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Pétniecibas pieteikuma vienoSanas Nr. 1.1.1.2/VIAA/1/16/094

Pusgada popularzinatnisks parskats (1.09.2019.-29.02.2020.) par projekta istenoSanas gaitu

“Transponéjamo elementu variaciju izpete parastas priedes (Pinus sylvestris L.) génu rajonos”

Piekta pusgada laika tika sagatavotas un veiktas ekspresijas analizes. IepriekS miisu petijumos
tika pieradits, ka retrotranspozonu ekspresija butiski palielinas p&c inokul€Sanas ar skujbiri izraisosu
patogénu - Lophodermium seditiosum. leprieks tika noskaidrots, ka §is slimibas simptomi attistas
salidzinosi [éni, bet patogénu drosi var detektet skujas tikai 1-2 méneSus peéc inokuléSanas un Sis laiks
ir atkarigs no augSanas apstakliem (mitruma, apgaismojuma, temperatiras). Retrotranspozonu
ekspresija, kas ir proporcionala ar stresu aktivéto génu ekspresijai, var tikt detekteta jau p&c pirmas
infic€Sanas ned€las, bet pec ménesa ta sasniedz maksimalus raditajus, pakapeniski kritot otraja
inficéSanas ménest, kad patogens sak aktivi vairoties Stinas. Nemot véra §1s zinasanas, RNS tika izdalits
no priezu skujam péc viena ménesa pec inokuléSanas, lai iegiitu pec iesp&jas maksimalu ar mobiliem
elementiem saistito molekulu daudzumu paraugos. InokuléSanas eksperimenti tika veikti p&c ieprieks
optimiz&ta protokola (Voronova et al. 2019). RNS un DNS paraugi tika izdaliti, attiriti, noteikta to

koncentracija. PCR ar specifiskiem patogéna markieriem veikts un patogéns tika apstiprinats.

Tika izstradats jauns protokols paraugu sagatavoSanai ar turpmaku NGS sekvenéSanas
tehnologiju. Tika pielietotas divas stratégijas: 1. transkrib&to RNS paraugu amplifikacija ar ieprieks
izstradatiem génos izplatito mobilo elementu praimeriem; 2. transkribéto RNS molekulu atlase ar
zondém un turpmaka molekulu pavairoSana ar specifisku enzimu. Kontrolei izmantoja biblioteku no
22 génu amplifikacijas produktiem. Ta ka visi markieri tika veidoti balstoties uz P.faeda references
genoma sekvenceém, amplifikacijas efektivitates parbaude mis interes€josai Psylvestris sugai ir
svariga. Amplifikacijas produkti katram paraugam tika apstiprinati ar g€lelektroforézi, dazadu
genotipu paraugi apvienoti un attiriti. Attirito paraugu koncentracijas noteiktas ar Quibit fluorimetru.
legiiti 19 paraugi ar kvalitati atbilstoSu turpmakai sekveng&sanas biblioteku veidoSanai. Tika izveidotas
19 sekvencu bibliotekas peéc lon Xpress Plus gDNA Fragment Library Preparation (Thermofisher)
protokola. Paraugu SkelSanai tika izmantots Covaris fokuséts ultrasonikators. Bibliotekas kvalitati
noverteja ar lon Library TagMan Quantitation kit (Thermofisher) protokola izmantojot reala laika PKR.
Katra posma bibliotekas tika attiritas ar ProNex Size-Selective Purification System (Promega). Ton

Chef aparatiira (Thermofisher) tika izmantota Cipa sagatavoSanai. lon GeneStudio S5 (Thermofisher)
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sisttma izmantota NGS vai multi-paral€lai sekvenéSanai. Tika izmantoti reagenti un Cips garaku
nolasijumu iegiiSanai, kas palidzétu identificét génu fragmentus izveidotajas bibliotekas. Jaunas
aparatiras pirmajai palaiSanai sekoja Iidzi produktu specialiste inZeniere no Lietuvas Rita
un reagentu komplektu lietojumu un niansém. legiits 100% dalinu piesatinajums ar sekvencém un 89%
Cipa parklajums ar dalinam, sekvengsana rezultgjas ar vairak ka 10,5 miljonu nolastijumiem, katra no
bibliotekam tika reprezenteta rezultatos (Att.2). legiitie rezultati palidz&s noskaidrot regulativo mobilo
elementu izplatibu parastas priedes (P.sylvestris) génos un novertet izstradato protokolu rezultatus.
Izgudrota jauna pieeja, kas iesp&jams palidz€s identificét ar transpon&jamiem elementiem (TE)
saistitus génu tiklus nesekvenéto sugu genomiem. Pat ar NGS tehnologiju attistibu, atkartojumu
atrasanas vieta genoma paliek griiti verific€jama, jo to identific€Sanai ir nepiecieSams vairakas reizes
sekvenét genomu ar pietickamu parklajumu, kas daudzam augu sugam ar lieliem genomiem ir
izaicinajums. TE atkartojamiba un savstarp€ja lidziba viena genoma un to variacija starp genotipiem,
tapat art NGS tehnologijas nolasijumu garuma ierobezojumi, nelauj noskaidrot precizu TE atrasanas
vietu. Pat jaunakas (un daudz dargakas) NGS tehnologijas, kas rezult&jas ar garakiem nolasijumiem
(PacBio), ne vienmer var atrisinat TE lokalizaciju un strukttiru, jo daudzi TE ir garaki par 10 kbp, 1pasi

sarezgiti tas ir kailseklu genomiem.

Sagatavota un iesniegta recenzijai publikacija “Comparative study of pine reference genomes
reveals transposable element interconnected gene networks”. Autoru kolektivs: Angelika Voronova,
Martha Rendon-Anaya, Par Ingvarsson, Ruslan Kalendar, Dainis Rungis. Publikacijas uzlabo$anai un
rezultatu verificéSanai tika nodibinata sadarbiba ar augu retrotranspozonu pétnieku Dr.Ruslanu
Kalendaru, kur§ pozitivi noveért€ja padarito darbu un sniedza vértigus komentarus manuskripta

uzlaboSanai.

Saistiba ar nelabvéligiem apstakliem celoSana un augstu iesp&jamibu, ka visi publiskie
pasakumi tiks atcelti bez lidzeklu atgtiSanas iesp&jam, ka ar1 projekta budzeta parplanojumu (NGS
sekvenéSanas ieklauSanu, atvértas pieejamibas publikacijas planoSana), atteicos no planotas dalibas
konferencé Francija. Pieteicos dalibai 62. Daugavpils Universitates starptautiskaja zinatniskaja
konferencg, tika sagatavots un iesniegts kopsavilkums “Variation of mobile genetic elements in pine

genes and flanking regions”.
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Attels 1. NGS biblioteku un ¢ipa sagatavoSanas process.
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Attels 2. NGS rezultatu kopsavilkums, kur ir redzams c¢ipa parklajums, dalinu piesatinajums,

nolastjumu skaits.

Salaspilt, 2020.gada 12. marta

Parskatu sagatavoja: // D% /Dr.Biol. Angelika Voronova/



