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Cele projektu:

1. Sekwencjonowanie metoda PacBio linii pochodzacych z Brianska oraz lini
typu iucundus/lucundus (drugi organ: todyga). Charakterystyka i analiza
porownawcza uzyskanych transkryptomow (Temat badawczy 1).

Sekwencjonowanie metoda PacBio
Organ: todyga
CEL ZREALIZOWANO.

2. Indukowanie form o wysokiej zawartosci alkaloidow w czesciach zielonych roslin

a niskiej w nasionach, na drodze sztucznej mutagenezy (Temat badawczy 2).
CEL ZREALIZOWANO.




Materiat i metody:

Realizacja Tematu badawczego nr 1:

Sekwencjonowanie traskryptomu todygi metoda PacBio.
W badaniach uwzgledniono 5 linii tubinu waskolistnego reprezentujacych rézny mechanizm regulacji niskie
zawartosci alkaloidéw w nasionach:
1) dwie linie reprezentujace najczesciej wystepujacy typ regulacji zawartosci alkaloidow w nasionach (iucundus:
83A:476 i lucundus: P27255).
2) trzy linie pochodzace z Brianska, reprezentujace odmienny niz lucundus/iucundus mechanizm regulacji niskiej
zawartosci tych zwiazkdéw w nasionach.
Do analizy danych sekwencyjnych wykorzystano dostepne narzedzia bioinformatyczne, jak i indywidualnie tworzone
skrypty majace na celu: ustalenie indywidualnych transkryptomow sekwencjonowanych linii, mapowanie do
referencyjnego genomu tubinu waskolistnego (Hane i in. 2017), rekonstrukcje konsensusowego transkryptomu
z uwzglednieniem danych transkryptomicznych uzyskanych dla lisci w roku ubiegtym, a takze adnotacje funkcjonalng
uzyskanych transkryptow oraz ilosciowa i jakosciowa ocene réznic pomiedzy indywidualnymi liniami
z uwzglednieniem badanego organu.

Realizacja Tematu badawczego nr 2:

Rozmnozenie nasion w pokoleniu M2 po traktowaniu mutagenem (nasiona z dawek 0,6 mM, 0,8 mM, 1,0 mM
i 1,0 mM MNU). tacznie liczba wysianych nasion = 861 (w tym 40 nasion nietraktowanych odmiany Karo).
Doswiadczenie polowe prowadzone w: Poznanska Hodowla Roslin Sp. z 0.0., 0. Wiatrowo.

Wstepna analiza zawartosci alkaloidow w nasionach prowadzona 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 wybarwienie liscieni, jak u odmiany stodkiej (Regent)) do 2 (tj. ciemno
brazowe wybarwienie liscieni, jak u odmiany gorzkiej (Karo)).

Analiza zawartosci alkaloiddw w nasionach metoda chromatografii gazowej - wykonano w przypadku gdy
kolorymetryczny wskazywat na obnizong zawartos¢ alkaloidéw oraz dysponowano odpowiednig iloscig nasion).



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

\ %

WYNIKI: \J

1. Analiza bioinformatyczna uzyskanych danych pozwolita na ustalenie indywidualnych transkryptomow LGAB
sekwencjonowanych linii oraz rekonstrukcje konsensusowego transkryptomu dla todyg i lisci, osadzonego na

referencyjnej sekwencji genomowej (odmiana Tanjil, Hane i in. 2017).

\

Tabela 1. Charakterystyka transkryptomu konsensusowego uzyskanego dla lisci i todyg pieciu badanych linii tubinu waskolistnego.

Liczba Liczba . .

Organ zidentyfikowanych zidentyfikowanych Ngvnve tra::I:rve . Liczba za:::,))\t:wanych LICth?'aZnascli(r:'Otct);vv?/nYCh
genow transkryptow geny ypty g yp
Lis¢ + todyga 20670 63267 1107 52807 19658 60762

2. Adnotacje funkcjonalng przypisano dla 96% transktyptow (tj. dla 60762 z 63267)

3. Zidentyfikowano transkrypty nowe, tj. o nieprzypisanej adnotacji w genomie referencyjnym (tj. zamieszczonej w bazie Ensembl/Plants).

4. W dalszych analizach wyselekcjonowano geny i transkrypty (izoformy) specyficzne dla:
« linii o wysokiej zawartosci alkaloidow i regulacji zawartosci alkaloidow w nasionach typu lucundus;
« linii o nowym sposobie regulacji niskiej zawartosci alkaloidow, reprezentowanych przez obiekty pochodzace z Brianska.

5. Specyficznos¢ oceniano w odniesieniu do danego organu rosliny.

Tabela 2. Licznosci genow/transkryptow uznanych za specyficzne w konkretnym organie i dla genotypow o poszczegolnych sposobach regulacji
zawartosci alkaloidow, okreslone jako klasy gendw/transktyptow

Klasa genéw/transktyptow Liczba genéw specyficznych Liczba transkryptow specyficznych
Specyficzne dla gorzkiego lucundus (tylko todyga) 321 819
Specyficzne dla Brianskich (tylko lis¢) 300 495
Specyficzne dla gorzkiego lucundus (tylko lis¢) 153 318
Specyficzne dla Brianskich (tylko todyga) 95 309
Specyficzne dla Brianskich (lis¢ + todyga) 12 77
Specyficzne dla gorzkiego lucundus (lis¢ + todyga) 11 67

Specyficzne dla Brianskich (lis¢) i gorzkiego lucundus (todyga) 1 1



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

WYNIKI:

5. Wiekszos¢ wytypowanych transkryptow ma przypisang adnotacje funkcjonalna, co pozwala na ukierunkowanie dalszych prac
badawczych. Na podstawie list wyselekcjonowanych gendow/transkryptdw specyficznych, do dalszych analiz wybrano
najbardziej obiecujace geny kandydackie o przewidywanej funkcji powiazanej z biosynteza/regulacja biosyntezy alkaloidow,
jak rowniez ich transportem lub tworzeniem niezbednych do biosyntezy prostszych prekursorow.

u—
zz

Transkrypty specyficzne dla todygi genotypu lucundus #5eq

G0:0008610-lipid biosynthetic process

Transkrypty specyficzne dla todygi linii pochodzacych z Brianska #Seq
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. ; ; G0:0090304-nucleic acid metabolic process
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*x GO0:0051707-response to other organism

Rycina 1. Licznos$ci transkryptéw zadnotowanych termami GO, w kategorii Proces Biologiczny w zbiorze transkryptow
charakterystycznych dla todygi linii typu lucundus oraz dla linii pochodzacych z Brianska. Zaznaczono kategorie szczegolnie
interesujgce z punktu widzenia dalszych badan ().
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Temat badawczy 1: Charakterystyka transkryptoméow w modelu badawczym Brianskij - iucundus -

WNIOSKI:

1. W wyniku sekwencjonowania trankryptomow todygi uzyskano dobrej jakosci dane
sekwencyjne, ktore w powiazaniu z danymi uzyskanymi w roku ubiegtym dla lisci,
umozliwity petniejsza charakterystyke dla linii pochodzacych z Brianska oraz
wzbogacenie istniejgcej wiedzy dla linii typu iucundus i lucundus.

2. Zidentyfikowano zarowno niezaobserwowane wczesniej geny jak i kolejne izoformy
splicingowe, poszerzajac katalog transkryptow dla tubinu waskolistnego.

3. Analiza ilosciowych i jakosciowych roznic pomiedzy badanymi liniami pozwolita na
wytypowanie wysoce prawdopodobnych genow (i transkryptow) specyficznych zarowno
dla danego typu regulacji zawartosci alkaloidow, jak i organu rosliny. Pozwoli to na
ukierunkowanie dalszych badan zmierzajacych do walidacji ich roli, a co za tym idzie
lepszego zrozumienia szlaku biosyntezy i akumulacji alkaloidow w uktadzie badawczym
Brianskij - iucundus - lucundus.




Temat badawczy 2: Poszukiwanie form o wysokiej zawartosci alkaloidéw w lisciach, a niskiej w nasionach

WYNIKI:
Zbior nasion z indywidualnych roslin

1. Rozmnozenie nasion M2 | > Zbior 500 rodzin nasion
w pokoleniu M3
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2. Zebrane nasiona w pokoleniu M3 wykorzystane nastepnie do:
1) testow kolorymetrycznych umozliwiajacych selekcje pozadanych genotypow w kierunku wyboru zmutowanych
form o zaburzonej transmisji alkaloidow z zielone czesci rosliny do nasion,
2) testow potwierdzajacych niskg zawartosc alkaloidow w nasionach metoda chromatografii gazowej (wykonane
w przypadku korzystnych wynikdéw analiz kolorymetrycznych i dostepnosci nasion),

3) zabezpieczenia materiatu siewnego do rozmnozenia populacji M3 w doswiadczeniu polowym w kolejnym roku
trwania projektu (2023).

3. Analiza zawartosci alkaloidow metoda kolorymetryczng wykonana tacznie dla 500 rodzin. W tym:

« wybarwienie wiekszosci ocenionych materiatow wskazywato na wysoka zawartos¢ alkaloidéw (ocenione jako 2) lub
zawartos¢ nieznacznie nizsza od wyjsciowej odmiany gorzkiej Karo (ocenione jako 1).

« dla nielicznych rodzin wykryto nasiona, ktorych zabarwienie liscieni wskazywato na niskg zawartosc¢ alkaloidow
(ocenione jako 0). Sposrod nich najbardziej obiecujace wyniki uzyskano dla 14 linii, dla ktorych min. 90% testowanych
nasion wybarwiata sie jak odmiana stodka.

« potwierdzenie uzyskanych wynikdéw z zastosowaniem chromatografii gazowej (GC) mozliwe byto dla 7 linii, dla ktérych
dysponowano odpowiednia liczbg nasion.

« Analizy GC potwierdzity niskg zawartos¢ w 4 z 7 analizowanych rodzin (analiza prowadzona na podstawie maczki z ok.
12 nasion/rosline).



Temat badawczy 2: Poszukiwanie form o wysokiej zawartosci alkaloidéw w lisciach, a niskiej w nasionach

WYNIKI:
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Tabela 3. Zestawienie wynikow analizy zawartosci alkaloidow w nasionach wybranych mutantéw tubinu waskolistnego uzyskanych z
wykorzystaniem metody kolorymetrycznej i metody chromatografii gazowej.

analiza kolorymetryczna Catkowita
zawartosc
Nr Pochodzenie nasiona zebrane liczba alkaloidow na
obiektu nasion [szt.] testowanych 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | podstawie analizy
nasion GC (% suchej
masy nasion)
128 K-0,8 40 5 0 0 0 0 1 2,40
188 K-0,8 51 5 0 0 0 0 0 - 0,0143
196 K-0,8 40 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,72
259 K-0,8 23 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,45
313 K-0,8 55 5 0 0 0 0 0 - 0,0185
484 K-1,2 79 5 0 0 0 0 0 0,016
500 K-1,2 50 5 0 0 0 0 0 0,0076



Temat badawczy 2: Poszukiwanie form o wysokiej zawartosci alkaloidéw w lisciach, a niskiej w n

WNIOSKI:

1. Uzyskane wyniki, tj. duze zroznicowanie dotyczace analiz kolorymetrycznych, swiadcza
o skutecznosci wyboru optymalnych dawek mutagenu dokonanego w poprzednim roku.
O skutecznosci wybranych dawek swiadcza takze pojawiajace sie w analizowanym
materiale ,pomutacyjnym” liczne mutanty innych cech, np. barwy nasion, kwiatow,
a takze pokroju roslin.

2. Uzyskane niskie zawartosci alkaloidow na podstawie analiz GC, stanowig wstepng
przestanke do wnioskowania o realizacji zatozen tematu badawczego 2. Wymaga to
dalszych analiz potwierdzajacych w homozygotycznym materiale kolejnych pokolen,
w tym potwierdzenia, ze indukowane mutanty o niskiej zawartosci alkaloidow
w nasionach zachowaty wysoka zawartos¢ tych zwigzkow w zielonej masie.




