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Cele projektu:
Temat badawczy nr 1

Poznanie zakresu zmiennosci faz fenologicznych oraz cech struktury i jakosci plonu w
liniach kolekcyjnych i hodowlanych tubinu waskolistnego w warunkach polowych |
rozmnozenie nasion do mapowania asocjacyjnego.

Temat badawczy nr 2

Okreslenie fenotypu w zakresie pekania strgkdéw i elementdw struktury plonu w populacji
mapujgcej Emir x LAE-1 w warunkach polowych do mapowania genetycznego.

Temat badawczy nr 3

Uzyskanie macierzy zawierajgcych wyniki genotypowania przez sekwencjonowanie linii
wsobnych populacji mapujgcych Emir x LAE-1 i Graf x Mutant cienkoscienny oraz
opracowanie map genetycznych zawierajgcych te markery.

Cel nr 1 zostat zrealizowany za wyjgtkiem zawartoSci | sktadu alkaloidow w
przeliczeniu na suchg mase (w trakcie analiz chemicznych, cel zostanie zrealizowany
w catosci do konca 2023 roku),

Cel nr 2 zostat zrealizowany w cafoSci,
Cel nr 3 zostat zrealizowany czeSciowo (trwa dopracowanie uktadu markerow w

obrebie mapy genetycznej dla populacji mapujgcej Emir x LAE-1, cel zostanie
zrealizowany w cafosci do konca 2023 roku).



Materiat:

>

>
>

>

160 linii z kolekcji tubinu waskolistnego: populacje dzikie (34), odmiany lokalne (2),
odmiany hodowlane (63), linie hodowlane (58), mutanty (3)

80 linii hodowlanych (po 40 z Poznanskiej Hodowli Roslin i Hodowli Roslin Smolice)

populacja mapujgca Emir x LAE-1 (130 linii wsobnych), ktéra segreguje m. in. w zakresie
wysokosci roslin, liczby pedéw bocznych, typu wzrostu, terminu kwitnienia i dojrzewania,
pekania strgkéw, plonu i masy tysigca nasion

populacja mapujaca Graf x Mutant cienkoscienny (129 linii wsobnych), ktéra segreguje
w zakresie grubosci okrywy nasiennej

Metody:

>

>

A\

doswiadczenia polowe: wysiew nasion (siewnikiem lub reczny) w dwdch powtdrzeniach i
dwoch lokalizacjach (Przebedowo i Wiatrowo), zbior strgkéw (reczny/automatyczny)

obserwacje polowe: typ wzrostu, kolor nasion i kwiatdéw, termin kwitnienia i dojrzewania,
wysokos¢ roslin, pekanie strgkow, plon nasion z poletka i masa tysigca nasion

ocena sktadnikéw jakosciowych nasion w laboratorium COBORU:

« zawartosc¢ biatka wg polskiej normy PN-EN ISO 5983-2, metodg Kjeldahl’a

« zawartos¢ wtokna surowego metodg weendenska, podwodjnej hydrolizy kwasowej

« zawartosc¢ ttuszczu na podstawie normy PN-76/R-64753, metodg ekstrakcyjng Soxhleta
« zawartosc i sktad alkaloidow przy uzyciu metody udostepnionej przez IChB w Poznaniu

mapowanie genetyczne w programie Joinmap 5

izolacja DNA przy uzyciu Maxwell® RSC PureFood GMO and Authentication Kit (Promega)
ocena stezenia i czystosci DNA - Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)



Fenotypowanie faz fenologicznych oraz cech struktury i jakosci plonu linii kolekcyjnych
I hodowlanych tubinu waskolistnego w warunkach polowych (temat 1):

>
>

W 2023 roku wysiano 160 linii kolekcyjnych i 80 linii hodowlanych w Wiatrowie i Przebedowie

Plon uzyskano dla 240 linii, w tym 239 linii w Przebedowie i 237 linii w Wiatrowie: zebrano
srednio 159 g nasion na linie w Przebedowie i 253 g w Wiatrowie. Korelacja miedzy
powtorzeniami wyniosta 0,78 w Wiatrowie i 0,80 w Przebedowie, zas miedzy srodowiskami
0,38 (wartosci p-value istotne statystycznie: 4,3x10°0, 1,9x10-%4, 1,3x107)

Termin kwitnienia wynosit od 62 do 73 dni na polu w Wiatrowie oraz od 56 do 68 dni w
Przebedowie. Korelacja miedzy powtdrzeniami wynosita odpowiednio 0,48 i 0,99, zas miedzy
Srodowiskami 0,63 (wartosci p-value istotne statystycznie: 3,9x10-15, 5,1x10-204 8,9x10-28)

Wysokos¢ roslin wynosita od 10 do 45 cm w Wiatrowie i od 17 do 59 cm w Przebedowie,
przy czym korelacja miedzy powtérzeniami wynosita odpowiednio 0,55 i 0,59, zas miedzy
Srodowiskami 0,20 (wartosci p-value istotne statystycznie: 3,0x10-20, 9,5x10-24, 0,002)

Zawartos¢ biatka wynosita od 22,3% do 34,5% suchej masy. Sredni poziom biatka w liniach
hodowlanych z obu stacji nasiennych byt na zblizonym poziomie (30,2 i 30,3%) i wykazat
istotng statystycznie korelacje miedzy rokiem 2022 i 2023 (0,32, p-value 0,0034)

Poziom widékna wynosit od 11,9% do 17,8% suchej masy; wyniki dla linii hodowlanych
wykazaty istotng statystycznie korelacje miedzy rokiem 2022 i 2023 (0,28, p-value 0,011)

Zawartos¢ ttuszczu wynosita od 5,2% do 10,4%, przy czym najwyzsza byta w materiatach
udomowionych z kolekcji, a najnizsza w materiatach ze stacji hodowlanych. Wspdtczynnik
korelacji miedzy miedzy rokiem 2022 i 2023 dla linii hodowlanych byt ujemny (1), aczkolwiek
nieistotny statystycznie (-0,18, p-value 0,1061). Linie kolekcyjne z kolei wykazaty istotng
statystycznie korelacje pomiedzy latami (0,280, p-value 0,0032)

Zawartos¢ tluszczu wykazata istotng statystycznie negatywna korelacje z zawartoscig
biatka (wspotczynnik korelacji -0,25, p-value 0,00047)



Fenotypowanie cech jakosci plonu (temat 1 — cigg dalszy):

» zawartosc alkaloidow zostanie uzupetniona w sprawozdaniu koncowym.

Tab. 1. Linie posiadajgce minimalng i maksymalng zawartos¢ badanych sktadnikoéw nasion w
2023 roku (dla poréwnania podano poziom zmierzony w 2022 roku).

Nr kolekeyjny Nazwa Biatko Biatko Wiokno Wiokno | Tluszcz Tluszcz
2022 2023 2022 2023 2022 2023
95849 Population-22723 32.01 15.72 13.80 6.78 8.88
R1099/18 linia hodowlana Przebedowo 31.37 16.92 16.49 7.79
R766/19 linia hodowlana Przebedowo 31.45 7.00
96133 F2 z Marii L. angustifolius 29.89
95929 Ernani
96116 lllyarie
96119 Putawski Rézowy Wcezesny
96176 Pertalen
95892 R-1128/a
96242 Dalbor
R874/19 linia hodowlana Przebedowo
R591/19 linia hodowlana Przebedowo
96118 Kuba 15.03 15.95
96206 Wa 1917E 31.98 31.71 17.40 14.92
96121 Emir 32.34 28.68 16.20 14.50
R589/19 linia hodowlana Przebedowo | 3052  28.66 |19 435001
W-519 linia hodowlana Wiatrowo 31.48 31.71 16.13 13.61 6.55
R904/19 linia hodowlana Przebedowo 28.60 16.27 14.72 7.41




Fenotypowanie pekania strgkéw i elementéw struktury plonu w populacji mapujacej Emir
x LAE-1 w warunkach polowych do mapowania genetycznego (temat 2):

>

Obserwacje barwy kwiatu wykazaty wystgpienie réznic w pomiedzy powtdrzeniami
biologicznymi dla 28 linii, przy czym gtdwnie dotyczyty one linii wsobnych posiadajgcych
kwiaty barwy rézowej i sinobiatej. Wystgpity tez nieliczne réznice wzgledem wzorca. Wynika
to z wysokiego poziomu heterozygotycznosci niektérych linii wsobnych

Obserwacje typu wzrostu wykazaty wystgpienie réznic wzgledem wzorca dla 10 linii, przy
czym 7 linii - zmiana typu wzrostu z epigonalnego na tradycyjny, zas 3 - z tradycyjnego na
epigonalny. Aktualnie populacja segreguje na poziomie 73 (tradycyjny) vs 57 (epigonalny),
co daje wartos¢ testu Chi2 odchylenia od rozktadu oczekiwanego (65 vs 65) odpowiadajgcyg
p-value 0,16 (rozktad jest zgodny z rozktadem oczekiwanym).

Liczba dni od wysiania nasion do indukcji kwitnienia wyniosta od 64 do 69 dni w
Wiatrowie i od 61 do 67 dni w Przebedowie. Wspotczynnik korelacji pomiedzy powtdrzeniami
wyniost 0,42 w Wiatrowie (p-value 5,4x107) i 0,77 w Przebedowie (p-value 2,4x10-2%),
miedzy srodowiskami 0,23 (p-value 0,009), zas miedzy latami 2022 i 2023 wynidst 0,23 (p-
value 0,009) w Wiatrowie i 0,31 (p-value 0,0006) w Przebedowie (istotny statystycznie)

Liczba dni od wysiania nasion do dojrzewania strgkdw wyniosta od 86 do 101 dni w
Wiatrowie i od 96 do 105 dni w Przebedowie. Wspodtczynnik korelacji pomiedzy
powtdrzeniami wyniost 0,41 w Wiatrowie (p-value 7,9%x107) i 0,97 w Przebedowie (p-value
7,3x107%), miedzy srodowiskami 0,46 (p-value 1,1x107), zas miedzy latami 2022 i 2023
wyniost 0,49 (p-value 6,6%107°) dla obserwacji w Wiatrowie (istotny statystycznie)

Wysokosé¢ roslin wynosita od 10 do 45 cm w Wiatrowie i od 21 do 63 cm w Przebedowie.
Wspodtczynnik korelacji miedzy powtérzeniami wyniést 0,56 w Wiatrowie (p-value 2,0x10-12) i
0,73 w Przebedowie (p-value 3,9%x10-22), miedzy Ssrodowiskami 0,52 (p-value 7,1x10-19), za$
miedzy 2022 i 2023 0,41 (p-value 8,9x10°7) w Wiatrowie, 0,16 (p-value 0,08) w Przebedowie.



Fenotypowanie pekania strakéw i elementéw struktury plonu w populacji mapujacej Emir
x L AE-1 w warunkach polowych do mapowania genetycznego (temat 2 — cigg dalszy):

>

Cecha pekania strgkéw uwidocznita sie od trzeciego terminu obserwacji (18.07.2023).
Sredni poziom pekania strgkéw wynosit od 0,2% w trzecim terminie do 24,6% w siédmym
terminie. Wspotczynnik korelacji pomiedzy powtérzeniami wyniost 0,86 w pigtym terminie (p-
value 4,9x104%), 0,85 w szostym terminie (p-value 1,5%x103°) i 0,83 w siédmym terminie (p-
value 2,8x10-3°). Ze wzgledu na przebieg pogody, szésty i siodmy termin w 2023 roku
odpowiadaty mniej wiecej trzeciemu, czwartemu terminowi w 2022 roku. Porownujgc takie
pary uzyskalisSmy wspotczynniki korelacji 0,47 1 0,42, co odpowiada wartosciom p-value rzedu
2,0x10815,7x107 (wszystkie wartosci istotne statystycznie)

Masa tysigca nasion wynosita od 46 do 144 g w Wiatrowie i od 90 do 155 g w Przebedowie.
Wspotczynnik korelacji pomiedzy powtdrzeniami wyniost 0,76 w Wiatrowie (p-value 1,6x10-2%)
i 0,72 w Przebedowie (p-value 4,6x1021), zas miedzy Srodowiskami 0,49 (p-value 1,5x107).
Wspotczynnik korelacji srednich wartosci dla MTN z obu powtérzen pomiedzy latami 2022 i
2023 wyniost 0,64 (p-value 1,3x1016) dla obserwacji w Wiatrowie i 0,71 (p-value 3,5%x102%)
dla obserwacji w Przebedowie (wszystkie wartosci istotne statystycznie)

Plon nasion z poletka cechowat sie znaczng zmiennoscig pomiedzy lokalizacjami, w
zakresie od 5 do 505 g w Wiatrowie i od 17 do 800 g w Przebedowie. Wspotczynnik korelacji
pomiedzy powtdrzeniami byt istotny statystycznie i wyniést 0,38 w Wiatrowie (p-value
8,7x10%) i 0,55 w Przebedowie (p-value 1,6x10-11),

Wyraznie zaznaczyt sie wptyw srodowiska na plon nasion, bowiem wspdtczynnik korelacji
pomiedzy srodowiskami wyniost 0,04 i byt nieistotny statystycznie (p-value 0,62).
Wspotczynnik korelacji sSrednich wartosci dla plonu nasion z obu powtdrzen pomiedzy latami
2022 i 2023 wyniost 0,32 (p-value 0,0002) dla obserwacji w Wiatrowie i 0,03 (p-value 0,69)
dla obserwacji w Przebedowie (nieistotny statystycznie dla drugiego z poréwnan). .



Analiza segregacji zidentyfikowanych loci polimorficznych w liniach wsobnych populacji
mapujacych i konstrukcja map genetycznych dla obu populacji (temat 3):

» Utworzono plik wynikowy zawierajgcy informacje o nazwie, pozycji w genomie i segregacji w
obu populacjach mapujgcych (Emir x LAE-1 i Graf x Mutant cienkoscienny) 33099 markerow,
w tym 8644 markerow DArT-seq, 13426 markerow SeqSNP oraz 11029 markerow SilicoDArT

» Usunieto markery o nieznanym lub heterozygotycznym genotypie linii rodzicielskich oraz
markery o wartosci p-value testu Chi-2 mniejszej niz 1,0x107, liczbie heterozygot wiekszej jak
13 oraz liczbie pozycji bez informacji o allelu wiekszej jak 13

» Zestaw po filtracji liczy 11521 markerow dla populacji mapujgcej Graf x Mutant cienkoscienny
(w tym 2031 DArT-seq, 6804 SeqSNP i 2686 SilicoDArT) oraz 12069 markerow dla populacji
mapujgcej Emir x LAE-1 (w tym 2859 DArT-seq, 5576 SeqSNP i 3634 SilicoDArT)

» Segregacje markerow ujednolicono tak, ze linie rodzicielskie Emir oraz Graf w obrebie danej
populacji majg allel ,a”, zas linie rodzicielskie ,LAE-1" i Mutant cienkoscienny — allel ,,b”

» Dla populacji Graf * Mutant cienkoscienny uzyskano mape genetyczng zawierajgcg 20
grup sprzezen odpowiadajgcych 20 chromosomom tubinu waskolistnego. Ponadto, mapa
umozliwita przypisanie do sekwencji genomu 129 skafoldow. Mapa zawiera 2407 loci
unikatowych (ok. 9,5 tys. markerdw), zas tgczna dtugos¢ grup sprzezen wynosi 2883,16 cM.

» Aktualnie sg prowadzone prace nad konstrukcjg mapy genetycznej dla populacji mapujgce;
Emir x LAE-1, wyniki tych prac bedg przedstawione w sprawozdaniu koncowym.

» Wykonano izolacje DNA dla tych linii wsobnych z populacji mapujgcych Emir x LAE-1 oraz
Graf x Mutant cienkoscienny, dla ktorych byto zbyt mato DNA z ubiegtego roku. Dla linii
wsobnych z populacji mapujgcej Emir x LAE-1 uzyskano stezenie DNA powyzej 350 ng/ul,
zas dla populacji mapujgcej Graf x Mutant cienkoscienny powyzej 290 ng/ul.



Whnioski:

1. W kolekcji nasiennej oraz w puli linii hodowlanych tubinu waskolistnego wystepuje znaczne
zroznicowanie sktadu jakosciowego nasion (biatka, ttuszczu, widkna i alkaloiddw), co jest
korzystnym wynikiem w kontekscie zaplanowanego mapowania asocjacyjnego.

2. Termin kwitnienia, plon, wysokosC roslin oraz zawartosC widkna wykazaty istotnie
statystyczne wspotczynniki korelacji pomiedzy srodowiskami i/lub latami w badanych liniach
lubinu waskolistnego, co wskazuje na wysoki poziom odziedziczalnosci.

3. Wysokie istotne statystycznie wartosci wspoétczynnika korelacji cech badanych w populacji
mapujgcej EmirxLAE-1 (liczba dni od indukcji kwitnienia i dojrzatosci strgkow, wysokosc
roslin, pekanie strgkdw i masa tysigca nasion) pomiedzy powtdrzeniami biologicznymi,
srodowiskami i latami dla wskazujg na relatywnie wysokag odziedziczalnosc, co jest korzystng
przestankg w kontekscie mapowania loci QTL zaplanowanego w kolejnych latach projektu.

4. Wyniki uzyskane w 2023 roku dla koloru kwiatow, terminu kwitnienia, terminu dojrzewania
strgkdw, wysokosci roslin, pekania strgkdw, masy tysigca nasion oraz plonu nasion bedg
mogty by¢ bezposrednio uzyte do mapowania loci QTL z wykorzystaniem konsensusowej
mapy genetycznej utworzonej dla populacji mapujgcej Emir x LAE-1 i zawierajgcej markery z
genotypowania metodami seqSNP oraz DArT-seq.

5. Uzyskany w latach 2021-2022 zestaw polimorficznych markerow jest wystarczajgcy do
utworzenia map o rozdzielczosci porownywalnej z referencyjnymi mapami genetycznymi
uzywanymi do sktadania sekwencji genomow i mapowania loci cech ilosciowych.

6. Zastosowanie roznych typow markerow (SeqSNP, DArT-seq i SilicoDArT) oraz uzycie
odmiennego tla genetycznego do konstrukcji populacji mapujgcych niz dotychczas
stosowane w badaniach tubinu waskolistnego pozwolito na przypisanie do grup sprzezen, a
zarazem i pseudochromosomow, sekwencji 129 skafoldow o nieznanej dotad lokalizacii.



Prezentacja wynikéw badan w 2023 roku:

» XVI. International Lupin Conference 19.06.2023 — 23.06.2023 ,Breeding, Cultivation and Use
of Lupins for a Sustainable Agriculture — Recent Developments”. Rostock, Niemcy

Rodzaj prezentacji: poster
Tytut: ,Development of high-density linkage maps for quantitative trait loci mapping of
narrow-leafed lupin (Lupinus angustifolius L.)”

Autorzy: Michat Ksigzkiewicz, Bartosz Kozak, Wojciech Bielski, Sandra Rychel-Bielska,
Jolanta Belter, Piotr Plewinski, Renata Galek

Development of high-density linkage maps for quantitative trait loci mapping
of narrow-leafed lupin (Lupinus angustifolius L.)

Michat Ksigzkiewicz', Bartosz Kozak Wojciech Ble|Skl Sandra Rychel-Bielska’,
Jolanta Belter’, Piotr Plewinski’, Renata Galek’
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