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Badania zostaty sfinansowane ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu Miniatura 8: 2024/08/X/NZ1/00362

Cladosporium cladosporioides 01 to psychrotroficzny grzyb strzepkowy wyizolowany z gleby pochodzacej z arktycznej tundry (Zachodni Spitspergen).
Szczep ten charakteryzuje si¢ wysokg aktywnoscig oksydacyjng monoterpendow (np. a- i B-pinen) do cennych zwigzkow smakowo-zapachowych i o zwigkszonej
aktywnosci biologicznej. Z kolei, hydrolazy zwigzane z hydrofobowymi strukturami grzybni C. cladosporioides 01 charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscia
perhydrolityczng w octanie etylu, w obecnosci kwasu octowego i wysokiego stezenia H,O, w temperaturze 55°C, co jest wykorzystywane w epoksydacji zwigzkow
terpenowych. Enzymy te wykazuja rowniez wysoka aktywno$¢ estryfikacji alkoholi terpenowych i kwasow karboksylowych w rozpuszczalnikach organicznych.
Ponadto enzymy te charakteryzuja si¢ wysoka stabilno$cia w niekorzystnych warunkach prowadzenia katalizy (wysoka temperatura, obecno$¢ H,O,, kwasow i
rozpuszczalnikow organicznych).

Techniki biologii molekularnej, w szczegdlnosci metoda sekwencjonowania Sangera, pozwalaja na genetyczng charakterystyke izolatow srodowiskowych
wykazujacych unikatowe cechy. Umozliwiaja one wyodrebnienie sekwencji kodujacych konkretne biatka katalityczne, ich ekspresje heterologiczna, co przektada sie
na mozliwos¢ badan nad mechanizmem opornosci biatek na niekorzystne warunki reakcji z zachowaniem wysokiej aktywnosci katalityczne;.

Celem pracy bylo sekwencjonowanie genomu 5t
C. cladosporioides 01. (

Sekwencjonowanie przeprowadzono w firmie zewnetrznej weSEQ.it, ktdrej , 'l \
dostarczono ptytki maltozowe porosnigte grzybnia. Sekwencjonowanie

prowadzono w technologii Illumina NovaSeq 6000, PE 150. Procedura S ,' / \
eksperymentu zostata przedstawiona na Ryc. 1. l/
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l Ryc. 2. Wykres typu circos obrazujacy liczbe oraz dtugo$¢ analizowanych
Sequencing kontigow, CDS, zawarto$§¢ GC, stosunek G/C (w kolejnosci od zewnatrz do
: srodka). Na wykresie pokazano 50 najwiekszych kontigow.

Wykazano obecno$¢ gendow kodujacych 13295 biatek, z ktorych 11385
miato przypisang funkcje. Sklasyfikowane biatka biora udziat w przebiegu
797 unikalnych identyfikatorow szlakow KEGG $ciezek metabolicznych.
Najwiecej genoéw brato udziat w szlakach metabolicznych, najmniej w
procesach obrobki DNA (Ryc. 3).

Ryec. 1. Procedura sekwencjonowania

ANALIZA BIOINFORMATYCZNA

DNA processing

LINUX: regulation and cell signalling
* Trim Galore — usuniecie sekwencji adapterow e respene aetense viwience
* Assembly Unicycler — uzyskanie k-mer(6w) oraz kontigow membran transport

* GlimmerHMM, Quast — wygenerowanie listy potencjalnych genéw -

* BlastN, MetaQuast — przyrownanie do genomu referencyjnego 46

protein processing

* Augustus — przypisanie genéw do Sciezek metabolicznych

Lacznie przygotowano biblioteki przy uzyciu genomowego DNA o

dlugosci wstawki 350 pb, sekwencjonowania na platformie Illumina

NovaSeq i filtrowania w celu uzyskania 6,50 Gb wysokiej jakosci danych. _
Calkowita glebokos¢ sekwencjonowania wynosi okoto 177x, udziat Q20 104%

w danych sekwencjonowania wynosi ponad 98,38%, udziat Q30 w danych etsbelim

sekwencjonowania wynosi ponad 93,98%. cellular processes

RNA processing

Analiza bioinformatyczna uzyskanego genomu pozwolita na okreslenie
nastepujacych statystyk:
uzyskano 755 kontigdw,

N50: 684735 Ryc. 3. Liczba genéw zaangazowanych w analizowane procesy metaboliczne

Dhugo$¢ catkowita: 34101673,

najdtuzszy kontig: 1719253 (Ryc. 2). Analiza bioinformatyczna wskazata obecnos¢ 533 hydrolaz, z czego 18 to
lipazy. Dalsze badania beda skupiaty sie na charakterystyce biochemiczne;j

Sekwencja genu ITS pozwolila na przypisanie analizowanego genomu do lipaz C. cladosporioides 01.

rodzaju Cladosporium.
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