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1. Imig i nazwisko.
Karolina Susek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne —z podaniem nazwy, miejsca
i roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

Doktor nauk rolniczych w zakresie agronomii — nadany przez Rad¢ Naukowg Instytutu

Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu (2009).

Tytut rozprawy doktorskiej: Lokalizacja wybranych grup sprzezen w chromosomach lubinu

waskolistnego (Lupinus angustifolius L.); promotor: dr hab. Barbara Naganowska.

Magister inzynier biotechnologii — Akademia Rolnicza im. Augusta Cieszkowskiego

w Poznaniu, obecnie Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu (2004).
Tytul pracy magisterskiej: Analiza restrykcyjna rDNA grzybéw patogenicznych z rodzaju

Hirsutella, promotor: dr Dorota Narozna.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

01.08.2013 — obecnie Adiunkt; Instytut Genetyki Roglin Polskiej Akademii Nauk,
Zaktad Genomiki, Zesp6t Struktury i Funkeji Genow.

01.10.2010 —31.07.2013 Adiunkt; Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydzial Biologii

i Ochrony Srodowiska, Katedra Anatomii i Cytologii Roslin.

02.10.2009 — 30.09.2010 Asystent; Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Biologii
i Ochrony Srodowiska, Katedra Anatomii i Cytologii Roglin.

4. Wskazanie osiagniecia' wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. 2017 r. poz. 1789):

a) tytul osiggniecia naukowego/artystycznego
Poréwnawcza analiza cytomolekularna genomoéw w rodzaju Lupinus.

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci
wydawniczy)

Osiagniccie naukowe obejmuje cykl trzech prac, ktorych sumaryczny IF wynosi 10,248; faczna

wartos$¢ punktow Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego wynosi 105.
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*autor korespondencyijny, fpierwsza pozycja podzielona

P1: Susek K.”, Bielski W.K.*, Hasterok R., Naganowska B., Wolko B. (2016). A first
glimpse of wild lupin karyotype variation as revealed by comparative cytogenetic

mapping. Frontiers in Plant Science 7:1152, doi: org/10.3389/fpls.2016.01152

IF2016 = 4,291 / MNiSWaq16= 40
P2: Susek K.*, Bielski W., Czyz K.B., Hasterok R., Jackson S.A., Wolko B., Naganowska B.
(2019). Impact of chromosomal rearrangements on the interpretation of lupin karyotype

evolution. Genes 10:259, doi: org/10.3390/genes10040259

[F2017 = 3,191 / MNiSWapi16= 25
P3: Susek K.", Braszewska-Zalewska A., Bewick A.J., Hasterok R., Schmitz R.J.,
Naganowska B. (2017). Epigenomic diversification within the genus Lupinus. PlosOne

22;12(6):¢0179821, doi: org/10.1371/journal.pone.0179321

1F2017 = 2,766 / MNiSWa016= 40

¢) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagni¢tych wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Ewolucja, jako naturalny proces ukierunkowanych i cigglych zmian zachodzacych
w organizmach, jest zrédlem pochodzenia ich bioréznorodnosci. Rosliny charakteryzujg sig
rozng wielkoscig i strukturg genomow, ktora na poziomie chromosomdw przejawia si¢ rézng
organizacja kariotypow. Weglad w organizacje chromosoméw pozwala zrozumie¢ mechanizmy
ewolucyjne uczestniczgce w ksztaltowaniu si¢ genoméw roslinnych, tj. liczbg, wielko$¢ i sktad
chromosoméw. Wyjasnia rowniez plastyczno$¢ genomow, a takze mozliwosci ich modyfikacji

w procesach adaptacyjnych i hodowlanych.

Badania cytogenetyczne, dotyczace pordwnawczej analizy kariotypow, wskazujg na udzial
szeregu przemian chromosomowych w trakcie ewolucji. Rearanzacje chromosomowe
prowadzg do zmian zaréwno w strukturze i morfologii chromosomoéw (m.in. insercje, delecje,
inwersje, duplikacje), jak i ich liczbie (np. fuzje-fizje, translokacje). Zmiennos¢ liczby
chromosoméw moze dotyczyé zwielokrotnienia calego haploidalnego zespotu chromosomow

(poliploidy) lub tylko niektorych chromosomoéw (aneuploidy).
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Wiekszoé¢ waznych roslin uprawnych to poliploidy, a wérod straczkowych zalicza si¢ do nich
m.in. soje i fasole (Renny-Byfield i Wendel, 2014). Przypuszcza si¢, ze tubiny, jako
przedstawiciele roslin stragczkowych nie stanowig pod tym wzgledem wyjgtku (Zhu i in., 2005).

Lubiny (Lupinus) nalezg do rodziny bobowatych (Fabaceae, strgczkowe), podrodziny
bobowatych wlasciwych (Faboideae, Papilionoideae), plemienia Genisteae. Gatunki tworzace
ten rodzaj to zaréwno rosliny zielne jednoroczne, jak i wieloletnie, o pokroju krzewow, a nawet
drzew (Gladstones, 1998). Lubiny, ze wzgledu na rozmieszezenie geograficzne podzielono na
dwie grupy. Jedng z nich tworzg tubiny Starego Swiata, obejmujgce dwanascie jednorocznych
gatunkéw, charakteryzujace si¢ ztozong budowa blaszki lisciowej, rozmieszczonych w regionie
basenu Morza Srodziemnego i Afryki Polnocnej. Natomiast wigkszo$¢ gatunkow zarowno
jednorocznych, jak i wieloletnich, o lisciach ztozonych lub prostych, nalezy do tubindow
Nowego Swiata, wystepujacych w zachodniej czgsci Ameryki Polnocnej oraz andyjskim
i atlantyckim regionic Ameryki Potudniowej (Gladstones, 1998).

Lubiny Starego Swiata, w przeciwiefistwie do tubindéw Nowego Swiata, charakteryzujg
si¢ zréznicowang somatyczng liczbg chromosomoéw (2n=32-52) i podstawowg liczbg
chromosomoéw (x=5-9, 13). Tak zréznicowana liczba chromosomow i wielko$¢ genomow
przemawiajg za wystgpowaniem procesoéw poliploidyzacji (Naganowska i in., 2003, 20006).

Ponadto, wsrod lubinow Starego Swiata wyrdzniono dwie grupy tubindw. Grupa tubinow
gladkonasiennych (Malacospermae) obejmuje gatunki z sekcji Angustifolius, Albus, Luteus
i Micranthus. Natomiast do tubinéw szorstkonasiennych (Scabrispermae) nalezg gatunki
z sekcji Atlanticus i Pilosus (Naganowska i in., 2003). Badania cytologiczne pokazaly, ze
tubiny gtadkonasienne cechujg si¢ liczbg chromosomow 2n=40, 50, 52, podczas gdy tubiny
szorstkonasienne liczbg chromosomow 2r=32, 36, 38, 42. Warto takze nadmieni¢, ze wérdd
lubinow Starego Swiata wystepujg trzy gatunki uprawne: Lupinus angustifolius (2n=40),
Lupinus albus (2n=50) i Lupinus luteus (2n=>52).

Wyjasnienie pochodzenia i drogi ewolucyjnej tubindw (Lupinus) jest przedmiotem badan
prowadzonych od wielu lat. Ostatnie badania wskazuja na pochodzenie rodzaju Lupinus
z obszaréw Starego Swiata (Drummond i in., 2012). Wyniki badan filogenetycznych pokazaty,
ze tubiny oddzielity sie od innych roélin strgczkowych okoto 17-22,5 min lat temu (mlt). Na
podstawie tych analiz wyrézniono trzy linie ewolucyjne obejmujgce: 1) tubiny Starego Swiata
(4,6-12,5 mlt) wraz z tubinami (o pojedynczej budowie blaszki lisciowej) z regionu wschodniej
Ameryki PéInocnej (0,1-2,4 mlt); 2) tubiny wschodniej Ameryki Poludniowej (2,3-7,1 mlt) i 3)

lubiny z zachodniego regionu Nowego Swiata (5,0-13,2 mlt) wraz z gatunkami andyjskimi
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i meksykanskimi (1,2-3,5 mlt) wywodzace si¢ z parafiletycznej grupy tubindéw z zachodnigj

Ameryki Pélocnej (2,1-5,5 mlt) (Drummond i in., 2012).

Lubiny jako przedstawiciele roslin strgczkowych cechuja si¢ wysokg zawartoscig biatka (okoto
40%) w nasionach. Nasiona te, stanowig cenne zrodlo biatka w zywieniu zwierzgt, a takze coraz
cze¢sciej ludzi. Ponadto, zawarto$é innych waznych skladnikéw odzywezych, takich jak kwasy
ttuszczowe, skrobia, blonnik, mineraly i witaminy wplywa na wzrost zainteresowania tubinami
jako cennym zrodiem pokarmu dla ludzi. Wykorzystanie tubindw wraz z innymi dobrze
zbadanymi i powszechnie spozywanymi roslinami straczkowymi moze zroznicowac oferte
zywnosci dla coraz wigkszej liczby wegetarian i wegan.

Co wazne, lubiny zapewniajg wyjatkowe korzysci dla zrownowazonego rolnictwa
poprzez zwigkszenie zyznosci i jakosci gleby, a stosowane jako poplon wplywaja korzystnie
na plonowanie roslin nastgpczych. Ich zdolnos¢ do symbiozy z bakteriami wiazacymi azot
atmosferyczny odgrywa kluczowg role w ograniczaniu stosowania syntetycznych nawozow

azotowych i zmniejszaniu wptywu produkeji roslinnej na srodowisko.

Wsrod tubindw, L. angustifolius (fubin waskolistny) jest gatunkiem najlepiej poznanym pod
wzgledem genetycznym i cytogenetycznym. Badania z zakresu genetyki, biologii
i cytogenetyki molekularnej pozwolily na utworzenie biblioteki BAC genomu jadrowego dla
L. angustifolius odm. Sonet (Kasprzak i in., 2006) i odm. Tanjil (Gao i in., 2011), map
genetycznych (Nelson i in., 2010), przypisanie grup sprz¢zen do chromosomoéw (Lesniewska
iin., 2011), sekwencjonowanie genomu i transkryptomu (Kamphuis i in., 2015, Hane i in.,
2017) i skonstruowanie idiogramu (Wyrwa i in., 2016). Opracowanie powyzszych narze¢dzi
badawczych pozwolito na ukonstytuowanie tubinu waskolistnego jako gatunku referencyjnego

w obrebie rodzaju Lupinus.

Glownym przedmiotem moich zainteresowan naukowych bylo przesledzenie i poréwnanie
organizacji chromosomow w celu poznania i zrozumienia mechanizméw prowadzacych do
zréznicowania chromosoméw tubindw Starego Swiata. Problematyka naukowa obejmowala
dwa aspekty badawcze: (i) charakterystyke struktury chromosoméw i ich przemian w toku
ewolucji (publikacje P1 i P2) oraz (ii) poznanie i poréwnanie modyfikacji epigenetycznych
(publikacja P3). Istotnym celem badan bylo takze opracowanic pierwszych narzedzi
badawczych i zasobow cytogenomowych dla ltubindw. Szczegélnie, zwazywszy na

ograniczony zasob danych genomowych dla tubinéw, poza stosunkowo dobrze poznanym
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L. angustifolius. W $wietle opublikowanych badan, prezentowane wyniki sg nowatorskie w tej
grupie roslin. Moga stanowié baz¢ do dalszych badan porownawczych dla migdzynarodowej
spolecznosci naukowej w réznych dziedzinach nauk podstawowych i aplikacyjnych.
Ulepszanie ro$lin uprawnych stanowi wyzwanie w procesach hodowlanych w celu
zapewnienia wysokiej jako$ci zywnosci. Poznanie organizacji genomow tubinow jest waznym
etapem w hodowli roslin. Lubiny sa cennym Zrédlem warto$ciowych sktadnikow odzywcezych.
Zanim jednak potencjal lubinéw zostanie w pelni wykorzystany, konieczne jest prowadzenie
wielokierunkowych badan w celu zrozumienia podstawowych mechanizmow biologicznych.
W przyszlosci mogg one doprowadzi¢ do postepu hodowlanego dla otrzymywania nowych,

ulepszonych odmian lubindw, spelniajgcych wymagania i oczekiwania ‘Zielonej Rewolucji’.

P1: Susek K., Bielski W.K.}, Hasterok R., Naganowska B., Wolko B. (2016). A first
glimpse of wild lupin karyotype variation as revealed by comparative cytogenetic
mapping. Frontiers in Plant Science 7:1152.

Praca ta zostata wyrézniona nagroda za najlepsza oryginalng prace z zakresu genetyki, przyznang

przez Polskie Towarzystwo Genetyczne.

Badania zrealizowano w ramach kierowanego przeze mnie projektu OPUS 2
pt. Cytomolekularny — wglgd w  genomy  Lupinus ~ (Narodowe  Centrum  Nauki,
nr 2011/03/B/NZ2/01420; 2012-2016). Projekt ten prowadzitam w ramach wspoélpracy
z prof. dr. hab. Robertem Hasterokiem z Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach.

Wyniki badan stanowily podstawe do ztozenia wniosku projektu PRELUDIUM 12 pt.
Zroznicowane  losy  chromosoméw  lubinéw  (Narodowe Centrum  Nauki,
nr 2016/23/N/NZ2/01509; 2017-2019). Projekt realizowany jest w ramach rozprawy

doktorskiej mgr. Wojciecha Bielskiego, w ktorej pelnig funkcj¢ promotora pomocniczego.

CEL 1: Identyfikacja chromosomoéw lubinow

Organizacja genomow tubindéw na poziomie chromosomow wzbudzita moje zainteresowanie
naukowe, a opracowany system identyfikacji chromosomow (Wyrwa et al., 2106) umozliwil
mi zainicjowanie pionierskich porownawczych badan ws$rod tubindéw Starego Swiata.
W pierwszym etapie badan opracowano markery cytogenetyczne dla wybranych gatunkéw
tubindbw w celu precyzyjnej identyfikacji chromosomow i okreslenia zréznicowania

kariotypéw u tubinow Starego Swiata. W badaniach wykorzystano pulg markerow BAC
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opracowanych przez Lesniewska i in. (2011). Utworzono takze markery chromosomow
L. angustifolius pochodzace z drugiej biblioteki BAC genomu jadrowego L. angustifolius (Gao
1 in., 2011). Nastepnie, przeprowadzono poréwnawcze mapowanie cytogenetyczne wsrod
gatunkow o zréznicowanej liczbie chromosomow i reprezentujacych rozne sekeje: L. cosentinii
(2n=32), L. cryptanthus (2n=40), L. pilosus (2n=42) i L. micranthus (2n=>52) oraz jednego
gatunku Nowego Swiata L. multiflorus (2n=36), w odniesieniu do L. angustifolius, jako gatunku
referencyjnego. Zastosowanie techniki fluorescencyjnej in situ hybrydyzacji (FISH) z klonami
BAC jako sondami molekularnymi pozwolilo na identyfikacje kilku chromosomoéw u badanych
tubinow. Liczba specyficznych markerow BAC dla chromosomoéw badanych gatunkow,
w zaleznosci od stopnia pokrewienstwa filogenetycznego, wynosita od 11 klonow (69%
wszystkich klonow) u L. cryptanthus, pigciu u L. micranthus (31%), czterech u L. pilosus
(25%), trzech u L. cosentinii (19 %) do dwoch u L. multiflorus (12,5%).

W pracy przedstawiono charakterystyke markerow i ich uzytecznosé dla badan genoméw
tubinow. Wedtug mojej wiedzy, sg to pierwsze markery specyficzne dla chromosoméw
dzikich gatunkow tubindw. Jest to tym wazniejsze, ze markery rybosomalnego DNA (rDNA),
cho¢ efektywne w analizach kariotypow wielu innych roslin, np. Brassicaceae (Hasterok i in.,
2006), Apiaceae (Iovene i in., 2008) i Prospero (Jang i in., 2013), okazaly si¢ malo uzyteczne
w rodzaju Lupinus (Naganowska i Zielinska, 2002; Hajdera i in., 2003). Wigkszo$¢ tubinow
posiada tylko jeden locus 5S rDNA, z wyjatkiem L. angustifolius odm. Emir, ktory ma cztery
loci (Hajdera i in., 2003) i L. cryptanthus posiadajacy dwa loci (Susek i in., 2016). Z kolei geny
45S rRNA wystepuja w jednej parze chromosomow L. angustifolius, L. micranthus
i L. multiflorus, dwoch u L. pilosus i trzech u L. cosentinii (Naganowska i Zielinska, 2002;

omawiana praca).

Whioski:

Markery BAC, specyficzne dla chromosomow L. angustifolius, sa cennym 1 skutecznym
narzedziem do identyfikacji chromosomow u spokrewnionych gatunkow tubinéw. Stanowig
bazg, ktéra moze by¢ wykorzystana do integracji chromosoméw i map genetycznych innych
tubinéw, np. tubindw uprawnych — L. albus i L. luteus. Warto podkresli¢, ze badania
poréwnawcze z zastosowaniem metody BAC-FISH pokazatly, Ze to podejscie badawcze ma
zastosowanie nie tylko wéréd gatunkéw tubinow Starego Swiata, blisko spokrewnionych

z L. angustifolius, ale rtowniez wsrod przedstawicieli tubindéw Nowego Swiata.
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Opracowane podejscie badawcze oraz zestaw markerow staty si¢ podstawa do realizacji
kolejnego celu badawczego, zwigzanego z identyfikacja podobienstwa strukturalnego genomu

L. angustifolius 1 gatunkow pokrewnych.

CEL 2: Wglad w rearanzacje chromosoméw u wybranych gatunkéw lubinow

Mapowanie porownawcze z wykorzystaniem klonéw pochodzacych z jednego gatunku
umozliwia identyfikacje regionow homeologicznych w chromosomach pokrewnych gatunkow
(Xiong i Pires, 2011; Fonseca i Pedrosa-Harand, 2013) i pozwala przesledzi¢ ich ewolucj¢ (Lin
i in., 2010; Wolny i in., 2011). Idea ta, zaadaptowana do planu moich badan, pozwolita
zidentyfikowa¢ réznice w organizacji chromosoméw tubindw, a takze okreslic regiony
synteniczne pomiedzy badanymi fubinami. Na podstawie mapowania chromosomow metoda
BAC-FISH zaobserwowano roznice w organizacji ‘unikatowych’ klonéw BAC
w chromosomach badanych tubinéw, w poréwnaniu z L. angustifolius. Najmniejsze roznice
w strukturze chromosoméw wykryto pomigdzy L. angustifolius 1 L. cryptanthus, co
najprawdopodobniej mozna wyjasni¢ faktem, Zze obydwa gatunki sg ze soba blisko
spokrewnione — L. cryptanthus jest uwazany za dzikg forme L. angustifolius (Naganowska i in.,
2003). Jednakze, u pozostalych badanych tubinéw réznice we wzorze lokalizacji klonow BAC
byly wigksze, co moze $wiadczy¢ o licznych i zlozonych rearanzacjach strukturalnych, ktore
mialy miejsce podczas roznych zdarzen ewolucyjnych u tubinéw. Zréznicowane wzory
lokalizacji ‘powtarzalnych’ klonow potwierdzily zlozong organizacja sekwencji klonow BAC
w chromosomach badanych tubindw i zobrazowaty rozmieszczenie sekwencji powtarzalnych
u badanych gatunkow. Interesujgea byta lokalizacja klonéw w wielu chromosomach, wraz ze
wzmocnionym sygnatem po BAC-FISH w dystalnych odcinkach chromosomow. Swiadezyé to
moze o licznych rearanzacjach w obrgbie tych regionéw chromosomoéw 1 sugerowac, ze
dystalne regiony chromosoméw byly podatne na roznego rodzaju zmiany strukturalne.

Organizacja ruchomych elementéw genetycznych (ang. Transposable Elements, TE)
moze by¢ konsekwencjg licznych przemian kariotypu i odpowiedzig na okreslone warunki
srodowiskowe (Wicker i Keller, 2007). Co ciekawe, analiza sekwencji powtarzalnych
nalezgcych do dwdch podstawowych klas TE byla poréwnywalna w analizowanych klonach
BAC. Pomimo, ze retrotranspozony LTR stanowily najliczniejsza klas¢ TE genomu
L. angustifolius odm. Tanjil, oszacowana na podstawie sekwencji koncow klonéw BAC (Gao
i in., 2011). Analiza organizacji i ewolucji sekwencji ruchomych w genomach roslinnych jest

zadaniem niezwykle trudnym. Precyzja i efektywnos¢ analiz sekwencji powtarzalnych zalezy
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od jakosci sekwencji calego genomu (Hoen i in., 2015), ktora w przypadku L. angustifolius
podlega cigglym udoskonaleniom (Hane i in., 2017).

W pracy zasugerowalismy, ze przemiany chromosomowe oparte na fuzjach-fizjach
moga mie¢ kluczowa role w ewolucji tubindw. Zjawisko to, szeroko badane w trawach,
w szezegOlnosei u  zbdz  (Salse 1 Feuillet, 2011), zostalo réwniez zaobserwowane
u strgczkowych (Murat i in., 2015). Odnoszgc si¢ do otrzymanych wynikoéw cytogenetycznych
i danych filogenetycznych (Drummond i in., 2012) przedstawiono hipotetyczng droge ewolucji
kariotypow u badanych tubinow. Zaproponowany kierunek ewolucji, oparty na redukeji
chromosomow i licznych rearanzacjach chromosomowych jest zbiezny z analizami
paleogenomicznymi (Murat i in., 2015). O zachodzgcych przemianach chromosomowych
przemawiajg roéwniez porownawcze badania genetyczne (Kroc i in., 2014) i analizy
filogenetyczne, z wykorzystaniem sekwencji transkryptomoéw (Cannon i in., 2015), ktore

sugerujg wystepowanie duplikacji i/lub triplikacji u L. angustifolius.

Whioski:

Poréwnawcze mapowanic genomow metodg BAC-FISH nakreslito skomplikowang i zawilg
nature ewolucji kariotypow tubinéw. Badania rozpoczely rozdzial analiz poréwnawczych
majgcych na celu lepsze zrozumienie mechanizméw ewolucyjnych, ktore ksztaltujg
strukture i sklad genomu tubinu. FLubiny, ktore obejmujg zarowno uprawne, jak i dzikie
gatunki dzikie, wykazujg wysoki poziom dywersyfikacji genomowej, a zatem mogg by¢
cennym modelem do $ledzenia procesow poliploidyzacji i okreslenia ich roli w ewolucji
genomu i adaptacji roslin. Przedstawiona charakterystyka TE u L. angustifolius, stanowi
baz¢ dla dalszej identyfikacji rodzin i/lub typow sekwencji powtarzalnych w celu
wytypowania sekwencji specyficznych dla tubinow.

Rosliny nalezgce do plemienia Genisteae stanowia, pod wzgledem poznania proceséw
poliploidyzacyjnych, najmniej scharakteryzowang grupg w obrebie roslin straczkowych
(Doyle, 2012). Przedstawione podejscie badawcze, wraz z rozwojem zasobow
genetycznych, moze by¢ uzyteczne dla zrozumienia ewolucji gatunkow z innych rodzajow

z plemienia Genisteae, tj. Ulex (2n=80, 96), Genista (2n=48) i Crotalaria (2n=14, 16).

Przeprowadzenie cytogenetycznego mapowania porownawczego wskazalo rowniez
perspektywy na wykrycie przemian chromosomowych zachodzgcych podczas ewolucji w calej
grupie tubinéw Starego Swiata. W celu szerszego zrozumienia przemian chromosomowych,

przesledziliémy zroznicowanie chromosomdéw u pozostalych tubinow. Zaplanowane badania
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wigzaly si¢ z duzym naktadem pracy i czasu. Byly tez wyzwaniem badawczym, ze wzgledu na

liczne chromosomy o podobnej morfologii i ztozong strukturg¢ genomow tubinow.

P2: Susek K.*, Bielski W., Czyz K.B., Hasterok R., Jackson S.A., Wolko B.,
Naganowska B. (2019). Impact of chromoesomal rearrangements on the
interpretation of lupin karyotype evolution. Genes 10, 259.

Praca ta zostata wyrdzniona poprzez prezentacje zdjgcia na okladce czasopisma Genes, Special

Issue Genomics of Plant Domestication and Crop Evolution.

Badania zostaly zrealizowane w ramach projektu OPUS 2 pt. Cytomolekularny wglgd
w genomy Lupinus (Narodowe Centrum Nauki, nr 2011/03/B/NZ2/01420; 2012-2016)
i czesciowo w ramach projektu HARMONIA 7 pt. Mechanizmy lezgce u podstaw ewolucji
genomdw  roslinnych,  dywersyfikacji i specjacji  (Narodowe Centrum  Nauki,
nr 2015/18/M/NZ72/00422; 2016-2020), ktérych bylam/jestem  kierownikiem. Bedgc
kierownikiem projektu HARMONIA 7, rozpoczgtam wspolprace z prof. Scottem A. Jacksonem
(University of Georgia, Athens, USA), ktory posiada wybitne osiggnigcia naukowe w analizach
ewolucji  genomoéw roslinnych 7z  zastosowaniem najnowoczesniejszych narzedzi

bioinformatyki, biologii i cytogenetyki molekularnej oraz epigenetyki.

CEL 1: Kierunek przemian chromosoméw w toku ewolucji lubinéw Starego Swiata

Pordwnawcze mapowanie genoméw metodg FISH przyczynily si¢ do identyfikacji ré6znych
rearanzacji chromosomow, np. duplikacji segmentow chromosomow i inwersji w obrgbie
chromosoméw homeologicznych u Glycine max i Phaseolus vulgaris (Pagel 1 in., 2004; Lin
i in., 2010), czy dysploidii u Phaseolus vulgaris (Fonséca i in., 2016)

W badaniach wykorzystalam dwanascic gatunkéw tubinow, obejmujacych trzy gatunki
uprawne wraz z ich dzikimi formami: L. angustifolius (2n=40) 1 L. cryptanthus (2n=40),
L. luteus (2n=52) i L. hispanicus (2n=52) oraz L. albus (2n=50) 1 L. graecus (2n=52), a takze
inne gatunki dzikie, takie jak: L. micranthus (2n=52), L. atlanticus (2n=38), L. digitatus
(2n=36), L. cosentinii (2n=32), L. pilosus (2n=42) i L. palaestinus (2n=42). Celem badan bylo
okreslenie: (i) zroznicowania chromosomow w obrgbie wszystkich fubinow Starego Swiata, (if)
kierunkdw przemian chromosomoéw oraz (iii) czy istnieje model ewolucji kariotypu wspélny

dla lubinow.
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Dla przeprowadzenia dokladnego mapowania cytogenetycznego, kluczowym etapem
byto opracowanie doktadnego idiogramu, opartego o przypisanie mapy chromosoméw (Wyrwa
1 in., 2016) i pseudomolekul L. angustifolius (Hane i in., 2017). Nastepnie, na podstawie
porownawczego mapowania genomoéw metodg BAC-FISH, wyrdznilam cztery grupy
chromosoméw odzwierciedlajgcych zroznicowany wzér po BAC-FISH, w odniesieniu do
chromosoméw gatunku referencyjnego. Na. podstawie zréznicowanych wzordéw lokalizacji
klonow BAC w chromosomach badanych gatunkow wnioskowano o zachodzacych
przemianach chromosomowych. Przykladowo, jeden chromosom Lang 06 niosacy trzy klony
44J16, 76K16 1 80B11 w ramieniu A i dwa klony 51D03 i 127N17 w ramieniu B byt
reprezentowany przez réozng liczbe chromosoméw u spokrewnionych tubinow. Klony
z ramienia A hybrydyzowaly do jednego chromosomu L. [uteus (L1ut06), L. albus (Lalb06)
i L. graecus (Lgra06). Natomiast, klon 51D03 z ramienia B, zidentyfikowalam w innym
chromosomie tych trzech gatunkow, okreslonym odpowiednio jako LIut06’, Lalb06’ 1 Lgra06°.
Wsrod 52 klonow BAC uzytych do analiz porownawczych wyrdézniono: (i) zestaw markerow
chromosomow dla kazdego badanego gatunku, (i/) markery 2zmian przemian
chromosomowych, a takze (iif) markery pozwalajace na rozréznienie gatunkéw uprawnych od
ich dzikich form.

W pracy zaproponowali$my model przemian chromosomowych wyjasniajgcy zmiany
w liczbie i/lub strukturze chromosoméw. Zalozono, ze mechanizmy ksztaltujgce te roznice
zachodzily w wyniku utraty lub wstawienia sekwencji DNA na drodze licznych mutacji typu
delecja, insercja, duplikacja. Dodatkowo, rearanzacje w obrgbie chromosoméw lub migdzy
nimi typu insercja lub translokacja, wplyngly na zréznicowanie chromosomow (Schubert,
2007). Na tej podstawie uznano, ze co najmniej cztery typy (I-1V) rearanzacji
chromosomowych wystepowaly u tubinéw. Przyktadowo, zmiany chromosomowe typu II
mogly obejmowa¢ translokacj¢ ramienia A i ramienia B, polegajaca na przemieszczeniu sig
tych odcinkéw do trzech chromosoméw. W wyniku tego procesu zidentyfikowano dwa
chromosomy posiadajgce ramie A i jeden chromosom niosacy rami¢ B. Jednak nie mozna
wykluczyé, ze powstanie trzech chromosomoéw moglo by¢ efektem translokacji obejmujgcej
obydwa ramiona chromosoméw, a pozniejsza duplikacja chromosomu niosacego sekwencje
ramienia A doprowadzila do powstania trzeciego chromosomu. Nalezy tez wzig¢ pod uwagg
inne ztozone zmiany, np. zwigzane z pgknigciem chromosomu, powstaniem dwdch nowych
chromosoméw, translokacjg ramienia A lub duplikacjg chromosomu niosgcego ramie¢ A, ktore
mogly mie¢ udzial w uksztaltowaniu si¢ trzech chromosomow. Ten typ przemian

chromosomowych obserwowano u L. pilosus (Lpil06, Lpil06°, Lpil06™) i L. digitatus (Ldigl7,
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Ldig17’, Ldigl7”). Zréznicowanie chromosoméw fubinéw prawdopodobnie wynika z rdznej
organizacji genomu i stopnia pokrewienstwa ewolucyjnego migdzy badanymi lubinami,
a gatunkiem referencyjnym L. angustifolius. Warto zauwazy¢, Ze identyfikacja zmian
chromosomowych nie byta bezposrednio zwigzana z liczba klonow uzytych do mapowania
poréwnawczego. Cztery klony byly wystarczajgce do wykrycia zmian strukturalnych
odpowiadajagcym chromosomom Lang03 i Langll we wszystkich tubinach, podczas gdy
lokalizacja czterech klonéw w chromosomach odpowiadajgcym chromosomowi Lang08
pozwolila na wizualizacje zmian strukturalnych wylgcznie u L. micranthus. Nalezy podkresli¢,
ze kazdy chromosom mogt ulec swoistym i niezaleznym zmianom ewolucyjnym.

W pracy przedstawilismy hipoteze dotyczaca przebiegu ewolucji kariotypdéw tubinow,
opartg na redukcji chromosomow z 2n=52 do 2n=36. Gatunki o liczbie chromosomoéw 2»n=52
mogly wyewoluowa¢ z gatunkéw ‘ancestralnych’ o liczbie chromosomow 2n=54. Gatunki
posiadajace nizszg liczb¢ chromosoméw prawdopodobnie przeszly trzy rundy duplikacji calego
genomu (ang. Whole Genome Duplication, WGD) w wyniku ktérych wyewoluowaly gatunki
o liczbie chromosomow 2n=48, 2n=42 i 2n=36, a towarzyszace im zdarzenia aneuploidii
doprowadzity do uksztaltowania si¢ kariotypow o liczbie chromosoméw 2rn=52, 50, 40, 38, 32
takich jak L. luteus (2n=52), L. albus (2n=50), L. angustifolius (2n=40), L. atlanticus (2n=38),
L. cosentinii (2n=32). Zaproponowaliémy rowniez hipotezg, Ze podstawowa liczba
chromosoméw u lubinéw Starego Swiata wynosi x=6. Idea ta jest zgodna z wynikami wielu
badan lubinéw Nowego Swiata, u ktérych podstawowa liczba chromosomow wynosi rowniez
x=6. Pomimo, ze poréwnawcze analizy filogenetyczne roslin strgczkowych wskazujg, ze
podstawowa liczba chromosomow w plemieniu Genisteae wynosi x=9 (Cannon i in., 2015).

W prowadzonych badaniach wskazaliémy, ze zarowno dysploidia, jak i aneuploidia
stanowig wazne procesy w ewolucji tubindéw, szczegdlnie biorgc pod uwage procesy
poliploidyzacji (Steele i in., 2010; Doyle, 2012). Co jest wazne, mechanizmy ewolucyjne typu
allopoliploidyzacja, moga by¢ unikalne dla tubinow Starego Swiata (Drummond, 2008).
Zmiany chromosomowe u tubindéw, bedace wynikiem translokacji chromosoméw, mozna
wyjasni¢ w podobny sposéb jak te zidentyfikowane u Phaseolus vulgaris 1 Vigna unguiculata
(Vasconcelos i in., 2015). Podeczas, gdy aberracje chromosomowe zwigzane z peknigeiem
chromosomu i fuzjg chromosoméw, ktore moga prowadzi¢ do redukcji chromosomow,
wymagajg dalszych analiz, np. opartych o pul¢ markerow centromerowych. Zjawisko
dysploidii, powstatej w wyniku fuzji centrycznych jest powszechnie zobrazowane u traw np.
w rodzaju Brachypodium (Wolny i in., 2011; Lusinska i in., 2018), ale takze u Brassicaceae

(Lysak i in., 2016). U roélin straczkowych fuzj¢ chromosomoéw zaobserwowano tylko
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u Phaseolus leptostachyus (Fonséca i in., 2016). 7 drugiej strony, nalezy tez uwzglednic
procesy ancuploidii. Wykazano, ze aneuploidia wystepowala gtownie we wezesnych liniach
ewolucyjnych Papilionoid, do ktérych naleza lubiny (Doyle, 2012). Dane literaturowe
potwierdzaja wystgpowanie aneuploidow u strgczkowych, m.in. w rodzaju Arachis (Leal-

Bertioli i in., 2015) i Lathyrus (Talukdar, 2012).

Whioski:

Kariotypy tubinéw podlegaly réznym i licznym rearanzacjom chromosomowym.
Zroznicowanie w liczbie i strukturze chromosomow tubinoéw jest konsekwencjg zdarzen
ewolucyjnych — poliploidyzacji, i towarzyszacej jej aneuploidii. Redukcja liczby
chromosomoéw stanowi podstawowg tendencj¢ przemian chromosomowych.

Badania genomoéow lubinéw na poziomie cytologicznym, sg wymagajace, przede
wszystkim ze wzgledu na liczne i male chromosomy o zblizonej morfologii (symetryczne
kariotypy) i ograniczone zasoby genomowe. Wyniki badan ustanowily bazg¢ zasobow cyto-
genomowych do dalszych analiz struktury 1 zrdéznicowania genomow lubinow.

Opracowane narzedzia tj.: cytogenomiczna mapa L. angustifolius (podpunkt 1, ponizej)

i markery chromosomowe (podpunkt 2) stanowia facznik w badaniach prowadzacych do
zrozumienia proceséw ewolucyjnych i adaptacyjnych tubinéw. Wybdr trzech gatunkow
referencyjnych do dalszych badan mechanizméw ewolucyjnych u fubinéw (podpunkt 3),
w przyszio$ci moze przetozy¢ sig¢ na prowadzenie badan w innej skali detekeji zdarzen
ewolucyjnych, podobnie jak u soi i fasoli zwyczajnej (Lin i in., 2010) lub Arabidopsis

thaliana, a takze u innych gatunkow Brassicaceae (Mandakova i in., 2013, 2018).

1) Cytogenomiczna mapa L. angustifolius _jako podstawowe narze¢dzie w badaniach

porownawczych

Kariotypy referencyjne okazaly si¢ kluczowym narzedziem  wykorzystywanym
w porownawczych analizach mapowania chromosoméw u roslin, np. wsrod rodzajow roslin
straczkowych u Arachis (Zhang i in., 2016), Glycine (Findley i in., 2010) i Phaseolus (Fonséca
iin.,2010). W pracy, w celu precyzyjnego przypisania chromosoméw do pseduomolekut, uzyto
sckwencji catych klonow BAC (ang. Whole BAC Sequences, WBS). W ramach
przedstawianych badan, uzyskalismy sekwencje dla 22 klondéw, wykorzystujagc metodg
sekwencjonowania dlugich odezytow (PacBio) i platform¢ NGS (Illumina). Nowo otrzymane
sekwencje WBS wraz z innymi sekwencjami BAC dost¢pnymi dla fubinéw w bazie danych

NCBI, poszerzyly zasoby cytogenomiczne i ustanowily wydajny zestaw narzedzi do integracji
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mapy chromosoméw i pseudomolekul. Dotychczas, przypisanie grup sprzgzeh do
chromosoméw L. angustifolius zostalo przeprowadzone przy wykorzystaniu przede wszystkim
sekwencji koncéow klonéow BAC (Wyrwa i in., 2016). Ostatecznie, 13 chromosomow
przypisalam do pseudomolekut L. angustifolius, zgodnie z weczesniejszymi wynikami
(Lesniewska i in., 2011; Wyrwa i in., 2016). Siedem chromosoméw zostalo przypisanych do
innych pseudomolekut lub przypisano do nich kolejne markery BAC niz wynikalo to
z integracji chromosomdéw i mapy sprzezen opublikowanej przez Wyrwa i in. (2016).
Integracyjne mapowanie pozwolilo takze na zmapowanie klonow dotgd nieprzypisanych do
grupy sprzezen, np. wlaczenie dotychczas nieprzypisanej grupy sprzezen (Cluster-2),
zawierajgcej markery cech uzytkowych, tj. wezesnosci kwitnienia do pseudomolekuty NLL20.

Poniewaz liczba sekwencjonowanych genomow gwaltownie rosnie, istnieje potrzeba
stworzenia odpowiednich narzedzi do ustanowienia wysokiej jakosci genomow
referencyjnych. W przypadku niektérych ztozonych genomow, sekwencjonowanie klonow
BAC nadal petni pomocng funkcje przy skladaniu genoméw sekwencjonowanych metodami
NGS (ang. Next Generation Sequencing) (Visendi i in., 2016). FISH, stanowi dodatkowy
‘punkt kontrolny” w procesie sktadaniu genomow, nawet jesli inne techniki poréwnaweze, takie
jak mapowanie optyczne metodg BioNano i sekwencjonowanie Hi-C zostaly uzyte do
precyzyjnego skladania genomow (Kolmogorov i in., 2018). W omawianej pracy wykazano,
7e integracja sckwencji calego genomu i mapy chromosoméw jest skuteczng
i komplementarng strategia badawczg w okreslaniu poprawnosei i1 jakosci zlozonego
genomu L. angustifolius. Jest to o tyle istotne, ze wsrod tubindéw przybywa gatunkow dla
ktorych jest dostepna sekwencja calego genomu. Drugim gatunkiem dla ktorego dostepna jest
sekwencja  calego  genomu  jest L. albus  (Hufnagel i  Peret, 2019,

https://pag.confex.com/pag/xxvii/meetingapp.cgi/Paper/33699), a genom L. luteus jest

w trakcie sekwencjonowania (Udall, 2018, informacja ustna).

2) Markery chromosomowe dla konstruowania idiograméw tubindéw

Rozwo6j roznych narzedzi badawczych, takich jak mapy genetyczne, cytogenetyczne, markery
chromosomow jest kluczowe dla syntenicznego poznania i zrozumienia ewolucji genomow
tubinéw. Sposréd 52 klondéw uznanych jako markery chromosomoéw L. angustifolius
opracowano zestaw markerow dla kazdego tubinu: L. cryptanthus — 41, L. luteus — 25,
L. hispanicus — 19, L. albus — 25, L. graecus — 24, L. micranthus — 26, L. atlanticus — 25,
L. digitatus — 19, L. cosentinii — 22, L. pilosus — 27 i L. palaestinus — 24 markerow.
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Baza ta stanowi platforme dla wiclu kierunkoéw badawczych o charakterze podstawowym
i aplikacyjnym: /) w projektowaniu markeréw genetycznych (np. SSR) podczas tworzenia map
genetycznych; if) w konstruowaniu kariotypoéw dla uprawnych i dzikich gatunkéw, np. pula
markerow dla L. cosentinii  (2n=32); iii) w integracji chromosoméw i map
genetycznych/pseudmolekul; iv) w rozréznianiu gatunkéw uprawnych i odpowiadajgcym im

form dzikich.

3) L. digitatus, L. pilosus i L. palaestinus jako gatunki referencyjne w badaniach ewolucyjnych

Na podstawie wynikow cytogenetycznych, zaproponowalismy przyjecie trzech gatunkow:
L. digitatus (2n=36), L. pilosus (2n=42) i L. palaestinus (2n=42), jako gatunkéw modelowych
do $ledzenia ewolucji chromosoméw u tubindw. Gatunki te maja podstawowa liczbe
chromosoméw x=6. Analizy filogenetyczne wykazaly, ze L. digitatus 1 L. palaestinus naleza
do jednych z najmlodszych gatunkow tubindow, ktore powstaty okolo 0,5 mlt. Natomiast,
L. pilosus wyewoluowal okoto 3 mlt (Drummond i in., 2012). Chociaz L. pilosus
i L. palaestinus posiadaja tg samg liczbe chromosomoéw, to charakteryzuja si¢ zréznicowaniem
w kariotypach i réznym czasem dywergencji. Przypuszczamy, ze L. digitatus i L. palaestinus
przeszly co najmniej jedna wspélng rundg WGD, podczas gdy L. pilosus mogh podlega¢ innym
zdarzeniom WGD.

Organizacja genomu Kkontrolowana jest na poziomie genetycznym, ale takze
epigenetycznym. Badania cytogenetyczne przedstawily obraz wysokiego zroznicowania
struktury genomoéw tubindéw na poziomie chromosoméw. Natomiast, w jaki sposéb struktura
i dynamika chromatyny wplywa na zréznicowanie genomoéw tubindw, ze szczegdlnym
uwzglednieniem modyfikacji histonéw i metylacji genomowego DNA bylo zadaniem

przedstawionym w kolejnej publikacji.

P3: Susek K., Braszewska-Zalewska A.}, Bewick A.J., Hasterok R., Schmitz R.J.,
Naganowska B. (2017). Epigenomic diversification within the genus Lupinus.

PlosOne 22;12(6):e0179821.

Badania te prowadzitam w ramach projektu OPUS 2 pt. Cytomolekularny wglqd w genomy
Lupinus (Narodowe Centrum Nauki, nr 2011/03/B/NZ2/01420; 2012-2016). Prace byly
prowadzone we wspolpracy z zespotem prof. dr. hab. Roberta Hasteroka (Uniwersytet Slaski

w Katowicach), ktéry jest uznanym osrodkiem badan epi- i cytogenetycznych. Jako kierownik
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projektu nawigzatam wspolprace z zespolem dr. Roberta Schmitza (University of Georgia),
ktory prowadzi unikatowe i opracowuje pionierskie rozwigzania metodyczne w zakresie analiz
epigenetycznych.

Badania zmienno$ci epigenetyczne] na poziomie chromosomow sa szczegdlnie
interesujgce w przypadku gatunkow uznanych za poliploidy (Wendel 1 in., 2016). Prezentowane
wyniki badaf sg jedynymi dla tubinow i mogg by¢ pomocne w dyskusji o roli zmian
epigenetycznych. Celem badan bylo opracowanie profili modyfikacji epigenetycznych jako
markeréw zréznicowania funkcjonalnego genomow tubinow. Interesujacym aspektem bylo
scharakteryzowanie profili metylacji genomowego DNA pomigdzy uprawnymi, a dzikimi

tubinami co posrednio obrazuje zmiany genomowe powstate w wyniku ewolucji i/lub adaptacji.

CEL 1: Modyfikacje chromatyny na poziomie chromosomow

Modyfikacje chemiczne chromatyny obejmujgce zaréwno histony, jak i DNA sg wysoce
konserwatywne wérdéd eukariontéw, lecz profile tych modyfikacji zwykle réznig sig
w zalezno$ci od gatunku. Zwigzane jest to gléwnie z rdznicami w organizacji genomu
jadrowego, ale takze czynnikami srodowiskowymi.

W pracy przedstawiliSmy zrdéznicowanie we wzorach modyfikacji histonow
charakterystycznych dla regionow euchromatynowych (dimetylacja reszty lizyny 4 histonu H3,
H3K4me2) i heterochromatynowych (dimetylacja reszty lizyny 9 histonu H3, H3K9me2) oraz
metylacji DNA (metylacja cytozyny, 5SmC) w chromosomach trzech uprawnych tubinow
i M. truncatula. Zastosowanie immunocytochemicznych umozliwilo mi zwizualizowa¢
roznice w modyfikacjach epigenetyczne. Wykazano, ze modyfikacja H3K4me2 wystepuje
w terminalnych odcinkach chromosomow u uprawnych tubindw L. angustifolius, L. albus
i L. luteus oraz u M. truncatula, co jest zgodne z obserwacjami u wigkszosci badanych roslin
(Fuchs i in., 2006). Wzor rozmieszczenia modyfikacji H3K4me2 potwierdzit takze, ze regiony
te s3 bogate w geny zardwno u L. angustifolius, jak 1 M. truncatula, co wezesniej zostato
zasugerowane — Kulikova i in. (2001) i Lesniewska i in. (2011). Interesujace jest, ze u L. albus
i L. luteus modyfikacja H3K4me2 byla zlokalizowana w odcinkach terminalnych, ale tylko
jednego ramienia wszystkich chromosoméw. Badania kolejnych modyfikacji histonu H3 —
acetylacja reszty lizyny 18 histonu H3 (H3K18ac) u L. albus i acetylacja reszty lizyny 16
histonu H4 (H4Kl6ac) u L. luteus potwierdzily wystgpowanie wzoru podobnego dla
modyfikacji H3K4me2. Dotychczas, taki wzor modyfikacji histonu H3K4me2 nie zostat

zidentyfikowany w $wiece ro$lin.
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Modyfikacja H3K9me2 moze by¢ skorelowana z wielkoscig genomu jgdrowego u roslin.
Jednak, u M. truncatula, pomimo matego genomu, obserwowano wzor lokalizacji sygnatow
charakterystyczny dla gatunkow o wigkszym genomie (2C DNA>1000 Mpz), np. taki jaki
u Zea mays (Shi i Dawe, 20006). Z kolei, u gatunkdéw cechujgcych si¢ matym genomem (2C
DNA<1000 Mpz) modyfikacja H3K9me2 wystgpuje w perycentrycznych i centromerowych
odcinkach chromosomdw (Houben i in., 2003). Tymczasem, u L. angustifolius (2C DNA=1890
Mpz) i L. albus (2C DNA=1100 Mpz) profile dimetylacji H3K9me2 obejmowaly terminalne
odcinki ramion chromosoméw, podobnie do profilu modyfikacji H3K4me2. Przypuszczamy,
ze odcinki heterochromatyny moga wystepowa¢ pomiedzy blokami euchromatyny u tubindw,
podobnie jak u A. thaliana (Feng i Jacobsen, 2011). Zaskakujace jest to, ze modyfikacja
H3K9me2 nie zostata zidentyfikowana u L. [uteus, gatunku charakteryzujacego sig
najwickszym genomem (2C DNA =2440 Mpz) wérod tubindw Starego Swiata. Taki wynik
moze przemawia¢ za wyksztalceniem si¢ zloZonego systemu organizacji chromatyny
u L. luteus.

W pracy przeprowadziliSmy analizy metylacji DNA w chromosomach uprawnych
gatunkach i M. truncatula, jako gatunku modelowego. Réznice w profilach SmC mogg wynikac¢
z jakosciowej  (intensywno$¢  sygnatéow  fluorescencyjnych) i iloSciowej (procent
‘wyznakowanych’ regionéw chromosomow ulegajacym metylacji DNA) organizacji DNA.
Ztozone mechanizmy towarzyszace procesom metylacji DNA mogg by¢ odpowiedzialne za
utrzymanie metylacji DNA i np. prowadzi¢ do wyciszenia transpozonéw DNA w niektorych
chromosomach. Podczas gdy, te same sygnaly wyciszajace mogg by¢ niewystarczajace dla
inicjacji metylacji DNA i wyciszenia tych samych sekwencji w pozostatych chromosomach tej

samej komorki roslinnej (Zilberman i Henikoft, 2004).

Whioski:

Profile modyfikacji histonéw ujawnity unikatowsa i specyficzng organizacj¢ epigenomu
u tubinéw. Ponadto, zroéznicowane wzory metylacji DNA moga $wiadczy¢ o licznych
zdarzen reorganizacji genomu podczas ich ewolucji, np. zwigzanych z amplifikacjg

sekwencji powtarzalnych, szczegolnie u L. [uteus.

CEL 2: Metylacja DNA na poziomie sekwencji genoméw lubinow

Dotychczasowe badania metylomu pokazaly, ze metylacja DNA jest procesem powszechnie
wystepujacym u roslin, lecz wykazujacym si¢ wysokim zréznicowaniem pomigdzy badanymi

gatunkami (Schmitz i in., 2013; Li i in., 2014; Seymour i in., 2014). Porownawcze wyniki
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wysokoprzepustowego sekwencjonowania genomowego DNA pozwolily na identyfikacje
globalnego poziomu metylacji DNA u trzech uprawnych i czterech dzikich gatunkow tubindw
(L. cosentiniii, L. digitatus, L. micranthus i L. pilosus). Profilowanie metylacji DNA ujawnilo
globalne r6znice we wzorach metylacji DNA w ukladzie symetrycznym (CG i CHG)
i niesymetrycznym (CHH). Na podstawie poziomu metylacji DNA w wariancie sekwencyjnym
CG, podzielitam analizowane tubiny na dwie grupy. Pierwsza obejmowala gatunki
o najwyzszym poziomie metylacji (35%) — L. albus i L. luteus. Natomiast do drugiej grupy
zaliczylam gatunki o poréwnywalnym poziomie metylacji DNA — L. angustifolius, L. digitatus,
L. micranthus (29%), L. pilosus (28%) i L. cosentinii (27%). Analizy SmC w ukiadzie
sekwencyjnym CHG pokazaly, ze najwyzszy poziom tej modyfikacji wystgpowal u gatunkow
uprawnych — L. luteus (40%), L. albus (36%) i L. angustifolius (31% ). U pozostalych dzikich
lubinéw poziom metylacji 5SmC w wariancie CHG obejmowal zakres od 25% do 23%.
Natomiast poziom metylacji SmC w kontekscie CHH byt najnizszy wsrdd badanych uktadow,
co jest typowe dla wigkszosci roglin (Niederhuth i in., 2016; Chen i in., 2015; Kim 1in., 2015).

Nalezy podkresli¢, ze najwyzszy poziom 5mC we wszystkich trzech ukladach
nukleotydowych wystgpowal u gatunkéw uprawnych (L. albus i L. lufeus), podczas gdy
najnizsze wartosci obserwowatam u dzikiego gatunku, L. cosentinii. Zjawisko to moze by¢
zwigzane ze specyficzng organizacjg powtarzajgcych si¢ sekwencji i/lub swoistym
upakowaniem heterochromatyny u gatunkéw uprawnych (Schmitz i in., 2011; Dubin i in.,
2015). Zroznicowanie we wzorach 5mC moze by¢ takze konsekwencjg procesoéw
poliploidyzacji i zwigzanych z nimi zlozonymi zmianami w mechanizmach regulacji genomow

(Jackson i Chen, 2010; Jordan i Schmitz, 2016).

Whioski:

Ztozone zdarzenia poliploidyzacyjne u fubinéw mogg by¢ skorelowane ze zmiennoscig
wzoréw modyfikacji chromatyny. Ponadto, procesy hodowlane (udomowienia)
i adaptacyjne mogly doprowadzi¢ do wyksztalcenie si¢ specyficznej maszynerii

epigenetycznej u uprawnych gatunkow tubinow.

Podsumowujgc, wyniki moich publikacji wchodzgcych w sktad osiagnigcia naukowego
umozliwiajg pelniejsze zrozumienie organizacji chromosoméw tubindéw oraz udziat rearanzacji

chromosomowych i modyfikacji epigenetycznych w ksztaltowaniu genomow tubinow.
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Za najwazniejsze osiggniecie uwazam okre§lenie przemian chromosomowych
i zaproponowanie modelu ewolucji kariotypow w kierunku redukcji chromosomdéw,
w wyniku zlozonych proceséw poliploidyzacji i towarzyszacym im zdarzeniom

aneuploidii.

Ponadto, w powyzszym cyklu badan przedstawiono:

1) zrdéznicowanie w strukturze chromosoméw tubinow;

2) przemiany chromosomowe, takie jak delecja/insercja oraz translokacja i fuzja-fizja
chromosomowa, jako glowne zdarzenia prowadzace do zmiany struktury i liczby
chromosomow u lubinow;

3) markery chromosoméw L. angustifolius jako markery chromosoméw spokrewnionych
gatunkéw i narzedzia do identyfikacji ztozonych rearanzacji chromosomowych;

4) zréznicowanie w profilach modyfikacji histonéw u uprawnych tubinow;

5) réznice w metylacji DNA pomigdzy uprawnymi i dzikimi gatunkami tubinow.

Dodatkowo, wyniki badafi wzbogacity infrastrukture badawczg dla tubindw tj.
kompleksowa zintegrowana mapa genomu L. angustifolius, zestaw — markerow
chromosomowych, dane sekwencyjne klonow BAC, sekwencje metylacji DNA. Badanie te,
prowadzitam w ramach dwdch whasnych projektow badawczych, sfinansowanych przez

Narodowe Centrum Nauki. Realizowatam je w ramach wspélpracy krajowej i zagraniczne;.

W podsumowaniu warto podkreslié¢, ze wyniki omowionych prac wyznaczyly kolejne
kierunki badawcze, ktore moga wplyng¢ na rozwdj genomiki tubinéw i przyczyni¢ si¢ do
postepu prac hodowlanych. Staz naukowy w zespole prof. S.A. Jacksona, a takze wczesniejsze
wizyty naukowe w ramach SKILLS — FNP Mentoring Programme (2015) pozwolily mi na
zapoznanie si¢ i zaplanowanie kariery naukowej w kontekécie badan podstawowych, ich
zastosowaniem w  pracach badawczo-rozwojowych oraz koniecznoscig —integracji
interdyscyplinarnych badan w celu utworzenia platformy badawcze] w nowoczesnych
procesach udoskonalenia hodowli roslin uprawnych.

Badania cytogenetyczne wskazaly idee zwigzane z:

1) poszukiwaniem nowych rozwigzan badawczych w celu przesledzenia szczegotowych
rearanzacji w obrebie danego chromosomu. Zastosowanie zaawansowanej techniki “oligo-
paint’-FISH pozwoli na wykrycie przemian chromosomowych na wyzszym poziomie
czulosci  mapowanie  chromosoméw  (projekt  NCN  PRELUDIUM 12,
nr 2016/23/N/NZ2/01509; 2017-2019);
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2) zrozumieniem mechanizmoéw ewolucyjnych w oparciu o kompleksowe analizy
transkryptoméw lubinéw Starego i Nowego Swiata, a takze wybranych gatunkow
z plemienia Genisteae. Badania te, prowadzone sa na podstawie analiz zmian w profilu
ekspresji, utraty/duplikacji poszczegolnych gendow, konwersji gendw prowadzacych do
sub-  lub  neo-funkcjonalizacji  gendéw  (projekt NCN  HARMONIA 7,
nr 2015/18/M/NZ2/004221; 2016-2020);

3) zrozumieniem architektury genetycznej i jej dynamiki regulacyjnej, lezacych u podstaw
zmiennosci wielkosci nasion w celu stworzenia modelu ewolucyjnego i udomowienia
prowadzgcego do ksztaltowania si¢ duzych nasion. Badanie te przedstawilam we wniosku
projektu OPUS 16 pt. Odkrywanie genetycznych i epigenetycznych mechanizmow
zwigzanych ze zmiennoscig wielkosci nasion u roslin strgczkowych w celu zrozumienia
proceséw  ewolucyjnych  zachodzgcych — podczas  udomowienia  (NCN, nr  rej.
2018/31/B/NZ9/03325; projekt w trakcie ewaluacji). Zlozyltam takze projekt we
wspolpracy z naukowcami z Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology
(Poczdam, Niemcy) i University of Georgia (Athens, USA.), w ramach konkursu Marie
Sklodowska-Curie Actions Individual Fellowships, Unia Europejska, nr 845080, ktory
zostal nagrodzony Seal of Excellence, lecz z powodu ograniczonych srodkow nie otrzymal

finansowania;

5. Oméwienie pozostalych osiaggnieé naukowo-badawczych

Moje zainteresowania badawcze obejmuja dwa gléwne nurty badawcze. Pierwszy z nich
dotyczy badan zwiagzanych z genomikg gatunku uprawnego lubinu waskolistnego (Lupinus
angustifolius) 1 ewolucjg w obrebie rodzaju Lupinus. Drugim kierunkiem badawczym,
podjetym podczas ponad trzyletniej pracy na Uniwersytecie Slaskim w Katowicach, sg badania
genomu rosliny modelowej dla traw strefy klimatu umiarkowanego — klosownicy

dwuktoskowej (Brachypodium distachyon).

Tematyka badawcza realizowana w oparciu o gatunki z rodzaju Lupinus

Podczas pracy doktorskiej rozpoczetam badania zwigzane ze strukturg genomu tubindéw. Studia
doktoranckie podjelam na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu. Badania realizowatam w Instytucie Genetyki Roslin PAN w Poznaniu w Pracowni
Genomiki Strukturalnej, kierowanej przez prof. dr. hab. Bogdana Wolko. Kontynuowatam je

po obronie pracy doktorskiej podczas pracy w Uniwersytecie Slaskim w Katowicach — na
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Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska w Katedrze Anatomii i Cytologii Roslin. Po
zakonczeniu pracy (stazu) w Uniwersytecie Slaskim w Katowicach rozwijam je w Instytucie
Genetyki Roslin PAN w Poznaniu, w Zakladzie Genomiki, w Zespole Struktury i Funkcji
Genow, kierowanym przez prof. dr hab. Barbar¢ Naganowska.

Badania o charakterze podstawowym miaty na celu poznanie struktury genomu tubinu
waskolistnego (L. angustifolius), jako gatunku referencyjnego. Prace badawcze prowadzone
w ramach 6. Programu Ramowego Unii Europejskiej Grain Legumes Intergrated Project
(GLIP) pt. New strategies to improve grain legumes for food and feed (FP6-2002-FOOD-1-
506223) obejmowaly genetyczne mapowanie pordéwnawcze siedmiu gatunkow stragczkowych.
Celem projektu bylo opracowanie rozwigzan badawczych zmierzajacych do zwigkszenia

udziatu roslin strgczkowych w rolnictwie (http://www.pcgin.org/GLIP/GLIP.htm). Moje

badania eksperymentalne pozwolily na opracowanie zestawu markeréw genetycznych dla
L. angustifolius w oparciu o sekwencyjne bazy danych EST (ang. Expressed Sequence Tags)
oraz TC (ang. Tentative Consensus) dla gatunku modelowego dla roslin stragczkowych
Medicago truncatula oraz dla Pisum sativum. Markery umozliwily wzbogacenie mapy
genetycznej L. angustifolius, przeprowadzenie mapowania porownawczego genomow
strgczkowych oraz oszacowanie syntenii pomigdzy L. angustifolius i M. truncatula. Prace te
byly kontynuowane po zakonczeniu mojej pracy doktorskiej we wspolpracy z dr Matthew
Nelsonem (University of Western Australia, Perth, Australia), co zaowocowalo opracowaniem
pierwszej kompleksowej mapy genetycznej genomu L. angustifolius (Nelson i in., 2010). Mapa
genetyczna ustanowila fundamentalne narze¢dzie badawcze dla pozniejszych analiz genomu
lubinu waskolistnego, wlgczajgc prace zwigzane z przypisaniem chromosoméw do grup
sprzezen (Wyrwa i in. 2016), a takze sekwencjonowanie genomu L. angustifolius (Hane i in.,
2017). Dodatkowo, markery STS wykorzystano do identyfikacji regionéw genomu
L. angustifolius zwigzanych z loci cech ilosciowych QTL (ang. Quantitative Trait Loci) m.in.
wczesnosé kwitnienia, wielko$¢ nasion(Boersma i in., 2008).

Jedng z podstawowych przeszkod ograniczajacych intensyfikacje upraw tubinow
w Polsce i na $wiecie sa choroby wywolywane przez grzyby patogeniczne. Jako wykonawca
dwoch projektow badawezych MNiSW, kierowanych przez prof. dr. hab. Bogdana Wolko,
uczestniczylam w badaniach zmierzajacych do okreslenia regionw/regionéw genomu fubinu
waskolistnego zwigzanych z odpornoscia na choroby — antraknozg i brunatng plamistos¢ todyg,
wywotywanych odpowiednio przez grzyby patogeniczne Colletotrichum lupini i Diaporthe
toxica. W tym celu wykorzystano klony pochodzace z biblioteki BAC genomu jgdrowego

(Kasprzak i in., 2006), zawierajace sekwencje sprzgzone z locus odpornosci na grzyby
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patogeniczne. Markery BEST, opracowane na podstawie sckwencji koncow klonow BAC,
zmapowatam w kilku grupach sprzezen u L. angustifolius. Co zasugerowato, ze odpornos¢ na
grzyby patogeniczne moze by¢ zwigzana z wigcej niz jednym regionem genomu
L. angustifolius. W celu potwierdzenia wynikow mapowania genetycznego przeprowadzitam
mapowanie genomu L. angustifolius metodg FISH, wykorzystujac klony BAC jako sondy
molekularne. Integracyjne mapowanie genomu wskazalo, ze odpornos¢ na grzyby
patogeniczne moze by¢ zwigzana z wigcej niz jednym regionem genomu L. angustifolius.
Zweryfikowano wczedniejsze przypuszezenia o jednogenowym charakterze dziedziczenia
odpornosci na niektére choroby powodowane przez grzyby patogeniczne.

Rozwdj badan genetycznych i cytogenetycznych przyczynit si¢ do podjecia ambitnego
zadania integracji mapy genetycznej i chromosomowej L. angustifolius. Badania trudne
wrealizacji, przede wszystkim ze wzgledu na duza liczb¢ (2n=40) malych i stabo
zréznicowanych pod wzgledem morfometrycznym chromosomoéw, byly skoncentrowane na
opracowaniu markeréw chromosomowo-specyficznych. Przeprowadzenie szeregu reakcji
BAC-FISH, pozwolito mi na otrzymanic puli dwunastu markeréw chromosomow,
umozliwiajgcych ich jednoznaczng identyfikacje. W konsekwencji, przypisalam trzy grupy
sprzezen do chromosoméw (Lesniewska i in., 2011). Ustanowifo to podstawe do dalszych
badan zmierzajacych do utworzenia kompletnej — =zintegrowanej mapy genomu
L. angustifolius.

Podczas realizacji pracy doktorskiej bylam wykonawcg w dwoch krajowych i jednym
miedzynarodowym projekcie badawczym. Badania te wykonywalam w ramach wspolpracy
z zagranicznymi o$rodkami naukowymi: Murdoch University, Perth Australia, The University
of Western Australia, Perth, Australia, Department of Agriculture and Food, Western Australia,
Perth, Australia i Université de Rennes we Francji.

Wyniki moich badaf zostaly wyréznione nagrodg przyznang przez Fundacje
Uniwersytetu im. A. Mickiewicza — Poznanski Park Naukowo Technologiczny Stypendia dla
najlepszych  uczestnikow  studiow  doktoranckich w  Wielkopolsce z  zakresu nauk

przyczyniajgeych sig do rozwoju strategicznych obszarow regionu.

Po ukonczeniu doktoratu, uczestniczylam w integracyjnym mapowaniu genomu
L. angustifolius. W wyniku analiz zostala utworzona kompleksowa mapa chromosomow,
przypisanych do grup sprzezen (Wyrwa i in., 2016). Jednoczesnie rozpocze¢lam badania
zwigzane ze organizacja i ewolucjg genomow tubindw. Przemiany poliploidyzacyjne, zwigzane

przede wszystkim z duplikacjg calego genomu, prowadza do szeregu zmian w genomie
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formujgcego si¢ gatunku obejmujgcych m.in. redukcje wielkosci genomu, redukcje liczby
chromosomdéw oraz zmiany w poziomie ekspresji genow (Comai, 2000). Obecnie kieruje
multidyscyplinarnym projektem badawczym (NCN HARMONIA 7), lgczacy analizy
genetyczne, cytogenetyczne, transkryptomiczne i bioinformatyczne. Celem kierowanego
projektu jest poznanie procesow poliploidyzacyjnych. Badania filogenetyczne z uzyciem
transkryptomow pozwolily precyzyjnie okresli¢ czas dywergencji tych gatunkow, a takze
zweryfikowaly dotychczasowe relacje ewolucyjne pomigdzy tubinami. Badania prowadzone sg
we wspolpracy z zespolem prof. S.A. Jacksona (University of Georgia, Athens, USA).
Partnerem w projekcie jest rowniez prof. Colin Hughes (University of Zurich, Szwajcaria),
wiodacy specjalista w zakresie systematyki i filogenezy straczkowych, w szczegoélnosci
tubinéw ‘Nowego Swiata’. Wyniki badan zaprezentowatam podczas konferencji Plant and
Animal  Genome XXVII  Conference (Susek 1 in, 2019, San Diego, USA
https://pag.confex.com/pag/xxvii/meetingapp.cgi/Person/54808).

Opracowana genowa platforma badawcza, w oparciu o transkryptomy dla wszystkich
gatunkéw tubinow Starego Swiata wraz z ich formami botanicznymi i o$miu gatunkéw
z plemienia Genisteae, stanowi zrodlo wiedzy o genach o zréznicowanym profilu ekspresji
i genach tkankowo-specyficznych. Wysokiej jakosci transkryptomy, jako innowacyjne
narzedzia pozwolg zrozumie¢ ewolucyjne procesy zroznicowania tubinéw, a takze poznac
mechanizmy réznych proceséw biologicznych — waznych w udoskonalaniu tubinéw i roslin
innych strgczkowych. Cze$¢ wynikow zostata przedstawiona we wniosku projektu
pt. Intelligent Collections of Food-Legume Genetic Resources for European Agrofood Systems
nr 862862 w konkursie Genetic resources and pre-breeding communities SFS-28-2018-2019-
2020 ramach programu Horyzont 2020 (projekt w drugim etapie ewaulacji). W zlozonym
projekcie zaproponowano mi pelnienie funkcji koordynatora zadania badawczego dotyczacego

genomiki tubinow.

Tematyka badawcza realizowana w oparciu o gatunki z rodzaju Brachypodium

Wiele badan dotyczgcych poznania struktury i funkcji genomu roslin uzytkowych opiera si¢ na
wykorzystaniu  organizmow modelowych.  Brachypodium distachyon, jako organizm
modelowy dla traw strefy klimatu umiarkowanego jest doskonalym narzgdziem
w kompleksowych badaniach podstawowych, stuzacym lepszemu poznaniu i zrozumieniu
wielu istotnych procesow biologicznych u traw (Poaceae). Podczas pracy w Uniwersytecie

Slaskim w Katowicach uczestniczytam w analizach genomu jgdrowego B. distachyon (2n=10)
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z uzyciem nowoczesnych metod biologii i cytogenetyki molekularnej. W ramach
miedzynarodowej wspdlpracy przedstawilismy szeroki zakres badan, wlaczajac analizy
cytogenetyczne w ktorych B. distachyon pelni funkeje gatunku modelowego (Mur i in., 2011).

Wykorzystanie metody FISH z wyselekcjonowanymi, specyficznymi dla poszezegélnych
chromosoméw  B. distachyon pulami klonow BAC o niskiej zawartosci sekwencji
powtarzalnych pozwolilo po raz pierwszy na zastosowanie metody malowania
chromosoméw (ang. Chromosome Painting) u roslin jednolisciennych. Badania pozwolily na
identyfikacj¢ i zwizualizowanie rearanzacji chromosomowych u B. distachyon, B. stacei
(2n=20) oraz B. hybridum (2n=30) (Idziak i in., 2011). Pdznicjsze poréwnawcze badania
cytogenetyczne w obrebie tych trzech gatunkow wskazaly na liczne rearanzacje
chromosomowe pomiedzy B. distachyon, B. stacei, z wytgczeniem B. hybridum (Lusinska i in.,
2018). W celu poszerzenia wiedzy z zakresu organizacji genomdw Brachypodium
uczestniczylam w analizach z zakresu biologii i filogenezy molekularnej. Wyniki prac
wskazaly na wystepowanie dysploidii w obrebie tego rodzaju. Co wigcej, rezultaty badan
zasugerowaly homoploidalne pochodzenie gatunku modelowego, B. distachyon (Wolny i in.,
2011).

Prace byly prowadzone we wspolpracy naukowej z o$rodkami naukowymi w Wielkie]
Brytanii: John Innes Centre, Norwich i Aberystwyth University. W zespole dr. Tima Langdona
(Aberystwyth University) odbytam kilka wizyt naukowych o lacznym czasie trwania okoto
pieciu miesigcy, finansowanych przez Aberystwyth University, British-Polish Young Scientists
Programme i LLP Erasmus mobility.

Wspolpraca z zespolem prof. dr. hab. Roberta Hasteroka jest kontynuowana w ramach
projektu HARMONIA 7 pt. Zmiennos¢ genetyczna i epigenetyczna w naturalnych populacjach
modelowej trawy Brachypodium distachyon, a adaptacja do zréznicowanych warunkéw
srodowiska, kierowanego przez prof. dr. hab. Roberta Hasteroka (Narodowe Centrum Nauki,
nr 2015/18/M/NZ2/0039420; 2016-2020). Jako promotor pomocniczy uczestnicze w opiece
nad Doktorantem i przygotowaniu rozprawy doktorskiej pt. Pordwnawcza analiza
multiomiczna naturalnych populacji Brachypodium distachyon w celu poznania molekularnych

mechanizmow adaptacji do zmiennych warunkow srodowiska.
Podsumowujgc, w trakcie mojej kariery naukowej uczestniczylam w realizacji projektow:

dwoch finansowanych przez NCN, pieciu przez MNiSW/NCN, jednego przez Ministerstwo

Rolnictwa i Rozwoju Wsi i jednego przez Uni¢ Europejskg. Dotychczas, kierowatam dwoma

Strona 23 z 26




projektami finansowanymi przez NCN, ktore realizowano w ramach wspolpracy krajowej
1 zagranicznej.

Poza aktywnoscig badawczg prowadzilam zajecia dydaktyczne na studiach I, II i III
stopnia, szkoleniowe i popularno-naukowe. Bytam opiekunem naukowym prac magisterskich
1 promotorem prac licencjackich. Obecnie, jestem promotorem pomocniczym w dwoch
przewodach doktorskich. Prowadzitam i organizowatam migdzynarodowe warsztaty naukowe
w kraju i za granicg. Jestem zaangazowana w organizacj¢ seminariow naukowych w Instytucie
Genetyki PAN (2015-obecnie), organizacje migdzynarodowej konferencji naukowej Third
International Legume Sociely Conference (Poznan, 21-24 maja 2019).

Chciatabym rowniez podkreslic, ze moje osiggnigcia naukowo-badawcze zostaly
wyroznione nagrodami o zasi¢gu krajowym: (i) Stypendium naukowe dla wybitnych mlodych
naukowcow przyznane przez Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (2014-2017), (ii)
Nagroda Polskiego Towarzystwa Genelycznego za najlepsza publikacj¢ z zakresu genetyki
(2016), (iii) Nagroda indywidualna Rektora Uniwersytetu Sigskiego II stopnia (2012), (iv)
Nagroda zespolowa Rektora Uniwersytetu Slgskiego I stopnia (2011). Otrzymatam réwniez
migdzynarodowa Nagrode Akademii Nauk krajow Grupy Wyszehradzkiej Visegrad Group
Academies Young Researcher Award 2013 w dziedzinie nauk rolniczych (2013).
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