Gatunek rosliny, ktorej dotyczy sprawozdanie:
Lubin z6tty (Lupinus luteus L.) i tubin bialy (Lupinus albus L.)
Autor/autorzy:

MICHAL KSIAZKIEWICZ, PIOTR PLEWINSKI, SANDRA RYCHEL-BIELSKA, WOJCIECH
BIELSKI, BOGDAN WOLKO

Afiliacja:

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Adres korespondencyjny, adres e-mail i nr telefonu kierownika tematu:
ul. Strzeszynska 34, 60-479 Poznan, mksi@igr.poznan.pl, 61-6550268
Informacja o dotacji:

Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego w
produkcji roslinnej na podstawie decyzji nr HOR hn-801-8/14, Zadanie nr 39

Tytul zadania w jezyku polskim:

Cecha wczesnosci kwitnienia u tubinu biatego i tubinu zoéttego — podstawy genetyczne
i molekularne

Tytul zadania w jezyku angielskim:

Early flowering traits of white lupin and yellow lupin — genetic and molecular backgrounds
Stowa kluczowe:

fenotypowanie, genotypowanie, termin kwitnienia, wernalizacja, profilowanie ekspresji genéw

Realizacje¢ zadania podzielono na cztery tematy badawcze (opisane na kolejnych stronach).



Cel tematu badawczego 1:

Otrzymanie linii pokolenia Fg z krzyzéwek tubinu zottego QPRH444/14x3Parys i
QParysxd PRH444/14 oraz ocena terminu kwitnienia wybranych linii z kolekcji tubinu bialego.

Wyniki uzyskane w toku realizacji tematu badawczego 1:

W stacji Hodowli Roslin Smolice, Oddziat w Przebgdowie, wysiano nasiona z pokolenia Fs obu
wariantow populacji mapujacej tubinu zo6ttego. Uzyskano plon z 200 linii z kazdej kombinacji
krzyzowkowej. Po recznej obrébce stragkow uzyskano nasiona w liczbie wystarczajacej (z rezerwa
na ewentualne powtdrzenia) do kontynuacji prac w nast¢pnych latach.

Na podstawie wynikow obserwacji fenotypowych prowadzonych w ramach realizacji zadania w
latach 2014, 2015 i 2018 opracowano zestaw 137 linii tubinu bialego reprezentujacy istniejacy w
kolekcji zakres zmiennos$ci terminu kwitnienia. Doswiadczenie ukierunkowane na ocen¢ terminu
kwitnienia zostalo zatozone w warunkach szklarniowych w wariancie bez wernalizacji. Wysiano po
12 nasion dla kazdej z badanych linii. Prowadzono codzienny monitoring roslin i obserwacj¢
kwitnienia. Odczytano liczbe dni od wysiania do utworzenia pagkéw, poczatku kwitnienia, konca
kwitnienia oraz dojrzatosci wigkszosci stragkdw na roslinie.

Wszystkie linie zawigzaly strgki, aczkolwiek 3 linie nie osiggnety fazy dojrzatosci (zbioru nasion)
ze wzgledu na stan fitosanitarny. Podsumowujac, 97,8% badanych linii wydato plon nasion. Rosliny
potrzebowaty $rednio ~50,9 dni do zawigzania pagkéw (min. ~38,5 / max. ~74,6), ~64,5 dni do
poczatku kwitnienia (min. ~47,2 / max. ~88,4), ~76,0 dni do zakonczenia kwitnienia (min. ~62,0 /
max. ~94,5) i ~130,8 dni do dojrzatosci stragkéw (min. ~104 / max. ~164). Wyniki byly zbiezne z
tymi, ktére uzyskano w latach poprzednich. Dla przyktadu, korelacja pomig¢dzy terminem
kwitnienia dla obserwacji z 2018 i 2020 wyniosta 0,84 (wartos¢ p ~0), za$ dla obserwacji z lat 2015
1 2020 wyniosta 0,77 (p ~1E-37). Wyniki obserwacji terminu kwitnienia tubinu biatego uzyskane w
latach 2015-2020 oraz wyniki oceny odpowiedzi wernalizacyjnej uzyskane w latach 2015 i 2018
poréwnano z rozktadem polimorfizmu markeréw genetycznych opracowanych dla genéw indukcji
kwitnienia oraz loci QTL w poprzednich latach realizacji projektu. Obliczono wspdiczynnik
korelacji punktowo-dwuseryjnej i wartos¢ prawdopodobienstwa skojarzonego z rozkiladem
dwustronnym t-Studenta. Dla 12 markeréw zlokalizowanych w obrgbie 4 gtéwnych loci QTL
wykazano istotng statystycznie (p <0,05) korelacj¢ z terminem kwitnienia, przy czym dla 7
markeréw warto$¢ p byta nizsza niz 0,01.

Wnhioski z realizacji tematu badawczego 1:

1.  Pomimo duzego poziomu kolinearnos$ci pomigdzy genomami tubinu waskolistnego i biatego,
cecha wczesnosci kwitnienia u tych gatunkéw warunkowana jest przez rdzne geny,
zlokalizowane na innych chromosomach.

2. Cecha wczesno$ci kwitnienia tubinu bialego jest kontrolowana przez wiele genéw, co w
praktyce uniemozliwia klasyczng selekcje w kierunku wczesnosci kwitnienia przy uzyciu
markeréw molekularnych (zbyt wiele markeréw do analizy).

3. Wystgpowanie statystycznie istotnej korelacji miedzy rozktadem terminu kwitnienia tubinu
biatego i polimorfizmem niektérych markeréw wskazuje na mozliwos¢ opracowania modelu
selekcji genomowej. Wymaga to jednak genotypowania kolekcji, a nastepnie wybranych linii
hodowlanych metoda wysokoprzepustowego sekwencjonowania (aktualnie metoda
nieoptacalna w hodowli tworczej tubinéw ze wzgledu na zbyt wysoki koszt).



Cel tematu badawczego 2:

Opracowanie zestawu najbardziej uzytecznych markeréw do genotypowania materialéw
kolekcyjnych tubinu zéttego ukierunkowanego na identyfikacje skiadu allelicznego w obrgbie
dwéch gtéwnych loci QTL wezesno$ci kwitnienia.

Wyniki uzyskane w toku realizacji tematu badawczego 2:

Przeprowadzono amplifikacj¢ 70 produktow PCR na matrycy DNA 113 linii tubinu zéttego, w tym
na 4 liniach referencyjnych: P28213 i Wodjil (linie rodzicielskie australijskiej populacji mapujace;j)
oraz Parys i PRH 444/14 (linie rodzicielskie opracowywanej w ramach niniejszego zadania polskiej
populacji mapujacej). Po uzyskaniu zestawu wynikow dla wszystkich badanych markeréw i linii
obliczono (dla kazdego analizowanego markera) wspotczynnik korelacji punktowo-dwuseryjnej
pomiedzy genotypem (fazg markera, allelem) a fenotypem (terminem kwitnienia) oraz warto$¢
prawdopodobienstwa skojarzonego z rozktadem dwustronnym t-Studenta.

Dla kazdej podanej pary starteréow udalo si¢ uzyska¢ specyficzne produkty amplifikacji PCR.
Sposréd 23 polimorficznych produktow, 14 wykazato istotng statystycznie korelacje rozktadu alleli
z liczba dni od wysiewu do kwitnienia (usredniong z 3 lat obserwacji szklarniowych) na poziomie
istotnosci p<0,05, w tym 11 produktéw wykazato istotng statystycznie korelacj¢ na poziomie
istotnosci p<0,001. Z kolei 13 polimorficznych produktéw wykazato istotng statystycznie korelacje
rozktadu alleli z wptywem wernalizacji na liczb¢ dni do kwitnienia (usrednionym z 3 lat obserwacji
szklarniowych) na poziomie istotnosci p<0,05, a w tym 5 produktéw wykazato istotng statystycznie
korelacje na poziomie istotnosci p<0,001.

Wnhioski z realizacji tematu badawczego 2:
1. Cecha wczesnosci kwitnienia tubinu zéitego jest warunkowana przez kilka gtéwnych loci.

2. Gléwny gen wczesno$ci kwitnienia u tubinu z6ttego jest potozony w regionie kolinearnym do
regionu genomu tubinu waskolistnego zawierajagcego allele Ku i1 Julius warunkujace
termoneutralno$¢ u tego gatunku.



Cel tematu badawczego 3:

Poznanie kompletnej sekwencji wybranych 5 genéw zwigzanych z procesem kwitnienia i adnotacja
funkcjonalna uzyskanych sekwencji.

Wyniki uzyskane w toku realizacji tematu badawczego 3:

Amplifikacja PCR byta prowadzona na matrycy DNA wyizolowanego z linii Parys, Wodjil,
PRH444/14 i P28213 przy uzyciu starterow zaprojektowanych w ubieglym roku oraz nowych
starterow zaprojektowanych w 2020 roku dla fragmentéw sekwencji nie objetych jeszcze analizami.
Sekwencjonowanie produktow PCR zostalo zlecone firmie wykonujacej tego typu ustugi.
Chromatogramy z wynikami sekwencjonowania zostaty zaimportowane do programu Geneious i
poddane inspekcji w celu okreslenia poprawnosci odczytu sekwencji. Nastepnie przy wykorzystaniu
naktadajacych si¢ koncow zostaty ztozone kontigi i utworzone sekwencje konsensusowe dla
kazdego z badanych genéw (osobno dla kazdej z linii). Na podstawie wzajemnego przyréwnania
czterech sekwencji konsensusowych dla kazdego z badanych genéw zostalty zidentyfikowane loci
polimorficzne. Loci te bytly poddane adnotacji funkcjonalnej ukierunkowanej na identyfikacje
potencjalnych miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za regulacje
ekspresji tych genow.

Lacznie w tym roku sekwencjonowano 179 produktéw PCR amplifikowanych przy pomocy 53
roznych par starterow. Dla kazdego z nich uzyskano czytelng sekwencje. W zdecydowanej
wiekszosci przypadkéw sekwencjonowanie wykonane zostalo z obydwu koncéw i dla kazdej z
analizowanych linii. Pojedyncze przypadki sekwencjonowania produktéw dla mniejszej liczby linii
(jednej, dwoéch lub trzech) wynikaty zazwyczaj ze znacznych rozbieznosci pomig¢dzy dotychczas
poznang sekwencja genu i konieczno$cig projektowania nowych par starterow lub dobierania juz
posiadanych starterow w nowe, nietypowe pary, by uzyskac¢ specyficzny wynik dla poszczegdélnych
linii. Rzadziej celem sekwencjonowania pojedynczych linii byta che¢ potwierdzenia wystepowania
polimorfizmu lub uzyskanie bardziej satysfakcjonujacego wyniku sekwencjonowania produktow,
ktore byly sekwencjonowane w roku ubiegtym. Uzyskano petne sekwencje genéw dla wszystkich
linii. Zidentyfikowano 33 loci polimorficzne mi¢dzy liniami rodzicielskimi Wodjil i P28213 oraz 21
loci polimorficznych migdzy liniami PRH444/14 i Parys.

Wnhioski z realizacji tematu badawczego 3:

1.  Potencjalne znaczenie funkcjonalne w regulacji terminu kwitnienia u tubinu zéttego maja
mutacje zidentyfikowane w obrebie trzech homologéw genu FLOWERING LOCUS T.

2. Loci polimorficzne wystgpujace w regionach regulatorowych pomiedzy liniami rodzicielskimi
populacji mapujacych tubinu zo6ttego zawierajg m.in. hipotetyczne miejsca wigzania
czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych ekspresje genu FLOWERING LOCUS T w
odpowiedzi na fotoperiod i niskg temperaturg.



Cel tematu badawczego 4:

Poznanie profilu ekspresji genéw uczestniczagcych w procesie indukcji kwitnienia w liniach
rodzicielskich dwéch populacji mapujacych w odpowiedzi na wernalizacje¢ w warunkach dnia
krotkiego.

Wyniki uzyskane w toku realizacji tematu badawczego 4:

RNA z préb zostat wyizolowany za pomocg komercyjnego zestawu SV Total RNA Isolation System
(Promega). RNA zostal przepisany na cDNA przy uzyciu komercyjnego zestawu iScript cDNA
Synthesis Kit (Bio-Rad). Do ilosciowego PCR uzyto zestawu odczynnikéw iTaq Universal SYBR
Green Supermix (Bio-Rad). W analizie stosowano trzy powtdrzenia techniczne i trzy powtdérzenia
biologiczne. Wyniki znormalizowano do poziomu ekspresji genu referencyjnego - homolog z
genomu tubinu waskolistnego: Lup025874, nazwa genu: RNA helicase DRH1, homolog z genomu
Arabidopis thaliana: AT5G47010. Analiza danych byla prowadzona w programie CFX Manager
Software 3.1 (Bio-Rad). Wykresy poziomu ekspresji gendéw zostaly wykonane w programie
Microsoft Excel.

Uzyskano profile ekspresji dla wszystkich badanych genéw (czterech homologéw genu
FLOWERING LOCUS T), linii, terminéw oraz wariantéw wernalizacyjnych. W przypadku
niektérych genéw zaobserwowano w liniach P28213 i Parys wysoka odpowiedZz wernalizacyjna,
wyrazong poprzez wzrost poziomu ekspresji odpowiednio maksymalnie 270x i 304x. Linie
PRH444/14 i Wodjil byly natomiast zazwyczaj termoneutralne pod wzgledem poziomu ekspresji
badanych genéw. Ponadto, wystgpily znaczne rdéznice pomigdzy genotypami, wynoszace w
wariancie bez wernalizacji nawet ~1200x miedzy liniami Wodjil i P28213 czy tez ~700x mi¢dzy
liniami PRH444/14 i Parys. Zastosowanie wernalizacji zmniejszyto réznice w poziomie ekspresji
genOw obserwowane pomig¢dzy liniami wczesnymi a péznymi.

Wnhioski z realizacji tematu badawczego 4:
1.  Jeden z badanych homologéw genu FLOWERING LOCUS T jest prawdopodobnie genem

integratorowym dla szlaku wernalizacyjnego u tubinu zoéttego, za§ drugi jest genem
kandydujacym dla szlaku fotoperiodycznego.

2. Jeden z badanych homologéw genu FLOWERING LOCUS T prawdopodobnie nie jest
zaangazowany w regulacje procesu indukcji kwitnienia tubinu zéttego w odpowiedzi na
fotoperiod i wernalizacje.



