Biblioteka BAC genomu jadrowego Lupinus angustifolius.

Biblioteka BAC genomu jadrowego tubinu waskolistnego odmiany Sonet (Kasprzak i in.
2006) zawiera 55 296 klondéw o s$redniej wielkosci insertu 100+5 kpz, co teoretycznie
przektada si¢ na szeSciokrotne pokrycie genomu L. angustifolius. Biblioteka ta charakteryzuje
si¢ bardzo niskim poziomem zanieczyszczenia fragmentami DNA pochodzacymi z
chloroplastow i1 mitochondridow, ktore wyrazone procentowo wynosi odpowiednio 0,018% dla
mtDNA 1 0,045 % dla cpDNA. Prawdopodobienstwo odnalezienia genomowej sekwencji w
bibliotece oszacowano ze wzoru Clarke’a 1 Carbona na 99,7 %. Klony BAC przechowywane
sa w stanie zamrozonym (-80°C), na pozywce LB z dodatkiem 20% glicerolu i 12,5 pg/ml
chloramfenikolu, umieszczonej w 144 plytkach 384-studzienkowych. Dla celow
przeszukiwania biblioteki BAC sondami molekularnymi, DNA wyizolowany z klonow
wchodzacych w skfad biblioteki umieszczono na filtrach nylonowych, bedacych w istocie
makromacierzami DNA o duzej gestosci. Do przeszukiwania biblioteki genomowej BAC
lubinu waskolistnego zastosowano sondy molekularne zaprojektowane na podstawie
nastepujacych sekwencji DNA:
e fragmenty genow ENOD40 1 SymRK, odpowiedzialnych za tworzenie brodawek
korzeniowych,
e fragment genu syntazy chalkonowej z L. albus, jednego z gendéw szlaku metabolizmu
fenylopropanoidow,
e markery AntjM1 1 AntjM2, sprzezone z odpornoscia L. angustifolius na antraknoze,
wywotywana przez Colletotrichum lupini,
e markery Ph258M2 i PhtjM2, zwiazane z odpornos$cia L. angustifolius na brunatna
plamistos¢ todyg, powodowana przez Diaporthe toxica,
e marker RustM1, sprz¢zony z odpornoscia L. angustifolius na rdzg, za ktora
odpowiedzialny jest patogen Uromyces lupinicolus.
DNA wyizolowany z klondow BAC uzywano jako matrycy w reakcji PCR ze starterami
specyficznymi dla sekwencji stosowanych sond molekularnych. Posiadajac matryce o
wysokim  stgzeniu DNA  przeprowadzono sekwencjonowanie koncoOw  insertow
wyizolowanych klonow BAC (ang. BES). Uzyskano tacznie 485 BES, o $redniej dlugosci ok.
620 pz. Sekwencje te poddano adnotacji funkcjonalnej, ukierunkowanej na identyfikacje
sekwencji znanych genow 1 bialek, na podstawie podobienstwa kolejnosci wystgpowania
poszczegdlnych nukleotydow badz aminokwasow. Korzystano z programu COBALT 1
zaimplementowanych baz danych sekwencji powtdérzonych w genomie oraz ogdlnie
dostgpnych algorytméw BLAST, glownie BLASTX 1 BLASTN. Rozpoznano geny 1 bialka
nalezace do réznych klas i1 pochodzace z niekiedy znacznie oddalonych ewolucyjnie
gatunkow roslin 1 zwierzat. Poznane geny cechuja si¢ znacznym zréznicowaniem
funkcjonalnym — sa to zardwno biatka budulcowe, jak 1 katalityczne, transportowe, czy
regulatorowe. Na podstawie BES wykazujacych podobienstwo do zidentyfikowanych gendéw
zaprojektowano startery do PCR, ktore zastosowano do generowania markeréw genetycznych
typu STS 1 ustalania lokalizacji klonéw BAC na mapie genetycznej tubinu waskolistnego.
Klony BAC poddano takze mapowaniu fizycznemu, wykonujac fingerprinting restrykcyjny z
uzyciem enzymoéw rozpoznajacych sekwencje szeScionukleotydowe. Na tej podstawie
wygenerowano szereg kontigow klonow BAC. Weryfikacj¢ ulozenia klonow w tych
kontigach przeprowadzono kilkustopniowo, zarobwno przy pomocy mapowania genetycznego
jak 1 przy zastosowaniu fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (BAC-FISH).

Osoba odpowiedzialna za Biblioteke: Prof. dr. hab. B. Wolko



