tubin waskolistny jest rosling uprawng, ceniong jako bogate zrédto biatka roslinnego w zywieniu zwierzat i ludzi. Dzieki
symbiozie z bakteriami brodawkowatymi tubiny posiadajg mozliwos$¢ wigzania azotu atmosferycznego i wzbogacania gleby w
zwiazki azotowe. Do najwazniejszych biologicznych zagrozen tubinu waskolistnego naleza choroby grzybowe, w tym antraknoza
i brunatna plamisto$¢ todyg. Antraknoza tubinéw wywotywana jest przez grzyb patogeniczny Colletotrichum lupini. Choroba ta
zostata po raz pierwszy zaobserwowana w 1912 roku na tubinie biatym w Brazylii, a w 1939 roku dotarta do potudniowo-
wschodnich stanéw USA, przyczyniajac sie do znacznych strat w uprawach tubinu waskolistnego. W 1982 r. wykryto antraknoze
tubinu biatego we Francji, w 1983 r. na Ukrainie, w 1988 r. w Rosji, a w latach 1995-1997 takze na tubinie waskolistnym w
Polsce, Niemczech, Austrii, Portugalii, Biatorusi i Wielkiej Brytanii. Wkrotce choroba ta objeta wszystkie kraje, w ktorych
uprawia sie tubiny. Antraknoza jest aktualnie uwazana za najpowazniejszg chorobe tubinéw w wielu krajach Europy, Ameryki
Pétnocnej i Ameryki Potudniowej. Wiekszos¢ odmian uprawnych i linii jest bardzo podatna na antraknoze. Jako bardzo odporne
sklasyfikowano: australijskie Wonga, Tanjil, 83A:476, niemieckg Bo7212, biatoruskie BGB-6 i Myrtan, za$ jako umiarkowanie
odporne Kalya, Coromup i Mandelup. Wonga, Tanjil i 83A:476 zawierajg ten sam dominujacy gen odpornosci, nazwany Lanrl,
Kalya ma inny gen dominujacy, Lanr2, a Coromup i Mandelup tez majg inny gen, AnMan. Dla tych 3 genéw opracowano blisko
sprzezone markery genetyczne, ktérych uzycie w pracach hodowlanych potwierdzito istnienie Zrddet odpornosci. Odpornos¢ w
liniach z Danii i Biatorusi jest warunkowana obecnoscia co najmniej 3 z 4 genéw, zwanych Rcll, Rcl2, Rcl3, i Rcl4.

Brunatna plamistos¢ todyg wywotywana jest przez grzyb patogeniczny Diaporthe toxica. Ta choroba zostata po raz pierwszy
zaobserwowana na tubinie w Niemczech w roku 1880. Pierwsze wystapienie brunatnej plamistosci todyg w Polsce zostato
zanotowane we wczesnych latach piecdziesigtych XX wieku na tubinie z6ttym. W kolejnych latach objawy choroby obserwowano
od czasu do czasu na tubinach uprawianych na terenie Europy, Afryki, Australii i USA. Obecno$¢ D. toxica stwierdzono takze
nasionach tubinu waskolistnego pozyskanych na terenie Polski. Jako odporne uznano odmiany Merrit, Gungurru, Yorrel, Warrah,
Belara, Moonah, Quilinock, Myallie, Kalya, Tallerack, Tanjil i Wonga, za$ bardzo odporne - linie 75A:258. Odmiana Merrit
pochodzi z krzyzéwki odmiany Illyarrie z linig z Hiszpanii, niosaca gen odpornosci Phr2, za$ linia 75A:258 z krzyzéwki odmiany
Marri z linig z Maroka, niosacg gen Phrl. Odmiany Tanjil i Wonga zawieraja gen PhtjR.

Celem projektu jest identyfikacja gendw tubinu waskolistnego Lupinus angustifolius L. bioracych udziat w rozpoznaniu infekcji i
uruchomieniu odpowiedzi obronnej przeciwko dwém grzybom atakujacym rosliny: C. lupini i D. toxica. Zatozenie jest takie, ze
podstawg odpowiedzi odpornosciowej przeciwko C. lupini jest wczesne rozpoznanie aktywnosci grzyba i efektywne przekazanie
informacji do dalszych ogniw szlaku sygnalizacyjnego. W zwiazku z tym geny odpornosci na antraknoze, Lanrl, Lanr2, AnMan,
Rcll, Rcl2, Rel3i Rcl4, uczestnicza w rozpoznaniu specyficznych czastek pochodzacych od grzyba i w uruchomieniu odpowiedzi
indukowanej przez nie odpowiedzi odpornosciowej. Z kolei odpowiedz obronna rosliny przeciwko D. toxica pojawia sie pézniej,
w utajonej fazie infekcji, po przetamaniu pierwszej linii obrony w postaci ochronnej warstwy na powierzchni rosliny i skutkuje
spowolnieniem rozwoju objawéw chorobowych. Zatem geny odpornosci na brunatng plamisto$é todyg, Phrl, Phr2 i PhtjR,
uczestnicza w rozpoznaniu czastek powstajacych w wyniku uszkodzen organizmu rosliny i dopiero na tej podstawie uruchamiajg
tzw. odpornos¢ podstawowa,.

W projekcie bedzie wykonana ocena dostepnych izolatdw grzybéw D. toxica i C. lupini przy uzyciu metod z pogranicza
mikrobiologii i genetyki molekularnej. Nastepnie przeprowadzona zostanie ocena odpornosci/ podatnosci linii L. angustifolius na
antraknoze i brunatng plamisto$¢ todyg w warunkach temperatury i wilgotnosci optymalnych dla rozwoju grzybéw. Linie do
badain odpornosciowych beda wybrane na podstawie danych literaturowych, wczesniejszych doswiadczen i wynikéw testow
przewidzianych w projekcie. W celu uzupetnienia tych wstepnych analiz, bedzie oceniona zmiennos$é sekwencji markerow DNA
sprzezonych z domniemanymi genami odporno$ci na antraknoze i brunatng plamistos¢ todyg w kolekcji tubinu waskolistnego.
Aby sprawdzi¢, jakie geny uczestnicza w rozpoznaniu grzyba i uruchomieniu odpowiedzi odpornosciowej, zostanie zatozone
doswiadczenie, w ktérym rosliny beda porazone grzybami D. toxica i C. lupini. Liscie pobrane z tego eksperymentu beda
nastepnie analizowane pod katem ekspresji gendw, w poréwnaniu do linii kontrolnych, ktére nie beda porazone. Bedzie
wykorzystana nowoczesna technologia, sekwencjonowanie nowej generacji RNA, czyli tzw. RNA-seq, co pozwoli na
identyfikacje wielu - nawet kilkudziesieciu tysiecy - genéw aktywnych w trakcie do$wiadczenia. Procedura sktadania tego typu
sekwencji jest skomplikowana i wymaga stosowania specjalistycznych programéw. Pracownicy Instytutu Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk majg juz doswiadczenie w planowaniu tego typu eksperymentdw, oczekiwanej liczbie odczytéw jak
réwniez dostepnych metodach bioinformatycznych, a takze sa w posiadaniu na biezaco aktualizowanego zintegrowanego systemu
komputerowego do analiz duzej liczby sekwencji. Do przewidywania potozenia i sekwencji gendéw zostang wykorzystane
programy umozliwiajace odgadniecie pozycji genéw na podstawie charakterystycznych cech sekwencji oraz na podstawie
podobienstwa do innych opisanych juz genéw. Do tego celu beda uzyte sekwencje z modelowej rosliny straczkowej, soi, Glycine
max. Poznane zostang procesy biologiczne i funkcje, jakie w organizmie roslin petnig nowo zidentyfikowane geny. Bedzie
analizowana takze struktura samych genéw, a wiec obecnos$¢ typowych domen biatkowych. W liniach réznigcych sie poziomem
odpornosci bedzie analizowany réwniez stopien zmiennosci sekwencji - czy mutacje w sekwencji moga wptywac na przytaczanie
sie biatek regulujacych aktywno$¢ genu lub na samg funkcjonalno$¢ genu poprzez ewentualng zmiane sekwencji kodowanego
przezeh biatka. Genom tubinu waskolistnego jest zsekwencjonowany, ale tylko czesciowo - do postaci tysiecy krétkich
fragmentow, z ktorych wiekszos¢ nie jest jeszcze przypisana do mapy genetycznej tego gatunku. Geny kandydujace, ktére zostang
znalezione w takich nie zmapowanych odcinkach, bedg nanoszone na mape przy uzyciu metod genetyki molekularnej, poprzez
tworzenie markerdw na podstawie sekwencji DNA i analize zmiennosci sekwencji w populacji mapujacej, czyli w liniach
uzyskanych z krzyzowki miedzy skrajnie réznigcymi sie liniami rodzicielskimi. Udziat wybranych gendéw w interakcjach miedzy
roS$linami a grzybami bedzie badany bardziej szczegdtowo, poprzez analize aktywnosci genu w rdznych terminach,
reprezentujacych rézne etapy rozwoju porazenia. Dla genéw o istotnym znaczeniu w rozwoju odpowiedzi odpornosciowej
zostanie przeprowadzona analiza pokrewienstwa ewolucyjnego, przy uzyciu dwoch metod o réznym wnioskowaniu -
bayesowskim i maksymalnego podobienstwa / maksymalnej parsymonii. Metoda maksymalnej parsymonii zaktada istnienie
minimalnej liczby zmian ewolucyjnych, za$ wnioskowanie bayesowskie opiera sie na twierdzeniu teorii prawdopodobienstwa,
wigzacym prawdopodobienstwa warunkowe poszczegdlnych zdarzen. Do tych analiz beda uzyte sekwencje genoméw tubinu
waskolistnego i pozostatych zsekwencjonowanych dziewieciu gatunkéw roslin straczkowych. Zostanie réwniez wykonana analiza
poréwnawcza sekwencji, majaca na celu sprawdzenie, czy regiony kodujace te geny u dziesieciu gatunkoéw straczkowych



zachowaty, pomimo skomplikowanego przebiegu zmian ewolucyjnych, podobng strukture, wyrazong identyczng kolejnoscia i
orientacjg szeregu gendéw. Wyniki bedg przedstawione w postaci wykreséw liniowych i kotowych przy uzyciu dedykowanego
oprogramowania.

Podsumowujac, w projekcie bedg uzyte najnowsze zasoby i narzedzia z dziedziny genetyki molekularnej do wszechstronnej
analizy oddziatywania roélina-patogen, przy uzyciu tubinu waskolistnego jako modelu. Pionierskim podejsciem bedzie
wykorzystanie technologii wysokoprzepustowego sekwencjonowania nowej generacji, co pozwoli na poznanie genéw
aktywowanych w niewielkiej liczbie kopii, a takze modyfikacji struktury i sekwencji. Wyniki analiz rzuca $wiatto na mechanizmy
molekularne kontrolujace odporno$¢ roslin. Realizacja projektu pozwoli zrozumieé zwigzki pomiedzy dwoma gtéwnymi szlakami
odpowiadajacymi za odporno$é roslin na grzyby, a takze wyjasni¢ role poszczeg6lnych ogniw tych szlakéw w rozwoju reakcji
odpornosciowej. Wnioski wynikajace z realizacji projektu bedg opublikowane w wiodacych czasopismach miedzynarodowych z
danej dziedziny, o wysokim wspotczynniku cytowan. Beda takze prezentowane na konferencjach miedzynarodowych i
krajowych. Projekt dostarczy unikatowe zasoby sekwencyjne, bedace w kregu zainteresowania naukowcow zajmujacych sie
genetykg molekularng i fizjologig roslin. Dane te beda udostepnione w specjalistycznych archiwach na publicznie dostepnych
serwerach internetowych. Co prawda wyniki projektu nie bedg mialy bezposredniego zastosowania w hodowli tubinu
waskolistnego, ale dostarczg wiedzy o genetycznych zrédtach odpornosci, co umozliwi w przysztosci efektywne dobieranie
komponentéw do krzyzowan przy produkcji nowych odmian.



