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Sprawozdanie merytoryczne 2015 - streszczenie
W roku 2015 kontynuowano analizy waznej cechy uzytkowej lubinu bialego - wczesnoSci

kwitnienia. Przeprowadzone prace dotyczyly zmienno$ci terminu kwitnienia W materiatach
kolekcyjnych i w populacji mapujacej, jak réwniez identyfikacji sekwencji homologéw znanych
gendéw procesu indukcji kwitnienia u tego gatunku i polimorfizmu sekwencji w liniach rodzicielskich
populacji mapujacej. Podstawa badan byly analizy poréwnawcze sekwencji genomu tubinu
waskolistnego, transkryptomoéw tubinu biatego oraz innych sekwencji zdeponowanych w bazach
danych. Na mapie genetycznej tubinu biatego zlokalizowano sekwencje wybranych gendw:
integratoréw szlakow kwitnienia oraz gendéw ze szlaku wernalizacyjnego. Wykonano oceng sprzezenia
tych gendw z cechg wczesnosci kwitnienia. Zbadano zmiennos$¢ na poziomie RNA pomiedzy liniami
tubinu biatego poprzez uzyskanie i porownanie sekwencji znacznej liczby markeréw wywodzacych sie
z regionOw w poblizu koncéw 3’poliA sekwencji cDNA. Ponadto, homologi genéw kwitnienia
zmapowano w chromosomach tubinu bialego i waskolistnego poprzez cytogenetyczng lokalizacje
klonéw BAC (z biblioteki genomu jadrowego tubinu waskolistnego), zawierajacych sekwencje tych
genow. Projekt obejmowal rowniez przygotowanie materiatu do analiz tubinu zotego - wykonanie
krzyzowan linii r6znigcych si¢ terminem kwitnienia.

Jednym z glownych celow badan bylo poznanie zmienno$ci terminu kwitnienia w liniach
lubinu bialego (Lupinus albus). Wykonano wernalizacje 109 linii, obejmujacych odmiany, rody
hodowlane, mutanty i populacje dzikie, otrzymanych ze $wiatowej kolekcji tego gatunku oraz
Z biezacych programéw hodowlanych (PHR, Stacja Hodowli Ros$lin Wiatrowo). Do$wiadczenie
w warunkach kontrolowanego o$wietlenia i temperatury wykazato, ze w kolekcji wystgpuje znaczna
zmienno$¢ zarowno terminu kwitnienia, jak i odpowiedzi na wernalizacje. Dla linii wernalizowanych
$redni termin od wysiania do kwitnienia zawierat si¢ w zakresie od 38 do 77 dni, za$ dla linii nie
poddanych wernalizacji od 46 do 82 dni. Zaobserwowano, ze nawet linie bardzo wczesne
w odpowiedzi na wernalizacje przyspieszajag kwitnienie o ok. tydzien. Ponadto w wielu liniach
zaobserwowano znaczng réznice terminu kwitnienia dla poszczegodlnych pojedynkéw. Wykonano
réwniez wernalizacje 195 linii tubinu biatego z populacji mapujacej Kiev Mutant x P27174 (IGR
PAN). Doswiadczenie z populacja przeprowadzono w warunkach polowych (HR Smolice, Oddziat
W Przebedowie). Termin kwitnienia dla roslin wernalizowanych miescit si¢ w zakresie 49-74 dni, za$
dla ro$lin nie poddanych wernalizacji 61-149 dni. Wykazano znaczng zmienno$¢ terminu kwitnienia
w materiatach kolekcyjnych. Ciaglty charakter zmiennosci $wiadczy o tym, ze cecha jest warunkowana
przez wiele genow. Na podstawie wynikow uzyskanych dla linii z kolekcji i z populacji mapujace;j
mozna wnioskowaé, ze termin kwitnienia tubinu bialego jest efektem wspotdziatania kilku genow
I wyraza si¢ poprzez termoneutralno$¢ oraz obnizone wymagania co do fotoperiodu. Cecha ta jest
korzystna ze wzgledu na warunki klimatyczne rolnictwa polskiego, gdyz warunkuje krotki okres
wegetacji i wczesne dojrzewanie nasion. Ponadto istnienie co najmniej kilku genow wptywajacych
na skrocenie terminu od wysiania nasion do kwitnienia umozliwia szeroki doboér komponentow
do krzyzowan i skuteczne wprowadzenie cechy do linii hodowlanych.

Jednym z zadan byto przygotowanie materialu do analiz lubinu zéttego (L. luteus). W tym celu
w stacji Hodowli Roslin Smolice, Oddzial w Przebgdowie, wysiano nasiona z pokolenia F; z dwoch
kombinacji krzyzowan. Uzyskano odpowiednio 2272 i 1012 nasion pokolenia F..

Prace obejmowaly réwniez mapowanie genetyczne sekwencji wybranych genéw
uczestniczacych w procesie indukcji kwitnienia. Na podstawie danych z publikacji wybrano 69



sekwencji genéw zwigzanych z gtéwnymi szlakami regulatorowymi. W wyniku przyrownania tych
sekwencji do sekwencji transkryptomu linii rodzicielskich populacji mapujacej tubinu biatego
zidentyfikowano 41 homologéw gendéw kwitnienia. Nastepnie sekwencje tranksryptomu Kiev
i P27174 poréwnano ze soba w celu identyfikacji miejsc polimorficznych. Dodatkowo, dla rodziny
biatek wigzacych fosfatydyloetanoloaming (FLOWERING LOCUS T) wykonano wnioskowanie
bayesowskie i na tej podstawie przyporzadkowano sekwencje do podrodzin FTa, FTc i BFT.
Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) znaleziono dla 17 przyrownan sekwencji. Na podstawie
tych wynikow oraz pozycji w skafoldach genomu tubinu waskolistnego (L. angustifolius)
zaprojektowano startery do mapowania dla 33 homologow genow kwitnienia. Zastosowanie sekwencji
transkryptomu linii rodzicielskich do poszukiwania loci polimorficznych bylo skuteczne tylko
w czesci przypadkoéw. Gtowng przyczyna byl problem z amplifikacjga produktow PCR, ktory mogt
wynika¢ z falszywie pozytywnego zlozenia sekwencji z réznych kopii w jedna podczas sktadania
transkryptomu i w konsekwencji zaprojektowania starterow w oparciu o sekwencj¢ konsensusows,
ztozong z kilku rézniacych si¢ kopii. Istotnym utrudnieniem byt takze stosunkowo niewielki poziom
polimorfizmu sekwencji migdzy liniami rodzicielskimi populacji mapujacej (Kiev Mutant i P27174).
Ostatecznie polimorfizm wykazato 15 produktow PCR - 3 polimorfizm wielko$ci produktu,
1 polimorfizm obecnosci / braku produktu i 11 polimorfizm sekwencji. Na tej podstawie na mapie
genetycznej  tubinu  bialego  zostaly  zlokalizowane markery nastepujgcych  gendow:
LUMINIDEPENDENS, FLOWERING LOCUS D, FLOWERING TIME CONTROL PROTEIN A,
FLOWERING LOCUS T, FRIGIDA, EARLY FLOWERING 3, FPA, PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 4, MULTICOPY SUPPRESSOR OF IRA 4, CONSTANS, EARLY
FLOWERING 1, EARLY FLOWERING 4, EARLY IN SHORT DAYS 4, MOTHER OF FT.
Przeprowadzono oceng ich sprzgzenia z cechg wezesnosci kwitnienia. Na podstawie wynikow mozna
wnioskowaé, ze znaczna liczba gendéw uczestniczacych w procesie indukcji kwitnienia wystepuje
w genomie tubinu biatego w kilku kopiach.

Kolejnym etapem prac byto generowanie markerow dla linii lubinu bialego rozniacych sie
terminem Kkwitnienia metoda sekwencjonowania nowej generacji MACE. Dla poznania
zmienno$ci na poziomie RNA generowane sa markery wywodzace si¢ z regiondw w poblizu koncow
3’poliA sekwencji cDNA. Do badan stuzyly liscie we wczesnej fazie wzrostu generatywnego.
Zkazdej z badanych linii zostalo wybranych 5 prob, z ktorych wyizolowano RNA,
spektrofotometrycznie okre$lono jego Stezenie i poziom zanieczyszczenia, a jakos¢ sprawdzono
metodg rozdziatu elektroforetycznego na zelu agarozowym. Analiza sekwencji potwierdzita
obserwowany stosunkowo niewielki poziom polimorfizmu linii rodzicielskich populacji mapujace;j,
wskazujgc jednoczesnie na istnienie nowych zrodet zmiennosci genetycznej w obrebie kolekceji tubinu
biatego.

Ostatnim etapem realizacji projektu byta lokalizacja cytogenetyczna klonéw BAC
zawierajacych sekwencje gené6w kwitnienia w chromosomach metafazowych tubinu waskolistnego
(gat. referencyjny) i bialego (gat. badany). Klony z biblioteki genomu jadrowego tubinu
waskolistnego zostaly wybrane na podstawie wynikéw przeszukiwania biblioteki, zakotwiczenia
koncow klonow w skafoldach genomu tubinu waskolistnego, obecnosci w regionach syntenicznych
do genomu Medicago truncatula, jak rowniez adnotacji funkcjonalnej sekwencji regionow
syntenicznych, w tym liczby genoéw (regiony bogate w geny) i obecno$ci homologdéw genow
kwitnienia. Badane klony hybrydyzowaty do jednego / kilku loci lub dawaty sygnaly rozproszone
w wielu miejscach genomu. Wyniki BAC-FISH pozwolity na identyfikacje chromosoméw
posiadajacych regiony zawierajace geny zwigzane z procesem kwitnienia. Mozna wnioskowaé
0 wystepowaniu wiecej niz jednego takiego regionu w badanych genomach. Przetestowanie
cytogenetyczne wybranych klonéw BAC pozwolito na uzyskanie zestawu klonow o sygnatach
unikatowych, majacych charakter markeréw cytogenetycznych.



