Zadanie 39

Tytut zadania: Cecha wczesnosci kwitnienia u lubinu bialego i lubinu zéttego -
podstawy genetyczne i molekularne

Kierownik zadania: dr Michat Ksigzkiewicz
Sprawozdanie merytoryczne 2017 - streszczenie

Zasadniczym celem Zadania realizowanego w okresie 2014—-2020 jest analiza zmiennosci
waznej cechy uzytkowej - wczesnosci kwitnienia u tubinu biatego i tubinu zéttego. W ramach
tego zadania prace prowadzone w 2017 roku dotyczyty czterech tematow badawczych,
ktérych cele szczegotowe byty nastepujgce:

1. Poznanie zmiennosci waznej cechy uzytkowej, terminu kwitnienia, w liniach
kolekcyjnych tubinu zéttego oraz otrzymanie linii pokolenia F4 z krzyzowek tubinu zottego
QPRH444/14x3Parys i YParysx3dPRH444/14.

2. Identyfikacja miejsc polimorficznych roznicujgcych linie rodzicielskie populacji
mapujgcej tubinu zoéttego w obrebie sekwencji homologéw znanych gendw uczestniczgcych
w procesie indukgji kwitnienia.

3. Uzyskanie zestawu klonéw BAC zawierajgcych kopie znanych gendw uczestniczgcych
w procesie indukcji kwitnienia i ich wstepna charakterystyka cytogenetyczna w
chromosomach tubinu zoitego.

4. Opracowanie markerow do rutynowego genotypowania czterech gtéwnych QTL cechy
wczesnosci kwitnienia tubinu biatego i okreslenie za ich pomocag profilu tych QTL w
Swiatowej kolekcji tego gatunku.

Wszystkie cele zostaly zrealizowane zgodnie z zatozeniami.

Temat badawczy 1

Na podstawie danych uzyskanych wczesniej z Oddzialu Wiatrowo Poznanskiej Hodowli
Roslin Sp. z 0.0. oraz obserwacji fenotypowych prowadzonych w ramach realizacji zadania
nr 39 w ubiegtym roku wybrano 110 linii reprezentujgcych wystepujgcy w kolekcji tubinu
z6ttego (Lupinus luteus L) zakres zmiennosci zaréwno w zakresie terminu kwitnienia, jak i
dojrzewania strgkéw. Dodatkowo do doswiadczenia pozyskano nasiona linii rodzicielskich
populacji mapujgcej, PRH444/14 i Parys.

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 pakdéw, poczatku
kwitnienia, konca kwitnienia oraz dojrzato$ci wigkszosci strgkow na roslinie.

Wykazano znaczng zmienno$¢ terminu kwitnienia w materiatach kolekcyjnych tubinu zéttego,
ktére obejmowaty odmiany, rody hodowlane, mutanty i populacje dzikie. Zmienno$¢ 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
kolekcji australijskiej tubinu zéttego.

W celu przygotowania materiatow tubinu zottego w kolejnych latach wysiano nasiona dwoch
kombinacji krzyzowkowych QPRH444/14xJParys i QParysx3PRH444/14. Aby unikng¢
zapylenia przez owady, rosliny byty izolowane. Strgki zbierane byly wczesng jesienig
i recznie obrabiane.

Prowadzone badania pozwolity na sformutowanie nastepujgcych wnioskow:

1. Cecha wczesnosci kwitnienia tubinu  Zzbéttego jest cechg ilosciowa, ktérg
najprawdopodobniej warunkuje kilka niesprzezonych ze sobg gendw.
2. Wystepujgce w kolekgji linie wczesnie 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 z6tty dlugos¢ okresu wegetacyjnego.

3. Linie rodzicielskie wyprowadzanej populacji wykazujg posrednig, ale powtarzalng
réznice w terminie kwitnienia i wymaganiach wernalizacyjnych w stosunku do zmiennosci



wystepujacej w kolekcji, natomiast reprezentujg szeroki zakres zmiennosci dojrzewania
strgkéw i bedg takze przydatne do badania genéw warunkujgcych te ceche.

Temat badawczy 2

Na podstawie danych literaturowych oraz wynikéw uzyskanych w toku realizacji zadania w

ramach projektu MRiIRW w latach 2014-2016 wybrano zestaw sekwencji obejmujacy geny z

réznych szlakow indukcji kwitnienia:

* integratory szlakéw indukcji kwitnienia: FLOWERING LOCUS T (FT), UNI=LEAFY
(UNI=LFY)

+ geny ze szlaku wernalizacyjnego: FRIGIDA (FRI), VERNALIZATION INDEPENDENCE 3
(VIP3)

* geny ze szlaku autonomicznego: FLOWERING LOCUS D (FLD), FLOWERING PROTEIN
A (FPA), FY, SQUAMOSAG (SPL6),

* gen inicjujgcy kwitnienie w odpowiedzi na stresy abiotyczne: BROTHER OF FT AND
TFL1 (BFT)

* geny indukujgce kwitnienie w zaleznosci od temperatury TERMINAL FLOWER 1 (TFL1),
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (PIF4),

* geny ze szlaku fotoperiodycznego: CYCLIC DOF FACTOR 3 (CDF3),

» regulacja dojrzewania nasion, MOTHER OF FT AND TFL1 (MFT),

* geny indukcji kwitnienia w ramach rytmu dobowego EARLY FLOWERING 1 (ELF1),
EARLY FLOWERING 3 (ELF3), EARLY FLOWERING 4 (ELF4), SKI-INTERACTING
PROTEIN (SKIP1)

Utworzony zestaw 21 sekwencji zostat przyrownany do referencyjnego, opublikowanego
transkryptomu tubinu Zoftego. Zidentyfikowane sekwencje byly nastepnie poddane
mapowaniu do genomu fubinu waskolistnego w celu identyfikacji granic intron/ekson oraz
oszacowania hipotetycznej dtugosci intronéw. Na tej podstawie zostaty wybrane miejsca do
zaprojektowania starteréw do PCR. Startery zostaty uzyte do amplifikacji PCR na matrycy
DNA linii rodzicielskich populacji mapujgcej tubinu zottego PRH 444/14 i Parys, a takze
dwéch linii z kolekcji (Valle dos Peixes 3 i Idol). Produkty PCR zostaly oczyszczone i
poddane sekwencjonowaniu. Na tej podstawie zostaty zidentyfikowane miejsca polimorfizmu
sekwencji DNA.
Metodg PCR analizowano tgcznie 136 par starterow. Otrzymano specyficzne produkty
reakcji PCR dla 118 par starterow. Produkty PCR dla 97 par starterbw poddano
sekwencjonowaniu. Poprawny wynik sekwencjonowania produktéw PCR uzyskanych na
matrycy DNA min. 2 linii otrzymano dla 86 par starteréw. Polimorfizm sekwencji
zidentyfikowano w przypadku 29 par starterow. Uzyskano 29 markeréw polimorficznych
réznigcych sie sposobem detekcji:

. polimorfizm diugosci produktu PCR — 3 markery
. CAPS - 20 markerow
. dCAPS - 6 markerdw.

Prowadzone badania pozwolity na sformutowanie nastepujgcych wnioskéw:

1. Obserwowany poziom polimorfizmu miedzy linig wczesng a pdzng tubinu Zzéttego jest
zblizony do tego, ktory wystepuje u tubinu waskolistnego i biatego.

2. Loci polimorficzne zidentyfikowane w sekwencjach gendéw zwigzanych z procesem
indukcji kwitnienia bedg mogly byC wykorzystane do zaprojektowania markeréw
molekularnych i genotypowania linii z populacji mapujgcej oraz z kolekgji tubinu zoéttego.

Temat badawczy 3

Do analiz wybrano 6 homologow genow kwitnienia, ktére zmapowano w poprzednich latach
w genomie tubinu biatego w obrebie loci QTL wczesno$ci kwitnienia lub te, ktore wedtug
danych literaturowych mogg pemni¢ szczegdlnie istotng funkcje w regulacji procesu
kwitnienia. Sondy zostaty uzyskane poprzez amplifikacje PCR na matrycy genomowego
DNA L. angustifolius z uzyciem starterow. Oczyszczony DNA sondy byt zsekwencjonowany
w celu weryfikacji poprawnosci amplifikacji, a nastepnie znakowany metodg ,random
priming” z uzyciem tzw. fragmentu Klenowa w obecnosci nukleotydéw, z ktérych jeden,



dCTP, zawierat podstawiony izotop fosforu 32P. Wyznakowane sondy byty hybrydyzowane z
makromacierzami biblioteki BAC. Weryfikacja pozytywnych sygnatow hybrydyzacyjnych
zostata przeprowadzona za pomocg PCR na matrycy DNA wyizolowanego z klonéw BAC i
przy uzyciu starteréw specyficznych dla danej sondy. Wykonano sekwencjonowanie koncow
insertéw klonéw BAC, a nastepnie uszeregowano klony w kontigi poprzez przyréwnanie tych
koncow do sekwencji genomu tubinu waskolistnego.

W analizie regionébw genomu f{ubinu Zoftego, zawierajgcego homologi genow
uczestniczgcych w procesie indukcji kwitnienia, zostata wykorzystana metoda cytogenetyki
molekularnej — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ z wykorzystaniem klonéw BAC z
biblioteki genomowej jako sond molekularnych (BAC-FISH). Wyselekcjonowane
klony/sekwencje zostaty wyznakowane znacznikami fluorescencyjnymi, a nastepnie uzyte do
hybrydyzacji do chromosomoéw mitotycznych na preparacie cytologicznym. Dla zwiekszenia
czutosci metody zostaty tez przygotowane preparaty chromosomow w stadium pachytenu.

W toku realizacji tego tematu uzyskano zestaw klonoéw zawierajgcy sekwencje genow:
BROTHER OF FT AND TFL1 (BFT), FRIGIDA1 (FRI1), FLOWERING LOCUS T, MFT
(MOTHER OF FT AND TFL1) i LUMINIDEPENDENS (LD). Na podstawie mapowania klonéw
BAC w genomie tubinu zottego (L. luteus) okreslono ich lokalizacje oraz wzor hybrydyzacii.
Wsréd 27 klonéw BAC zidentyfikowano 4 ‘unikatowe’ klony (typu single locus), natomiast
pozostate klony hybrydyzowaty do wielu loci u tubinu zéttego (repetytywne).

Temat badawczy 4

Podczas realizacji zadania w ramach projektu MRIRW w roku 2016 uzyskano sekwencyjnie
zdefiniowane markery sprzezone z loci QTL wczesnosci kwitnienia. Pie¢ z tych QTL w
niezaleznych eksperymentach wykazato zblizong lokalizacje. W roku 2017 w celu zawezenia
zakreséw QTL do wybrania markeréw przeprowadzono dodatkowo ztozone mapowanie
interwatowe (ang. composite interval mapping) przy uzyciu programu Windows QTL
Cartographer V2.5 oraz ztozone mapowanie interwatowe w skali genomu (ang. genome-wide
composite interval mapping) korzystajgc z mrMLM. Wykonanie dodatkowych analiz w roku
2017 pozwolito na zmiejszenie zakreséw QTL do kilku/kilkunastu markeréw dla kazdego z
loci. Ponadto uzyskano dodatkowg ewaluacije istotnosci statystycznej zidentyfikowanych loci.
Sekwencje markerow sprzezonych z tymi QTL zostaty przyréwnane do sekwencji
transkryptomu linii Kiev Mutant i P27174, a nastepnie wydluzone o zidentyfikowane
transkrypty. Na matrycy tych sekwencji zostaty zaprojektowane startery flankujgce miejsca
polimorficzne. Dla kazdego z QTL wygenerowano po kilka markerow. tgcznie
zaprojektowano startery do detekcji 19 markeréw: dwie pary starterow amplifikujgce geny
wczesnosci kwitnienia, 15 par amplifikujgcych fragmenty transkryptéw flankujgce loci SNP i
dwie pary starterow bezposrednio zakotwiczone w sekwencji GBS.

Do detekcji polimorfizmu w toku mapowania genetycznego zostata wykorzystana metoda
CAPS lub dCAPS - w zaleznosci tego, czy istnieje enzym restrykcyjny rozpoznajgcy dang
sekwencje. Linie tubinu biatego z kolekcji scharakteryzowane pod wzgledem terminu
kwitnienia (wymagan wernalizacyjnych) oraz polimorfizmu markeréw zakotwiczonych w
sekwencjach gendéw kwitnienia w toku realizacji projektu w latach 2014-2016 zostaty
poddane genotypowaniu przy uzyciu nhowo opracowanych markeréw sprzezonych z loci QTL
wczesnosci kwitnienia.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg na waskie tto genetyczne komponentow do
krzyzowan uzytych do wyprowadzenia linii Kiev Mutant. Najprawdopodobniej gtdwnym
donorem wczesno$ci kwitnienia byta linia z Salamanki (dla co najmniej dwoch loci QTL). Allel
warunkujgcy pézne kwitnienie w locus 1N pochodzi z Etiopii, co znacznie utrudnia, a w
praktyce uniemozliwia uzyskanie linii wczesnych w pokoleniach po krzyzowaniu tej linii z
Kiev Mutant. Wyjasnia to trudnosci, jakie napotkano podczas australijskich prac
hodowlanych przy tego typu krzyzowaniach (Adhikari i in. 2009, Adhikari i in. 2013).



