Badania podstawowe na rzecz post¢pu biologicznego w produkcji roslinnej
- zadanie nr 108:
,,Badania nad gametyczna embriogeneza u Lupinus angustifolius L. - indukcja haploidow i
analiza genetycznego podloza tego procesu”

Lubin waskolistny obok tubinu zoéttego jest podstawowym gatunkiem uprawnym z rodzaju
Lupinus. Do wzrostu jego znaczenia w ostatnich latach przyczynito si¢ obnizenie poziomu alkaloidéw
w nasionach i wyselekcjonowanie form o polowej odpornosci na antraknoze. Jest on gltownie
uprawiany, jako roslina rotacyjna ze zbozami, oraz pastewna wykorzystywana w zywieniu zwierzat
(Stawinski 2007, Dolata i Wiatr 2007). Przelomem w badaniach genetycznych u tubinu waskolistnego
byto wyprowadzenie przez badaczy australijskich rekombinowanych linii wsobnych RILs (Nelson i in.
2010), co umozliwito opracowanie— pierwszej mapy genetycznej. Kolejnym krokiem w badaniach
genetycznych bylo zsekwencjonowanie genomu odmiany Tanjil, ktérej genom zostal przyjety jako
referencyjny dla tego gatunku. Istotnym roéwniez etapem byto wyprowadzenie linii RILs technikg SDS
w oparciu o rodzime tto genetyczne (KGHRIN) i skonstruowanie nastgpnej mapy genetycznej (Kozak
2014).

Oczekuje sig, ze zastosowane metody biotechnologiczne takie jak techniki haploidyzacji roslin w
kulturach in vitro oraz diagnostyki molekularnej do identyfikacji haploidow i materiatow
homozygotycznych pozwola na przy$pieszenie procesu otrzymywania materialow wyjsciowych dla
hodowli i badan genetycznych.

Techniki haploidyzacji wykorzystywane i stosowane do uzyskiwania u ro$lin homozygotycznych linii
opieraja si¢ przede wszystkim o cztery podstawowe procesy biologiczne: partogeneze, eliminacjg
chromosoméw, androgeneze in vitro i gynogeneze in vitro . Proces otrzymywania linii
homozygotycznych poznano u bielunia, jeczmienia, ryzu, tytoniu, rzepaku, pszenicy (Foster i in.
2007). Rownolegle z badaniami podstawowymi nastepowato praktyczne wykorzystanie podwojonych
haploidow w programach hodowlanych réznych gatunkéw uprawnych (Matuszynski i in. 2003, Foster
i in. 2007).

Na tle osiagnie¢ u innych gatunkéw proby uzyskania haploidow u Fabaceae sa ciagle na etapie
wstepnych badan (Croser i in. 2006). Z kilkuset gatunkow zaliczanych do tej rodziny, zaledwie u 16
otrzymano zregenerowane pojedyncze rosliny haploidalne na drodze androgenezy wykorzystujac
kultury pylnikowe lub izolowane mikrospory. Przeprowadzone dotychczas prace skupialy si¢ nad
podniesieniem wydajno$ci procesu haploidyzacji. Pierwsze haploidalne tkanki kalusa w
androgenicznej Kulturze pylnikow Pisum sativum otrzymali Gupta i wspotpracownicy 1972 roku.
Nastegpnie Mokhtaarzaden i Constantin (1978) opisali mozliwos$¢ zastosowania kultur pylnikowych do
wyprowadzenia haploidalnych roslin u Trifolium alexandrinum, Glycine max. W rodzaju Lupinus
podejmowane byty proby indukcji haploidow réwniez w kulturach pylnikowych oraz izolowanych
mikrospor, ale konczyly sig tylko otrzymaniem wielokomdérkowych struktur prazarodkow (Caligari i
Omerod 1994, Cambos i Andrada 1994, Galek i in. 2006, Skrzypek i in. 2008 Kozak i in. 2012).

W pierwszej czesci projektu zaplanowane jest poznanie wptywu pytku obcego gatunku — tubinu
z6Mttego (52 chromosomy) oraz tubinu andyjskiego (48 chromosoméw) na rozwoj struktur w woreczku
zalazkowym po zapyleniu ro$lin ubinu waskolistnego. W tym przypadku bedziemy mogli mie¢ do
czynienia z partenogeneza indukowana lub eliminacja chromosomow z zarodka mieszancowego.
Wczesniejsze badania zwiagzane z otrzymywaniem mieszancéw oddalonych w rodzaju Lupinus nie
daty jednoznacznej odpowiedzi czy mamy do czynienia z procesem haploidyzacji czy otrzymywaniem
mieszancoOw oddalonych (Przyborowski i Packa 1997, Przyborowski 2003, Wilson i in. 2008, Galek
2010). Jednoczesnie na tym samym materiale przewidujemy zbadanie czy zachodzi proces
gynogenezy. W niniejszym projekcie proponujemy réwniez opracowanie systemow weryfikacji przy
uzyciu markerow molekularnych i stwierdzenie czy mamy do czynienia z haploidem, podwojonym
haploidem czy mieszancem.

W drugiej czesci projektu proponuje si¢ poznanie wpltywu czynnikow stresowych (temperatury,
sktadu pozywek) na indukcje oraz przebieg androgenezy in vitro. Dokonana zostanie analiza profilu
ekspresji gendw na réznych etapach rozwoju mikrospory, w poczatkowych etapach rozwoju w
kierunku struktury generatywnej (ziarno pytku), a takze struktury wegetatywnej (zarodki i/lub kalus
androgeniczny). Zbadany zostanie wptyw poszczegolnych czynnikow stresowych indukujacych proces



androgenezy na ekspresj¢ genéw w poczatkowych etapach rozwoju mikrospory. Po przeprowadzonej
analizie bioinformatycznej wskazane zostang geny, ktorych ekspresja zmienia si¢ w momencie zmiany
szlaku rozwojowego (generatywnego na wegetatywny). Do analizy profilu ekspresji wykorzystana
zostanie technika sekwencjonowania nowej generacji (NGS) RNAseq. Technika ta w ostatnich latach
zyskuje na popularnos$ci stajac si¢ coraz powszechniej wykorzystywana alternatywa dla klasycznych
metod opartych o mikromacierze. Technika RNAseq posiada wiele zalet takich jaki: niski koszt analiz,
wysoka jako$¢ uzyskanych wynikow, mozliwos¢ analizy ilo§ciowej wynikow (Wang i in. 2009,
Ozsolak i Milos 2011, Wilhem i Landry 2009, Nookaew i in. 2012). Do analiz bioinformatycznych
zostana zastosowane narzgdzia (programy, skrypty oraz procedury) dostepne na otwartej licencji. W
razie koniecznosci mozliwa bedzie modyfikacja tych narzedzi, tak aby najlepiej stuzyly analizie
otrzymanych danych. Dodatkowo w analizach bedzie zastosowane 5 roznych algorytmow
statystycznych (DEseq, NOISeq, Cuffdif, baySeq, edgeR), z ktérych kazdy opiera si¢ na innych
zatozeniach 1 wykorzystuje inne algorytmy statystyczne (Nookaew i in. 2012). Pozwoli to na oceng
tych algorytméw 1 wybdr najodpowiedniejszego do analiz profilu ekspresji genow u tubinow, a szerzej
u ro$lin straczkowych.

W rodzaju Lupinus nie poznano i nie opracowano jak dotad wydajnych technik umozliwiajacych
indukcje haploidow, przydatnych do tworzenia linii podwojonych haploidéw. Opracowanie takich
metod przyczynitoby si¢ do postgpu w badaniach genetyczno-hodowlanych u tubinu waskolistnego.
Proponowany projekt badawczy stanowi nowo$¢, poniewaz w $wiatowe] literaturze brak jest
aktualnych informacji na temat poznania proceséw gametycznej embriogenezy u tego gatunku.



