SPRAWOZDANIE MERYTORYCZNE
z realizacji zadania na rzecz postepu biologicznego w produkcji ro§linnej w 2015 roku

Tytut zadania: Fenotypowanie i genotypowanie tubinu waskolistnego pod wzgledem
wybranych cech morfologicznych, plonotworczych i parametrow technologicznych
nasion (93)

Zespot badawczy: Renata Galek r hab. inz., Bartosz Kozak dr inz., Dariusz Zalewski dr inz.

Celem zadania bylto: scharakteryzowanie materialow kolekcyjnych pod wzglgdem
cech jakosciowych i wybranych elementow struktury plonu, dobdér form rodzicielskich
zréznicowanych pod wzgledem grubosci okrywy nasiennej i parametréw jakoS$ciowych
nasion do programu Kkrzyzowan i otrzymanie nasion mieszancowych pokolen F; oraz
wytypowanie markerw SNP uzytecznych do genotypowania tubinu.

Material badawczy stanowity przekazane przez hodowcoéw materiaty hodowlane oraz
materiaty kolekcyjne zgromadzone w Katedrze Genetyki, Hodowli Roslin i Nasiennictwa. W
roku 2015 poddano ocenie 50 genotypdéw w zakresie: parametréw technologicznych nasion
(zawarto$ci biatka ogodlnego, tluszczu, alkaloidéow, widokna — oznaczenia wykonano w
COBORU zgodnie z obowigzujacymi normami) oraz plonu i cech z nim zwiazanych (masa
tysigca nasion, dlugoscia kwiatostanu pedu gldwnego i bocznego, liczba okotkow, liczba
zawigzanych strakoOw na kwiatostanie pedu gldéwnego 1 bocznego oraz w przypadku form o
zdeterminowanym typie wzrostu laczna liczba strakow z pedu glownego i1 bocznego,
wysokocia do pierwszego produktywnego rozgalgzienia, liczba rozgalgzien bocznych I-
rz¢du). Okreslono rowniez wysokos$c roslin i pedu glownego. Do§wiadczenie polowe zostato
zalozone na terenie stacji Hodowli Ro$lin Smolice sp. z 0.0. Oddziat Przeb¢edowo, metoda
pasow prostokatnych w trzech powtorzeniach, na poletkach o powierzchni 3,9 m® Dla
zweryfikowania hipotezy zerowej o braku zréznicowania badanych obiektow pod wzgledem
analizowanych cech, przeprowadzono analiz¢ wariancji. W przypadku wykazania istotnych
réznic obliczono warto$§¢ NIR, podano warto$¢ minimalng i maksymalng oraz wspolczynnik
zmienno$ci. Dodatkowo obliczono wspolczynnik korelacji dla badanych cech oraz
pogrupowano obiekty za pomoca analizy skupien, wykre$lajac dendrogram metoda Warda.
Przeprowadzono rowniez analiz¢ sktadowych gtownych (PCA), w celu okreslenia, ktore z
cech odgrywaja istotna rol¢ w ksztattowaniu zmiennosci w ocenianej kolekcji.

Dla wybranych 7 genotypéw (wytypowanych pod wzgledem grubosci okrywy
nasiennej, zawartosci biatka ogdlnego, alkaloidéw) z 50, ktore wzigto wstgpnie pod uwage do
programu krzyzowan przeprowadzono dodatkowe analizy. Obejmowaly one okreslenie
udziatu frakcji bialek (stosujac 4 sposoby ich izolacji). Poszczegolne frakcje biatek zostaty
rozdzielane za pomoca elektroforezy SDS-PAGE prowadzonej wedlug metody opisanej przez
Laemmli (1970), stosujac 12% (w/v) i 5% (w/v) zele poliakrylamidowe. Supernatant
zawierajacy wszystkie biatka rozpuszczalne byt analizowany iloSciowo za pomoca metody
Lowry i in. (1951). Ponadto okreslono udziat poszczegélnych aminokwasow (9/16 g N) oraz
weglowodandéw rozpuszczalnych (mg/g nasion) (Piotrowicz-Cieslak 2005).

Dla wyprowadzenia pokolenia F,, a wkolejnych etapach linii RILs przeprowadzono

program krzyzowah wg ponizszego schematu:

a) linia australijska o cienkiej okrywie nasiennej (R004) x linia polska o grubej okrywie
nasiennej (RO01)

b) linia polska o grubej okrywie nasiennej (R0O01) x linia australijska o cienkiej okrywie
nasiennej (R004)

c) linia o wysokiej zawartosci biatka (R009) jednoczesnie niskiej alkaloidow x linia o
niskiej zawarto$ci biatka (R005) 1 wysokiej zawartosci alkaloidow



d) linia 0 wysokiej zawartosci alkaloidow (R005) x linia o niskiej zawartosci alkaloidow

(RO09)

Doboér form rodzicielskich nastapit w oparciu o wiasne dane (Clements i in. 2014,

Sawicka — Sienkiewicz i in. 2006) dotyczace cechy cienkoScienno$ci oraz po

konsultacji z hodowca.

W pierwszym etapie badan nad genotypowaniem tubinu waskolistnego nalezato wytoni¢

zestaw markerow SNP. Do analiz bioinformatycznych wykorzystano sekwencje 1152
markerow SNP opracowanych dla populacji mapujacej ExL otrzymanych w analizach
DArTseq. Analizowane sekwencje o dlugosci 69 nukleotydow poréwnano z
wykokrzystaniem algorytmu BLAST (Madden T. The BLAST Sequence Analysis Tool. 2002
Oct 9 [Updated 2003 Aug 13]. In: McEntyre J, Ostell J, editors. The NCBI Handbook
[Internet]. Bethesda (MD): National Center for Biotechnology Information (US); 2002-.
Chapter 16. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21097/) z referecyjnym
genomem dla tubinu waskolistnego (odmiana Tanjil, Yang i in. 2013). Na potrzeby projektu
napisano specjalistyczny program komputerowy. W programie wykorzystano biblioteki:
BioPython (http://biopython.org/wiki/Main_Page), Pandas (http://pandas.pydata.org/pandas-
docs/stable/index.html) oraz Numpy. Przed przystapieniem do analiz BLAST utworzono
lokalna baze danych wykorzystujac referencyjne sekwencje genomowe dostgpne dla tubinu
waskolistnego  (Yang 1 in. 2013) z publicznej internetowej bazy danych
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCA_000338175.1_Lupin_genome_scaffold/GCA_0O
00338175.1 Lupin_genome_scaffold_genomic.fna.gz). Do analiz BLAST wykorzystano
sekwencje uzyskane dla odmiany Emir w analizach DArTseq.
Genomowe DNA do analiz wyizolowano metoda CTAB (Doyl i Doyl 1990) z lisci
dwutygodniowych siewek. Po izolacji ilos¢ i jako$¢ wyizolowanego DNA sprawdzono
elektroforetycznie. Genotypowanie metoda KASP (ang. Kompetitive Allele Specific PCR)
przeprowadzono z wykorzystaniem zmodyfikowanego protokotu PCR oraz sond typu FRET
(ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer) z barwnikami fluorescyjnymi (FAM i HEX).
Analizy przeprowadzono w urzadzeniu RT-PCR Ilumina Eco.

Analizujac  wyniki skladu jakoSciowego nasion dla materialdéw kolekcyjnych
ocenianych w jednorocznym do$wiadczeniu, stwierdzono ze $rednia zawarto$¢ biatka wynosi
33%, thuszczu 6,5%, alkaloidow 0,134% a widkna 16%. Wsrdd ocenianych genotypow
znalazty sig takie, ktore zdecydowanie odbiegaly od wartosci $redniej. Podwyzszona
zawarto$cia biatka powyzej 35% charakteryzowaty si¢ takie obiekty jak: R009, R020, R021,
R023, R0O31. Dwie linie charakteryzowaly si¢ bardzo niska zawarto$cia biatka - na poziomie
251 29%. Linia o bardzo niskiej zawartosci biatka R044 charakteryzowata si¢ jednoczesnie
najwyzsza zawartoscia thuszczu, zawierala tez sporo wtokna. Linia R038 na podstawie
jednorocznych wynikow charakteryzowata si¢ najnizsza zawarto$cia widkna 13,99% a
najwyzsza 17,69% linia R003. Zawarto$c sumy alkaloidow wyniosta dla linii R050 - 0,002 a
dla czterech linii (R002, R003, R0O05 i RO06) zawierata si¢ w przedziale 1,740-1,440.

Po przeprowadzeniu szczeg6lowych analiz sktadu alkaloidow stwierdzono, ze
analizowane genotypy roznia si¢ migdzy soba ich skladem. Zasadniczo oznaczono 6
alkaloidow: isoangustifoling, angustifoling, izolupaning, Ilupaning, 130H lupaning,
hydroxylupaning. Pierwszy z nich byt charakterystyczny tylko dla 8% linii (R002, ROO03,
R00S5 1 R006), drugi dla 54% badanych linii, trzeci 46%. Lupanina wystgpowala u wszystkich
genotypow, natomiast 130H lupaniny nie stwierdzono tylko u linii R029. Hydroxylupanina
byla charakterystyczna tylko dla czternastu linii. Najwigcej $rednio nasiona zawieraly
lupaniny (61%), 130HIlupaniny (29%), angustifoliny (10%), izolupaniny (6,8%),
hydroxylupaniny (2,7%) oraz isoangustifoliny (0,3%).

Zastosowane sposoby izolacji biatek pozwoliy na uzyskanie profili roznicujacych
badane 7 genotypéw R0O01, R004, R005, R006, R007, RO08, R009, zwtaszcza pod wzgledem
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albumin oraz biatek rozpuszczalnych w wodzie niskoczasteczkowych. Odnotowano tez
zroznicowany udziat poszczegolnych frakcji w obrebie genotypu.

Badane genotypy pod wzgledem zawartosci poszczegdlnych aminokwasow rdznity si¢
istotnie, z wyjatkiem metioniny, ktorej S$rednia zawarto$¢ wyniosta 0,75 (g/16 g N).
Najwigksza zmienno$¢ obserwowano pod wzgledem zawarto$ci poszczeg6lnych
aminokwasow u analizowanych siedmiu genotypow, rzedu 7 do 11% stwierdzono dla lizyny i
tyrozyny oraz treoniny, a dla pozostatych wspdtczynnik zmienno$ci nie przekroczyt 4%.

Pod wzgledem zawartosci weglowodandéw rozpuszczalnych w wodzie stwierdzono
znaczne zakresy zmienno$ci. Najwigksza zmienno$¢ obserwowano dla D-chiro-inozytolu
(21,6%), fruktozy (17,7%), D-pinitolu, myo-inozytolu i galaktinolu (13-14,7%). Najmnigj
zréznicowane genotypy byty pod wzgledem zawarto$ci rafinozy i stachiozy (V% ponizej 5%)
oraz werbaskozy i sacharozy — wspotczynnik zmienno$ci na poziomie 7,6-8,5%. Dwa
genotypy z 7 zawieraly glukoze Uzyskane wyniki fenotypowania na podstawie elementow
struktury plonu wskazuja na istotne zrdznicowanie analizowanych obiektow, a warto$ci
wspotczynnikéw zmiennosci (od 13,7% dla plonu z poletka do 69% w przypadku masy
tysiaca nasion) uwidaczniaja duze zroéznicowanie w obrgbie poszczegdlnych cech. Obliczone
wspotczynniki korelacji wskazaty na istotna ujemna zalezno$¢ miedzy zawarto$cia thuszczu a
biatka, liczba produktywnych rozgalezieh a plonem, masa 1000 nasion a liczba
produktywnych rozgalezien, liczba zawiazanych strakow z pedu glownego a liczba
produktywnych rozgatezien oraz wysokoscia do I produktywnego rozgatezienia a dlugos$cia
kwiatostanu pedu gtownego. Dodatnie korelacje stwierdzono migdzy takimi cechami jak:
plonem a wysokoscia do I produktywnego rozgatgzienia i masa 1000 nasion oraz liczba
strakow zawiazanych na kwiatostanie pedu gtownego; masa 1000 nasion a wysokoscia pedu
glownego 1 calej ro$liny, wysokoscia pedu gldwnego i calej rosliny oraz dlugoscia
kwiatostanu pedu gléwnego 1 bocznego oraz liczba okétkéw kwiatostanu pedu gtdéwnego.
Analiza skupien pozwolita na poréwnanie analizowanych obiektow pod wzgledem ich
podobienstwa fenotypowego - zostalo utworzone 7 skupien. Do dwodch najliczniejszych
zakwalifikowano po 13 genotypow, a samodzielny klaster utworzyt genotyp R005. Warto
zauwazy¢, iz genotypy przeznaczone do programu Krzyzowan znalazly si¢ w odrebnych
klastrach 1 uplasowaly si¢ w znacznej odleglosci od siebie. Wykorzystujac analizg
sktadowych gtdéwnych stwierdzo, ze pierwsze sze$¢ wyjasniato odpowiednio: 20,81%, 16,7%,
13,3%, 9,5%, 8,8%, 7,6%, co lacznie opdpowiadato 76,71% obserwowanej zmiennosci.
Pierwsza sktadowa gltowna byla zwiazana z wysokoscia pedu gltownego, dlugoscia
kwiatostanu pedu glownego i bocznego, liczba zawiagzanych strakow na pedzie bocznym;
druga z plonem z poletka, liczba rozgalezien produktywnych; trzecia z liczba okotkow i
zawiazanych strakoéw na pedzie glownym, czwarta z liczba zawiazanych strakow na
kwiatostanie pedu gtownego, piata z zawartoscia biatka i thuszczu a szdsta z zawartoscia sumy
alkaloidoéw 1 wtokna. Stwierdzone zréznicowanie badanych genotypdéw juz w pierwszym roku
badan zaréwno pod wzgledem cech jako$ciowych nasion oraz elementéw plonowania daj¢
podstawg do okreslenia w przyszlosci, po kolejnych cyklach do§wiadczen, roli interakcji
genotypowo-srodowiskowej a poziomem cech. Szczegdétowa ocena potencjalnych form
rodzicielskich nie tylko pod wzgledem cech zwiazanych z elementami plonowania, ale tez
sktadu jakosciowego, dadza podstawe do genotypowania L. angustifilius. Interesujacy jest
fakt znacznego zréznicowania w zawartosci frakcji bialek, co daje podstawe do
zintensyfikowania prac z wykorzystaniem elektroforezy 2D dla ich precyzyjnej identyfikacji.

Doswiadczenia wlasne wskazuja, Zze proces krzyzowania u tubinu waskolistnego jest
stosunkowo efektywny, aczkolwiek obserwuje si¢ znaczne roznice w krzyzowaniach form w
obu kierunkach, jak i migdzy r6znymi ukladami krzyzowania, bazyjacymi na réznych
komponentach rodzicielskich. Nie bez znaczenia na pewno ma przebieg pogody.
Przykladowo wykonywane programy krzyzowan w latach 2001, 2002 czy 2008 wskazuja, ze



w zaleznosci od kierunku krzyzowania efektywnos$¢ przekracza 70%. Uzyskane wyniki w
biezacym roku 2015, zwazywszy na bardzo wysokie temperatury panujace w okresie
kastrowania roslin i ich przepylania, pokazaty gorsze zawiazywanie strakow, zwlaszcza, gdzie
jednym z komponentéw rodzicielskich byta linia R004, przy ktorej obserwowano znaczace
opadanie wykastrowanych kwiatow 1 zawiazkow matych strakow. W  wyniku
przeprowazdonego programu krzyzowan na podstawie efektywnos$ci zawigzanych strakow w
stosunku do przepylonych kwiatow (0d 38 — 68%) mozna stwierdzi¢, ze nie wszystkie
genotypy sokazaty si¢ dobrymi formami matecznymi, a kierunek krzyzowania odegrat
znaczacq rolg. Przeprowadzony program krzyzowan daje podstawg do wyprowadzenia
pokolenia F; a nastepnie linii RILs, niezbednych do genotypowania L. angustifolius.

Opracowany program do analiz bioinformatycznych prawidlowo konwertuje
sekwencje DNA pomigdzy formatami zapisu danych powszechnie stosowanymi w
bioinformatyce (csv, fasta). Opracowane narzedzie pozwala na przeprowadzenie analizy
porownawczej BLAST dowolnej liczby sekwencji w zapisanych w formacie fasta lub csv z
sekwencja lokalnej bazy danych. Pozwala takze na selekcj¢ wynikow BLAST wedhug
zadanych kryteriow. Opracowany porgram pozwala rowniez na wybranie z referencyjngo
genomu (bazy danych) okreslonych przez uzytkownika sekwencji lub ich fragmentow. Jedna
z najbardziej uzytecznych funkcji programu jest mozliwos¢ wstawienia do sekwencji DNA
oznaczen SNP w okre§lonym przez uzytkownika miejscu. Program umozliwia wykonanie
wszystkich tych czynno$ci (konwersja formatu, analiza BLAST, selekcja wynikow BLAST,
wybor sekwencji lub fragmetnu sekwencji z bazy danych, wstawienie oznaczenia SNP w
okreslonym przez uzytkownika miejscu) dla dowolnej liczby sekwencji w jednej analizie.
Analiza BLAST pozwolita na wybranie z 1152 sekwencji markerow SNP 400 sekwencji z
referencyjnego genomu lubinu waskolistnego. Wybrane z genomu referencyjnego sekwencje
mialy dtugos¢ od 1000 do ponad 35 000 nukleotydéw. Do zaprojektowania starterow do
analiz KASP potrzeba minimum 101 nukleotydéw, w zwiazku z tym, wykorzystujac
opracowany program komputerowy dla kazdej z 400 wybranych sekwencji wycigto fragment
dhugosci 269 nukleotydow. W kazdym z tak wyselekcjonowanych fragmentéw wybranych
sekwencji miejsce SNP znajduje si¢ pomigdzy 101 a 169 nukleotydem. Taki wybor pozwolit
na zaprojektowanie starterow do analiz KASP, wykorzystanych w pierwszym etapie do
genotypowania 15 form kolekcyjnych. Pozytywne wyniki genotypowania (wyrazny sygnat
fluorescencji umozliwiajacy podzial analizowanego materiatu na dwa klastry: Homozygota A
oraz Homozygota B) uzyskano dla 289 (72,3 %) z 400 analizowanych markeréw. Do oceny
informatywnosci markerow wykorzystano wspolczynnikt PIC. Warto$¢ wspolczynnika PIC
dla wszystkich badanych markerow przedstawiono na histogramie. Maksymalna wartos¢
wpotczynnika PIC - 0.374 uzyskano dla 33 markeréw. Markery te dzielily genotypowane
linie na dwa klastry liczace 7 1 8 obiektow. Minimalnie wspotczynnik PIC dla badanych
markerow wynosita - 0.117 i zostata stwierdzona w przypadku 19 markerow. Markery te
pozwalaly na identyfikacj¢ dwoch klastrow w obrgbie genoypowanych linii, liczacych
odpowiednio 14 i 1 lini¢. Z analizowanych markeréw 167 mialo warto$¢ wspotczynnika PIC
< 0.3. Markery te jako najbardziej informatywne zostana wykorzystane do genotypowania
kolekcji tubinu waskolistnego. Wybrane markery w ten sposob reprezentuja 19 z 20 grup
sprzezen wyznaczonych na genetycznej mapie sprzezen opracowanej dla populacji ExL.
Sposrod 289 markeréw dajacych pozytywny wynik genotypowania, 160 wykazywato
polimorfizm pomigdzy genotypami RO01 i RO004, ktére wykorzystano do opracowania
populacji mapujacej. Markery te reprezentuja wszystkie 20 grup sprzezen opracowanych dla
populacji mapujacej ExL. Grupy 2, 3 1 11 reprezentowane sa przez pojedncze markery.
Pozostale grupy reprezentowane sa przez 2 do 11 markerow. Wszystkie 160 markerow
polimorficznych pomigdzy liniami R001 1 R004 wykorzystana zostanie do genotypowania
populacji F,.w kolejnych etapach projektu.



