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Cele projektu:

1. Charakterystyka transkryptomow linii pochodzacych z Brianska oraz ich
analiza porownawcza wzgledem linii iucundus/lucundus (Temat badawczy

Sekwencjonowanie metoda PacBio:
planowane: pierwsze powtorzenie biologiczne - lis¢

zrealizowane: pierwszy organ: liSC (zgoda MRiRW, znak sprawy KS.zb.802.2.2021).
CEL ZREALIZOWANO.

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

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




Materiat i metody:

Realizacja Tematu badawczego nr 1:

« Sekwencjonowanie traskryptomu lisci 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
i adnotacje funkcjonalna, ilosciowa i jakosciowa ocene roznic pomiedzy indywidualnymi transkryptomami.

Realizacja Tematu badawczego nr 2:

Materiat wyjsciowy do traktowania mutagenem - nasiona tubinu waskolistnego, odmiany Karo.
Zastosowany chemomutagen: N-metylo-N-nitrosomocznik (MNU).

Wstepny test optymalizacji stezen MNU w szklarni: dziesie¢ dawek w przedziale od 0,3 mM do 1,2 mM.
Na podstawie testu optymalizacji wybrano cztery dawki mutagenu do traktowania wtasciwego, uznane za
mieszczace sie w przedziale dawek optymalnych w generowaniu zmiennosci mutacyjnej.

Traktowanie wtasciwe: 500 nasion dla kazdej z czterech kombinacji z mutagenem (tacznie 2000 nasion).
Doswiadczenie polowe - Poznanska Hodowla Roslin Sp. z 0.0., 0. Wiatrowo:

% Wysiew nasion po traktowaniu mutagenem = rozmnozenie populacji roslin M1 (2000 nasion).

s Wysiew kontroli: 500 nasion nietraktowanych mutagenem.

Zbior nasion z roslin M1 (nasiona M2), oddzielnie dla kazdej z czterech kombinacji
Zbior nasion z kontroli.

Ocena aktywnosci mutagenicznej kazdej z dawek MNU: ocena liczby i masy zebranych nasion w stosunku do k

mutagenny




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

\\\
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1. Analiza bioinformatyczna uzyskanych danych pozwolita na ustalenie indywidualnych transkryptomow
sekwencjonowanych linii.

ﬂ

Tabela 1. Charakterystyka transkryptoméw lisci uzyskanych dla badanych linii tubinu waskolistnego.

83A:476 P27255 Brianskij-35 /Brianskij- | tacznie dla
_ (lucundus) | Br1anskil-33 | Brianskij-123 | Brianski}-237/83| 453 /pianskij-237/83 | wszystkich linii

Llczba z1dentyf1kowanych genow 16264 16066 10583 13880 10465 15723 19615

Liczba zidentyfikowanych transkryptow [EytZx} 32251 15743 26805 15018 33363 54701

Nowe transkrypty 25103 24660 11025 20450 10353 25894 44895
Liczba zadnotowanych genéw 15558 15467 10282 13472 10265 15172 18538

Liczba zadnotowanych transktyptow 31548 31258 15280 26121 14722 32347 52388

2. Ze wzgledu na nizsze pokrycie transkryptomow u linii: Brianskij-35, Brianskij-123 i Brianskij-237/83, w analizach zmierzajacych
do jakosciowej i ilosSciowej oceny roznic pomiedzy transkryptomami, potraktowano je jako taczny zbior.

3. W dalszych analizach wyselekcjonowano transkrypty (izoformy) charakterystyczne dla:
« linii o wysokiej zawartosci alkaloidow i regulacji zawartosci alkaloidow w nasionach typu lucundus;
« linii, pochodzacych z Brianska, o odmiennym sposobie regulacji zawartosci alkaloidow.

4. W wyniku selekcji uzyskano:
» 158 transkryptow (149 loci) charakterystycznych tylko dla linii typu lucundus.
« 194 transkrypty (176 loci) charakterystyczne dla linii pochodzacych z Brianska.



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

WYNIKI:

5. Wiekszos¢ wytypowanych transkryptow ma przypisang adnotacje funkcjonalng, co pozwala na ukierunkowanie dalszych
prac badawczych. Zidentyfikowano m.in. transkrypty (izoformy) zaangazowane w odpowiedz na etylen, czy aktywnos¢
transportowa produktow lub intermediatow procesu biosyntezy.
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Transkrypty charakterystyczne dla linii lucundus Transkrypty charakterystyczne dla linii z Brianska
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Rycina 1. Licznosci transkryptow zadnotowanych termami GO (ontologii genow; gene ontology) w kategorii Proces Biologiczny (biological process) w zbiorze transkryptow charakterystycznych dla
linii typu lucundus oraz dla linii pochodzacych z Brianska. Zaznaczono kategorie szczegdlnie interesujace z punktu widzenia dalszych badan (*).



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

1. W wyniku sekwencjonowania transkryptomow uzyskano dobrej jakosci dane sekwen
ktore umozliwity pierwsza charakterystyke dla linii pochodzacych z Brianska oraz wzboga
istniejacej wiedzy dla linii typu iucundus i lucundus.

2. Jakosciowa analiza uzyskanych transkryptomow pozwolita na identyfikacje nowy
transkryptow, niewystepujacych w genomie referencyjnym (Hane i in. 2017). Uzyskane dan
istotnie poszerzaja katalog transkryptow (izoform) dostepnych w bazie Ensembl/Plants dl
tubinu, dostarczajac nowych informacji istotnych dla zrozumienia regulacji transkrypcji
genow (wystepowania alternatywnych izoform splicingowych, transkryptow o zmienionej
funkcjonalnosci lub niefunkcjonalnych).

3. Analiza ilosciowych i jakosciowych roznic pomiedzy badanymi liniami pozwolita na
wytypowanie wysoce prawdopodobnych transkryptow charakterystycznych odpowiednio tylko
dla linii gorzkiej oraz tylko dla linii pochodzacych z Brianska. Pozwoli to na ukierunkowanie
dalszych badan zmierzajacych do lepszego zrozumienia szlaku biosyntezy i akumulacji
alkaloidow w poszczegolnych organach tubinu waskolistnego, ze szczegolnym uwzglednieniem
nasion.

. Petny obraz transkryptomow poszczegolnych linii, uwzgledniajacy rowniez dodatkowe zro
adnotacji genow (LupinExpress, genomy referencyjne NCBI) bedzie uzyskany
przeprowadzeniu sekwencjonowania transkryptomu todygi, ktore zaplanowano na ro
Organ ten zostat zidentyfikowany w ramach wczesniejszych badan wtasnych, jako waz
lisci, w procesie biosyntezy i akumulacji alkaloidow u tubinu waskolistnego.




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

WYNIKI:

1. Test szklarniowy optymalizacji dawek mutagenu.

Tabela 1. Ocena wptywu dziesieciu dawek MNU na wysokos¢ siewek tubinu wrazong wielkosciag
redukcji lub stymulacja wzrostu w stosunku do kontroli.

siewek w stosunku do kontroli (%

18,4 -

19,2 +4,3
18,5 +0,5
| 05mM | 15,9 - 13,4
| 06mM | 12,7 - 31,0
11,1 - 39,7
| o08mM | 9,4 - 48,9
| 09mM | 8,9 - 51,6
| 10mM | 6,0 - 67,4
| 11mM 5,6 - 69,6
- 12mM | 4,1 - 77,7

2. Na podstawie testu wybrano cztery dawki mutagenu do traktowania wtasciwego, uznane za

mieszczace sie w przedziale dawek optymalnych w generowaniu zmiennosci mutacyjnej, tj:
0,6 mM,
0,8 mM,
* 1,0 mM,
* 1,2 mM.

Traktowanie wtasciwe i rozmnozenie populacji roslin M1:
« 500 nasion dla kazdej z czterech kombinacji z mutagenem (2000 nasion)
» 500 nasion nietraktowanych (kontrola)




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

4. Ocena aktywnosci mutagenicznej dawek MNU, na podstawie liczby i masy zebranych

nasion w pokoleniu M1.

Tabela 2. Wykaz dawek mutagenu i ich wptyw na poziom redukcji (lub stymulacji) cech u roslin M1, dla uzyskania nasion M2.

1806 :
1056 41,53
756 58,14
250 86,18
71 96,07

381, 1
214,4
147,4
53,0
15,5

211
203
195
212
218
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-3,8
-7,6
+0,5
+ 3,31

Tabela 3. Charakterystyka dawek MNU na podstawie redukcji wzrostu i liczby uzyskiwanych nasion (ptodnosci roslin) w stosunku do kontroli.

Zakres dawek niskich (stabych)
wywotujacych efekt stymulacji cech
i ich nieznaczna redukcje wzrostu w
stosunku do roslin kontrolnych, z
reguty nieprzekraczajaca 30%.

Zakres dawek z grupy
optymalnych wywotujacych
redukcje ptodnosci w
granicach 50% (42 i 58 % dla
dawek 0,6 i 0,8 mM).

Zakres dawek wysokich
indukujacych w M, silny efekt
redukcji ptodnosci w granicach

Dawka z pogranicza
dawek letalnych przy
prawie 100% redukcji
przezywalnosci ptodnosci
roslin (96%); straki
prawie wytacznie puste.

5. Jako dawki zblizone do optymalnych, wywotujacych efekt redukcji przezywalnosci/ptodnosci
oscylujacy w granicach 50% (LD50) wykazano dawki 0,6 i 0,8 mM (odpowiednio 42% i 58% redukcji).

6. tacznie z roslin pokolenia M, zebrano 2133 nasiona, z czego 84% stanowity nasiona z dawek 0,6 i 0,8 mM.

/. Zebrane nasiona stanowiag zasadniczy materiat badawczy do wysiewu i uzyskania dostatecznie licznego
pokolenia M, umozliwiajacego poszukiwanie zmutowanych form o znacznej zawartosci alkaloidow

w lisciach, a niskiej w nasionach.



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

WNIOSKI:

1. W ramach realizacji tematu badawczego w roku biezacym przeprowadzono pierwszy et
prac zmierzajacych do uzyskania populacji mutacyjnych i selekcji pozadanych genotypo
w kierunku wyboru zmutowanych form o zaburzonej transmisji alkaloidow z organow
wegetatywnych (zielone czesci rosliny) do nasion.

2. Wykonany test optymalizacji dawki w zakresie dziesieciu stezen mutagenu (od 0,3 do 1,2
mM MNU) pozwolit wyodrebni¢ dawki wywotujace zréznicowany poziom redukcji wzrostu
siewek tubinu w stosunku do kontroli.

3. Na podstawie wynikdw testu optymalizacji do zasadniczego traktowania i uzyskania
nasion umozliwiajacych zatozenie dostatecznie licznych pokolen M, i M; wybrano cztery
dawki, z ktorych dwie (0,6 i 0,8 mM) wywotujg umiarkowany efekt redukcji wzrostu, a
dwie kolejne: 1,0 mM, a zwtaszcza 1,2 mM bardzo silny efekt (na pograniczu dawek
letalnych).

4. Wykazano, ze zastosowany mutagen (MNU) wywotat wystgpienie uszkodzen somatycznych
u roslin w pierwszym pokoleniu po traktowaniu mutagenicznym (M,). Wielkos¢ uszkodzen
somatycznych wyrazonych redukcja wzrostu oraz ptodnosci roslin, zalezna byta od
zastosowanych dawek i wzrastata w miare ich zwiekszania.

. Uzyskanie ponad 2000 nasion M, (z roslin pokolenia M;) w kombinacji z mutagenem,
w wystarczajacym stopniu reprezentuje zbior odpowiadajacy 500 obiektom (mierni
w M,, niezbednym do kontynuacji badan w roku kolejnym.




