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Cele projektu:

1. Przeprowadzenie dalszej charakterystyki transkryptomow linii pochodzacych z Brianska oraz linii
typu iucundus/lucundus z uwzglednieniem danych sekwencyjnych wygenerowanych w toku realizacji
zadania, w celu lepszego zrozumienia obserwowanej zmiennosci fenotypowej badanych genotypow
(Temat badawczy 1).

2. Wykonanie petnej procedury przygotowania prob i sekwencjonowania w ramach eksperymentu DAP-
seq, z uwzglednieniem linii pochodzacych z Brianska oraz linii typu iucundus/lucundus, majacej na celu
identyfikacje miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego RAP2-7 w genomie tubinu waskolistnego.
(Temat badawczy 2).

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



Materiat i metody:

Realizacja Tematu badawczego nr 1:

Analiza zbioru transkryptow o niskiej wiarygodnosci przez adnotacje funkcjonalng z wykorzystaniem EnTAP oraz reczne poréwnania
z bazami referencyjnymi transkryptow oraz genomow modelowych (NCBI/RefSeq, Ensembl/Plants).

Filtrowanie i analiza zbioru wariantow charakterystycznych dla tubindow pochodzacych z Brianska. Analizowano zmiany sekwencji kodujacej
o przewidywanym wysokim (=silnym) lub srednim wptywie na funkcje (wg narzedzia Variant Effect Predictor), poprzez modelowanie
wybranych sekwencji biatkowych oraz odniesienie do uprzednio zgromadzonych adnotacji funkcjonalnych (terminy Gene Ontology).

Realizacja Tematu badawczego nr 2:

Materiat roslinny stanowito 5 genotypow tubinu waskolistnego tj. 3 linie pochodzace z Brianska, 1 linie iucundus, 1 linie lucundus
Przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania DAP-seq obejmowato szereg etapow, w tym: izolacje genomowego DNA, przygotowanie
bibliotek genomowego DNA, ekspresja biatka in vitro, inkubacja biatka fuzyjnego i biblioteki DNA, a nastepnie oczyszczenie z mieszaniny
fragmentdéw DNA specyficznie zwigzanych z badanym biatkiem, reakcja PCR, oczyszczanie.

Sekwencjonowanie bibliotek DAP-seq w technologii Illumina NovaSeq X Plus PE150 (min. 20 mln odczytow na probe).

Przewidywanie i charakterystyka kandydackich miejsc wigzania RAP2-7 w badanych genotypach iucundus, lucundus oraz pochodzacych
z Brianska.

Realizacja Tematu badawczego nr 3:

Rozmnozenie nasion w pokoleniu M4 po traktowaniu mutagenem

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

Analiza zawartosci alkaloidow w lisciach (analizy chromatograficzna, 33 rodziny, analiza 1-6 roslin z rodziny, tacznie 151 analiz).

Analiza zawartosci alkaloidéw w nasionach M5 metoda kolorymetryczng (odczynnik Wagnera), prowadzona dla 233 rodzin. Przetestowano do
1-5 nasion z rodziny (zaleznie dostepnosci 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 typéw analiz w kierunku wyboru zmutowanych form o zaburzonej transmisji alkaloidow z zielonych czesci rosliny
do nasion.



Temat badawczy 1: Dalsza szczegotowa charakterystyka transkryptoméw w modelu badawczym Brianskij - iucundus -
lucundus

WYNIKI:

1. Ws$rod zanalizowanego zbioru 140 transkryptow o niskiej wiarygodnosci nie wykryto reprezentantow nowych loci potencjalnie powigzanych
z biosynteza/akumulacja alkaloidoéw. Transkrypty w przewazajacej czesci miaty charakter przypuszczalnych artefaktéw sekwencjonowania,
nie zaobserwowano kandydatoéw nalezacych do potencjalnie sprawczych rodzin genowych (czynniki transkrypcyjne, homologi enzyméw
Zzaangazowanych w procesy biosyntezy).

2. Wsrod 68765 wariantow sekwencyjnych uzyskanych w roku ubiegtym, zidentyfikowano podzbior 4971 mutacji sekwencji kodujacych
o potencjalnie istotnym wptywie na funkcje biatka (Tab. 1). Rozpatrywano jedynie mutacje wspodlne dla 3 tubindw pochodzacych z Brianska,
a jednoczesnie niewystepujace w genotypach iucundus i lucundus.

Tab. 1. Zestawienie kandydackich mutacji o istotnym wplywie na funkcje.

Wptyw Genotyp Liczba wariantow Liczba wariantéw tacznie Suma
silny heterozygota 822
silny homozygota 549 1371 4971
Sredni heterozygota 165
Sredni homozygota 3435 3600

3.  Koncowy zbior wariantow dotyczyt 2659 gendw, obejmowat 53 geny zwiazane z odpowiedzig na etylen, w ktorych zaobserwowano tacznie 88
mutacji, o istotnym wptywie, wystepujacych w uktadzie homozygotycznym.

4. W catym zbiorze gendéw o duzym obcigzeniu mutacyjnym, podzbior zwiazany z biosynteza etylenu nie pojawiat sie jako znaczaco liczniejszy
(Tab. 2).

5. W wyniku modelowania struktur biatkowych, wsrod przewidywanych zmian istotnie wptywajacych na strukture, ponownie odnotowano
czynnik MYB zawierajacy wielokrotne mutacje poza obszarem wigzacym DNA. Zidentyfikowano takze zwigzane z biosynteza etylenu biatko
o potencjalnie zmienionych interakcjach w poblizu miejsca aktywnego.



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

Tab.2 Nadreprezentowane terminy Gene Ontology powigzane z genami o duzym obcigzeniu mutacyjnym (kategoria: procesy biologiczne; P<0.001).

GO.ID GO Term/ Termin GO Liczba genow Liczba genow Expected P-value

zadnotowanych istotnych
G0:0018958 proces metaboliczny zwigzku zawierajacego fenol 168 41 21.81 0.00024
GO0:0006139 proces metaboliczny zwiagzku zawierajacego nukleobaze 6277 915 814.82 0.00029
G0:0009218 proces metaboliczny rybonukleotydow pirymidynowych 11 3.76 0.00044
GO:0060966 regulacja wyciszania genow przez regulatorowe ncRNA 18 8.05 0.00054
G0:1901998 transport toksyn 5 0.91 0.00057
G0:0030705 transport wewnatrzkomorkowy zalezny od cytoszkieletu 17 8.44 0.00075
G0:0006220 proces metaboliczny nukleotydow pirymidynowych 12 4.8 0.00094
WNIOSKI:

1. Zbior transkryptow o niskiej wiarygodnosci nie zawierat transkryptow dla potencjalnie nowych genow
kandydackich.

2. Pozyskano dane przydatne do dalszych prac (zbior mutacji roznicujacych tubiny brianskie od iucundus

i lucundus),

ponadto wyniki

analiz

strukturalnych dostarczyty dodatkowych przestanek na

zaangazowanie dwu genow powiazanych z odpowiedzig na etylen, ulegajacych rowniez ekspresji
roznicowej i zawierajacych kandydackie mutacje w uktadzie homozygotycznym.



Temat badawczy 2: Sekwencjonowanie DAP-seq w modelu badawczym Brianskij - iucundus - lucundus

WYNIKI:

1.Dla wszystkich linii uwzglednionych w sekwencjonowaniu DAP-seq uzyskano badz przekroczono graniczna, rekomendowang wartos¢ frakcji
odczytow w rejonie szczytu (parametr FRiP; fraction of reads in peaks) w wysokosci 5% (Ryc. 1).

2. Analiza komponentow gtownych uzyskanych odczytow dla poszczegdlnych powtorzen biologicznych, wskazata na jednorodny charakter odczytow
uzyskanych z powtodrzen dla iucundus (137), lucundus (138) oraz zréznicowanie w obrebie genotypow pochodzacych z Brjanska (Ryc. 2).
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Ryc. 3. Podziat zidentyfikowanych kandydackich miejsc wigzania RAP2-7 w poszczegdlnych
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Ryc. 1. Zestawienie frakcji wszystkich zmapowanych odczytéw, Ryc. 2. Wyniki analizy gtéwnych sktadowych (PCA) odczytéw

przypadajgcych na kandydackie miejsca wigzania RAP2-7. dla poszczegolnych prébek w eksperymencie.

3. Sekwencjonowanie DAP-seq pozwolito na identyfikacje miejsc wigzania czynnika transkrypcyjnego RAP2-7 w genotypach iucundus, lucundus oraz
liniach pochodzacych z Brianska, a porownanie uzyskanych wynikow wskazato na réznice pomiedzy genotypami (Ryc. 3).

4. Na podstawie nadreprezentacji odczytow w sekwencjonowaniu DAP-seq, przewidziano 1005 kandydackich miejsc wigzania czynnika RAP2-7 (we
wszystkich genotypach tacznie).

5. Wykazano, ze linia iucundus reprezentowata najbardziej ubogi profil miejsc wigzania obejmujacy 96 miejsc wspotdzielonych z innymi liniami oraz
51 rejonow unikalnych (Ryc.3).

6. Odniesienie wynikow eksperymentu DAPseq do wczesniejszych analiz transkryptomicznych wskazato brak istotnej korelacji pomiedzy lokalizacja
miejsca wigzania w obszarze promotorowym, a zmiang w profilu ekspresji tych gendow. W wiekszosci, zaobserwowane miejsca wigzania lezaty
w obszarach miedzygenowych niezachodzacych na rejony promotorowe. Wyniki sugeruja mozliwos¢ funkcjonowania elementéw wigzacych
RAP2-7 jako potozonych dystalnie regulatoréw ekspresji.



Temat badawczy 2: Sekwencjonowanie DAP-seq w modelu badawczym Brianskij - iucundus - lucundus.

WNIOSKI:

1. Opracowany protokot laboratoryjny stanowi pierwsza udang probe
zastosowania techniki DAPseq w tubinach, spetniajaca warunki
powtarzalnosci procedury badawczej i moze stanowi¢ podstawe do
kolejnych eksperymentow z wykorzystaniem innych czynnikow
transkrypcyjnych i szerszej puli materiatu badawczego/hodowlanego.

2. Zubozenie miejsc wigzania w genotypie typu iucundus sSwiadczy
o zmniejszonej roli regulacyjnej RAP2-7 w tubinach o obnizonej
zawartosci alkaloidow warunkowanej tym locus.

3. Czynnik transkrypcyjny RAP2-7 najprawdopodobniej funkcjonuje
w oddaleniu do miejsc promotorowych regulowanych genow.




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

WYNIKI:

Zbior nasion z indywidualnych roslin

1. Rozmnozenie nasion M4 | > Zbior 200 rodzin nasion w pokoleniu M5

2. Wykonano analize zawartosci alkaloidow w lisciach dla 33 rodzin (tacznie 151 roslin badanych), wybranych na podstawie
obiecujacych wynikéw z lat poprzednich. Catkowita zawartos¢ alkaloidow w lisciach poszczegolnych prob badanych
miescita sie w zakresie od 0,003% do 6.572% suchej masy.

3. Dla 233 rodzin zebranych nasion M5 wykonano analize zawartosci alkaloidow metoda kolorymetryczng (tacznie 1103 analiz).
Wybarwienie ponad potowy ocenionych materiatow wskazywato na niskg zawartos¢ alkaloidow (ocenione jako 0) lub
zawartos¢ nieznacznie nizsza od Karo (ocenione jako 1).

4. Zestawienie wynikow obu typow analiz wykazato, ze wiekszosc¢ linii, dla ktorych uzyskano niska zawartosc¢ 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.:

« zidentyfikowano linie, dla ktorych test nasion wskazat na obnizong zawartos¢ alkaloidow, natomiast zawartosci tych
zwigzkow w lisciach nie byta w roku biezacym analizowana.

« dla kilku rodzin, ktore cechowata wysoka zawartosc alkaloidow w lisciach, odpowiadajace oznaczenie alkaloidow
w nasionach nie mogto byc¢ przeprowadzone ze wzgledu brak wystarczajacej liczby nasion.

« zidentyfikowano obiekty, ktore charakteryzowaty sie wysoka zawartoscig alkaloidow w nasionach, a niskg w lisciach,
stanowiac potencjalnie ciekawy obiekt do dalszych badan naukowych, skierowanych na poznanie szlaku biosyntezy
i akumulacji tych zwigzkow u tubinu waskolistnego.



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

WYNIKI:

Tab.3 Wybrane linie mutacyjne zidentyfikowane na podstawie wynikéw obu metod analizy zawartosci alkaloidow (kolorymetria, chromatografia).

Lih ) ] _ Analiza kolorymetryczna nasion Analiza chromatograficzna lisci
Lp. Obiekt czba zebranych nasion , ) ) Lp. proby Catkowita zawartosc
M5 [szt.] Lp. préby Wagner | Liczba testowanychnasion (1|2 |3 |4 |5 chromatografia (% suchej masy)
1 1230/1 35 6 5 0O|0|0|1 |1
2 1230/2 21 7 5 0O[{0f[0]0]O0
3 1243/6 31 107 5 oO[{0f[0]jo0]|O
4 1243/7 27 73 5 0O[{0f(0]0]O0
5 1231/3 8 5.43989
6 1237/5 28 5.27457
7 1240/2 35 4.16376
8 1260/4 13 208 5 2(1212(2]2 128 0.06240

WNIOSKI:

1.Zaobserwowana wysoka liczba rodzin cechujacych sie obnizong zawartoscig alkaloidow w nasionach swiadczy o skutecznosci
dziatania czynnika mutagennego w generowaniu nowej zmiennosci w badanej populacji.

2.Zidentyfikowane w roku biezacym linie o niskiej zawartosci alkaloiddow w nasionach okazaty sie miec¢ rowniez obnizong
zawartos¢ tych zwiazkow w lisciach, co wskazuje na dtugotrwaty i pracochtonny proces selekcyjny w dalszej identyfikacji
poszukiwanego fenotypu.

3.W badanym materiale zidentyfikowano linie o potencjalnie korzystnym, poszukiwanym fenotypie oraz interesujgce obiekty
badawcze. Uzyskane wyniki wymagaja jednak potwierdzenia w kolejnych pokoleniach. Biorac pod uwage istotne znaczenie
osiagniecia tego celu dla hodowli oraz praktyki rolniczej, kontynuacja prowadzonych badan wydaje sie w petni uzasadniona.



Mierniki dla zadania - stopien realizacji

Wartos¢ miernika podana w opisie

Stopien realizacji

Lp. miernik ) Wartos¢ miernika zrealizowana o
zadania miernika
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
1. Liczba przeanalizowanych szczegdétowo
transkryptomow pod katem 5 5 100%
transkryptow liniowo specyficznych
oraz segregujacych zmian SNP.
temat badawczy 2
2 Liczba genotypow, dla ktorych
wykonane zostanie sekwencjonowanie 5 5 100%
DAP-seq
temat badawczy 3
3.1 | Rozmnozenie populacji roslin M4 Zbior 200 rodzin w pokoleniu M5 Zbior 200 rodzin w pokoleniu M5 100%
3.2 | Selekcja mutantow z zastosowaniem Testowanie od 1 o 10 nasion w 200 Testowanie od 1 o 10 nasion w 200
metody kolorymetrycznej rodzinach pokolenia M5 (zaleznie od |rodzinach pokolenia M5 (zaleznie 100%
dostepnosci nasion dla rodziny, od dostepnosci nasion dla rodziny,
tacznie 1000 analiz) tacznie 1000 analiz)
Srednia 100%
% realizacji zadania 100%




