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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postgpu biologicznego
w  produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.18.2018. Zadanie 39.

Cecha wczesnosci kwitnienia u tubinu biatego 1 tubinu
zoltego — podstawy genetyczne 1 molekularne

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

Stowa kluczowe: termin kwitnienia, wernalizacja, phenotypowanie, mapowanie genetyczne,
sekwencjonowanie DNA, sekwencjonowanie RNA

TEMAT BADAWCZY 1

Realizacj¢ zadania podzielono na cztery tematy badawcze.

Celem tematu badawczego 1 bylo otrzymanie linii pokolenia F5 z krzyzoéwek tubinu
z0ttego PPRH444/14x3Parys i QParysx3dPRH444/14 oraz poznanie wymagan
wernalizacyjnych wybranych linii z kolekcji tubinu biatego.

W stacji Hodowli Ros$lin Smolice, Oddziat w Przebedowie, wysiano nasiona z poko-
lenia F4: QPRH444/14x3Parys i QParysxdPRH444/14. Uzyskano plon z 200 linii
z kazdej kombinacji krzyzowkowej w iloSci wystarczajacej (z rezerwa na ewentualne
powtorzenia) do kontynuacji prac w nastepnych latach.

Doswiadczenie ukierunkowane na ocen¢ terminu kwitnienia tubinu biatego zatozono
w warunkach szklarniowych (z wernalizacja i bez wernalizacji). Badano 110 linii z ko-
lekcji (Poznanska Hodowla Roslin, Oddzial Wiatrowo) oraz 2 linie rodzicielskie
populacji mapujacej (Kiev Mutant i P27174). Doswiadczenie wykazato, ze w kolekcji
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wystepuje znaczna zmiennos$¢ zardwno terminu wigzania pgkow, kwitnienia, dojrzewania
strakow, jak 1 odpowiedzi w zakresie tych trzech cech na wernalizacje. Dla linii
wernalizowanych $redni termin od wysiania do wigzania pakow zawieral si¢ w zakresie
26-50 dni, za$ nie poddanych wernalizacji: 31-76 dni. Srednia liczba dni do inicjacji
kwitnienia wynosita 33—61 dni dla roslin wernalizowanych (w 2015 roku: 38—77 dni)
1 37-80 dni dla niewernalizowanych (w 2015 roku: 43—87 dni). Zaobserwowano duze
zroznicowanie odpowiedzi na wernalizacje — od przyspieszenia kwitnienia o 34 dni
do catkowitej termoneutralno$ci. Sg to wyniki podobne do tych uzyskanych w 2015 roku
(zakres od -36 do +2 dni). Linie wczesne po wernalizacji przyspieszaty termin kwitnienia
0 1-6 dni. Najwicksze zrdznicowanie tej cechy wystepowalo w liniach poéznych
(przyspieszenie o 10-32 dni). Wptyw wernalizacji na termin dojrzewania strakow byt
statystycznie istotny dla linii posrednich i pdznych — $rednie przyspieszenie terminu
dojrzewania wynosito okoto 7 dni.
Whioski
— Cecha weczesnosci kwitnienia tubinu biatego jest cechg ilo$ciowa, warunkowang
przez kilka niesprzezonych ze sobg genow.
— Linie rodzicielskie populacji mapujacej tubinu biatego istotnie rdéznig si¢ terminem
kwitnienia i wymaganiami wernalizacyjnymi.

TEMAT BADAWCZY 2

Celem tematu badawczego 2 byta identyfikacja miejsc polimorficznych réznicujacych
linie rodzicielskie populacji mapujacej oraz wybrane linie wczesne 1 pdzne tubinu zéttego
w obrebie sekwencji homologéw znanych genow uczestniczacych w procesie indukcji
kwitnienia i opracowanie na tej podstawie markeréw molekularnych. Zestaw sekwencji
obejmowat nastepujace geny:

— integratory szlakéw indukcji kwitnienia: FLOWERING LOCUS T (FTala, FTalb,

FTcl, FTc2), UNIFOLIATA (UNla, UNIb);

— geny ze szlaku wernalizacyjnego: FRIGIDA, VERNALIZATION INDEPENDENCE 3;
— geny ze szlaku autonomicznego: FLOWERING LOCUS D, FLOWERING PROTEIN A

(FPAa, FPAD), FY, SQUAMOSAG;

— gen inicjujacy kwitnienie w odpowiedzi na stresy abiotyczne: BROTHER OF FT AND

TFLI,

— geny indukujgce kwitnienie w zalezno$ci od temperatury TERMINAL FLOWER 1

(TFLla, TFL1b), PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4;

— gen ze szlaku fotoperiodycznego: CYCLIC DOF FACTOR 3;
— gen regulujacy dojrzewanie nasion: MOTHER OF FT AND TFLI;
— geny indukcji kwitnienia w ramach rytmu dobowego: EARLY FLOWERING 1, EARLY

FLOWERING 3, EARLY FLOWERING 4, SKI-INTERACTING PROTEIN I,

— gen zlokalizowany w obrebie jednego z loci QTL wczesnosci kwitnienia tubinu
biatego: DNAJIO.

Loci polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP) pomiedzy liniami rodzicielskimi
polskiej populacji mapujacej (PRH444/14 x Parys) zidentyfikowano dla 8 genow, zas
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pomiedzy liniami rodzicielskimi australijskiej populacji mapujacej (Wodjil x P28213)

dla 19 genéw. Polimorfizm insercji/delecji zidentyfikowano dla 3 genow (PRH444/14 x

Parys) oraz dla 10 genow (Wodjil x P28213). Zaprojektowano 2 markery typu PCR,

6 CAPS i 2 dCAPS (PRH444/14%Parys) oraz 3 markery typu PCR, 19 CAPS i 1 dCAPS

(Wodjil x P28213).

Whioski

— Obserwowany poziom polimorfizmu mig¢dzy liniami wczesnymi a poéznymi lubinu
z6ltego jest zblizony do tego, ktory wystepuje u tubinu waskolistnego i biatego.

— Zaprojektowane markery polimorficzne zakotwiczone w sekwencjach genow
zwigzanych z procesem indukcji kwitnienia bedg mogly by¢ wykorzystane
do mapowania genetycznego w obrgbie dwoch populacji mapujacych tubinu zoéttego
— polskiej i australijskie;j.

TEMAT BADAWCZY 3

Celem tematu badawczego 3 bylo poznanie profilu ekspresji i sekwencji genow
kwitnienia dla linii rodzicielskich populacji mapujacej oraz wybranych linii wczesnych
1 poznych tubinu zéttego metoda sekwencjonowania nowej generacji.

Materiatem badawczym byto 5 linii wybranych na podstawie obserwacji
fenotypowych, polimorfizmu markerow DNA oraz danych literaturowych: Wodjil —
wczesna, termoneutralna, z Australii; P28213 — po6zna, wymagajaca wernalizacji,
z Portugalii; Population Sewilla-4 — pozna, wymagajaca wernalizacji, z Hiszpanii; Parys
— posrednia, z Polski; PRH 444/14 — bardzo wczesna, termoneutralna, z Polski.

Doswiadczenie zostato zalozone w warunkach kontrolowanych w Centrum Uprawy
Roslin IGR PAN (z wernalizacjg i bez wernalizacji): temperatura 18°C (noc) / 22°C
(dzien), fotoperiod 16 godzin, wilgotnos¢ 50-70%. Do izolacji RNA i sekwencjonowania
RNA pobrano tkanke li$ci 28 i 35 dni po wysianiu nasion.

Analiza roéznicowa ekspresji gendw wykazata, ze wigkszo$¢ homologéw znanych
genow kwitnienia byla aktywna ekspresyjnie we wszystkich badanych warian-
tach/genotypach. Dla niektérych genow zaobserwowano zrdéznicowanie poziomu
ekspresji dla poszczegdlnych kopii w zalezno$ci od terminu, genotypu lub zastosowanej
wernalizacji. Okreslono geny kandydujace, ktore moga odpowiada¢ za ceche wczesnosci
kwitnienia u linii termoneutralnych.

Whioski
— Niektore homologi gendéw indukcji kwitnienia u tubinu zéltego ulegly duplikacji

i subfunkcjonalizacji (dywergencji).

— Zidentyfikowano dwa geny kandydujace, ktére prawdopodobnie odpowiadajg
za zniesienie wymagan wernalizacyjnych i wczesno$¢ kwitnienia linii PRH444/14.
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TEMAT BADAWCLZY 4

Celem tematu badawczego 4 bylo opracowanie markerow do rutynowego
genotypowania gtownych QTL cechy wczesnosci kwitnienia tubinu biatego i okreslenie
za ich pomoca profilu tych QTL w swiatowej kolekcji tego gatunku.

Podczas realizacji tego zadania w latach 20162018 okreslono 5 loci QTL wczesnosci
kwitnienia (IN-5N), ktore byly wspolne dla wszystkich doswiadczen, w ktorych nasiona
nie byly wernalizowane (do$wiadczenia polowe w latach 2004, 2005, 2015 i doswiad-
czenie szklarniowe w 2016). Do genotypowania wybrano 10 markeréw, po 2 na kazde
locus QTL weczesnosci kwitnienia. Uzycie markeréw zakotwiczonych w genach
kandydujacych pozwolito na analiz¢ frekwencji alleli odpowiadajacych za pozne
kwitnienie linii P27174 w kolekcji i czestoSci rekombinacji wokot tych loci.
Zidentyfikowano, ze allel ,,p0zny” 4N zawiera jedna linia, allel ,,p6zny” IN zawieraja
dwie linie, allel ,,p6zny” genu 2N posiadajg 4 linie, allel ,,p6zny” genu SN ma 18 linii, za$
allel pézny genu 3N — 33 linie. Zaobserwowano szybki spadek wspotczynnika
nierownowagi sprz¢zen w miar¢ oddalania si¢ od gendéw kandydujacych za wyjatkiem
locus 5N.

Whioski
— Uzyskany zestaw markerow pozwala na wiarygodng identyfikacje alleli

dla wszystkich pigciu gtownych loci wezesnosci kwitnienia tubinu biatego.

— Wprowadzenie odporno$ci na antraknoze¢ z dzikich linii etiopskich do linii
udomowionych jest mozliwe jedynie przy uzyciu linii wczesnych i termoneutralnych
niespokrewnionych z linig Kiev Mutant.

— W kolekcji znajduja si¢ co najmniej cztery linie, ktore moga by¢ uzyte jako donory
wczesno$ci kwitnienia w krzyzowaniach z komponentami z Etiopii.
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