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Przeprowadzone prace dotyczymienndci terminu kwitnienia w materiatach kolekcyjnych
i w populacji mapujcej tubinu biatego, jak rownieidentyfikacji sekwencji homologéw znanych
genéw procesu indukcji kwitnienia u tego gatunkupalimorfizmu tych sekwencji w liniach
rodzicielskich populacji mapagej. Podstaw bada byly analizy poréwnawcze sekwencji genomu
tubinu waskolistnego, transkryptomow tubinu biatego oraz yoin sekwencji zdeponowanych
w bazach danych. Ponadto projekt obejmowat przygatie materialu do analiz tubintditego -
wykonanie krzyowan linii tubinu zoktego ré@nigcych sé terminem kwitnienia.

Gtéwnym celem projektu w roku 2014 byto poznani&kvwsencji, z genomu tubinu biatego,
homologébw znanych gendw uczestaipch w procesie indukcji kwitnienia. Analizy byly
kilkuetapowe. Najpierw sekwencje referencyjne hagolv (wybranych na podstawie danych
literaturowych) zostaty przyréwnane do dgstych scaffoldow projektu sekwencjonowania genomu
tubinu wgskolistnego. Dla szeregu gendw uczestiiggh w procesie indukcji kwitnienia
zidentyfikowano po kilka scaffoldéw pochag¥ch z genomu tubinu agkolistnego: m.in. dwa dla
siedmiu gendw, trzy i cztery dla trzech genéwgséi@siem dla jednego genu. Potwierdza to ptayj
wczesniej hipotez zaktadajca, ze znaczna liczba gendw uczestgmzh w procesie indukcji
kwitnienia wystpuje w kilku kopiach. Wykorzystag sekwencje scaffoldéw tubinu askolistnego
wykazupcych istotne statystycznie podohstwo do sekwencji homologbw gendéw kwitnienia,
przeszukano baz danych sekwencji transkryptomu tubinu biatego. blagnie poréwnawcze
sekwencji transkryptomu tubinu biatego do scaffeldéubinu wgskolistnego wykazatoze take
u tubinu biatlego znaczna liczba genow wpstie w postaci loci zduplikowanych. Z analizy damyc
literaturowych wynika, ze stosunkowo niewielka liczba genéw u asmkowych wystpuje
w pojedynczej kopii. Uwza sk, ze tubiny przeszly wicej niz jedrg runck duplikacji catego genomu,
a procesly poliploidyzacji zostal/ly zamaskowan@hkutewolucji poprzez liczne i ztone rearazacje
genomowe. Mapowanie poréwnawcze genomu tubingkalistnego i wybranych genomoéwsthio
straczkowych Medicago truncatula i Lotus japonicus) wykazato,ze w genomie wygpujg regiony,
ktére prawdopodobnie ulegty duplikacjom i triplikae. Nasgpnie, na podstawie
wyselekcjonowanych sekwencji cDNA tubinu biateg@rezentuicych homologi znanych gendow
uczestnicacych w regulacji procesu indukcji kwitnienia, zajetdowano startery do reakcji PCR.
Amplifikacje prowadzono na matrycy DNA wyizolowanego m.in. ziilirodzicielskich populacji
mapupcej tubinu biatego. Uzyskane fragmenty DNA zostadyldane sekwencjonowaniu. W wyniku
poréwnania sekwencji uzyskanych na martycy obui liodzicielskich zostaly zidentyfikowane
polimorfizmy typu SNP. Zaobserwowany poziom polifionu sekwencji ngdzy liniami
rodzicielskimi populacji mapagej tubinu biatego jest stosunkowo niskérednio dla co dziesiej
pary starterow uzyskiwano polimorficzne produktyzn@cza to,ze w celu poznania lokalizaciji
genetycznej wszystkich badanych gendwdaie konieczne wykonanie ghiszej liczby analiz i
pierwotnie zaktadano. Z danych literaturowych wynike w swiatowej kolekcji tubinu biatego
poziom polimorfizmu DNA jest znacznie wgzy niz w obrebie populacji mapugej.

W toku realizacji projektu w 2014 roku, wykonandk#a (w warunkach szklarniowych, bez
wernalizacji) déwiadczenie ukierunkowane na oeeterminu kwitnienia w populacji mapigej
i liniach kolekcyjnych tubinu bialego. Populacja pu@gca liczy 191 rekombinantdw wsobnych



pokolenia g, kombinacji krzgowkowej Kiev Mutant i linii dzikiej P27174. Liniedtekcyjne zostaty
natomiast wybrane na podstawie obserwacji termimitnienia prowadzonych w poprzednich latach
w ramach déwiadczér we wspotpracuicych z Instytutem stacjach hodowlanych (Hodowl&liRo
Smolice, Oddziat Przelowo i Poznaska Hodowla Rdin, Oddziat Wiatrowo). Zmiennig terminu
kwitnienia w populacji mapagej tubinu biatego byla zgodna z danymi literatuyovii Zakres
zmienndci terminu kwitnienia w materiatach kolekcyjnychtlwickszy niz w populacji mapujcej.
Jest to przyczynek do postawienia hipotezg, w niektérych liniach kolekcyjnych wygiuja
dodatkowe genydulz formy genéw nie wyspujace w populacji mapuagej. W celu poznania podia
molekularnego cechy wczesioo kwitnienia w calej puli genowej konieczne jestavwiaczenie tych
linii do genotypowania za pomgcwysokoprzepustowego sekwencjonowaniaaddw 3’ cDNA
(MACE).

Wykonano take prace ukierunkowane na wyselekcjonowanie z h#iBBAC genomugdrowego
tubinu waskolistnego klonéw do heterologicznych analiz cgtogtycznych (BAC-FISH) w kolejnych
latach projektu. Pierwszym etapem byta adnotacjakdjonalna sekwencji z genomu tubinu
waskolistnego — zidentyfikowano geny oraz sekwenapavtprzalne. Do przygotowania sond do
hybrydyzacji z bibliotek wybrano te scaffoldy z tubinu askolistnego, w ktérych elementy
repetytywne stanowityatznie nie wgcej niz 1,5% dtugéci catej sekwencji. Amplifikacja PCR
zostata przeprowadzona na matrycy DNA tubingskolistnego odmiany Sonet. Rozdzielone za
pomoa elektroforezy fragmenty DNA zostaly wyizolowane Zzelu i oczyszczone, nagginie
wyznakowane radioaktywnie metpgrandom priming”. Wyznakowane fragmenty DNA zogtatyte
jako sondy do hybrydyzacji z makromacierzami bilgikdo BAC. Sondy zawieraly fragmenty
nastpujagcych genéw: LUMIDEPENDENS (LD), FCA, EARLY FLOWERIBI 6 (ELF®6),
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOCERNALIZATION 5 (VRNS).
Dla kazdej z sond uzyskano pozytywne sygnaty hybrydyzaeyjn kcznie z  biblioteki
wyselekcjonowano 53 klony BAC. Klony wykazagg pozytywne sygnaty hybrydyzacyjne pobrano
z biblioteki. DNA, wyizolowany z klonébw BAC, zostgoddany reakcji trawienia restrykcyjnego,
a produkty rozdzielono elektroforetycznie.i¢e klonéw BAC zostaly zsekwencjonowane.

Ponadto, w Oddziale Przgiowo Hodowli Rdlin Smolice zostata wysiana populacja mapsj
tubinu biatego w celu namuaenia materiatu siewnego. Rimy byty izolowane, aby uniks€ zapylenia
przez owady. Siki zebrano wczegnjesieny, uzyskujc min. 50 nasion dla kdej linii. W celu
przygotowania nowej populacji mapaogj do przysztych badatubinu zottego, w Przetdowie
wykonano krzyowania odmiany wczaie kwitngcej, termoneutralnej, nierozgatajacej sk,
zdeterminowanej (syn. samalazacej, epigonalnej), o nasionach biatych i pomarawym kolorze
kwiatu, z odmian Parys, péno kwitmca, nietermoneutralyy rozgatziajaca sig, o nasionach
nakrapianych czarnym pigmentem. Dla obu uktaddéw fmdzicielskich uzyskano po kilkadzigsi
nasion pokolenia



