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Cele projektu:

1. Finalna charakterystyka i analiza porownawcza transkryptomow w modelu
badawczym Brianskij - iucundus - lucundus, z uwzglednieniem dwoch organow
(liscie i todyga) oraz wyselekcjonowanie listy genow zaangazowanych
w synteze/akumulacje alkaloidow (Temat badawczy 1).

2. Wstepne przygotowanie do przeprowadzenia doswiadczenia DAP-seq,
optymalizacja warunkow reakcji (Temat badawczy 2).

3. Indukowanie form o wysokiej zawartosci alkaloidow w czesciach zielonych rosliny,
a niskiej w nasionach, na drodze sztucznej mutagenezy (Temat badawczy 3).



Materiat i metody:

Realizacja Tematu badawczego nr 1:

Wykorzystanie konsensusowego transkryptomu zrekonstruowanego na podstawie uzyskanych w latach ubiegtych danych PacBio,
do oszacowania gendw ulegajacych ekspresji roznicowej z wykorzystaniem dwoch dodatkowych metod: (1) Kallisto+Sleuth oraz
(2) RSEM+EBSEQ.

Uaktualnienie przewidywan funkcji dla konsensusowych transkryptow z wykorzystaniem oprogramowania EnTAP, eggNOG i OmicsBox.
Roznicowa analiza reprezentacji funkcji molekularnych i biologicznych w zbiorze genéw kandydackich z wykorzystaniem pakietu topGO .
Detekcja i wstepna charakterystyka krotkich polimorfizmow (SNP/indel) w sekwencjach kodujacych transkryptow.

Realizacja Tematu badawczego nr 2:

Nasiona 5 badanych genotypdw tubinu waskolistnego tj. 3 linie pochodzace z Brianska, 1 linie iucundus, 1 linie lucundus wysiano w warunkach
kontrolowanych (Centrum Uprawy Roslin IGR PAN). Na etapie kwitnienia z kazdego genotypu pobrano liscie do optymalizacji metody izolacji
genomowego DNA.

Przetestowanie wybranych zestawdw/odczynnikéw do izolacji DNA genomowego, w celu wyboru najlepszej metody izolacji (Qiagen, Promega,
mieszanina fenol:chloroform:alkohol izoamylowy).

Zoptymalizowanie fragmentacji genomowego DNA metoda sonikacji, celem uzyskania fragmentow o dtugosci 200 bp.

Optymalizacja procedur przygotowawczych dla translacji biatka RAP2-7 in vitro (uzyskanie sekwencji kodujacej czynnika RAP2-7, klonowanie
do wektora pENTR, klonowanie do wektora ekspresyjnego, ekspresja biatka w systemie in vitro).

Realizacja Tematu badawczego nr 3:

Rozmnozenie nasion w pokoleniu M3 po traktowaniu mutagenem

Doswiadczenie polowe prowadzone w Poznanskiej Hodowli Roslin Sp. z 0.0., 0. Wiatrowo.

Analiza zawartosci alkaloidow w lisciach (analizy chromatograficzna, 50 rodzin, analiza 1-5 roslin z rodziny, tacznie 233 analizy).

Analiza zawartosci alkaloidow w nasionach M4 metoda kolorymetryczng (odczynnik Wagnera), prowadzona dla 500 rodzin. Przetestowano do
10 nasion z rodziny (zaleznie od ilosci dostepnych nasion). Zastosowano skala od 0 (tj. jasnozotte liscienie, jak u odmiany stodkiej (Regent))
do 2 (tj. ciemno brazowe liscienie, jak u odmiany gorzkiej (Karo)).

Zestawienie wynikow obu typdw analiz w kierunku wyboru zmutowanych form o zaburzonej transmisji alkaloidow z zielonych czesci rosliny
do nasion.



Temat badawczy 1: Charakterystyka transkryptoméw w modelu badawczym Brianskij - iucundus - lucundus

WYNIKI:
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istotnie réznicujacych tubiny z Brianska od genotypu gorzkiego, typu lucundus.

Analiza ekspresji roznicowej prowadzona dla konsensusowego transkryptomu (PacBio) zidentyfikowata wstepnie 578 gendéw kandydackich

Potwierdzono brak istotnych réznic w ekspresji kluczowego (dla fenotypu lucundus) czynnika RAP2-7 u tychze tubinéw (PPEE=0.008).

Wyniki nie umozliwity jednoznacznego wskazania pojedynczego genu-kandydata, warunkujacego atypowy fenotyp o obnizonej zawartosci

alkaloidow u tubinéw z Brianska.

Wykonana réznicowa analiza reprezentacji poszczegélnych funkcji molekularnych i biologicznych wskazata istotnie nizszg ekspresje zbioru 12
gendw-kandydatéw zwigzanych z odpowiedzig na etylen (termin GO:009723, P=0.00341) u tubindéw z Brianska.

W powyzszym zbiorze, jako szczegolnie obiecujace, zidentyfikowano trzy geny o istotnej homologii do znanych, zwigzanych z odpowiedzia na
etylen, czynnikow transkrypcyjnych nalezacych do rodzin biatkowych: MYB (2 geny), AP2-like (1 gen).

W jednym z czynnikow MYB zaobserwowano nagromadzenie krotkich mutacji, wspolnych dla tubindw pochodzacych z Brianska, o potencjalnej
roli funkcjonalnej (2 sprzezone delecje ze zmiang ramki odczytu, o charakterze wzajemnie kompensujacym, 2 substytucje niesynonimiczne
oraz pojedyncza krétka delecja nie zmieniajaca ramki odczytu).



Temat badawczy 1: Charakterystyka transkryptoméw w modelu badawczym Brianskij - iucundus - lucundus

WNIOSKI:

1. Wykorzystanie dostepnych danych NGS pozwolito zwalidowac zbior gendw ulegajacych ekspresji
roznicowej z wykorzystaniem dwu dodatkowych metod (oprocz uprzednio stosowanego zliczania
wiarygodnych transkryptow uzyskanych z sekwencjonowania PacBio). Wykorzystane metody
(kalisto+sleuth/RSEM+DESeq2) zapewniaty oszacowanie statystycznej istotnosci zaobserwowanych roznic
w ekspresji.

2. Wyselekcjonowano 12 gendw kandydackich, nalezacych do istotnie nadreprezentowanej (test doktadny

Fishera, P=0.00341), w transkryptomie tubinu gorzkiego, kategorii funkcjonalnej gendw odpowiedzi na
etylen (GO:0009723).

3. Pozyskano zbior krotkich polimorfizmow roznicujacych genotypy iucundus, lucundus i tubiny pochodzace
z Brianska, takze o mozliwym znaczeniu funkcjonalnym dla akumulacji alkaloidow (pojedynczy czynnik
transkrypcyjny MYB).



Temat badawczy 2: Optymalizacja metody DAP-seq, majacej na celu identyfikacje miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego

RAP2-7 w genomie tubinu waskolistnego.

WYNIKI:

Optymalizacja etapow metodyki zmierzajacych do syntezy biatka w warunkach in vitro:

1.

Na matrycy cDNA badanych linii zamplifikowano sekwencje kodujaca genu RAP2-7, ktdéra nastepnie wklonowano do
wektora pENTR/SD/D-TOPO. Na podstawie wynikow sekwencjonowania wybrano kolonie bakteryjne niosace plazmidowy
DNA z sekwencja kodujaca badanego genu. Plazmidy te wykorzystywano w dalszych etapach badan, jako wektory
wejsciowe (ang. entry clone) do rekombinacji z wektorem ekspresyjnym (docelowym).

Utworzono konstrukt ekspresyjny w reakcji rekombinacji pomiedzy DNA wektora wejsciowego (DNA wektora pENTR
niosacy sekwencje kodujaca genu RAP2-7) i DNA wektora docelowego. Jako wektor docelowy wykorzystano wektor
plazmidowy pIX-HALO (system rekombinacji DNA Gateway, Thermo). Potwierdzenie na podstawie sekwencjonowania
obecnosci insertu w wektorze docelowym, umozliwito przejscie do kolejnego etapu prac, tj. przetestowania systemu
umozliwiajacego synteze biatka RAP2-7 w warunkach in vitro.

Synteze biatka prowadzono przez wprowadzenie konstruktu pIX-HALO-RAP2-7 do systemu umozliwiajagcego sprzezong
transkrypcje i translacje in vitro, opartego o lizat z retikulocytéw krolika (TnT Coupled Reticulocyte Lysate System,
Promega). Uzyskane wyniki wykazaty obecnos¢ biatka RAP2-7-HALO-tag o spodziewanej wielkosci ok. 81 kDa, w prdébach
badanych, w stosunku do kontroli negatywnej.

Optymalizacja etapow metodyki opartej o prace z DNA

1.

Sprawdzono kilka metod izolacji DNA i wybrano metode reagentowa (fenol:chloroform:alkohol izoamylowy) do izolacji
wysokoczasteczkowego DNA badanych linii. Uzyskano DNA genomowe o dobrej koncentracji i jakosci, co pozwolito na
dalsze zoptymalizowanie protokotu fragmentacji DNA metoda sonikacji.



Temat badawczy 2: Optymalizacja metody DAP-seq, majacej na celu identyfikacje miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego

RAP2-7 w genomie tubinu waskolistnego.

WNIOSKI:

1.

Wykonano szereg eksperymentow zmierzajacych do optymalizacji procedury DAP-seq, dotyczacej syntezy
biatka in vitro. W wyniku realizowanych prac sekwencje kodujaca genu RAP2-7 wprowadzono do wektora
ekspresyjnego, ktory nastepnie zostat wykorzystany jako matryca do syntezy biatka RAP2-7 w warunkach
in vitro. Detekcja produktu biatkowego o spodziewanej wielkosci (ok. 81 kDa), pozwala z duzym
prawdopodobienstwem stwierdzic, ze jest to biatko fuzyjne RAP2-7-HALO-tag.

. Optymalizacja etapow metodyki DAP-seq opartej o prace z DNA, umozliwita wybor i dopracowanie

metody izolacji genomowego DNA. Uzyskano genomowe DNA o koncentracji i jakosci umozliwiajacej jego
zastosowanie w kolejnych etapach pracy. Ponadto, zoptymalizowano protokot sonikacji genomowego
DNA, ktory umozliwia uzyskanie pozadanej dtugosci fragmentow DNA o dtugosci ok. 200 pz.

. Uzyskane wyniki zwigzane z optymalizacja metody utatwig przeprowadzenie wtasciwego doswiadczenia

DAP-seq w roku 2024.



Temat badawczy 3: Poszukiwanie form o wysokiej zawartosci alkaloidow w lisciach, a niskiej w nasionach

WYNIKI:

2.

Zbior nasion z indywidualnych roslin Zb'l()r 500 rodzin nasion
Rozmnozenie nasion M3 | > w pokoleniu M4

Wykonano analize zawartosci alkaloidow w lisciach dla 50 rodzin, wybranych na podstawie obiecujacych wynikow z lat
poprzednich. Catkowita zawartosc alkaloidow w lisciach poszczegolnych prob badanych miescita sie w zakresie od 0,04% do
12.41% suchej masy.

Dla 500 rodzin zebranych nasion M4 wykonano analize zawartosci alkaloidow metoda kolorymetryczna. Wybarwienie
wiekszosci ocenionych materiatow wskazywato na wysoka zawartos¢ alkaloidow (ocenione jako 2) lub zawartosc
nieznacznie nizszg od Karo (ocenione jako 1). Najbardziej obiecujace wyniki uzyskano dla 29 linii, dla ktorych wiekszosc
testowanych nasion wybarwiata sie jak odmiana stodka (ocenione jako 0).

Zestawienie wynikow obu typow analiz wykazato, ze wiekszosc¢ linii, dla ktorych uzyskano niska zawartos¢ alkaloidow
w nasionach, cechowata sie rowniez niskg zawartoscig tych zwiazkow w lisciach. Jednoczesnie w zebranym zbiorze danych
zaobserwowano kilka ciekawych linii mutacyjnych, wyniki ktorych wymagaja dalszego potwierdzenia np.:
» dla kilku rodzin zaobserwowano mozliwg, dalszg segregacje badanej cechy, tj. zidentyfikowano nowe pojedynki, dla
ktérych odnotowana zawartos¢ alkaloidéw w nasionach byta niska, a w lisSciach wysoka.
« zidentyfikowano linie, dla ktorych test nasion wskazat na obnizong zawartos¢ alkaloidow, natomiast zawartosci tych
zwigzkow w lisciach nie byta w roku biezgcym analizowana.
e dla kilku rodzin, ktére cechowata wysoka zawartos¢ alkaloidow w lisciach, odpowiadajgce oznaczenie alkaloidow
w nasionach nie mogto by¢ przeprowadzone ze wzgledu brak wystarczajgcej liczby nasion.



Temat badawczy 3: Poszukiwanie form o wysokiej zawartosci alkaloidow w lisciach, a niskiej w nasionach

WYNIKI:

Przyktady ciekawych linii mutacyjnych, ktore zidentyfikowano po zestawieniu wynikow obu metod analizy zawartosci alkaloidow:

. Analiza kolorymetryczna nasion Analiza chromatograficzna lisci
Lp. Obiekt ::zl;)jnzeMb;a[:ZE;] Lp. préby Liczba tes'Fowanych 11213lalslel718l9 10 Lp. préby. Catkowita z.awartoéc'
Wagner nasion chromatografia (% suchej masy)

1 1066/9 6 54 1 0

2 1069/15 20 105 012(2(2]2

3 1069/17 10 107 5 0|0(0|0]1

4 1070/1 19 112 5 o|o0f0f1]1 30 6.269

5 1081/1 11 186 5 o|jo|ojofo 77 5.144

6 1092/1 3 125 8.574

7 1092/2 4 126 11.545

8 1109/6 6 451 1 0

WNIOSKI:

1. Zidentyfikowane wstepnie w roku ubiegtym linie o niskiej zawartosci alkaloidow w nasionach okazaty sie mie¢ rowniez
obnizong zawartos¢ tych zwiazkow w lisciach. Uzyskane wyniki swiadczg o skutecznosci dziatania czynnika mutagennego
w generowaniu nowej zmiennosci w badanej populacji. Jednoczesnie wskazuje to rowniez na dtugotrwaty i pracochtonny
proces selekcyjny w dalszej identyfikacji poszukiwanego fenotypu.

2. W badanym materiale zidentyfikowano nowe linie o potencjalnie korzystnym, poszukiwanym fenotypie. Uzyskane wyniki
wymagaja dalszego potwierdzenia w kolejnych pokoleniach. Majac na uwadze, ze osiagniecie tego celu miatoby bardzo
duze znaczenie dla hodowli i w konsekwencji praktyki rolniczej, zasadna jest kontynuacja prowadzonych badan.



Wykaz publikacji wynikéw projektu w 2023

Doniesienie konferencyijne:

Kroc M., Koczyk G., Czepiel K., Susek K., Swiecicki W.

“Understanding the biosynthesis and accumulation of quinolizidine alkaloids in atypical accessions of
narrow-leafed lupin”.

XVI. International Lupin Conference ,,Breeding, Cultivation and Use of Lupins for a Sustainable Agriculture
- Recent Developments”, 19 - 23 czerwca 2023, Rostock, Niemcy.

Ksiazka abstraktow str. 54. Wyniki badan z 2021-2023; Temat badawczy 1.

Poster:

Czepiel K., Swiecicki W., Rybinski W., Barzyk P., Juszczyk K., Kroc M.

“Combining the benefits: the use of mutagenesis as an attempt to obtain lupins characterized by
sweet seeds and bitter leaves”.

XVI. International Lupin Conference ,,Breeding, Cultivation and Use of Lupins for a Sustainable Agriculture
- Recent Developments”, 19 - 23 czerwca 2023, Rostock, Niemcy.

Ksigzka abstraktow str. 98. Wyniki badan z 2021-2023; Temat badawczy 3.

[l nagroda w konkursie na najlepszy poster przyznana mgr Katarzynie Czepiel].



