analizowanych genów oraz genu referencyjnego przygotowano serię rozcieńczeń standardów, niezbędnych do uzyskanie krzywej kalibracyjnej. Każda z analiz qPCR składała się z kompletu reakcji qPCR obydwu serii rozcieńczeń standardowych (gen badany + gen referencyjny) oraz jednocześnie wykonanej reakcji qPCR analizowanych próbek cDNA. Wszystkie te reakcje wykonano w 3 powtórzeniach technicznych. Całą analizę jednej kombinacji wybranego genu wykonano trzykrotnie dla trzech niezależnych powtórzeń biologicznych. Względny poziom ekspresji analizowanych genów obliczano metodą krzywych standardowych z wykorzystaniem genu referencyjnego ARF (ADP – Ribosylation factor). Specyficzność produktów reakcji qPCR każdorazowo oceniano na podstawie analizy krzywych topnienia produktów reakcji (Rys. 4.4, Rys.  4.5, Rys. 4.6).  Podczas analizy genu HORVU1Hr1G039260 (1H) wykazano, że pomimo uzyskania pojedynczego produktu amplifikacji w reakcji PCR o oczekiwanej długości, wyniki analizy krzywych topnienia produktów reakcji qPCR wykazały obecność dwóch pików o różnych temperaturach topnienia. Świadczy to o obecności innego produktu, który uległ amplifikacji przy użyciu analizowanej pary starterów (Rys. 4.4). Ten gen został wykluczony z analizy ekspresji. Wyniki analizy krzywych topnienia produktów reakcji qPCR pozostałych dwóch genów tj. HORVU3Hr1G113940 (3aH) oraz HORVU3Hr1G007130 (3bH) wykazały obecność pojedynczych pików dla każdego z genów, co świadczy o obecności jednego specyficznego produktu, który ulega amplifikacji przy użyciu analizowanej pary starterów (Rys. 4.5, Rys. 4.6).
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Rysunek 4.1. Rozdział elektroforetyczny amplikonów w gradiencie temperatur (59 ºC do 64 ºC) w 1,5 % żelu agarozowym. Jako matrycy użyto cDNA roślin jęczmienia odmiany Golden Promise. 1H – amplikon o długości 166 pz (analizowany gen - HORVU1Hr1G039260); 3aH – amplikon 236 pz (analizowany gen - HORVU3Hr1G113940); 3bH – amplikon 203 pz (analizowany gen -HORVU3Hr1G007130). M – Marker wielkości.
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Rysunek 4.2. Rozdział elektroforetyczny amplikonów w gradiencie temperatur (59 ºC do 64 ºC) w 1,5 % żelu agarozowym. Jako matrycy użyto cDNA roślin jęczmienia odmiany Golden Promise. 4H – amplikon o długości 166 pz (analizowany gen - HORVU4Hr1G061500); 2-4H – amplikon 238 pz (analizowany gen - HORVU2Hr1G094490 iHORVU4Hr1G061500. M – Marker wielkości. H2O – kontrole negatywne poszczególnych par starterów użytych w reakcji.

[image: ]
Rysunek 4.3. Rozdział elektroforetyczny amplikonów trzech genów HveIF4E jęczmienia Golden Promise w 1,5 % żelu agarozowym. 1H – amplikon 166 pz dla HORVU1Hr1G039260, 3aH – amplikon 236 pz dla genu HORVU3Hr1G113940, 3bH – amplikon 203 pz dla HORVU3Hr1G007130. M – Marker wielkości.
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Rysunek 4.4. Krzywa topnienia produktu reakcji PCR. Analizowany gen - HORVU1Hr1G039260 (1H).
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Rysunek  4.5. Krzywa topnienia produktu reakcji PCR. Analizowany gen - HORVU3Hr1G113940 (3aH).
[image: ]

Rysunek  4.6. Krzywa topnienia produktu reakcji PCR. Analizowany gen - HORVU3Hr1G007130 (3bH).

Analizę ekspresji dwóch wybranych genów wykonano w liściach 14-dniowych siewek jęczmienia odmiany Golden Promise. Do  analizy wybrano geny: HORVU3Hr1G113940 (3aH) oraz HORVU3Hr1G007130 (3bH). Analizy krzywych topnienia produktów reakcji tych genów wykazały obecnośc pojedynczych specyficznych pików o tej samej temperaturze topnienia dla danego genu (Ryc. 4.5, Ryc. 4.6).

Względna ekspresja genu HORVU3Hr1G113940 (3aH) była na poziomie 0,091, natomiast genu HORVU3Hr1G007130 (3bH) była dziesięciokrotne niższa i wynosiła 0,009 (Rys. 4.7).

[image: ]
Rysunek  4.7. Względna ekspresja dwóch genów HveIF4E w liściach 14-dniowych siewek jęczmienia odmiany Golden Promise. 3aH – gen HORVU3Hr1G113940, 3bH – gen HORVU3Hr1G007130. Jako genu referencyjnego użyto ADP-rybosylation factor (ARF) AJ508228. Dane przedstawiają wartości średnie z odchyleniem standardowym. 

Dyskusja
Realizacja tego tematu pozwoliło na przygotowanie warsztatu oraz wykonanie pierwszego etapu analizy ekspresji paralogów HveIF4E. Docelowo, poznanie wzoru ekspresji tych genów w roślinach kontrolnych i roślinach inokulowanych wirusami BaYMV i BaMMV pozwoli wnioskować o potencjalnym udziale każdego z tych genów w procesie patogenezy. 
Wykonanie pełnej analizy ekspresji wymagało dopracowania wielu elementów m.in. zaprojektowania odpowiednich starterów, eksperymentalnego ustalenia warunków amplifikacji, wybrania genu referencyjnego i wstępnego ustalenia poziomu transkryptów. W kolejnych krokach będą opracowane: użycie izolatów wirusa, inokulacja roślin, ocena stopnia porażenia i charakterystyka ekspresji w tak przygotowanym materiale roślinnym.
Analiza zaplanowana w temacie 4 została wykonana na roślinach kontrolnych i obejmowała projektowanie i sprawdzenie starterów do ilościowej analizy transkryptów oraz ustalenie warunków RT-PCR z pomiarem w czasie rzeczywistym dla wybranych paralogów HveIF4E.
Wnioski i podsumowanie
1. Amplifikowano fragmenty transkryptu dwóch paralogów: 3aH HORVU3Hr1G113940 i 3bH HORVU3Hr1G007130.
2. Wykazano, że z ustalonych warunkach amplifikowane są specyficznie fragmenty cDNA każdego transkryptu.
3. Obydwa geny ulegają ekspresji w siewkach jęczmienia.
4. Ilość transkryptu genu 3aH-HORVU3Hr1G113940 jest około 10 razy większy niż genu 3bH-HORVU3Hr1G007130.
5. Tak duże różnice mogą wskazywać na różne funkcje i potrzebę szczegółowej analizy ekspresji w wybranych genotypach w czasie infekcji. 

Mierniki dla tematu badawczego 3
	Lp.
	Miernik[footnoteRef:5] [5:  Podać miernik – np. ilość planowanych testów, prób, badanych genotypów et] 

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	1
	Liczba paralogów HveIF4E o poznanej ekspresji w liściach jęczmienia Golden Promise.
	            2
	2




4. Prezentacja wyników badań (podać w tabeli - należy wymienić konferencje, na których zaprezentowano wyniki i/lub wymienić publikacje, przygotowane i przyjęte do druku w trakcie realizacji zadania w danym roku).
	Prezentacja wyników na konferencjach
	

	lp.
	konferencja 
	prezentacja[footnoteRef:6] [6:  Podać, czy chodzi o wykład plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.] 

	Liczba prezentacji podana w opisie zadania
	Liczba prezentacji zrealizowana

	1
	Nie zaplanowano
	
	
	

	Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych
	

	lp.
	monografia/czasopismo
	publikacja[footnoteRef:7] [7:  Podać, czy planowana jest publikacja oryginalna, czy np. polemika, list do edytora, rozdział w monografie etc.] 

	Liczba publikacji podana w opisie zadania
	Liczba publikacji zrealizowana

	
	Nie zaplanowano
	
	
	



Załączniki[footnoteRef:8]:  Brak załączników  [8:  Podać listę oraz dołączyć do sprawozdania kopie posterów/wyciągi z materiałów konferencyjnych/publikacje etc. W nawiasie podać, na której stronie sprawozdania znajdują się prezentowane wyniki. ] 

[bookmark: _Hlk89338317]5. Adres, pod którym wyniki badań są dostępne na stronie internetowej wnioskodawcy: 
http://bip.ihar.edu.pl/artykul/128/586/l-p-w-zal-do-rozporzadzenia-mrirw-13
6. Miernik zadania - stopień realizacji
	Lp.
	miernik
	Wartość miernika podana w opisie zadania
	Wartość miernika zrealizowana
	Stopień realizacji miernika

	1
	2
	3
	4
	5

	temat badawczy 1

	1.1
	Liczba paralogów genu eIF4E zidentyfikowanych metodami bioinformatycznymi in silico w genomie jęczmienia. 
	4
	5(1)
	[bookmark: _Hlk89094945]1(1)

	1.2
	Liczba paralogów HveIF4E potwierdzonych eksperymentalnie w genomie jęczmienia.
	3
	3
	1

	temat badawczy 2

	2.1
	Liczba regionów kodujących w HveIF4E jęczmienia o poznanej sekwencji nukleotydowej.
	2
	2
	1

	temat badawczy 3

	3.1
	Liczba pozyskanych i wstępnie scharakteryzowanych izolatów wirusa żółtej mozaiki jęczmienia BaYMV.
	1
	1
	1

	3.2
	Liczba pozyskanych i wstępnie scharakteryzowanych izolatów wirusa łagodnej mozaiki jęczmienia BaMMV.
	1
	1
	1

	temat badawczy 4

	4.1
	Liczba paralogów HveIF4E o poznanej ekspresji w liściach jęczmienia Golden Promise.
	2
	2
	1

	
	
	
	ŚREDNIA
	1

	
	
	
	% REALIZACJI ZADANIA
	100%


(1) Zidentyfikowano wszystkie pięć paralogów eIF4E w genomie. Założono, że tych paralogów jest minimum czery i dlatego uznano, że stopien realizacji tematu wynosi „1”.




Sporządzono: 
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	Kierownik zadania
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 KX117199.1 Barley yellow mosaic virus isolate MO-14-032C polyprotein gene complete cds

 MN107378.1 Barley yellow mosaic virus isolate HYT-38 segment RNA1 complete sequence

 KX117203.1 Barley yellow mosaic virus isolate MO-15-407C polyprotein gene complete cds

 AJ515482.1 Barley yellow mosaic virus 1 gene for polyprotein 1 genomic RNA isolate BRZ

 X69757.1 Barley yellow mosaic virus RNA for polyprotein RNA1

 MN107377.1 Barley yellow mosaic virus isolate HYT-37 segment RNA1 complete sequence

 KX117208.1 Barley yellow mosaic virus isolate MO-15-280C polyprotein gene complete cds

 KX117197.1 Barley yellow mosaic virus isolate MO-13-74C polyprotein gene partial cds

 BaYMV-DSMZ

 AB430769.1 Barley yellow mosaic virus genomic RNA segment RNA1 complete sequence strain: BaYMV-IV

 NC 002990.1 Barley yellow mosaic virus RNA 1 complete sequence

 AJ515484.1 Barley yellow mosaic virus 1 gene for polyprotein 1 genomic RNA isolate ASL1

 AB430765.1 Barley yellow mosaic virus genomic RNA segment RNA1 complete sequence strain: BaYMV-I

 MG891923.1 Barley yellow mosaic virus isolate BaYMV-Gangin segment RNA1 complete sequence

 MG891920.1 Barley yellow mosaic virus isolate BaYMV-Gunsan segment RNA1 complete sequence

 MG891922.1 Barley yellow mosaic virus isolate BaYMV-Jeonju segment RNA1 complete sequence

 MF919136.1 Barley yellow mosaic virus isolate YG segment RNA1 complete sequence

 MG891921.1 Barley yellow mosaic virus isolate BaYMV-Goseong segment RNA1 complete sequence

 MG891924.1 Barley yellow mosaic virus isolate BaYMV-Daegu segment RNA1 complete sequence

 AB500948.1 Barley yellow mosaic virus genomic RNA segment 1 complete sequence strain: K05

 AB430767.1 Barley yellow mosaic virus genomic RNA segment RNA1 complete sequence strain: BaYMV-III

 AF536958.1 Barley yellow mosaic virus segment RNA1 complete sequence
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