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Cel zadania:

1. Skiadanie transkryptomu referencyjnego tubindgitego (RNA-seq dla 16 prob
uwzgkdniagc 2 powtdrzenia biologiczne i 2rodowiska) oraz wytypowanie genéw
potencjalnie zaangawanych w odpornig na widniecie fuzaryjne.

2. Opracowanie i testowanie genow referencyjnyotein wytypowania najlepszych genow
referencyjnych dla doviadczenia.

3. Pohczenie niskiej zawarfoi alkaloidow z odpornicia na patogeny grzybowe
(Colletotrichum lupini i Fusarium) w zr&nicowanym podiou genotypowym o digj
wartasci uzytkowej.

Wyniki:
Ad. 1.

W wyniku sekwencjonowania transktyptomu (RNA-seyskano dug liczbe
fragmentow cDNA (min. 59 min dla genotypu) o dohadjosci sekwencji, ktére posiyty do
sktadaniade novo transktyptomu referencyjnego tubiditego. Uzyskano 55043 kontigow
o sredniej dlugdéci 1058 pz (N50 = 1497 bp). Liczba ta jest zbilia do liczby unikatowych
transktyptéw deklarowanych w opublikowanym trangktynie tubinuzéttego (5309) (Parra-
Gonzalez i in., 2012) oraz transktyptomie tubinaskolistnego dla odmiany Tanjil (53761)
(Kamphuis i in., 2014). Analiza danych sekwencymymd ktem zwartéci GC wykazata,
ze transkrypty tubinuéttego mag stosunkowo niskzawarté¢ GC (39,8%) poréwnywaln
z innymi ralinami dwulisciennymi. Podobne wyniki uzyskano dla opublikowamneg
transktyptomu tubinuottego (37,5%) (Parra-Gonzalez i in., 2012) az¢éakanych gatunkow
motylkowatych np. ciecierzycy (40.3%) (Garg i i8Q11), czy soi (40.9%) (Schmutz i in.,
2012). Blast2GO zostat wykorzystany do klasyfikédajkcjonalnej transkryptéw/kontigéw
opartej na terminach GO. Transktypty sklasyfikowandrzech kategoriach terminéw GO:
funkcji molekularnej, proceséw biologicznych i koam@ntow komoérkowych. Sgmd 55043
transktyptéw 27435 zostato zgrupowane w kategankdjonalne GO. Funkcja molekularna



zostata przypisana do 22699 transkryptéw (82,7%)oces biologiczny do 23166
transkryptow (84,4%), a komponent komorkowy do ¥%b6335,8%). W obgbie procesow
biologicznych geny koduage procesy metaboliczne (25%) i komorkowe (21%nsiag
gtbwne kategorie. W obbie funkcji molekularnej najbardziej reprezentowdmndy geny
warunkupce aktywnéé katalityczry (46%) i whgzanie (40%), a w kategorii komponent
komédrkowy geny zlokalizowane w komorce (37%) i wgamellach (25%). Na podstawie
transktyptomu referencyjnego oraz krotkich odczytiiew genotypow odpornych i podatnych
przeprowadzono naginie analiz ekspresji ranicowej genow uzyska¢ zbiory
transktyptow, ktérych ekspresja ulegata zmianieiqfekcii, tj. istotnie rosta lub spadata
u raslin rosmeych na polu prowokacyjnym w stosunku déliorosmcych w standardowych
warunkach polowych. Zastosowaniezmygch kryteribow poréwnania zbiorow transktyptéw
wraz z uwzgidnieniem adnotacji funkcjonalnej umiwito wytypowanie transktyptéw, ktére
wydajs sie szczegblnie interesage, jako zaangamwane w odporn@ na fuzarioz ze
wzgledu na udziat w zwizanych z odporrigia szlakach metabolicznych. Geny te mduy¢
uwzgkdnione w planowanych na przyszie lata szczegoétoveydizach gPCR. Ze wzglu na
bardzo dug ilos¢ danych po sekwencjonowaniu RNA-seqdgtej aktualizacji stanu wiedzy
dotyczcej odpornéci na Fusarium lista transktyptow poddanych dalszej analiziezenby
modyfikowana.

Ad. 2.

gPCR jest najpopularniejgzechnily wykorzystywaig do analizy ekspresji genow
w roznych uktadach biologicznych, a co za tym idzie klmeym narzdziem w procesie
identyfikacji funkcji genéw. Wyniki analiz ekspreggenow normalizowane sa wzdem
genu referencyjnego, ktéry powinnien charakteryaosie stabilnym poziomem ekspresiji,
niezalenie od warunkow diwiadczenia. Niestety nie istnieje uniwersalny geferencyjny,
ktéry métby zostéa zastosowany dla kdego uktadu badawczego (Cankorur-Cetinkaya i in.,
2012). Na podstawie literatury do badaybrano 7 gen6éw metabolizmu podstawowego: (1)
aktyna 11, (2)a-tubulina 5, (3) ATP syntaza, (4) czynnik elongagyjl3 — ELF1B, (5)
dehydrogenaza alkoholowa — ADH3, (6) cyklofilinaan(7) dehydrogenaza glukozo-6-
fosforanu — G6PD, w celu wytypowania genow refeygnaeh o najbardziej stabilnej
ekspresji w Kciach wybranych genotypow podatnych i odpornych-osiarium rosmcych
zarowno w typowych warunkach polowych, jak i na ya wieloletnj monokultug
lubinowg. W dawiadczeniu  wykorzystano trzy najgriej wykorzystywane
i rekomendowane do analizy genéw referencyjnychelaie bioinformatyczne: NormFinder,
geNorm oraz BestKeeper (Schmid i in., 2005; Mallona., 2010; Rapacz i in., 2012).
Uzyskane wyniki nieznacznie m0ity siec migdzy soly, w zalenosci od wykorzystanego
w oprogramowaniu algorytumu. W analizowanym ukladzibadawczym genami
charakteryzujcymi sk najbardziej stablinym poziomem ekspresji okazagyaktyna i ATP
syntaza. Gen ADH3 zostat wytypowany tylko w progiarBestKeeper. Bigc pod uwag
mozliwosci techniczne ifinansowe najbardziej zasadne vweydsj zastosowanie aktyny
i ATP syntazy jako genow referenycjnych w normadjzadanych dotycgcych ekspresji
gendw w analizowanym ukladzie @aadczalnym. Takie podgie badawcze zapewni
najwicksz doktadnd¢ i pewndaé¢ uzyskanych wynikdw z zastosowaniem techniki qPCR.



Ad. 3.

W celu pojczenie niskiej zawartgi alkaloidow z odpornieia na patogeny grzybowe
(Colletotrichum lupini i Fusarium sp.) wykonano krzyowania zblkajace, na tubiniezoitym
i waskolistnym, ktérych genotypy rodzicielskie zostdlybrane w ten sposoke jeden z nich
byt odmiaryg uprawry o wysokich walorach aytkowych, a drugizrédiem odpornéci na
patogeny grzybowe oraz genow warunkych nisly zawarté¢ ogolng alkaloidow.
Uzyskano w ten sposob 5 nowych kombinacji migsawych tubinu vgskolistnego i 5
tubinu zottego.

Za pomog chromatografu gazowego przebadano 50 obiektow gatunkéw pod
wzgledem sktadu jakéciowego alkaloidéw, z uwzglinieniem procentowego udziatu
wszystkich zidentyfikowanych alkaloidéw. W tubinieéttym przeanalizowano proby
wyselekcjonowane z segregoggo materialu 5 kombinacji krz§wkowych. Zawartéé
ogolna wynosita od 0 do 0,5368% s.m. na tle 0,062f%. u odmiany wzorcowej Baryt.
Alkaloidami gtéwnymi gatunku byty: lupinina, spama i ammodendryna. Gramina
w wickszasci przypadkéw wysipowata w sladowych ilgciach. Z jednej kombinacji
krzyzowkowej (Lidar x Taper) wyselekcjonowano proby odzm niskiej zawarti
alkaloidow (X = 0,0005% s.m.).

W tubinie wgskolistnym przeanalizowano préby z 3 kombinacji. 0Mem byta
odmiana Salsa. Sktad jalaowy wickszaci prob byt typowy dla gatunku — dominop
alkaloidy to lupanina i 130H-lupanina. W niektéryehwarté¢ 130H-lupaniny wyranie
dominowata nad lupaman i angustifolip (60:20:20). Wyjtkowo nie stwierdzono
angustifoliny i/lub izolupaniny. Z dwéch kombinadjrzyzOwkowych (Quilinock x Regent
i Kalif x Sonet) wyselekcjonowano proby, o ogoélnsggwartdci alkaloidow na poziomie
tysiecznych cezsci procenta.

Odpornd¢ na wkedniccie fuzaryjne zbadano w é&wiadczeniach polowych u 20
obiektow tubinu wgskolistnego oraz 40 obiektéw tubinaditego. Wyniki, wyraone
w procentach  r@in ,zywych” na poletku, byly miar podatnéci na poraenie.
Zaobserwowano bardzo szeroki zakres zmigcin®,7% - 100%) i znaleziono dwa obiekty
0 bardzo wysokiej odporgoi, co pozwala je uzidaza zrodio genetycznej odporsc
przeciwko Fusarium sp.. W dawiadczeniu z tubinemzoéttym odsetek rdin zywych
w trzecim terminie wynosit od 0% do 100%, ze wzancedporngci na poziomie 88,9%.
Dwa najlepsze obiekty, u ktoérych odsetekiro, zywych” wynosit 100%, mog by¢ zrodtem
odporngci przeciwkoFusaruim sp..

Odpornd¢ przeciwko Colletotrichum lupini przebadano na 100 obiektach
w doswiadczeniu polowym oraz szklarniowym. W &hoadczeniu polowym poegnie
wystapito gtdbwnie na sikach, wsrednim nagzeniu (od 0% do 75% ogolnej liczby sitdw
na poletku), ze stopniem paemia od 0 do 8 stopni. Na podstawie wykonanych rowessgi
wybrano najlepsze obiekty do dalszych testow i kozyen. Wyniki pozwalay wskazaé 29
obiektéw, ktére wyrédnity si¢ stabym poraeniem i mog posiadé genetycza odpornd¢ na
antraknoz.

W daswiadczeniu szklarniowym zaobserwowano zglu zmiennd¢ poziomu
odporndci w zakresie od 3,0 do 8,9 stopnia, w skali 0i8¢ Rajlepszych obiektéw (Z516E,



Z-659, Z-658, Z-651, Z-611) wyzdito sic wysolky odporndciag w tescie szklarniowym,
potwierdzagc wyniki, uzyskane w testach polowych.

Whnioski

1. Krotkie odczyty uzyskane w élwiadczeniu RNA-seq unitiwity zto zenie transkryptomu
referencyjnego tubinuoitego, ktory stanowit podstaww dalszych analizach ekspresji
roznicowej genow.

2. Na podstawie wynikow analizy adicowej ekspresji genow wytypowano geny,
potencjalnie zaangawane w odporni& na fuzarioz, ktére mog zostd wiaczone
w dalsze szczegotowe analizy gPCR.

3. W wyniku przeprowadzonych analiz wytypowano gehwrakteryzujce s¢ najbardziej

stabilnym poziomem ekspresji w sdiach tubinu zoltego, genotypdéw podatnych
i odpornych naFusiarium, rosmcych zarbwno w typowych warunkach polowych,
jak i na polu z wieloletrai monokultug tubinowa.

4. Rekomendowane jest wykorzystanie dwoch genéereatyjnych: aktyny i ATP syntazy
do normalizacji danych dotygeych ekspresji genow zaangavanych w odporn@ na
Fusiarium.

5. Z kombinacji krzyowkowej Lidar x Taper tubinuzéttego wyselekcjonowano proby
o bardzo niskiej zawartoi alkaloidow (X = 0,0005% s.m.).

6. Z kombinacji krzyowkowych Quilinock x Regent oraz Kalif x Sonet ibi
waskolistnego wyselekcjonowano préby, w ktorych zdweédr alkaloidéw plasowata si
na poziomie tysicznych czsci procenta.

7. Genotypy o wysokiej odporé@ na wedniecie fuzaryjne g nieliczne w tubinie
waskolistnym, jednak mdiwe jest ich znalezienie. Test na polu fuzarialnyawnit
przynajmniej jeden genotyp, ktory aeby¢ zrodiem odporngi.

8. W tubinie zottym przecgtny poziom odporngi na wedniecie fuzaryjne jest wiszy
i liczba obiektéw posiadagych geny odporri@i jest wiksza. Wyselekcjonowanie
najcenniejszych genotypow wymaga ponownych testow.

9. Znalezienie genetycznej odpofoona antraknag jest trudne i wymaga kompleksowej
oceny w ranych warunkach wegetacji. Wyniki obserwacji zsw@dczeé polowych
i szklarniowych g wystarczajco zgodne w przypadku obiektow o napggym poziomie
odporndci i pozwalaj wskazé te, ktére mog by¢ zrodiem genetycznej odporém na
antraknoz. Uzyskanie stabilnych genotypdwgckacych odpornéé i niskg zawartd¢
alkaloidow, wymaga dalszych testow i selekcji posbwa wybranych materiatdw
i stworzonych mieszaow.
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