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Zasadniczym celem Zadania realizowanego w okresie 2014-2020 jest analiza zmiennosci
waznej cechy uzytkowej - wczesnosci kwitnienia u tubinu biatego i tubinu zéttego. W ramach
zadania prace w roku 2016 dotyczyty czterech tematéw badawczych:

1. Okreslenie zmiennosci terminu kwitnienia w materiatach kolekcyjnych tubinu zéitego
i otrzymanie linii pokolenia F3 z krzyzéwek tubinu zéttego {QPRH444/14xParys
i QParysxdPRH444/14.

2. Poznanie liczby kopii w genomie tubinu biatego dla 20 homologéw genow
uczestniczacych w procesie indukcji kwitnienia oraz rekonstrukcja drzew filogenetycznych
dla sekwenciji tych genéw w obrebie rodziny roslin straczkowych (bobowatych).

3. Lokalizacja na mapie genetycznej tubinu biatego sekwencji homologdéw znanych
gendw uczestniczacych w procesie indukcji kwitnienia oraz ocena sprzezenia tych genow
z cechg wczesnosci kwitnienia w populacji mapujacej i grupie linii kolekcyjnych oraz odmian
uprawnych.

4. Uzyskanie profilu ekspresji pieciu genow uczestniczacych w indukcji kwitnienia
w odpowiedzi na fotoperiod i wernalizacje u linii tubinu biatego rdznigcych sie terminem
kwitnienia i wymaganiami wernalizacyjnymi.

Temat badawczy 1

Z Oddziatu Wiatrowo Poznanskiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0. uzyskano wyniki obserwacji
prowadzonych w latach ubiegtych w ramach rutynowej oceny kolekcji tubinu zéttego - liczbe
dni od wysiania nasion do: poczatku i kofnca kwitnienia oraz dojrzewania strgkéw. Wybrano
110 linii reprezentujacych zakres zmiennos$ci cech terminu kwitnienia i dojrzewania strgkow.
Doswiadczenie ukierunkowane na ocene terminu kwitnienia zostato zatozone w warunkach
szklarniowych (z wernalizacjg i bez wernalizacji). Prowadzony byt codzienny monitoring
roslin. Zarejestrowana zostata liczba dni od wysiania do utworzenia pakéw, poczatku
kwitnienia, konca kwitnienia oraz dojrzatosci wiekszosci strgkdéw na roslinie.

Wykazano znaczng zmiennosé terminu kwitnienia w materiatach kolekcyjnych tubinu
z6ttego, ktére obejmowaty odmiany, rody hodowlane, mutanty i populacje dzikie. Zmiennos¢
ma charakter ciagty, co swiadczy o tym, ze cecha jest warunkowana przez wiele genow.
Podobne wyniki uzyskano w badaniach terminu kwitnienia i odpowiedzi na wernalizacje w
kolekciji australijskiej tubinu zéttego.

W celu przygotowania materiatéw tubinu zéttego w kolejnych latach wysiano nasiona dwdch
kombinacji krzyzéwkowych QPRH444/14xdParys i QParysxdPRH444/14. Aby unikng¢
zapylenia przez owady, rosliny byly izolowane. Straki zbierane byly wczesng jesienig
i recznie obrabiane.

Prowadzone badania pozwolity na sformutowanie nastepujgcych wnioskow:

1. Cecha wczesnosci kwitnienia tubinu zéttego jest cechg ilosciowg, ktdrg prawdopodobnie
warunkuje kilka niesprzezonych ze sobg genéw.

2. Wystepujace w kolekcji linie wczednie dojrzewajgce nie wykazujg przyspieszenia
dojrzewania po zastosowaniu wernalizacji, a wiec skrécenie terminu od wysiania do inicjacji
kwitnienia poprzez krzyzowania z liniami catkowicie termoneutralnymi moze nie wptyng¢ na
wymagang przez tubin zétty dtugos¢ okresu wegetacyjnego.

3. Linie rodzicielskie wyprowadzanej populacji wykazujg niewielkg roznice w terminie
kwitnienia i wymaganiach wernalizacyjnych w stosunku do zmiennosci wystepujacej
w kolekcji, natomiast réznig sie znacznie terminem dojrzewania strgkébw i mogg byc¢
przydatne do badania genéw warunkujacych te ceche.



Temat badawczy 2

Celem badan byto poznanie liczby kopii w genomie tubinu biatego dla 20 homologéw gendw
uczestniczacych w procesie indukcji kwitnienia oraz rekonstrukcja drzew filogenetycznych
dla sekwencji tych genéw w obrebie rodziny roslin stragczkowych.

W toku realizacji zadania w latach 2014-2015 uzyskano zestaw sekwencji mRNA z tubinu
biatego reprezentujgcych 41 gendw uczestniczacych w procesie indukcji kwitnienia i ich
kopie. Sekwencje te pochodzg z transkryptomu referencyjnego, linii rodzicielskich populaciji
mapujacej i z sekwencjonowania MACE. Sekwencje te zostaty poddane translacji in silico
wzgledem sekwencji z Glycine max. Do dalszych analiz wybrano 28 genéw. Sekwencje tych
gendw zostaty przyrownane do sekwencji genomow 10 gatunkow roslin straczkowych. Na tej
podstawie zostaty wybrane regiony genomu, ktére zostaty poddane translacji in silico
wzgledem referencyjnych sekwencji biatka. Na podstawie wnioskowania bayesowskiego
skonstruowano konsensusowe drzewa ilustrujgce hipotetyczny przebieg ewoluciji
poszczegolnych kopii tych gendw.

Mapowanie poréwnawcze wykazato, ze czes$¢ tych gendw wystepuje prawdopodobnie
w dwdch lub wiecej kopiach. W celu precyzyjnego okreslenia liczby kopii badanych genéw
w genomie tubinu biatego zostata przeprowadzona reakcja digital droplet PCR (ddPCR) we
wspétpracy z zespotem dr. Jana Podkowinskiego z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze w toku ewolucji roslin strgczkowych wystepowato zjawisko
duplikacji catego genomu. Z danych literaturowych wynika, ze taka duplikacja nastgpita ok.
45-65 milionéw lat temu tuz przed rozejsciem sie linii ewolucyjnych dajacych poczatek
poszczegblnym kladom. Ponadto, nastgpity niezalezne duplikacje u czesci linii ewolucyjnych,
np. w kladach Mimosoideae-Cassiinae-Caesalpinieae, Detarieae, Cercideae i Lupinus,
datowane na 25-35 min lat temu. Niekt6re z duplikacji catego genomu wystgpity stosunkowo
niedawno, np. 13 min lat temu u soi oraz kilka min lat temu u orzeszkéw ziemnych (Arachis).
Pozostatoscig po tych duplikacjach mogg by¢ zachowane w genomie dodatkowe kopie
genow. Pomimo duplikacji catych genomoéw, jakie zaszty u czesci badanych gatunkéw
stragczkowych, niektére geny sg aktualnie w jednej kopii. Wskazuje to na istnienie
mechanizméw, ktére doprowadzity do specyficznej eliminacji nadmiarowych kopii tych
gendw w niezaleznie rozwijajacych sie liniach ewolucyjnych. Najwiecej loci zduplikowanych
zidentyfikowano u soi i fubinu waskolistnego, co moze mie¢ zwigzek z epizodami duplikaciji
catego genomu, jakie nastgpity w toku ewolucji obu tych gatunkéw.

Temat badawczy 3

Celem badan byta lokalizacja na mapie genetycznej tubinu biatego sekwencji homologéw
znanych genow uczestniczgcych w procesie indukcji kwitnienia oraz ocena sprzezenia tych
genodw z cechg wczesnosci kwitnienia w populacji mapujgcej i grupie linii kolekcyjnych oraz
odmian uprawnych.

Korzystajgc z przyrownan sekwencji wykonanych podczas realizacji tematu badawczego nr
2, wykonano adnotacje intronéw i eksonéw. Ze wzgledu na ograniczenia w postaci diugosci
sekwencji kodujacej, dtugosci intronéw i dostepnych miejsc wigzania starterow spetniajacych
ww. kryteria, analizie poddane zostaty 22 homologi gendéw kwitnienia. Do detekcji
polimorfizmu w toku mapowania genetycznego zostaty wykorzystane metody: PCR, CAPS,
dCAPS - w zaleznosci od tego, czy istniat enzym restrykcyjny rozpoznajacy dang sekwencje.
Segregacja markerow byta testowana w puli 196 linii wsobnych pokolenia Fg kombinaciji
krzyzowkowej Kiev Mutant x P27174. Segregacja wszystkich markerow w populacji
mapujacej spetnita kryterium testu zgodnosci chi-kwadrat z segregacja oczekiwana.

W ramach realizacji projektu EU FP7 ,LEGATO”, ktdrego Instytut Genetyki Roslin PAN jest
jednym z wykonawcédw, we wspoétpracy z zespotem Centro di Ricerca per le Produzioni
Foraggere e Lattiero-Casearie utworzono nowg mape genetyczng tubinu biatego, ktéra
zawiera 3966 markerow, z tego 3668 sekwencyjnie zdefiniowanych, rozlokowanych w 25
grupach sprzezen odpowiadajgcych 25 chromosomom tego gatunku. Mape te wykorzystano
do mapowania markeréw uzyskanych w toku realizacji zadania nr 39. Przy zatozonych
kryteriach istotnosci (p=0,05) na mapie zlokalizowano 21 z 25 wygenerowanych



markerow genetycznych. Markery otrzymane dla genéw kwitnienia uzyto do genotypowania
linii kolekcyjnych, dla ktérych termin kwitnienia i wymagania wernalizacyjne poznano w toku
realizacji zadania w latach 2014-2015. Wyniki genotypowania zostaty porownane z wynikami
doswiadczen w warunkach kontrolowanych ukierunkowanych na ocene terminu kwitnienia
i odpowiedzi na wernalizacje. Nie wykazano sprzezenia markeréw z cechg, co stanowi
potwierdzenie wynikbw mapowania genetycznego.

Markery gendw uczestniczacych w procesie indukcji kwitnienia zlokalizowano na mapie
genetycznej tubinu biatego w réznych grupach sprzezen, ale innych niz te zawierajgce loci
wczesnosci kwitnienia. Wskazuje to inne podioze molekularne tej cechy niz u tubinu
waskolistnego, soi, lucerny, komonicy i innych gatunkéw strgczkowych. Geny, ktére
uczestniczg w szlakach kwitnienia, sg co prawda te same, co potwierdzity badania ekspresiji
technikg MACE w ubiegtym roku, ale loci z mutacjg odpowiedzialng za termoneutralnosc¢ lub
obnizone wymagania fotoperiodu sg inne niz u ww. gatunkéw.

Dzieki badaniom wykonanym w ramach tego tematu, znany jest poziom ekspresji tych
genow dla 20 linii o réznym terminie kwitnienia. Stanowi to podstawe do dalszych badan
genetycznych i fizjologicznych tego gatunku.

Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna wyciggna¢ nastepujace wnioski:

1. Znaczna liczba gendéw uczestniczacych w procesie indukcji kwitnienia wystepuje
w genomie tubinu biatego w kilku kopiach.

2. Gen FTe1, ktéry u tubinu waskolistnego jest odpowiedzialny za termoneutralno$¢ (locus
Ku), nie warunkuje tej cechy u tubinu biatego.

Temat badawczy 4

Celem badan byto uzyskanie profilu ekspresji pieciu gendow uczestniczacych w indukciji
kwitnienia w odpowiedzi na fotoperiod i wernalizacje u linii tubinu biatego réznigcych sie
terminem kwitnienia i wymaganiami wernalizacyjnymi.

Podczas realizacji zadania w ramach projektu MRIRW w latach 2014-2015
wyselekcjonowano z kolekcji tubinu biatego linie znacznie réznigce sie terminem kwitnienia.
Do doswiadczenia w warunkach kontrolowanych zostata wybrana linia P.26780
0 najpbzniejszym terminie kwitnienia (77-82 dni) oraz linia Kiev, kwitngca najwczesniej (38-
48 dni). Doswiadczenie byto zatozone w warunkach kontrolowanej temperatury, o$wietlenia
i wilgotnosci (Centrum Uprawy Roslin IGR PAN).

Geny do analiz zostaty wybrane na podstawie zaangazowania w proces indukcji kwitnienia
u gatunkédw modelowych (na podstawie danych literaturowych) oraz obecnosci
w transkryptomie linii poddanej wernalizacji (na podstawie wynikbw w zadaniu nr 39
uzyskanych w latach 2014-2015). Wybor zostat dokonany na podstawie wynikdw oceny
liczby kopii (analiza w temacie nr 2), mapowania genetycznego oraz wstepnej weryfikaciji
metodg PCR. Wséréd wybranych gendw znalazty sie m.in. sekwencje z grupy FLOWERING
LOCUS T, poniewaz jeden z tych gendéw, LanFTc1, odpowiada za ceche termoneutralnosci
u tubinu waskolistnego, co wykazano podczas realizacji zadania MRIRW w latach 2011-
2013.

Analiza poziomu ekspresji zostata wykonana na matrycy cDNA uzyskanego po przepisaniu
wyizolowanego RNA. Detekcja produktu byta przeprowadzona na zasadzie fluorescencii.
Analiza  statystyczna  zostata  przeprowadzona przy uzyciu  oprogramowania
zaimplementowanego w komputerze dostarczonym wraz z termocyklerem.

Obserwowany profil ekspresji tych genédw w odpowiedzi na wernalizacje i fotoperiod u
tubinu biatego stanowi istotny przyczynek do wnioskowania, ze regulacja terminu kwitnienia
u tego gatunku odbywa sie na wczesniejszych etapach tych szlakow. Wyniki analizy QTL
wskazujg, ze sg to co najmniej 4 rézne loci. Dla poréwnania, u tubinu waskolistnego, cecha
termoneutralnosci warunkowana jest przez delecje w regionie promotorowym genu FTc1.



