Nr rejestracyjny: 2016/23/N/NZ2/01509; Kierownik projektu: mgr Wojciech Krzysztof Bielski

Ewolucja jest procesem zlozonym, w trakcie ktorego dochodzi do zmian wplywajacych na poziom
réznorodnos$ci i ztozono$ci $wiata zywego. Przyktadem tego sg réznice w wielkosci genomu i liczbie
chromosoméw pomiedzy blisko spokrewnionymi gatunkami. Cennym materialem do badan procesow
towarzyszacych ewolucji sa tubiny Starego Swiata (OWL). Jest to grupa gatunkéw 0 wysokim poziomie
zroznicowania pod wzgledem cech genomu takich jak liczba chromosomow czy wielko$é genomu. Zaktada
sig, ze roznice te moga by¢ skutkiem duplikacji/triplikacji catego genomu, ktory miat miejsce na wczesnych
etapach ich ewolucji (okoto 25 milionéw lat temu). Niestety doktadne mechanizmy prowadzace do
wyodrebnienia si¢ nowych gatunkow oraz towarzyszacych temu zmian w obrgbie genomow sa nadal nieznane.

Glownym celem proponowanych badan jest identyfikacja rearanzacji chromosomowych, do ktorych
doszlo w trakcie ewolucji gatunkéw wchodzacych w sklad lubinéw Starego Swiata. Wyniki tych analiz
pozwola na skonstruowanie modelu przemian, do ktorych doszto w obrebie badanej grupy.

Na potrzeby realizacji przedstawionego projektu postawiliSmy nastgpujace hipotezy badawcze:

1. Eubiny Starego Swiata wspoldziela znaczace rejony genomu wykazujace wysoki poziom
podobienstwa pomigdzy gatunkami, natomiast poszczegbdlne chromosomy ulegaty zmianom
strukturalnym w r6éznym stopniu, prowadzacymi do migdzygatunkowego zrdznicowania.

2. Mapowanie cytogenetyczne moze zosta¢ wykorzystane do wykrywania rejonéw, w obrebie ktorych
doszto do rearanzacji chromosomowych. Uzycie sekwencji gatunkowo specyficznych jako sond do
hybrydyzacji in situ pozwoli na rozszyfrowanie ewolucji kariotypéw badanej grupy.

W projekcie zostanie wykorzystana technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), umozliwiajaca
fizyczne zlokalizowanie badanych sekwencji w chromosomach, dzigki czemu mozliwe jest przesledzenie
zmian w ich strukturze pomigdzy analizowanymi gatunkami. Technika ta z powodzeniem wykorzystana
zostata do okreslenia kariotypow gatunkow modelowych takich jak rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis
thaliana) czy ktosownica dwuktoskowa (Brachypodium distachyon) oraz gatunkow uprawnych jak soja
(Glycine Max) czy fasola (Phaseolus vulgaris).

Podobne podejscie zastosowaliSmy w dotychczasowych analizach polegajacych na mapowaniu
poréwnawczym czterech dzikich gatunkéw tubinéw Starego Swiata (Lupinus cryptanthus, L. cosentinii,
L. micranthus i L. pilosus), roznigcych si¢ wiekiem ewolucyjnym, wielkoscia genomu oraz liczbg
chromosoméw z gatunkiem referencyjnym dla rodzaju (L. angustifolius). Uzyskane wyniki pozwolity na
przedstawienie wstepnego zarysu przemian chromosomowych, jednak wykryte zmiany zaszty tylko w obrebie
ograniczonych fragmentéw chromosomoéow (uzytych klonow BAC). Do szczegotowego wyjasnienia zmian
zachodzacych w trakcie ewolucji omawianych gatunkéw tubinéw konieczne jest zaprojektowanie sondy
nowego typu, pozwalajacej na przesledzenie (w jednej reakcji) zmian na calej dlugosci chromosomow.
Umozliwia to wykorzystanie sond chromosomowo specyficznych bazujacych na wielu krotkich sekwencjach
zwanych ,,0ligonukleotydami”. Technika (nazwana przez to ,,0ligopaints”) polega na wykorzystaniu tysigcy
oligonukleotydow jako jednej sondy do FISH. Uzycie tego typu sond umozliwito ,,pomalowania” znacznych
regionéw dwoch chromosoméw ogérka siewnego (Cucumis sativus) i mapowania pordéwnawczego z innymi
gatunkami z rodzaju Cucumis.

W proponowanym projekcie planujemy wygenerowa¢ sondy hybrydyzujace specyficznie z ramionami
wybranych chromosoméw, sktadajace si¢ z zestawow do 20 000 oligonukleotydow. Sondy te zaprojektowane
zostang w oparciu o sekwencje genomowa L. angustifolius i wyniki sekwencjonowania nowej generacji
(Miseq) przeprowadzonego dla trzech dzikich gatunkow tubinow. W toku planowanych badan wygenerowane
zostang rowniez chromosomowo specyficzne markery bazujace na krotkich powtorzeniach sekwencji DNA
(ang. Simple Sequence Repeats — SSR). Markery te wraz z wyselekcjonowanymi wczesniej klonami BAC,
specyficznymi dla badanych chromosoméw zostang uzyte wspoélnie z sondami oligonukleotydowymi w reakcji
FISH. Podejscie to pozwoli na okreslenie doktadnej lokalizacji rejonéw chromosomowych, ktore ulegty
zmianom strukturalnym. Na podstawie analizy ukladu sygnatéw hybrydyzacyjnych w poszczegdlnych
chromosomach mozliwe bedzie wnioskowanie o typie zmian, do ktérych doszto na drodze ewolucji
poszczegblnych gatunkow.



