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AIM

Development of insertional mutagenesis system that will allow robust 

 mutagenesis and high‐throughput/systematic annotation of mutants.
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Lotus retrotransposon 1 (LORE1)
A candidate for insertional mutagen

Madsen et al., Plant Journal (2005)
Fukai et al., PLoS Genetics (2010) 

1.

 
De‐repression during tissue culture

2.

 
Activity in germlines 

8 family members

 
in

 
L.j. 

 var Gifu

LORE1aLORE1a



Lotus endogenous elementLotus endogenous element

Autonomous  retrotransposon – „copy & 

 paste”

 
replication mechanism

 

Autonomous  retrotransposon – „copy & 

 paste”

 
replication mechanism

Active almost only in pollen
Not active 

 
in sporophyte or tissue culture

Active almost only in pollen
Not active 

 
in sporophyte or tissue culture

No insertion site specificityNo insertion site specificity

Siblings from the same pod do not share 

 the same insertions

 

Siblings from the same pod do not share 

 the same insertions

LORE1 features



Urbański et al., Plant Journal (2011) 

1) Establishment of mutant population1) Establishment of mutant population

2) Enrichment and sequencing of insertion flanking regions2) Enrichment and sequencing of insertion flanking regions

3) Computational analysis  of insertion sites and mutant lines 

 annotation 

 Assignment of insertions to correct seed bag

3) Computational analysis  of insertion sites and mutant lines 

 annotation 
Assignment of insertions to correct seed bag

Concept for reverse genetics pipeline
-

 
insertional mutagenesis



FSTpoolit
Flanking Sequence Tag pooling and identification

Urbański et al., Plant Journal (2011) 



FST amplification and tagging
No biasNo bias

Reduced mis‐priming and 

 PCR artifacts
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multiple tagging availablemultiple tagging available

Urbański et al., Plant Journal (2011) 
Sequencing analysis by custom made FSTpoolit 

 bioinformatics pipeline

 

Sequencing analysis by custom made FSTpoolit 

 bioinformatics pipeline



Sequencing reads representation

9 out of 121 mio reads ‐

 
8% ‐

 
contribute to identification of novel insertions

novel vs. endogenous

FSTpoolit efficiency 

Urbański et al., Plant Journal (2011) 



Even distribution along chromosomes

Urbański et al., Plant Journal (2011) 



Urbański et al., Plant Journal (2011) 



Urbański et al., Plant Journal (2011) 

High reliability



New alleles of known nod-
 

genes



SCALE-UP

2000 m2 

 

‐

 
27

 
000 plants 

 
March

 
–

 
November

Barcoding and information storage in a database 



2011

2012

2013
2015

EXPECTED PROJECT PROGRESS

In collaboration with Prof. Makoto Hayashi, 
National Institute of Agrobiological Science, JAPAN



LORE1 RESOURCE

KAZUSA InstituteCARB Centre

Contact information 

•

 

BLAST
•

 

Genome browser with 

 
annotated LORE1 insertions

•
 

BLAST
•

 

Insertion list with genotyping primers 
•

 

LORE1 resource FAQ
•

 

FSTpoolit software

http://www.carb.dk/resources.asp http://www.kazusa.or.jp/lotus/

•

 

makotoh@affrc.go.jp
•

 

efu@affrc.go.jp

•

 

dou@mb.au.dk
•

 

ann@mb.au.dk
•

 

sua@mb.au.dk

• All mutant lines are available freely upon request 

•
 

The resource supports R3 generation  

 (segregating population)

http://www.carb.dk/resources.asp
http://www.carb.dk/resources.asp
mailto:makotoh@affrc.go.jp
mailto:efu@affrc.go.jp
mailto:dou@mb.au.dk
mailto:ann@mb.au.dk
mailto:sua@mb.au.dk


LORE1 RESOURCE

batch
chromosome
position
orientation
column_barcode
row_barcode
plant_ID
seeds_stock
pool_coordinates
coordinate_abundances
abundances_sum
Forward_primer
Reverse_primer
PCR_product_insertion_positive
PCR_product_wt
+/‐1000_bp_insertion_flanking

DK01
chr1
286597
F
C_44, C92
R_36
30003390
.
C_44#C_92#R_36
50#123#185
358
TGGTGTAGGGATTGCGGGAAACAA
AATTGCCCCATTCGAGCTTCCCAA
435
593
CGTCG....



LORE1 as a tool for forward genetics

nod‐ photosynthesisfix‐



SUMMARY

•
 

New mutagen – LORE1 –

 
retrotransposon with the unique feature of germinal 

 transposition
a.

 
Random distribution with few hot‐spots

b.

 
Preference for exonic insertions  

•
 

FSTpoolit

 
is an efficient and accurate method for FST detection and annotation

•
 

New reverse genetics resource established
a.

 
Easy insertion identification by BLAST

b.

 
Lines available off‐hand and free of charge

c.

 
150 lines ordered (from Oct 2011)

d.

 
Quick development predicted within next 3 years
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