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4.1. Tytut osiggniecia naukowego/artystycznego

Osiggniecie naukowe stanowi cykl czterech artykutéw naukowych opublikowanych w latach
2019 — 2021 i powigzanych tematem:

,Charakterystyka molekularnego podioia biosyntezy i akumulacji alkaloidéw u tubinu
waskolistnego oraz profili alkaloidéow w nasionach tubinéw Starego Swiata”.

4.2.Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego (wg kolejnosci omawiania)

* autor korespondencyjny

H1 Kroc M.*, Koczyk G., Kamel K.A., Czepiel K., Fedorowicz-Stroniska O., Krajewski P.,
Kosiriska J., Podkowinski J., Wilczura P., Swiecicki W. (2019). Transcriptome-derived
investigation of biosynthesis of quinolizidine alkaloids in narrow-leafed lupin (Lupinus
angustifolius L.) highlights candidate genes linked to iucundus locus. Scientific Reports
9:2231.

IF: 3,998 MEIN: 140 Liczba cytowan: 25

Méj wktad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) wspoéttworzenie koncepcji badan
i manuskryptu, (2) udziat w wyborze badanych genéw kandydackich syntezy i akumulacji
alkaloidéw, (3) opracowanie czesci markeréw zdefiniowanych sekwencyjnie na podstawie
uzyskanych danych transkryptomicznych, (4) mapowanie genetyczne oraz mapowanie loci
cech ilosciowych, (5) decydujgcy udziat w wyborze stabilnych gendw referencyjnych do badan
ekspresji gendw, (6) udziat w analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw, (7) udziat
w opracowaniu wynikéw w formie graficznej, (8) przygotowanie manuskryptu publikacji,
(9) korespondencje z Redaktorem czasopisma, sporzgdzenie odpowiedzi na zastrzezenia
recenzentdw oraz przygotowanie poprawionych i finalnej wersji manuskryptu.

Publikacja powstata w wyniku realizacji kierowanych przeze mnie zadan badawczych,
w ramach Wieloletnich Programéw Rzgdowych Rady Ministrow, realizowanych w latach
2011-2015 (Zadanie 2.8) oraz 2016-2020 (Zadanie 2.2).

H2 Kroc M.*, Czepiel K., Wilczura P., Mokrzycka M., Swiecicki W. (2019). Development and
validation of a gene-targeted dCAPS marker for marker-assisted selection of low-alkaloid
content in seeds of narrow-leafed lupin (Lupinus angustifolius L.). Genes 10 (6): 428

IF: 3,759 MEiN: 100 Liczba cytowan: 14

Moj wkitad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) opracowanie koncepcji badan
i manuskryptu (2) opracowanie metodyki dotyczgcej zaprojektowania markera dCAPS
i weryfikacji jego uzytecznosci w selekcji genotypdw tubinu waskolistnego o niskiej zawartosci
alkaloidéw w nasionach, (3) wykonanie czesci prac eksperymentalnych zwigzanych
z opracowaniem i walidacjg markera, (4) udziat w analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw,
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(5) udziat w opracowaniu uzyskanych wynikéw w formie graficznej, (6) przygotowanie
manuskryptu publikacji, (7) korespondencje z Redaktorem czasopisma, sporzadzenie
odpowiedzi na zastrzezenia recenzentdw oraz przygotowanie poprawionych i finalnej wersji
manuskryptu.

Publikacja powstata w wyniku realizacji kierowanych przeze mnie zadan badawczych,
w ramach Wieloletnich Programéw Rzgdowych Rady Ministrow, realizowanych w latach
2011-2015 (Zadanie 2.8) oraz 2016-2020 (Zadanie 2.2).

H3 Czepiel K., Krajewski P., Wilczura P., Bielecka P., Swiecicki W., Kroc M*. (2021). Expression
profiles of alkaloid-related genes across the organs of narrow-leafed lupin (Lupinus
angustifolius L.) and in response to anthracnose infection. International Journal of
Molecular Sciences 22 (5): 2676

IF: 6,208 MEiN: 140 Liczba cytowan: 4

Méj wktad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) wspoéttworzenie koncepcji badan
i manuskryptu (2) udziat w analizie i interpretacji wynikéw, (3) udziat w przygotowaniu
manuskryptu publikacji, (4) korespondencje z Redaktorem czasopisma, sporzadzenie
odpowiedzi na zastrzezenia recenzentdéw oraz przygotowanie poprawionych i finalnej wersji
manuskryptu.

Publikacja powstata w wyniku realizacji projektu Preludium (nr 2014/13/N/NZ9/03943),
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. Projekt ten kierowany byt przez doktorantke,
mgr K. Czepiel, w przewodzie doktorskim ktérej petnie role promotora pomocniczego.
Ponadto, cze$¢ wynikdw uzyskana zostata w ramach projektu MRiRW, Postep Biologiczny
(nr. 41, 2014-2020), ktérego bytam wykonawca (kierownik prof. dr hab. W. Swiecicki).

H4 Swiecicki W., Czepiel K., Wilczura P., Barzyk P., Kaczmarek Z., Kroc M*. (2019).
Chromatographic fingerprinting of the Old World Lupins seed alkaloids: a supplemental
tool in species discrimination. Plants 8 (12): 548

IF: 2,762 MEiN: 70 Liczba cytowan: 4

Méj wktad w przygotowanie publikacji obejmowat: (1) wspoéttworzenie koncepcji badan
i manuskryptu (2) udziat w pozyskaniu materiatu do badan, (3) udziat w analizie i interpretacji
wynikéw, (4) udziat w opracowaniu wynikéw w formie graficznej, (5) udziat w przygotowaniu
manuskryptu publikacji, (6) korespondencje z Redaktorem czasopisma, sporzadzenie
odpowiedzi na zastrzezenia recenzentéw oraz przygotowanie poprawionych i finalnej wersji
manuskryptu.

Publikacja powstata w wyniku realizacji kierowanych przeze mnie zadan badawczych,
w ramach Wieloletnich Programéw Rzgdowych Rady Ministréow, realizowanych w latach
2011-2015 (Zadanie 2.8) oraz 2016-2020 (Zadanie 2.2).
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Sumaryczne wskazniki bibliometryczne dla osiggniecia naukowego:

e Impact Factor (IF) = 16,727 (zgodnie z rokiem opublikowania pracy)
e Punktacje MEiN =450 (zgodnie z komunikatem Ministra Edukacji i Nauki z dnia 21.12.2021 r.)
e Liczba cytowan wg bazy Web of Science = 47 (stan na dzien 11.09.2022r.)

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw
4.3.1. Wprowadzenie i cel naukowy

tubiny nalezg do rodzaju Lupinus L., w obrebie podrodziny Faboideae, rodziny
bobowatych (Fabaceae), bedacej trzecig co do wielkosci rodzing roslin okrytonasiennych.
Rodzaj Lupinus jest bardzo zrdéinicowang i szeroko rozpowszechniong grupg roslin,
obejmujacych zaréwno gatunki jednoroczne, jak i wieloletnie, rosngce w wielu strefach
klimatycznych (Gladstones, 1998). Szacuje sie, ze rodzaj Lupinus L. obejmuje okoto 280
gatunkéw, a na podstawie centréw pochodzenia wyrdzniono dwie grupy gatunkéw
(Gladstones, 1998). Pierwsza grupe stanowig tzw. tubiny Starego Swiata (ang. Old World
Lupins, OWL), wystepujace w rejonie basenu Morza Srédziemnego i Afryki. Drugg grupe
tworza gatunki tzw. Nowego Swiata (ang. New World Lupins, NWL), wystepujace na obu
kontynentach amerykanskich. Ponad 90% gatunkéw rodzaju Lupinus nalezy do NWL, ktéra
reprezentuje bardzo duzg rézinorodno$é¢ form i jest grupag zdecydowanie mniej poznang
(Ainouche i in., 2004). Natomiast do OWL zalicza sie 13-15 jednorocznych i w wiekszosci
samopylnych gatunkéw (Swiecicki i in., 1996; Gladstones, 1998; Pascual, 2004). Gatunki OWL
dzielone sg pod wzgledem struktury ich okrywy nasiennej na szorstkonasienne (sekcja
Scabrispermae: Lupinus anatolicus Sw., L. atlanticus Glads., L. cosentinii Guss., L. digitatus
Forsk., L. palaestinus Boiss., L. pilosus Murr., L. princei Harms i L. somaliensis Baker)
i gtadkonasienne (sekcja Malacospermae: L. albus L., L. angustifolius L., L. x hispanicoluteus
Swiec. et Swiec, L. hispanicus Boiss. & Reut., L. luteus L. i L. micranthus Guss.) (Swiecicki i in.,
1996; Gladstones, 1998; Swiecicki i in., 1999). Dodatkowo, stosunkowo niedawno opisany
gatunek L. mariae-josephi wykazuje cechy posrednie dla obu grup (Pascual, 2004; Mahé i in.,
2011). tubiny szorstkonasienne poza podobienstwem morfologicznym i biochemicznym
tworzg monofiletyczng grupe w analizach filogenetycznych, a prace hodowlane wskazujg na
mozliwos¢ krzyzowania jej przedstawicieli (np. L. atlanticus, L. cosentinii i L. pilosus) (Roy i
Gladstones, 1988; Cowling i in., 1998; Ainouche i in., 2004). tubiny gtadkonasienne stanowig
natomiast grupe zréznicowanga, w obrebie ktérej wystepuja bariery krzyzowalnosci (Cowling i
in., 1998; Ainouche i in., 2004).

Co warto podkreslié, tylko cztery gatunki tubindw znalazty szersze zastosowanie
w uprawie. Trzy gatunki uprawne nalezg do OWL tj. tubin waskolistny (L. angustifolius, 2n = 40;
ang. narrow-leafed lupin, NLL), fubin biaty (L. albus, 2n = 50) i tubin z6tty (L. luteus, 2n = 52),
czwartym natomiast jest, nalezgcy do NWL, tubin andyjski (L. mutabilis L., 2n = 48) (Cowling i
in., 1998). Nasiona uprawnych gatunkéw tubinéw stanowig przede wszystkim cenne zrédto
biatka (zawartos¢ ok. 30 - 45%) w zywieniu zwierzat i ludzi. W ostatnich latach doceniana jest
takze ich korzystna zawartosc i jakos¢ ttuszczéw, z duzym udziatem nienasyconych kwaséw
ttuszczowych (Sbihi i in., 2013; Rybinski i in., 2018). Uwaza sie réwniez, ze spozywanie nasion
tubindw moze mieé potencjalne korzysci zdrowotne np. za sprawg btonnika obnizajgcego
poziom cholesterolu, czy tokoferoli wykazujgcych dziatanie ochronne na uktad krwionosny
(Boschin i Arnoldi, 2011; Fontanari i in., 2012). Uprawa tubinéw zapewnia ponadto korzysci
zwigzane z ich zdolnoscia do symbiozy z asymilujgcymi azot bakteriami brodawkowymi
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(Bradyrhizobium) (Cowling i in., 1998). Dzieki temu nie wymagajg one mineralnego nawozenia
azotowego, a wykorzystywane jako poplon poprawiajg zyznos¢ i kulture gleby. W zwigzku
z powyzszym, stosowanie tubindw w zmianowaniu wykorzystywane jest z powodzeniem do
przerywania monokultury zbozowe;.

Gtéwng przeszkodg w szerszym wykorzystaniu nasion fubindw w Zywieniu sa
gromadzone w nich alkaloidy, ktérych wytwarzanie jest cechg specyficzng dla tej grupy roslin
(Wink i in., 1995). Alkaloidy tubinowe sg heterocyklicznymi metabolitami wtérnymi (Wink,
1988). Odmiany prymitywne i formy dzikie najczesciej cechuje wysoka zawartosé¢ tych
zwigzkdw w nasionach (do kilku % suchej masy nasion; % s.m. nasion). Uwaza sie, ze w naturze
alkaloidy stanowig rodzaj ochrony chemicznej przeciw patogenom (bakteryjnym, grzybowym,
wirusowym), a nadawany przez nie gorzki smak zabezpiecza przed zwierzetami roslinozernymi
(Wink, 1988; Lee i in., 2007). Z punktu widzenia wykorzystania nasion tubindw w zywieniu,
gorzkie i majgce dziatanie neurotoksyczne alkaloidy uznawane sg jednak za zwigzki
antyzywieniowe. Majac na uwadze wzgledy bezpieczenstwa, ustalono dopuszczalny limit
zawartosci alkaloiddw w nasionach stosowanych w celach zywieniowych, ktéry nie moze
przekracza¢ 0,02% s.m. nasion (Cowling i in., 1998). Z chemicznego punktu widzenia, tubiny
syntetyzujg gtéwnie alkaloidy chinolizydynowe (ang. quinolizidine alkaloids, QA), ktoérych
prekursorem jest L-lizyna. Ponadto, mogg wytwarza¢ wywodzace sie z lizyny - alkaloidy
piperydynowe (np. ammodendryna) oraz pochodzgce od tryptofanu - alkaloidy indolowe (np.
gramina). Wiekszos$¢ gatunkow tubinu posiada charakterystyczny profil alkaloidéw, sposréd
ktorych mozna wyrdznic tzw. alkaloidy gtéwne (udziat procentowy w catkowitej zawartosci
alkaloidéw >1%) oraz tzw. alkaloidy dodatkowe (udziat procentowy w catkowitej zawartosci
alkaloidéw <1%) (Wink iin., 1995; Swiecickiiin., 2019). Dane literaturowe wskazuja, ze synteza
alkaloidéw zachodzi w zielonych czesciach rosliny, a nastepnie za posrednictwem tyka sg one
transportowane do nasion (Lee i in., 2007; Czepiel i in., 2021).

Mimo istotnej roli, szlak biosyntezy alkaloidéw zostat tylko czesciowo
scharakteryzowany, zaréwno biochemicznie, jak i na poziomie genetycznym (Saito i in., 1993;
Suzukiiin., 1994; Hirai i in., 2000; Okada i in., 2005; Bunsupa i in., 2011; Bunsupa i in., 2012b;
Yang i in., 2017; Frick i in., 2018; Kroc i in., 2019b; Kroc i in., 2019a). Do tej pory
zidentyfikowano tylko kilka gendw zaangazowanych w ten proces, a regulacja akumulacji QA
nadal wymaga wyjasnienia. Pierwszym etapem biosyntezy QA jest dekarboksylacja L-lizyny do
kadaweryny za posrednictwem dekarboksylazy lizynowej (ang. lysine decarboxylase, LDC)
(Bunsupa i in., 2012b). Kadaweryna, nalezagca do amin jest nastepnie przeksztatcana do
1-piperydyny, w reakcji katalizowanej przez oksydaze aminowgq (ang. Lupinus angustifolius
copper amin oxidase, LaCAO) (Yang i in., 2017). W dalszej kolejnosci zachodzi spontaniczne
zamkniecie tancucha i utworzenie zasady Schiffa, a produkty biosyntezy QA, a takze ich formy
transportowe, powstajg w procesie dalszych modyfikacji i przytgczania grup funkcyjnych
(Facchini i St-Pierre, 2005; Schafer i Wink, 2009; Bunsupa i in., 2012a). Powstanie estrow QA
katalizowane jest przez 13-hydroksymultifloryno/13-hydroksylupanino O-tigloilotransferaze
(ang. 13a-hydroxymultiflorine/13a-hydroxylupanine O-tigloyltransferase; HMT/HLT) (Okada i
in., 2005). Ponadto, jako przypuszczalnie zaangazowang w tworzenie form transportowych QA
wskazano réwniez acyltransferaze (ang. acyltransferase-like gene, LaAT) (Bunsupaiin., 2011).

Gatunkiem uprawnym tubindéw, dla ktérego zebrano najwieksze zasoby genomiczne,
a takze najszerszg wiedze dotyczgcg biosyntezy QA jest NLL. W trakcie dynamicznej i krotkiej
historii udomowienia tego gatunku (ok. 150 lat) wprowadzono do hodowli genotypy niosgce
korzystne allele cech agronomicznych, w tym niskg zawarto$s¢ QA w nasionach. Sposréd kilku,
powstatych na drodze naturalnych mutacji recesywnych gendw/loci warunkujgcg niska
zawartos$¢ tych zwigzkow, w hodowli NLL najszersze zastosowanie znalazt allel jucunuds
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(Swiecicki i Swiecicki, 1995; Kamel i in., 2016). Brak wystarczajacej wiedzy dotyczacej
biosyntezy i gromadzenia QA w nasionach, w tym nieznany mechanizm dziatania locus
iucundus, ograniczajg wytwarzanie nowych odmian o korzystnych walorach zywieniowych, do
czasochtonnych metod klasycznej selekcji hodowlane;j.

Wytworzenie dla gatunku NLL, mapujacej populacji linii wsobnych (ang. recombinant
inbred lines, RILs) z kombinacji krzyzéwkowej pomiedzy niskoalkaloidowg liniag hodowlang
(83A:476) i wysokoalkaloidowym typem dzikim (P27255), umozliwito opracowanie kolejnych,
coraz bardziej zaawansowanych wersji mapy genetycznej (Nelsoniin., 2006; Nelsoniiin., 2010;
Kroc i in., 2014; Hane i in., 2017). Okreslenie potozenia genetycznego loci warunkujgcych
wazne cechy agronomiczne, w tym potozenia locus iucundus, byto podstawg do poszukiwania
markeréw bliskosprzezonych (Li i in., 2011). Bardziej zaawansowanego narzedzia do
identyfikacji genéw kandydackich dla cech uzytkowych, dostarczyto zsekwencjonowanie
referencyjnego genomu stodkiej odmiany NLL, Tanjil (Hane i in., 2017). Identyfikacja gendéw
warunkujgcych wazne cechy agronomiczne stwarza mozliwos¢ opracowania markerow
molekularnych uzytecznych w selekcji hodowlanej (ang. marker-assisted selection, MAS).
Z kolei zastosowanie MAS znaczgco wptywa na efektywnosc¢ i precyzje wyboru materiatéw
w programach hodowlanych, przyspieszajgc wytworzenie nowych odmian o pozgdanych
cechach (Varshney iin., 2015; Kage i in., 2016; Kamphuis i in., 2021).

Dla dalszego upowszechniania wykorzystania tubindw w Zzywieniu ludzi i zwierzat
niezbedne jest poznanie molekularnych podstaw szlaku biosyntezy alkaloidéw, a takze
mechanizméw regulacyjnych procesu biosyntezy i gromadzenia tych zwigzkéw. Powyisze
stanowito nadrzedny cel badan bedacych przedmiotem przedstawianego osiggniecia. Drugim
celem byto przekrojowe scharakteryzowanie gatunkéw OWL pod wzgledem alkaloidéw
obecnych w ich nasionach, a takze oszacowanie mozliwosci wykorzystania profili alkaloidow
do rozrdzniania poszczegdélnych gatunkow.

Powyzsze cele zostaty osiggniete w wyniku realizacji zadan czgstkowych, sktadajgcych sie na
cykl publikacji zwigzanych z przedstawionym osiggnieciem:

1. Identyfikacja gendw kandydackich zaangazowanych w biosynteze i akumulacje QA u NLL
(Publikacja H1).

2. Opracowanie i walidacja markera molekularnego przydatnego w selekcji hodowlanej NLL
(Publikacja H2).

3. Analiza obiektéw NLL, zidentyfikowanych w Polskiej Kolekcji Lupinus, jako reprezentujgcych
inny niz powszechnie wystepujgcy mechanizm regulacji niskiej zawartosci QA w nasionach
(Publikacja H2).

4. Scharakteryzowanie profili ekspresji gendw zaangazowanych w synteze i akumulacje QA
w wybranych organach NLL w zestawieniu z oznaczong dla tych organéw zawartosciag QA
(Publikacja H3).

5. Scharakteryzowanie profili ekspresji genédw zaangazowanych w synteze i akumulacje QA
w odpowiedzi na porazenie NLL grzybem fitopatogenicznym (Colletotrichum lupini)
(Publikacja H3).

6. Charakterystyka sktadu ilosSciowego i jako$ciowego alkaloidéw w nasionach gatunkéw OWL
(Publikacja H4).
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4.3.2. Omoéwienie wynikéw badan

H1 Kroc M.*, Koczyk G., Kamel K.A., Czepiel K., Fedorowicz-Stroiska O., Krajewski P.,
Kosidska J., Podkowinski J., Wilczura P., Swiecicki W. (2019). Transcriptome-derived
investigation of biosynthesis of quinolizidine alkaloids in narrow-leafed lupin (Lupinus
angustifolius L.) highlights candidate genes linked to iucundus locus.

Scientific Reports 9: 2231.

Pierwszym etapem prowadzonych badan byta identyfikacja gendw kandydackich
zaangazowanych w biosynteze QA u gatunku NLL, na podstawie danych transkryptomicznych.
W sekwencjonowaniu transkryptomu (RNA-seq, lllumina) uwzgledniono genotypy o wysokiej
i niskiej zawartosci alkaloidéw (facznie 4 genotypy, wiaczajac linie rodzicielskie populacji
mapujacej RIL: stodkg 83A:476 i gorzkg P27255). W badaniach przyjeto hipoteze, ze geny
zaangazowane w biosynteze i akumulacje QA ulegajg podwyzszonej ekspresji w miejscu ich
syntezy, tj. zielonych czesciach rosliny (Lee i in., 2007). Dlatego tez zsekwencjonowano RNA
lisci, a jako transkryptom referencyjny wybrano genotyp gorzki (P27255). Potgczenie wynikdéw
czterech indywidulnych metod ztozenia krotkich odczytéw sekwencjonowania Illumina
zaowocowato uzyskaniem transkryptomu referencyjnego o wysokiej jakosci, co potwierdzono
oceng jego kompletnosci ortologicznej (BUSCO v. 3, na zbiorze jednokopijnych ortologdéw
charakterystycznych dla roslin zielonych).

Na podstawie analizy ekspresji réznicowej zidentyfikowano nastepnie 550 transkryptéw
o minimum dwukrotnie wyzszej ekspresji w genotypach gorzkich wzgledem stodkich, przy
zatozeniu kryterium obecnosci transkryptéw w obu grupach fenotypowych. Wybdr genéw
kandydackich do dalszych badan oparto gtdwnie o wyniki przewidywania funkcji (w tym
adnotacje GO) zwigzanej z metabolizmem wtérnym i jego regulacjg u roslin (reprezentanci
rodzin czynnikdéw transkrypcyjnych i kluczowych enzyméw). Na podstawie transkryptomu
referencyjnego wytypowano: 1) 10 gendw ulegajgcych ekspresji réznicowej (tj.: reduktaza
cynamoilo-CoA  (ang.  cinnamoyl-CoA  reductase, CCR), karboksyesteraza 1
(ang. carboxylesterase 1, CES1L), reduktaza dihydroflawonolowa (ang. flavanone reductase,
DFR1), LDC, LaCAO, LaAT, 3-hydroksylaza flawanonowa (ang. flavanone-3-hydroxylase, F3H),
dioksygenaza leukoantocyjanidynowa (ang. leucoanthocyanidin dioxygenase, LDOX), czynnik
transkrypcyjny zalezny od etylenu z rodziny AP2/ERF (ang. APETALA2/ethylene response
transcription factor; RAP2-7), czynnik transkrypcyjny z rodziny MYB, 2) locus kandydacki
o niezréznicowanej ekspresji w bibliotekach RNA dla genotypdéw stodkich i gorzkich, ze
wzgledu na jego zweryfikowang role w biosyntezie QA (HMT/HLT). Ponadto, dostepnosé
wstepnej wersji genomu NLL (Hane i in.,, 2017) umozliwita bezposrednig analize rejonu
obejmujacego locus iucundus w pseudochromosomie 7. Na tej podstawie wytypowano blisko
sprzezony z locus iucundus, dodatkowy gen kandydacki, adnotowany jako syntaza 4-hydroksy-
tetrahydrodipikolinianowa (DHDPS). Na dalszych etapach szczegétowo badano wiec 12 gendow
kandydackich. Jako weryfikacje wynikéw uzyskanych dla gendéw kandydackich w RNA-seq,
przeprowadzono analize ich relatywnej ekspresji z zastosowaniem techniki qPCR (ang.
guantitative PCR, jakosciowa analiza PCR w czasie rzeczywistym), w puli siedmiu gorzkich
i siedmiu stodkich genotypéw NLL. Zgodnie z oczekiwaniami jedenascie gendw kandydackich
charakteryzowato sie istotnie wyzszg ekspresjg w genotypach gorzkich (P<0,0001; test
Wilcoxona z poprawka Bonferroniego), podczas gdy ekspresja genu HMT/HLT nie byta istotnie
rozna (P = 0.003, srednio 2,06x wyzsza ekspresja u gorzkich).

Wyniki przeprowadzonego nastepnie mapowania genetycznego wykazaty, ze dwa
sposrod analizowanych gendéw kandydackich tj. RAP2-7 (transkrypt P27255 008724, postFC
98.8, odpowiadajgcy TanjilG_07628) i DHDPS (transkrypt P27255 011214, odpowiadajgcy
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TanjilG_017658, postFC 4.88), sg zlokalizowane w rejonie locus iucundus, w grupie sprzezen 7
(NLL-07). W toku mapowania wykazano, ze RAP2-7 kosegreguje z locus iucundus, natomiast
DHDPS mapuje sie w odlegtosci 0,5 cM od iucundus. Co warto podkresli¢, adnotacja
funkcjonalna obu gendw kandydackich wsparta wynikami gPCR/RNAseq, $wiadczy o istotnej
roli tego rejonu genomu NLL w biosyntezie QA. Przedstawiciele czynnikéw transkrypcyjnych
z grupy AP2/ERF regulujg bowiem biosynteze réinych klas alkaloidow u roslin, natomiast
homologi genéw DHDPS typowo uczestnicza w jednym z etapdw biosyntezy L-lizyny
(prekursor QA) (Van Der Fits i Memelink, 2000; Shoji i in., 2010; Cardenas i in., 2016; Thagun i
in., 2016; Udomsom i in., 2016). Pozostate geny kandydackie zlokalizowano natomiast
w grupach sprzezen innych niz NLL-07. Dlatego tez obecnie uzyskane wyniki sugeruja, ze geny
biosyntezy QA nie sg w genomie NLL zorganizowane w klastrze skupionym wokoét locus
iucundus. Wyniki poprzednich prac wspierajg zaréwno mozliwos$¢ funkcjonowania
rozproszonych gendw w szlakach biosyntezy alkaloidéw, jak i tworzenia skupisk réznorodnych,
sprzezonych gendéw - wyspecjalizowanych klastrow biosyntetycznych (Shoji i in., 2010; Winzer
iin., 2012; Itkin i in., 2013; Cardenasiin., 2016).

Co ciekawe, w dostepnej wersji ztozenia genomu NLL (v1.0) (Hane i in., 2017) czynnik
transkrypcyjny RAP2-7 zidentyfikowano w kontigu nr 162, ktéry nie zostat przypisany do
zadnego z 20 pseudochromosoméw NLL. Analiza struktury kontigu, jak i rejonu genomu
obejmujacego locus iucundus wykazata, ze sg to obszary obarczone licznymi btedami ztozenia
i sekwencjami powtarzalnymi, co mogto byc¢ przyczyng problemoéw z prawidtowym ztozeniem
tej czesci NLL-07. Dalszych informacji na temat struktury genéw kandydackich RAP2-7 i DHDPS
dostarczyto mapowanie izoform transkryptu in silico. Wykazano, ze gen RAP2-7
zrekonstruowany na podstawie najdtuzszej izoformy locus kandydackiego dla linii gorzkiej
P27255 08724, sktada sie z osSmiu egzondw. Ponadto, poréwnanie sekwencji P27255 08724
z sekwencjg homologiczng u linii stodkiej Tanjil (TanjilG_07628), umozliwito identyfikacje
dwodch substytucji tj.: M48V i S196R (numeracja na podstawie sekwencji biatkowej
XP_019435537.1, zamieszczonej w basie RefSeq dla locus TanjilG_07628). Analogicznie, model
genowy przewidziany dla DHDPS na podstawie locus kandydackiego P27255 011214 wskazat
w jego strukturze 3 egzony. Wykazano rowniez, ze sekwencja genu DHDPS byta obecna
w dostepnej wersji genomu, natomiast w bazie NCBI TanjilG_17658 (LOC109352463) zostat
re-adnotowany jako pseudogen. Poréwnanie sekwencji P27255 011214 i TanjilG_017658
ujawnito zmiane pojedynczego nukleotydu i pojedynczg delecje, powodujgcy przesuniecie
ramki odczytu. Mozliwe jest wiec, ze wykryta delecja guaniny, potencjalnie zmieniajgca ramke
odczytu, moze byé dodatkowym czynnikiem réznicujgcym gorzkie i stodkie formy NLL.

W toku prowadzonych prac na mapie genetycznej NLL, po raz pierwszy zidentyfikowano
takze QTL, warunkujace catkowity zawartos¢ alkaloidéw (ang. total alkaloid content, TAC), jak
i udziat procentowy poszczegdlnych alkaloidéw gtéwnych. Na podstawie piecioletnich analiz
zidentyfikowano tgcznie 47 loci, z ktorych wiekszos¢ mapowata sie w przedziale mapy
obejmujgcym locus iucundus, a tym samym RAP2-7. W rejonie iucundus zidentyfikowano
stabilne w latach QTL dla TAC, wyjasniajgce od 18,9 do 70,7% zmiennosci fenotypowej (LOD
7,8 — 27,8), a takze QTL dla udziatu procentowego angustifoliny, warunkujace 12,6 — 56,4%
obserwowanej zmiennosci (LOD 3,9-21,7). W obu przypadkach allel pochodzacy z linii dzikiej
(P27255) byt odpowiedzialny za podwyziszenie wartosci cech. Ponadto, w przedziale
mapowym obejmujgcym locus iucundus zmapowano powtarzalne w latach QTL warunkujgce
procentowy udziat izolupaniny (11,4-20,3% wyjasnianej zmiennosci, LOD 3,6-6,9),
a podwyzszenie wartosci cechy byto warunkowane przez rodzicielskg linie hodowlang
(83A:476). Kolokalizacja w rejonie locus iucundus niezaleznych od $Srodowiska QTL, ktére
w znacznym zakresie ttumaczg obserwowang zmienno$é fenotypowg, stanowi kolejng
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przestanke, ze gen lezgcy u ich podstawy, tj. kosegregujacy z locus iucundus RAP2-7,
determinuje kluczowy etap biosyntezy/akumulacji QA. Inne powtarzalne w latach QTL
zidentyfikowano jedynie w obszarze NLL-08 i warunkowaty one udziat procentowy izolupaniny
(25,2-34,2% wyjasnianej zmiennos$ci, LOD 7,2-9,9, podwyzszenie wartosci cechy
warunkowane przez allel linii dzikiej). Co ciekawe, w tym przedziale mapowym zlokalizowano
rowniez gen kandydacki CESIL, ktérego homologi majg udokumentowany udziat
w metabolizmie wtérnym u roslin, wtgczajac szlaki syntezy innych klas alkaloidéw (Li i Smolke,
2016).

W celu wyjasnienie powigzan ewolucyjnych pomiedzy czynnikiem transkrypcyjnym
RAP2-7 (P27255_008724) i przedstawicielami rodziny AP2/ERF u roslin zielonych,
przeprowadzono nastepnie rekonstrukcje drzewa filogenetycznego (z wykorzystaniem
dostepnych genoméw Viridiplantae; metoda najwiekszej wiarygodnosci, ang. maximum
likelihoood). Na zrekonstruowanym drzewie filogenetycznym uwzgledniono grupe 65
sekwencji aminokwasowych AP2/ERF, obejmujgcq trzy kandydackie sekwencje NLL
tj.: TanjilG_07628 (LOC109342033, scaffold_162), TanjilG_14185 (LOC109346040,
pseudochromosom 4) iTanjilG_11298 (LOC109351048, pseudochromosom 6). Analiza
ekspresji roznicowej wzgledem sekwencji genomu (Hane i in., 2017) wykazata, ze geny
TanjilG_07628 i TanjilG_14185 ulegaty podwyzszonej ekspresji w liniach gorzkich
(odpowiednio 65 i 500 razy), a w przypadku genu TanjilG_11298 nie wykazano istotnych rdznic
w ekspresji. Analiza powigzan filogenetycznych RAP2-7 (TanjilG_07628) wykazata, ze jest on
homologiem czynnikéw AP2/ERF, ktére ze wzgledu na nietypowgq strukture biatkowa byty
wyfaczane z wczesniej publikowanych przekrojowych analiz filogenetycznych tj.: At3g54990
(SCHAFLMUTZE, SMZ) i At2g39250 (SCHNARCHZAPFEN, SNZ) i At5g60120 (TARGET OF EARLY
ACTIVATION TAGGED 2, TOE2) (Nakano i in., 2006; Udomsom i in., 2016). Co ciekawe, geny
SMZ, SNZ i TOE2 znane s3 jako represory kwitnienia. Wiadomo réwniez, ze stanowia one geny
docelowe dla microRNA miR172, a obnizenie ekspresji genu typu AP2 za sprawg miR172,
skutkuje inicjacjg kwitnienia (Aukerman i Sakai, 2003; Chen, 2004; Mathieu i in., 2009).
Niemniej, przy obecnym stanie wiedzy nie ma przestanek wskazujgcych na udziat czynnika
transkrypcyjnego RAP2-7 w regulacji kwitnienia, a tym samym powigzanie zawartosci
alkaloidéw z kwitnieniem u tubinéw.

Podsumowujgc, w ramach kierowanych przeze mnie badain wykazaliSmy po raz
pierwszy, ze czynnik transkrypcyjny RAP2-7, naleigcy do rodziny AP2/ERF jest silnym
kandydatem dla iucundus, uznawanym za gtéwny locus warunkujacy niskg zawartos¢ QA
w nasionach NLL. Uzyskane wyniki wskazujg wiec, ze biosynteza QA u tego gatunku jest
regulowana na poziomie transkrypcji. Odnotowane w genotypach stodkich obnizenie ekspres;ji
genu LDC, uczestniczgcego w pierwszym etapie szlaku (dekarboksylacja L-lizyny) wskazuje
dalej, ze regulacja biosyntezy QA ma miejsce na poczatku tego procesu. Wyniki prezentowanej
pracy dostarczyty nowych danych przyczyniajgcych sie do wyjasnienia szlaku biosyntezy
i akumulacji QA u tubinu waskolistnego istanowig podstawe do dalszych badain nad
zrozumieniem mechanizméw zwigzanych z syntezg alkaloidéw u tubindw. W dalszej
perspektywie, zidentyfikowany czynnik transkrypcyjny moze stanowi¢ punkt wyjscia do
kolejnych etapdw prac badawczych zwigzanych z lepszym zrozumieniem szlaku sygnalnego
i sieci gendw regulatorowych zwigzanych z biosyntezg QA u NLL oraz by¢ podstawg do
opracowania markera molekularnego uzytecznego w programach hodowlanych skierowanych
na uzyskanie materiatédw o niskiej zawartosci QA w nasionach. Efekty publikacyjne badan
prowadzonych w nastepstwie identyfikacji RAP2-7 jako genu kandydackiego dla iucundus, sg
rowniez elementami sktadowymi prezentowanego osiggniecia naukowego (Publikacja
H2 i H3).
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H2 Kroc M.*, Czepiel K., Wilczura P., Mokrzycka M., Swiecicki W. (2019). Development and
validation of a gene-targeted dCAPS marker for marker-assisted selection of low-alkaloid
content in seeds of narrow-leafed lupin (Lupinus angustifolius L.). Genes 10 (6): 428.

Identyfikacja czynnika transkrypcyjnego RAP2-7, jako genu kandydackiego dla locus
iucundus (Krociin., 2019a), umozliwita rozpoczecie kolejnego etapu badan, majgcego na celu
opracowanie prostego w uzyciu markera molekularnego, uzytecznego w MAS.

W pierwszej kolejnosci uzyskano sekwencje nukleotydowa genu RAP2-7, o facznej
dtugosci okoto 5200 par zasad (pz), w tym fragment o dtugosci okoto 1500 pz powyzej czesci
kodujgcej. Poréwnanie sekwencji nukleotydowej genu w grupie szesciu genotypoéw stodkich
(niska zawartos¢ QA warunkowana zmutowanym allelem iucundus, okreslana dalej jako ,typ
iucundus”; TAC 0,0005% - 0,0157% s.m. nasion) i szesciu genotypow gorzkich (zawartosci QA
warunkowana allelem dzikim lucundus, okreslana dalej jako ,typ lucundus”; TAC 1,38% -
2,30% s.m. nasion), wykazato liczne zmiany polimorficzne typu SNP oraz insercje/delecje,
ktore réznicowaty badane genotypy. W sekwencji DNA powyzej sekwencji kodujacej, nie
zidentyfikowano zmian polimorficznych, ktére jednoznacznie réznicowatyby genotypy stodkie
i gorzkie. Analiza sekwencji kodujacej wykazata, natomiast ze niesynonimiczna substytucja
aminokwasu seryny na arginine (AGT\CGT, S196R), zlokalizowana w egzonie czwartym genu
RAP2-7, jest jedyng konserwatywng mutacjg tegoz genu, ktéra rdéznicuje wszystkie genotypy
stodkie od gorzkich oraz koreluje z oznaczong TAC nasion.

Kluczowag mutacje punktowa wykorzystano w projektowaniu markera kodominacyjnego
typu dCAPS (ang. derived cleaved amplified polimorphic site), wprowadzajgc za
posrednictwem startera dodatkowe miejsce polimorficzne, ktére wraz interesujgcym nas SNP
tworzyto miejsce ciecia dla enzymu restrykcyjnego Tagl (Neff iin., 1998). Opracowany marker
nazwany zostat iuc_RAP2-7, a miejsce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny byto obecne
tylko w sekwencji markera amplifikowanej w genotypach typu /ucundus.

Poprawnos$¢ segregacji opracowanego markera iuc_RAP2-7 testowano nastepnie
w zestawie 202 linii/genotypdw NLL. Materiat pochodzit z Polskiej Kolekcji Lupinus
i reprezentowat zaréwno linie dzikie, jak i o réznym stopniu udomowienia. Nasiona badanych
obiektow charakteryzowaty sie TAC w zakresie od 0,0005% do 2,8752% s.m. (Kameliin., 2016).
Ogétem, w badanej kolekcji uwzgledniono 56 genotypdédw o bardzo niskiej zawartosci
alkaloidéw w nasionach (nieprzekraczajgcej przyjetej normy ich bezpiecznego spozycia
tj. 0,02% s.m. nasion). Ponadto, przeanalizowano 146 linii, ktérych TAC nasion byta wyzsza od
przyjetej normy. Analizujgc zawartos¢ alkaloiddw w nasionach, z uwzglednieniem stopnia
udomowienia badanych genotypéw wykazano, ze najnizszg $rednig TAC zaobserwowano
w grupie zarejestrowanych odmian rolniczych (0,27% s.m.), jednak tylko 33 sposrdod 76
indywidualnych genotypow tej klasy charakteryzowato sie zawartoscia nizszg niz 0,02% s.m.
Najwyzsza Srednia TAC byta odnotowana w grupie genotypdw dzikich (1,59% s.m.), w tym u 59
z 60 linii przekraczata prég 0,02% s.m. nasion. Najbardziej zréznicowane wartosci TAC
zaobserwowano natomiast w grupie genotypow reprezentujgcych ulepszone przez cztowieka
materiaty hodowlane.

Norme bezpiecznej zawartosci alkaloidéw w nasionach tubinéw, stosowanych w celach
zywieniowych, wyznaczono w oparciu o toksycznos$é tych zwigzkdéw (0,02% s.m. nasion)
(Cowling i in., 1998). Jak dotad nie sprecyzowano jednak, jaka zawartos¢ alkaloidow
w nasionach jest wartoscig graniczng, nadal uwarunkowang genotypem stodkim, a ktorej
przekroczenie moze by¢ ttumaczone, jako uwarunkowane genotypem gorzkim. Analiza
segregacji markera iuc_RAP2-7 w kolekcji NLL wykazata, ze produkt trawienia
charakterystyczny dla linii typu iucundus, jak ilezacy u podstawy SNP odnotowano u 102
obiektéw, ktérych TAC nasion wynosita do 0,5% s.m. Produkt trawienia iuc_RAP2-7
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warunkowany polimorfizmem typu lucundus, jak i powigzany SNP, obserwowano natomiast
u 97 obiektéw, ktérych nasiona zawieraty co najmniej 0,9% s.m. alkaloidéw. Ze wzgledu na
intensywnie prowadzong selekcje hodowlang w kierunku niskiej zawartosci alkaloidéw
w nasionach, w polskiej kolekcji Lupinus nie zidentyfikowano genotypdw charakteryzujgcych
sie TAC o warto$ciach pomiedzy 0,5% i 0,9% s.m. nasion, co nie pozwala na doktadne
wyznaczenie progu detekcji opracowanego markera.

Co ciekawe, w badanej kolekcji zidentyfikowano takze trzy genotypy tj. Brianskij-35
(nr kat. 95826), Brianskij-123 (nr kat. 95927) i Brianskij-237/83 (nr kat. 95928), pochodzace
z Wszechrosyjskiego Instytutu Badawczego tubinu w Briansku, dla ktérych wykazano
niezgodnosc¢ segregacji markera iuc_RAP2-7 z oznaczong TAC. Obiekty te charakteryzowaty sie
bowiem zawartoscig alkaloidéw ponizej 0,5% s.m. nasion, a produkt trawienia
enzymatycznego byt charakterystyczny dla linii gorzkich Jlucundus. W celu weryfikacji
uzyskanych wynikéw poréwnano sekwencje genu RAP2-7 dla linii pochodzacych z Brianiska, do
sekwencji genotypow jucundus i lucundus, wykorzystanych do projektowania markera
iuc_RAP2-7. Na tej podstawie wykazano, ze sekwencja RAP2-7 genotypow z Brianiska jest na
catej dtugosci znacznie bardziej podobna do linii wysokoalkaloidowych, wt3aczajgc
charakterystyczng dla linii lucundus kluczowg mutacje. Nie wykazano natomiast miejsc
polimorficznych, ktére bylyby unikatowe dla wszystkich trzech obiektow z Brianska,
w porownaniu do gorzkich form typu /ucundus. W dalszej kolejnosci, dla genotypdw z Briariska
przeanalizowano profile ekspresji czterech gendw zaangazowanych w biosynteze QA
tj. RAP2-7, LDC, LaAT i LaCAO, ktére poréwnano z profilami ekspresji genotypdéw
reprezentujacych regulacje typu jucundus i lucundus. Relatywny poziom ekspresji genu
RAP2-7 byt u obiektéw pochodzacych z Brianska znacznie wyzszy niz w liniach iucundus.
W przypadku linii Brianskij-123 i Brianskij-237/83 poziom ekspresji przewyziszat nawet
wartosci dla linii gorzkich z polimorfizmem typu /lucundus. Co wazne, poziom ekspresji
pozostatych trzech gendéw byt u genotypdw z Brianska réwniez porownywalny z poziomem
obserwowanym u form gorzkich. Geny, ktorych ekspresje analizowano, zlokalizowane s3
w réznych grupach sprzezen /pseudochromosomach NLL, a poréwnywalne profile ekspresji
uzyskano dla wszystkich trzech obiektéw z Brianska. Na tej podstawie mozna uzna¢, ze za niskg
zawartos¢ alkaloidéw odpowiada w ich przypadku inny mechanizm, niewarunkowany przez
locus iucundus. Tym samym obiekty z Brianska sg potencjalnie nowym Zrédtem mutacji
warunkujgcej niskg zawartos¢ alkaloiddw, a dalsza ich analiza moze znaczaco zwiekszyé nasze
zrozumienie procesu biosyntezy QA i jej regulacji u NLL. Kontynuacja prac badawczych
z wykorzystaniem genotypdéw pochodzacych z Brianiska byta/jest prowadzona w ramach
kierowanych przeze mnie dalszych projektéw badawczych tj.: NCN, MINIATURA 3, ,,Badania
pilotazowe nowego mechanizmu regulacji niskiej zawartosci alkaloidow w nasionach tubinu
waskolistnego, poprzez powigzanie poziomu ekspresji gendw szlaku biosyntezy alkaloidéw
z akumulacjg tych zwigzkdw w poszczegdlnych organach rosliny” (2019/03/X/NZ1/02009,
21.12.2019-9.06.2021) oraz MRiRW, Postep Biologiczny ,Alkaloidy u tubinu waskolistnego:
zrozumienie molekularnych podstaw procesu biosyntezy iakumulacji w nasionach oraz
poszukiwanie form o wysokiej zawartosci alkaloiddw w zielonych czesciach rosliny, przy
zachowaniu niskiej zawartosci w nasionach” (nr 19, 1.01.2021-31.12.2026).

W przypadku 199 obiektéw zgodnos¢ segregacji markera iuc_RAP2-7 wynosita 100%,
przy zatozeniu progu TAC 0,5% s.m. nasion. Majac na uwadze powyzisze wyniki walidacji
markera iuc_RAP2-7 w Polskiej Kolekcji Lupinus moina uzna¢, ze poza obiektami
pochodzgcymi z Brianiska, zawartos¢ alkaloidéw u pozostatych 199 analizowanych genotypow
pozostaje pod decydujgcym wptywem locus jucundus. Opracowany marker iuc_RAP2-7
spetnia wiec kryteria stawiane markerom diagnostycznym stosowanym w MAS i moze by¢
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bezposrednio wykorzystany w programach hodowlanych prowadzonych dla NLL, jako
obiecujace narzedzie do odrzucenia materiatéw wyraznie gorzkich (> 0,9% s.m.), na wczesnych
etapach selekcji. Obecnie, prowadzona przez hodowcéw selekcja genotypdw o niskiej
zawartosci alkaloidéw opiera sie na oznaczeniu TAC w zebranych nasionach. Wykorzystanie
markeréw molekularnych zapewnia wiekszg efektywnos¢ i skrécenie cykli prowadzonej
selekcji hodowlanej, oferujgc czasowg i finansowg oszczednos¢. Kodominacyjna segregacja
markera iuc_RAP2-7 stanowi jego dodatkowy atut, pozwalajgc na odrdznienie genotypdéw
homozygotycznych od heterozygotycznych, czego nie zapewniajg zadne metody oceny
zawartosci alkaloidéw w nasionach. Wzigwszy pod uwage silne przestanki co do kluczowego
znaczenia genu RAP2-7 w regulacji biosyntezy alkaloidéw u NLL (Kroc i in., 2019a; Garg i in.,
2022), zakotwiczony bezposrednio w jego sekwencji marker jest najprawdopodobniej
markerem funkcjonalnym. W selekcji wspomaganej markerami, skutkuje to silng przewaga
nad markerem bliskosprzezonym w zwigzku z brakiem ryzyka niepozadanej rekombinacji
pomiedzy markerem i genem (Yangiin., 2015).

Podsumowujac, w ramach kierowanych przeze mnie badan wykazalismy, ze
opracowany marker iuc_RAP2-7 moze stanowié skuteczne narzedzie ulepszajgce efektywnosé
selekcji hodowlanej, a tym samym wyprowadzenie nowych, niskoalkaloidowych odmian NLL.
Zastosowana procedura selekcji moze wiec przyczynié sie do doskonalenia jakos$ci nasion tego
gatunku. Ponadto wykazaliSmy, ze w Polskiej Kolekcji Lupinus obecne s3g genotypy
o niewarunkowanej locus jucundus niskiej zawartosci QA w nasionach. Dalsza analiza
atypowych genotypdw moze sie zatem przyczynic sie do petniejszego zrozumienia ztozonosci
molekularnych mechanizméw warunkujgcych niskg zawarto$é QA w nasionach NLL.

H3 Czepiel K., Krajewski P., Wilczura P., Bielecka P., Swiecicki W., Kroc M*. (2021). Expression
profiles of alkaloid-related genes across the organs of narrow-leafed lupin (Lupinus
angustifolius L.) and in response to anthracnose infection. International Journal of
Molecular Sciences 22 (5): 2676.

Kolejnym kluczowym etapem w realizacji przedtozonego osiggniecia naukowego byta
analiza profili ekspresji gendw zaangazowanych w akumulacje QA, w kolejnych organach roslin
NLL i odniesienie uzyskanych wynikdw do akumulacji alkaloidéw w tych organach. Zestaw
siedmiu gendw badanych (CCR, HMT/HLT, LaAT, LaCAO, LDC, RAP2-7 i DHDPS) obejmowat
zaréwno geny strukturalne, jak i kandydackie w biosyntezie i akumulacji QA oraz stanowit
kontynuacje badan opublikowanych w roku 2019 (Kroc i in., 2019a). Gtéwnym celem badan
byta weryfikacja udziatu poszczegdlnych organdw w biosyntezie QA, a dodatkowym dalsze
wyjasnienie roli genu RAP2-7 w regulacji procesu biosyntezy tych zwigzkédw u NLL. Podjete
badania byty rowniez prébg okreslenia roli QA w odpowiedzi obronnej rosliny skierowane;j
przeciwko grzybom fitopatogenicznym, na podstawie analizy profili _ekspresji gendéw
powigzanych z akumulacjg alkaloidéw, u rodlin _porazonych Colletotrichum _lupini,
wywotujgcym antraknoze. Wyniki uzyskane dla obu zagadnien (biosyntezy QA i okreslenia roli
QA) omoéwiono ponizej w dwéch odrebnych sekcjach.

W badaniach dotyczgcych ekspresji gendw w poszczegdlnych organach uwzgledniono
dwie odmiany NLL, tj. stodkg Regent i gorzkg Oskar, a uzyskane wyniki ekspresji odniesiono do
oznaczonej zawartosci alkaloidéw w tych organach, w tym zaréwno TAC, jak i procentowego
udziatu poszczegdlnych alkaloidéw. tgcznie, dla kazdej odmiany przeanalizowano
13 préb/organéw, na réznym etapie rozwoju fenologicznego. Na etapie kwitnienia rosliny
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analizowano ekspresje genéw i zawartos¢ alkaloidéw w miodych lisciach (oznaczone jako lis¢
1), todydze (gtéwnej i bocznej), kwiatach oraz korzeniu (gtéwnym i bocznym). Na etapie
zawigzywania strgkow analizy prowadzono natomiast na lisciach (lis¢ 1l) i mtodych strgkach,
a na etapie dojrzewania strgkdw analizowano ekspresje gendw w lisciach (lis¢ 1), zielonych
stragczynach (strgki pozbawione nasion), jak i zielonych nasionach. Ponadto zawartosc
alkaloidéw oznaczono takze w suchych strgczynach i suchych nasionach.

Wieloczynnikowa analiza wariancji wykazata istotne statystycznie (p < 0,01) interakcje
pomiedzy efektem badanego organu i odmiany, w odniesieniu do ekspresji wszystkich
badanych gendéw, poza DHDPS. ldentyfikacja wzordw ekspresji poszczegdlnych gendw
w badanych organach pozwolita na wyrdznienie szeregu organo-specyficznych zaleznosci,
zarowno pomiedzy odmianami, jak i w obrebie organéw kazdej z odmian indywidualnie.
Ekspresja wiekszosci gendw byta znacznie wyzsza w organach odmiany gorzkiej. Co wazne,
zidentyfikowano istotne statystycznie réznice (odnotowane jako krotno$¢ zmian, ang. fold
change) pomiedzy poziomem ekspresji gendw w poszczegdlnych organach odm. Oskar
(gorzkiej) wzgledem odm. Regent (stodkiej). Na tej podstawie wyrdzniono cztery grupy genéw.
Pierwszg grupe reprezentowat gen RAP2-7, ktérego ekspresja byfa istotnie wyzsza tylko
w lisciach | i Il u odm. Oskar. Do drugiej grupy, charakteryzujacej sie najwyzszg krotnoscig
zmian ekspresji w lisciach, todydze i mtodych strgkach odm. Oskar, a ktérych ekspresja nie
roznita sie w korzeniach, zakwalifikowano geny: LaAT, LaCAO i LDC. Trzeci wzor ekspresji
reprezentowat gen HMT/HLT, ktorego ekspresja byta w wiekszosci organdw poréwnywalna
u genotypu gorzkiego i stodkiego. Gen DHDPS, ktérego ekspresja byta istotnie wyzsza we
wszystkich organach odm. Oskar zakwalifikowano natomiast do grupy czwartej. Tym samym
wykazano, ze ekspresja wiekszosci badanych genéw kandydackich byfa istotnie wyzsza
w organach nadziemnych odm. Oskar tj. lisciach, todydze, i mtodych strgkach, a takze
zielonych straczynach. Poziom ekspresji wiekszo$ci gendw w kwiatach odm. Oskar byt rowniez
wyzszy, niz w kwiatach odm. Regent, jednak warto zaznaczy¢, iz odnotowana krotnos¢ zmian
byta w tym przypadku nizsza. W odniesieniu do korzeni i zielonych nasion ekspresja wiekszosci
badanych gendw nie byfa wyzsza u odmiany gorzkiej wzgledem stodkie;.

Kilka kolejnych, organowo specyficznych zaleznosci wytoniono takze na podstawie
analizy poréwnawcze] profili ekspresji w obrebie réznych organéw tej samej odmiany.
U odmiany gorzkiej, najwyzszg ekspresje wiekszosci genéw odnotowano gtéwnie w lisciach,
todydze gtéwnej i bocznej oraz mtodych strgkach (w kolejnosci nieco réznigcej sie dla
poszczegdlnych gendéw). Dodatkowo stwierdzono, ze ekspresja w lisciach obnizata sie
w trakcie rozwoju i dojrzewania rosliny, a najwyzszy jej poziom obserwowany byt w trakcie
kwitnienia (lis¢ 1). Z kolei, najnizszy poziom ekspresji wiekszosci genéw u odm. Oskar
zaobserwowano w korzeniach i zielonych nasionach, z wyraznym wyjatkiem odnotowanym
dla genu LDC. Nie wykazano natomiast istotnych rdéznic pomiedzy poziomem ekspresji
w korzeniu gtéwnym, a bocznymi. Pomiedzy organami odm. Regent obserwowany poziom
ekspresji wszystkich badanych genéw byt znacznie bardziej wyrédwnany, z wyraznym
wyjatkiem istotnie wyzszej ekspresji genu LDC w korzeniach. Dodatkowo, pordwnanie
specyficznych organowo wzordw ekspresji, uzyskanych dla kazdej z odmian indywidualnie
pozwolito na sformutowanie dwdch waznych spostrzezen. Przede wszystkim, w organach
odm. Oskar wzor ekspresji RAP2-7 i profile pozostatych gendéw byly do siebie podobne,
tj. najwyzszg ekspresje odnotowano w wymienionych wyzej organach zielonych. Ekspresja
genu RAP2-7 w organach odm. Regent przypominata wynik uzyskany dla odm. Oskar,
z wyraznym wyjatkiem lisci | i Il, ktére cechowaty sie nizszym poziomem ekspresji u odm.
Regent. Drugim waznym wynikiem jest odnotowanie w korzeniach obu odmian, znacznie
wyzsze]j ekspresji genu LDC, w stosunku do pozostatych genéw badanych.
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Dalszych informacji na temat powigzan badanych gendw dostarczyta analiza korelacji ich
ekspresji. W przypadku odm. Regent odnotowane wspdétczynniki korelacji byty badz istotne
ale bardzo niskie, badz statystycznie nieistotne (p > 0.01). Natomiast w przypadku odmiany
gorzkiej, poza genem DHDPS, ekspresja wszystkich badanych gendéw byta silnie, pozytywnie
skorelowana (p < 0.01). Najsilniejsze wzajemne korelacje wykazano dla genéw CCR, LaAT,
LaCAO, LDCi RAP2-7. Szczegbtowa analiza korelacji ekspresji LDC (katalizujgcego pierwszy etap
biosyntezy, tj. dekarboksylacje lizyny do kadaweryny) z ekspresjg pozostatych gendéw wykazata
natomiast, ze zaleznosc ta nie zawsze ma przebieg liniowy. Sporzadzenie wykresu punktowego
zaobserwowanych wartosci ekspresji gendéw QA w zaleznosci od organu wskazato bowiem, ze
wyniki ekspresji odnotowane w korzeniach grupujg sie odrebnie wzgledem wynikéw
reprezentujgcych inne organy. Obserwacje te byty najbardziej zauwazalne w przypadku
zaleznosci ekspresji LaCAO i LDC. Co istotne, wyfaczenie z analizy wynikow ekspres;i
uzyskanych dla korzeni znacznie podwyzsza wspoétczynniki korelacji pomiedzy genem LDC
i pozostatymi genami. Na tej podstawie mozna wnioskowa¢, ze ekspresja genu LDC jest inaczej
regulowana w organach nadziemnych oraz w korzeniach.

Analiza zawartosci alkaloidéw jednoznacznie potwierdzita, ze TAC w organach odm.
Oskar jest istotnie wyzsza niz u odm. Regent, a przy czym pomiedzy poszczegdlnymi organami
odmiany gorzkiej rowniez zidentyfikowano istotne réznice (p < 0.001). Najwyzszg zawartos¢
alkaloidéw odnotowano w zielonych i suchych nasionach, mtodych strgkach i kwiatach odm.
Oskar. Natomiast najnizszg zawartos$¢ zidentyfikowano w korzeniach i suchych strgczynach tej
odmiany. Pozostate organy odm. Oskar cechowaty sie umiarkowang zawartoscig tych
zwigzkdw. W przypadku odm. Regent, nie stwierdzono istotnych réznic w niskim TAC
poszczegdlnych organdw. Na podstawie przeprowadzonej analizy wariancji, wykazano takze,
ze skiad jakosciowy alkaloidow w poszczegdlnych organach badanych odmian, nie jest
uwarunkowany statystycznie istotng interakcjg (p > 0.01) pomiedzy efektem organu rosliny
i odmiang. Réznice w skfadzie jakosciowym w poszczegdlnych organach nie byly istotne, za
wyjatkiem 13-benzoyloksylupaniny. Natomiast dla analizowanych odmian istotnie rdzny
okazat sie udziat procentowy dziesieciu alkaloidéw.

Podsumowujgc, wyniki analizy ekspresji gendw zwigzanych z akumulacja QA
w poszczegdlnych organach odmiany stodkiej i gorzkiej NLL potwierdzajg, ze wiekszos¢ QA
u tego gatunku syntezowana jest w zielonych czesciach rosliny (Yang i in., 2017; Otterbach i
in., 2019). Réznice wykazane w poziomie ekspresji badanych genéw pomiedzy organami
wskazujg, ze udziat poszczegdlnych organéw w biosyntezie QA jest zréznicowany. Uzyskane
wyniki stanowig jednoczes$nie wazny wkitad w dyskusje naukowa dotyczgca udziatu nasion
w biosyntezie QA (Lee i in., 2007) wskazujgc, ze organy te s3 miejscem magazynowania
alkaloidéw, a ich udziat w procesie biosyntezy jest znikomy.

Reanalizujgc wyniki dziatan zmierzajgcych do petniejszego zrozumienia udziatu czynnika
RAP2-7 w regulacji biosyntezy QA, uzyskaliSmy nowe dane $wiadczgce o istotnej ztozonosci
tego procesu (jak i zréznicowanej regulacji poszczegdlnych genéw sktadowych). Na tle
wczesniejszych wynikéw (Kroc i in., 2019a) potwierdzilismy hipoteze, ze ekspresja RAP2-7
u odmiany gorzkiej jest wysoka, poza lis$émi, rowniez w innych organach nadziemnych. Wysoki
poziom ekspresji tego genu faktycznie odnotowano w lisciach, todygach i strgkach odm. Oskar,
a podobne profile odnotowano takze dla ekspresji kluczowych genéw: LDC, LaCAO, LaAT i CCR.
Wykazanie sprzezonej ekspresji dodatkowo uprawdopodabnia role RAP2-7, jako kluczowego
regulatora biosyntezy QA u NLL. Interesujgcym wynikiem byt jednak zaobserwowany podobny
poziom ekspresji genu RAP2-7 we wszystkich, poza lisciem | i ll, organach odm. Oskar i odm.
Regent, przy jednoczesnym utrzymaniu istotnie nizszego poziomu ekspresji pozostatych
genow szlaku biosyntezy QA w zielonych czesciach odm. Regent. Przyczyng niskiej ekspresiji
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wiekszosci gendw QA w organach odm. Regent, w ktérych jednoczesnie odnotowano
relatywnie wysoka ekspresje RAP2-7, mogg by¢ zaréwno zmiany wptywajgce na aktywnosc
RAP2-7 lub udziat dodatkowych czynnikéw regulatorowych. Na obecnym etapie badan
uprawnia to do wniosku, ze zidentyfikowana wczesniej w sekwencji RAP2-7 niesynonimiczna
substytucja seryny (allel stodki) na arginine (allel gorzki) (Kroc i in., 2019b; Kroc i in., 2019a),
petni kluczowa role, najprawdopodobniej zaburzajgc budowe kodowanego biatka wskutek
odmiennych wtasciwosci fizykochemicznych obu aminokwaséw. W wariancie stodkim RAP2-
7, umiejscowienie zidentyfikowanego SNP w miejscu kluczowym dla prawidtowej funkcji
biatka (np. w domenie AP2), moze skutkowaé ostabieniem zdolnosci i/lub specyficznosci
wigzania czynnika transkrypcyjnego z DNA. Wptywa to tym samym na transkrypcje kolejnych
gendw w szlaku biosyntezy i zubozenie zawartosci alkaloidéow lizynowych. W celu
jednoznacznego wyjasnienia mechanizmu regulacji ekspresji przez RAP2-7 w poszczegdlnych
organach NLL niezbedne s3 jednak dalsze badania, réwniez z uwzglednieniem wiekszej liczby
badanych genotypdw.

Ciekawych wnioskéw dostarczyta takze wspomniana juz, wysoka ekspresja genu LDC
w korzeniach zaréwno u odmiany gorzkiej, jak i stodkiej. Majgc na uwadze znikomy poziom
ekspresji pozostatych gendw QA w korzeniach, prawdopodobne jest zaangazowanie LDC
w inne szlaki metaboliczne, np. w synteze kadaweryny. Kadaweryna, nalezgca do poliamin ma
udokumentowany udziat na wielu etapach rozwoju rosliny, w tym regulacji wzrostu korzeni,
czy rozgatezien bocznych (Gamarnik i Frydman, 1991; Tomariin., 2013; Jancewicz i in., 2016).
Innym wyjasnieniem wysokiej ekspresji LDC w korzeniach moze by¢ powigzanie syntezy
kadaweryny zaréwno w szlaku QA, jak i w procesie nodulacji, poniewaz poliaminy sg takze
potencjalnymi regulatorami wymiany skfadnikéw odzywczych w brodawkach korzeniowych
(Whitehead i in., 2001). Wczesniejsze prace, na podstawie eksperymentu przeszczepiania
z wykorzystaniem genotypu gorzkiego i stodkiego NLL wskazywaty, ze w biosyntezie
alkaloidéw moga bra¢ udziat réwniez korzenie (Lee i in., 2007). Majac jednak na uwadze wyniki
naszych badan, mozliwg interpretacjg wczesniejszych rezultatéw jest import kadaweryny
syntezowanej w korzeniach do organéw nadziemnych.

Odrebna czes¢ prezentowanej publikacji dotyczyta oceny zmian ekspresji genéw
zwigzanych z akumulacjg QA w odpowiedzi na porazenie C. lupini, rozpatrujac przy tym dwa
aspekty badawcze. Pierwszy aspekt dotyczyt analizy profili ekspresji po porazeniu patogenem,
z uwzglednieniem wrazliwosci badanych odmian NLL tj. grupy odmian odpornych i podatnych
na porazenie C. lupini. Drugie podejscie badawcze uwzgledniato analize profili ekspresji gendw
QA, z uwzglednieniem zawartosci alkaloidéw w nasionach badanych genotypdéw tj. w grupie
genotypdw o wysokim i niskim TAC. Ekspresje gendw analizowano w lisciach siewek, osmiu
odmian NLL.

Analiza wynikéw uzyskanych dla odmian o réznej wrazliwosci na porazenie C. lupini nie
ujawnita statystycznie istotnych interakcji pomiedzy poziomem odpornosci na porazenie
patogenem i czasem po porazeniu, na ekspresje gendw zaangazowanych w akumulacje QA
(p < 0.01). Natomiast ekspresja poszczegdlnych gendw QA, poza RAP2-7, byta zalezna od
odpornosci na porazenie C. lupini i/lub punktéw czasowych po infekcji. Analizujgc zmiany
ekspresji gendw QA w punktach czasowych po porazeniu wykazano, ze w przypadku
genotypdw podatnych, ekspresja wiekszosci gendw obnizata sie. U genotypéw odpornych
ekspresja wiekszosci gendw nie zmienita sie istotnie po porazeniu lub byta porownywalna do
obserwowanej u genotypdéw podatnych.

Analizujgc profile ekspresji u roslin porazonych C. lupini, z uwzglednieniem klasyfikacji
genotypow na stodkie i gorzkie, wykazano istotne interakcje (p < 0.01) pomiedzy TAC i czasem
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po infekcji, skorelowane z poziomem ekspresji czterech gendw tj. CCR, LaAT, LaCAO i LDC.
Ekspresja poszczegdlnych gendéw badanych, z wyjatkiem RAP2-7, byta réwniez zalezna od
badanej odmiany i/lub punktéow czasowych po infekcji. Po porazeniu, w grupie odmian
gorzkich wykazano istotny spadek ekspresji wszystkich gendéw, z wyjgtkiem DHDPS.
U genotypow stodkich ekspresja wiekszosci gendw nie zmieniata sie po porazeniu (LDC, LaAT,
RAP2-7 i CCR), a niektorych (LaCAO, HMT/HLT) spadata. Wzér ekspresji DHDPS byt podobny
w genotypach gorzkich i stodkich, tj. po nieznacznym wzroscie w punkcie czasowym |, jego
ekspresja powrdcita do poziomu obserwowanego w kontroli.

Podsumowujac, powyzsze wyniki wskazujg, ze odpowiedz rosliny na porazenie C. lupini
jest najprawdopodobniej niezalezna od biosyntezy QA. Wykazany spadek lub brak istotnych
zmian ekspresji wiekszosci badanych gendw po porazeniu, niezaleznie od wrazliwosci
genotypu na porazenie C. lupini, przeczy zaangazowaniu alkaloidéw w aktywnym systemie
obrony rosliny przed infekcja. Wynik ten ma korzystne znaczenie z punktu widzenia
zastosowania nasion w zywieniu. Jednocze$nie zaobserwowane po porazeniu obnizenie
ekspresji genu LDC u genotypdw podatnych, ale nie u odpornych, rodzi przypuszczenie, ze to
poliaminy, a nie alkaloidy moga czesciowo warunkowaé odpornos¢ na antraknoze u NLL.
Udziat poliamin w reakcjach obronnych rosliny wymaga jednak dalszego wyjasnienia.

H4 Swiecicki W., Czepiel K., Wilczura P., Barzyk P., Kaczmarek Z., Kroc M*. (2019).
Chromatographic fingerprinting of the Old World Lupins seed alkaloids: A supplemental
tool in species discrimination. Plants 8 (12):548

Celem prowadzonych badan byto kompleksowe scharakteryzowanie podobienstw
i réznic pomiedzy gatunkami OWL na podstawie profili alkaloidéw w nasionach. Podjeto
rowniez probe oszacowania mozliwosci wykorzystania uzyskanych danych, jako narzedzia
pomocniczego w odrdznianiu gatunkdw. Na tle dostepnej literatury, prezentowana praca jest
najpetniejszym podsumowaniem dla gatunkéw OWL, uwzgledniajgcym gatunki stosunkowo
niedawno opisane tj.: L. anatolicus, L. mariae-josephi i L. x hispanicoluteus, a dla wiekszosci
rowniez szereg reprezentantéw w obrebie gatunku. Analizie poddano zestaw 73 genotypow
reprezentujgcych 10 dzikich gatunkéw OWL. Dla celdw poréwnawczych w badaniach
uwzgledniono takze trzy gatunki uprawne tj. L. angustifolius, L. albus i L. luteus.
Z zastosowaniem chromatografii gazowej oznaczono zaréwno TAC (% s.m.), jak i udziat
procentowy poszczegdlnych alkaloidow gtéwnych (>1% s.m. nasion). tacznie w 13 gatunkach
zidentyfikowano 20 alkaloidéw, sposrdéd ktérych 19 stanowito alkaloidy gtéwne, rdine
u poszczegoblnych gatunkow. Alkaloidy wykrywane w nasionach OWL w wiekszosci nalezaty do
grupy QA. U niektérych gatunkéw obecne byty natomiast takze alkaloidy piperydynowe
(tj. ammodendryna) i indolowe (tj. gramina).

Oszacowanie jakosciowej zawartosci alkaloidéw w nasionach 13 gatunkéw OWL,
pozwolito na wyznaczenie alkaloidéw gtéwnych dla poszczegdlnych gatunkdw, ktérych liczba
wynosita od dwdéch do dziewieciu. Najczesciej wystepujagcym alkaloidem byta lupinina,
stanowigca alkaloid gtéwny dla dziewieciu gatunkow (L. anatolicus, L. atlanticus, L. cosentinii,
L. digitatus, L. hispanicus (subsp. bicolor i subsp. hispanicus), L. hispanicoluteus, L. luteus, L.
palaestinus, L. pilosus). Nastepnie, zidentyfikowano alkaloidy o najwiekszym udziale
procentowym w TAC badanych gatunkéw OWL, ktérymi byty lupinina, multifloryna i lupanina.
Uzyskane wyniki pokazaty takie, ze zaobserwowane rdzinice w proporcjach tych trzech
alkaloidéw, pozwalajg na wyrdznienie czterech grup gatunkow OWL (na podstawie wartosci
srednich dla gatunku, grupy opisane ponizej). Ponadto, w wielu przypadkach mozliwe byto
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dalsze rozrdinienie gatunkéw w obrebie danej grupy, na podstawie specyficznych dla
gatunku, pozostatych alkaloidéw gtéwnych.

W pierwszej z czterech wyrdéznionych grup gatunkéw OWL, alkaloidem gtéwnym,
o najwiekszym udziale procentowym byta lupanina. W grupie tej znalazty sie trzy gatunki
tj. L. angustifolius, L. albus i L. mariae-josephi. Poza wyrdzniajagcym sie udziatem lupaniny,
grupe tg cechowat brak lupininy. Dla L. albus i L. angustifolius zidentyfikowano dwa inne
alkaloidy wspdlne tj. 13-hydroksylupanine i angustifoline. Natomiast, sposréd cech
charakterystycznych dla poszczegélnych gatunkéw wyrdzni¢ nalezy obecno$é albiny,
ammodenryny i multiforyny u L. albus oraz obecno$¢ izolupaniny w L. angustifolius. W sktadzie
jakosciowym L. mariae-josephi, dominowata lupanina, a pozostate alkaloidy gtéwne stanowity
jej pochodne.

Cechg wyrdzniajgcy drugy grupe byt najwiekszy udziat procentowy lupininy w TAC
nasion. Trzy, przynalezne do grupy taksony (L. luteus, oba podgatunki L. hispanicus
i L. x hispanicoluteus) cechowat ponadto brak multifloryny i lupaniny. Kilka dodatkowych cech
charakterystycznych uznano jako pomocne w dalszym rozréznieniu gatunkéw z tej grupy.
W przypadku L. luteus charakterystycznymi alkaloidami gtéwnymi byty sparteina
i ammodendryna, przy czym zawarto$¢ sparteiny w tym gatunku byta najwyzisza sposréd
wszystkich OWL. W obu podgatunkach L. hispanicus przewazata lupinina (ok. 97%). Wiecej
trudnosci przysparza odrdznienie trzeciego gatunku tj. L. x hispanicoluteus, co wynika z roznej
kombinacji alleli rodzicielskich w poszczegdlnych liniach mieszarica miedzygatunkowego
i warunkuje duze zréznicowanie sktadu jakosciowego alkaloidéw w nasionach.

Grupe trzecig utworzyto szes$¢ gatunkdw (L. atlanticus, L. anatolicus, L. cosentinii,
L. digitatus, L. palaestinus, L. pilosus), o najwiekszym udziale procentowym dwaéch alkaloidéw
tj. lupininy i multifloryny, cechujgce sie takze brakiem lupaniny, jako alkaloidu gtéwnego.
Analizujac dalej proporcje lupininy i multifloryny zidentyfikowano nastepnie L. atlanticus
cechujacy sie wyzszym udziatem procentowym lupininy nad multifloryng (proporcja obu
alkaloidéw 2:1). Co ciekawe, w gatunku tym poza pochodnymi multifloryny nie
zidentyfikowano dodatkowych alkaloidéw gtéwnych. Pozostate pie¢ gatunkéw utworzyto
podgrupe o wiekszym udziale procentowym multifloryny niz lupininy, w ktérej sktad
jakosciowy pozostatych alkaloidéw gtéwnych pozwalat na wyszczegdlnienie elementdéw
charakterystycznych dla poszczegdlnych gatunkéw tej podgrupy.

Do ostatniej grupy zaliczcono jeden gatunek tj. L. micranthus. Cechg wyrdzniajaca
L. micranthus byt dominujgcy udziat procentowy multifloryny (i jej pochodnych).

Warto zaznaczy¢ iz uzyskanie spdjnych wynikéw dotyczgcych udziatu procentowego
alkaloidéw gtéwnych, dla préb nasion danego gatunku pochodzacych z réznych bankéw
genow/srodowisk, stanowi dodatkowg, wazng przestanke na korzy$é mozliwosci rozrézniania
gatunkéw OWL na podstawie jako$ciowego skfadu alkaloidéw w ich nasionach. Dodatkowo,
podparciem uzyskanych wynikdw byty rdwniez przeprowadzone na podstawie jako$ciowego
sktadu alkaloidow analizy PCA, ktére wyodrebniaty trzy gatunki, tj. L. albus, L. angustifolius
i L. mariae-josephi, o profilach wyraznie réznigcych sie od pozostatych OWL (najwiekszy udziat
procentowy lupaniny), a takze wykazaty grupowanie sie gatunkdédw o najwiekszym udziale
procentowym lupininy i multifloryny.

Wiekszos¢ alkaloiddw oznaczanych w nasionach OWL nalezata do grupy QA. Podgrupy
OWL wyréznione na podstawie jakosciowego sktadu alkaloidow, w zestawieniu
z przypuszczalnym szlakiem biosyntezy QA wskazujg, ze kluczowym etapem biosyntezy jest
przeksztatcenie piperydyny, do poszczegdlnych alkaloidéw gtéwnych poprzez intermediat
(zasade Schiffa). Proces ten prowadzi do powstawania dwupierscieniowe] lupininy,
czteropierscieniowej lupaniny, multifloryny, czy sparteiny, albo tez kombinacji tych
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alkaloidéw. Pozostate QA formowane sg raczej w dalszych etapach szlaku biosyntezy. Ciekawa
jest réwniez zaobserwowana zaleznos¢, ze dla gatunkéw, ktérych lupinina byta alkaloidem
gtéwnym, nie byta nim lupanina. Konwersja prowadzgca do formowania sie sparteiny wydaje
sie mniej powszechna w gatunkach OWL, a sama sparteina stanowita alkaloid gtéwny tylko
u kilku gatunkéw. W dalszych badaniach zmierzajacych do rozwiktania szlaku biosyntezy
alkaloidéw kluczowe wydaje sie zrozumienie podstaw przemian prowadzgcych do czterech
wymienionych alkaloidéw gtéwnych, zaréwno w kontekscie mechanizmu jak i jego regulacji.

W drugiej czesci pracy analizie poddano TAC oznaczony w nasionach badanych
gatunkéw. Majac na uwadze, ze zawartos¢ alkaloiddw w nasionach, poza komponentem
genetycznym, jest warunkowana réwniez srodowiskowo, zasadnicze analizy statystyczne
dotyczace TAC prowadzono dla genotypdw pochodzacych z jednego doswiadczenia polowego
(gatunki pochodzgce z Polskiej Kolekcji Lupinus, tj. 10 gatunkéw, 49 genotypdéw). Celem
prowadzonych analiz byto oszacowanie zmiennosci wewngatrzgatunkowej oraz zmiennosci
miedzygatunkowej w obrebie OWL. Co istotne, w obrebie wiekszosci gatunkéw
uwzglednionych w analizach statystycznych wykazano istotne réznice, co wskazuje, ze TAC nie
jest wartoscig statg dla gatunku. Wynik ten zostat dalej podparty wykazaniem istotnych réznic
w TAC u przedstawicieli tego samego gatunku, ktérych nasiona otrzymano z réznych bankdéw
gendw, co potwierdzito silny wptyw srodowiska na badang ceche. Uzyskane rezultaty swiadcza
wiec ze, w przeciwienstwie do sktadu jakosciowego alkaloidéw gtdwnych, TAC nie jest
wiarygodnym parametrem pozwalajagcym na rozréznianie gatunkéw OWL.

Niezaleznie od wynikow zmiennosci wewnatrzgatunkowej, w pracy podjeto réwniez
prébe oszacowania réznic miedzygatunkowych na podstawie TAC nasion. Wykazano, ze
badane gatunki roznig sie istotnie pod wzgledem TAC w nasionach (Fcalc. = 53.75 > Fo.01 = 2.63),
a w toku dalszych analiz statystycznych badane OWL przyporzadkowano do trzech grup
jednorodnych. Do pierwszej grupy, o najwyzszej sredniej zawartosci alkaloidéw, zaliczono L.
mariae-josephi. Odrebnos¢ tego gatunku zostata potwierdzona zaréwno na poziomie analiz
biochemicznych, jak i filogenetycznych, nie pozwalajac na jego jednoznaczne przypisanie ani
do grupy gtadko-, ani szorstkonasiennych (Ainouche iin., 2004; Mahéiin., 2011). Grupa druga
obejmowata gatunki o umiarkowanej zawartosci alkaloiddw, a trzecia o niskiej zwartosci tych
zwigzkdw. Gatunki przypisane do grupy drugiej i trzeciej odpowiadajg klasycznemu podziatowi
na gatunki gtadko- iszorstko nasienne. Niespodziewanym rezultatem byto natomiast
odnotowanie wyzszej Sredniej zawartosci alkaloidéw w grupie drugiej, zawierajgcej gatunek
L. hispanicus (drugorzedowa pula genowa dla gatunku uprawnego L. luteus)
i Lx hispanicoluteus, w stosunku do grupy trzeciej, obejmujgcej dzikie gatunki
szorstkonasienne.

Podsumowujac, wyniki przedstawionej pracy niezaprzeczalnie dostarczajg wiedzy na
temat alkaloidéw jako zwigzkéw fitochemicznych w gatunkach OWL i przyczyniajg sie do
lepszego poznania podobienstw i réznic pomiedzy poszczegblnymi gatunkami. Jednoczesnie,
wykazane wzory jakosciowego sktadu alkaloiddw mogg by¢ uzyteczne jako narzedzie
wspomagajgce w rozrdznianiu gatunkow OWL. Niemiarodajne okazato sie natomiast
rozréznianie gatunkéw na podstawie TAC, ze wzgledu na zardwno istotng zmienno$é
wewnatrzgatunkowg, jak i wptyw $rodowiska na obserwowang zawartos¢ alkaloidéw
w nasionach. Analiza profili alkaloidow w nasionach OWL stanowi kolejny krok w ewaluacji
zasobow genetycznych dla tubindw prowadzonych w Zaktadzie Genomiki Roslin Stragczkowych
(Kamel i in., 2016; Kroc i in., 2017), tym samym przyczyniajgc sie do lepszego zrozumienia
obserwowanej zmiennosci, jak i catosciowo procesu akumulacji tych zwigzkdw u tubinéw.
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4.3.3. Podsumowanie osiggniecia naukowego

Przedstawiony cykl prac prezentuje osiggniecie naukowe, ktére dostarcza istotnych danych
przyblizajgcych nas do zrozumienia molekularnego mechanizmu lezgcego u podstawy
biosyntezy i akumulacji alkaloidéw u tubinu waskolistnego oraz poszerza wiedze na temat
zmiennosci profili alkaloidowych u gatunkéw OWL. W przedstawionym cyklu publikacji za
najwazniejsze dokonania uwazam:

1) Scharakteryzowanie transkryptomoéw linii tubinu waskolistnego o sposobie regulacji
biosyntezy alkaloidéw warunkowanym allelami iucundus i lucundus, ktére pozwolito na
wytypowanie gendéw kandydackich dla biosyntezy i akumulacji QA u tego gatunku.

2) Zidentyfikowanie czynnika transkrypcyjnego RAP2-7 (AP2/ERF) jako genu kandydackiego
dla locus iucundus, petnigcego kluczowag role w regulacji akumulacji QA u fubinu
waskolistnego (Krociin., 2019b; Gargiin., 2022).

3) Identyfikacje kluczowej mutacji S196R w sekwencji RAP2-7 jako charakterystycznej dla
allela iucundus, a takze opracowanie i zwalidowanie markera molekularnego iuc_RAP2_7,
jako uzytecznego narzedzia w hodowli, do selekcji materiatdw tubinu waskolistnego pod
katem zawartosci alkaloidéw w nasionach.

4) Zidentyfikowanie w Polskiej Kolekcji Lupinus obiektéw o niskiej zawartosci alkaloidow
w nasionach, niewarunkowanej locus iucundus (linie pochodzace z Brianska), stanowigcych
cenny materiat badawczy dla dalszego poznawania mechanizmu akumulacji QA.

5) Potwierdzenie roli organéw nadziemnych w biosyntezie QA oraz niktego w nim udziatu
nasion, a takze dalsze rozpoznanie roli RAP2-7 w regulacji akumulacji QA, wyznaczajace
dalsze kierunki prac badawczych.

6) Pozyskanie wstepnych wynikéw $wiadczgcych, ze QA najprawdopodobniej nie uczestnicza
bezposrednio w reakcji odpornosciowej rosliny na porazenie grzybem fitopatogenicznym
C. lupini oraz wskazanie mozliwosci udziatu w tym procesie poliamin, ktérych prekursorem
jest L-lizyna.

7) Scharakteryzowanie profili alkaloidow w nasionach gatunkéw OWL, co stanowi kolejny
etap waloryzacji zasobdw genetycznych tubindw. Wykazanie mozliwej przydatnosci sktadu
procentowego alkaloidéw gtéwnych jako narzedzia wspomagajgcego identyfikacje
gatunkowa.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowe;j lub instytuciji kultury,
w szczegolnosci zagranicznej

Aktywnos¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora (do 2010r.)

Moje zainteresowanie tubinem zapoczatkowata realizacja pracy doktorskiej, ktoérg
podjetam w 2004 r. w Pracowni Analizy Genomu, Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu,
pod kierunkiem prof. dr hab. Wojciecha Swiecickiego, czt. rzecz. PAN, zostajac jednoczeénie
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stuchaczka studium doktoranckiego na Wydziale Biologii, Uniwersytetu im. A. Mickiewicza
w Poznaniu.

Gtéwna czes$¢ badan pracy doktorskiej zostata zrealizowana w ramach 6. Programu
Ramowego Unii Europejskiej, Grain Legumes Integrated Project (Akronim: GLIP), "New
strategies to improve grain legumes for food and feed” (FP6-2002-FOOD-1-506223,
Koordynator prof. N. Ellis, John Innes Centre, UK). Prowadzong tematyke badawczg poszerzat
rowniez projekt badawczy promotorski Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyiszego
(Nr N N310 090536), kierowany przez prof. dr hab. Wojciecha Swiecickiego, w ktérym bytam
jedynym wykonawca.

Celem badan byto ustalenie stopnia konserwatywnosci genomu NLL, w stosunku do
genomow czterech innych gatunkdéw z rodziny Fabaceae o réznym stopniu pokrewieristwa
filogenetycznego (Medicago truncatula, Lotus japonicus, Phaseolus vulgaris oraz Arachis
(genom A)). Na podstawie uzyskanych rezultatéw wykazatam, ze syntenia genomu NLL
i pozostatych badanych gatunkdéw jest w pewnym stopniu zachowana, ale dotyczy krotkich
blokéw konserwatywnych, co odzwierciedla znaczny dystans filogenetyczny tubinéw, ktére
oddzielity sie od pozostatych gatunkéw Fabaceae bardzo wczesénie w toku ewolucji (Lavini in.,
2005). Drugim celem realizowanej pracy doktorskiej byta identyfikacja rejonéw genomu NLL
warunkujgcych plon i elementy jego struktury, a takze zawartos¢ alkaloiddw w nasionach.
Pozwolito to na wstepng identyfikacje powtarzalnych w latach QTL, kontrolujgcych elementy
struktury plonu. Ponadto, na podstawie jednorocznych wynikéw zawartosci QA wstepnie
zidentyfikowatam QTL warunkujgce zawarto$é tych zwigzkdéw w nasionach, w tym region
L.ang_LG7 owczesnej wersji mapy genetycznej obejmujacy locus iucundus. Prace doktorska
pt. "Lokalizacja markeréw zdefiniowanych sekwencyjnie i loci cech ilosciowych oraz
mapowanie porodwnawcze genomu fubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius L.)",
obronitam w dniu 13 lipca 2010 roku (wyrdznienie rozprawy doktorskiej, nadane uchwatg Rady
Naukowej IGR PAN).

Podczas realizacji pracy doktorskiej i miedzynarodowego projektu UE GLIP
wspotpracowatam z naukowcami z licznych osrodkdow naukowych. Dzieki wspdtpracy z grupa
australijska, w tym gtéwnie Dr. Jeffrey Boersma i Dr Huuan Yang (Department of Agriculture
and Food Western Australia, Perth) oraz Dr. Matthew Nelson (wtedy: University of Western
Australia, Perth) uzyskatam dostep zaréwno do populacji mapujgcej RIL (83A:476 x P27255;
nasiona otrzymane w ramach umowy o wspétpracy pomiedzy State of Western Australia i IGR
PAN), jak i danych zrédtowych kolejnych wersji mapy genetycznej (tj. opublikowanej przez
Boersmaiin. (2005), Nelsoniin. (2006), a takze Nelsoniin. (2010), ktérej jestem jednoczesnie
wspotautorkg). Mapa genetyczna byta poczgtkowo moim podstawowym narzedziem
lokalizacji gendow/markeréw genetycznych w genomie NLL. Ponadto, aktywny udziat
w corocznych spotkaniach z partnerami projektu GLIP, umozliwit mi prezentacje uzyskanych
wynikéw, jak idyskusje zwigzane z mapowaniem poréwnawczym genomoéw roslin
strgczkowych. W celu zwiekszenia efektywnosci generowania markeréw zdefiniowanych
sekwencyjnie (ang. Sequence Tagged Site, STS) dla NLL odbytam kilka zagranicznych stazy
naukowych (wymienione ponizej), ktore pozwolity mi opanowac rézne techniki generowania
markeréow molekularnych (Cell, CAPS/dCAPS, SnaPShot) i przyczynity sie do uzyskania
efektywnych wynikow w projekcie GLIP. Szczegdlnie staz odbyty w Murdoch University
przyczynit sie dodatkowo do umocnienia mojej wspotpracy z grupami australijskimi (Murdoch
University, University of Western Australia), ktdrej wynikiem jest trwajgca do dzis wspétpraca
naukowa i wspélne publikacje (wymienione ponizej).
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Staze naukowe (finansowane w ramach projektu UE, GLIP):

e 15 listopada — 27 grudnia 2007 (czasu trwania stazu: 1,5 miesigca)

Miejsce pobytu: Murdoch University, The Australian Centre for Necrotrophic Fungal
Pathogenes, Perth, Australia; Kierownik: prof. Richard Oliver

Cel: staz szkoleniowy, zastosowanie metody genotypowania SnaPshot, mapowanie
poréwnawcze i analiza syntenii w obrebie gatunkéw bobowatych.

e 13 wrzesnia — 13 grudnia 2006 (czasu trwania stazu: 3 miesigce)

Miejsce: Montana State University, Plant Sciences and Plant Pathology Department, Bozeman,
USA; Kierownik: prof. Norman F. Weeden

Cel: staz szkoleniowy, testowanie starteréw opracowanych dla rosliny modelowej w populacji
mapujacej NLL oraz w kolekcji tubinéw Starego Swiata.

e 26 —30 czerwiec 2006 (czasu trwania stazu: 1 tydzien)

Miejsce: University of Aarhus, Laboratory of Gene Expression, Aarhus, Dania; Kierownik:
prof. Jens Stougaard

Cel: staz szkoleniowy, mapowanie poréwnawcze w obrebie gatunkéw bobowatych,
zastosowanie programu komputerowego PriFi do projektowania starteréw amplifikujgcych
sekwencje konserwatywne; projektowanie markeréw CAPS i dCAPS.

e 5—9lipiec 2004 (czasu trwania stazu: 1 tydzien)

Miejsce: Biological Research Center of Hungarian Academy of Sciences, Szeged, Wegry;
Kierownik: Dr. Gyorgy B. Kiss

Cel: staz szkoleniowy, zastosowanie enzymu Cell w wykrywaniu polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu.

Publikacje:

Wyniki pracy doktorskiej zwigzane z opracowaniem markeréw STS zostaty wiaczone do
publikacji majgcej na celu analize syntenii NLL i Lotus japonicus powstatej w ramach
wspotpracy z grupg australijska:

Nelson M.N., Moolhuijzen P.M., Boersma J.G., Chudy M*,, Lesniewska K., Bellgard M., Oliver
R.P., Swiecicki W., Wolko B., Cowling W.A., Elwood S.R. (2010). Aligning a new reference
genetic map of Lupinus angustifolius with the genome sequence of the model legume, Lotus
japonicus. DNA Research 17: 73-83; DOI: 10.1093/dnares/dsq001. IF 4,754; MEiN 140.

*nazwisko panienskie habilitantki

Aktywnos¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora (po 2010r.)

Mapowanie genetyczne tubinu waskolistnego - kontynuacja zainteresowan dotyczacych
badania syntenii genomu NLL i pokrewnych Fabaceae.

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam prace zwigzane ze wzbogacaniem mapy
genetycznej NLL markerami typu STS, w celu mapowania poréwnawczego i analizy syntenii
genomu NLL z gatunkami pokrewnymi. Kontynuujgc wspotprace z Dr. M. Nelson (wczesnie;j:
University of Western Australia, Perth, Australia, a obecnie: Commonwealth Scientific and
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Industrial Research Organisation (CSIRO), Floreat, Australia) podjeliSmy sie oszacowania
stopnia konserwatywnosci genomoéw NLL i gatunku modelowego dla bobowatych
tj. M. truncatula. Zastosowanie puli 394 loci wspdlnych dla obu genomdéw znacznie poszerzyto
obraz obserwowanej syntenii i kolinearnosci pomiedzy badanymi genomami, w stosunku do
wczesniej dostepnych doniesien (Nelson i in., 2006). Przede wszystkim jednak, na podstawie
uzyskanych wynikéw po raz pierwszy wskazano przyktady duplikacji i/lub tryplikacji duzych
regiondw chromosoméw w genomie NLL. Uzyskane wyniki $wiadczg o jednej lub wiekszej
liczbie zdarzen duplikacji/ tryplikacji genomu NLL, po oddzieleniu sie od pozostatych
Faboideae. W pofaczeniu z zaobserwowanymi licznymi rearanzacjami w genomie, uzyskane
dane wskazywaty na dawny przebieg tych proceséw, a tym samym potwierdzaty
paleoploidalne pochodzenie gatunku NLL.

Uzyskane wyniki zostaty opublikowane jako:

Kroc M., Koczyk G., Swiecicki W., Kilian A., Nelson M. (2014). New evidence of ancestral
polyploidy in the Genistoid legume Lupinus angustifolius L. (narrow-leafed lupin). Theoretical
and Applied Genetics, 127(5):1237-1249; DOI: 10.1007/s00122-014-2294-y. IF 3,790; MEiN
100.

Badanie struktury genomu tubinu biatego (Lupinus albus L.) i molekularnego podtoza niskiej
zawartosci alkaloidow u tego gatunku — nowe zainteresowanie badawcze.

Doswiadczenie badawcze, w tym realizacja kierowanego przeze mnie zadania w Wieloletnim
Programie Rzgdowym (Zadanie 2.2 ,Identyfikacja gendw warunkujgcych zawartosc¢ alkaloidéw
oraz zawigzywanie i utrzymywanie organdw generatywnych u fubinéw”; 2016-2020) pozwolity
mi na poszerzenie badan zwigzanych z charakterystykg molekularnego podtoza biosyntezy
alkaloidéw u kolejnego gatunku tubinu — tubinu biatego. W ramach kontynuacji wspétpracy
z Dr. M. Nelson i nawigzania wspdtpracy z grupg badawczg kierowang przez Dr. B. Peret
(BPMP, Université de Montpellier, CNRS, INRAE, Institut Agro, Francja) prowadzilismy
dziatania majace na celu analize struktury genomu tubinu biatego, jak i badanie molekularnego
podtoza niskiej zawartos¢ alkaloidéw u tego gatunku. Wspodtpraca ta zaowocowata
opublikowaniem w 2021 roku pangenomu tubinu biatego:

Hufnagel B., Soriano A, Taylor J., Divol F., Kroc M., Sanders H., Yeheyis L., Nelson M., Peret B.
(2021). Pangenome of white lupin provides insights into the diversity of the species. Plant
Biotechnology Journal 19: 2532-2543; DOI 10.1111/pbi.13678. IF 13,263; MEIN 140.

Pangenom opracowano w oparciu o sekwencje genomowe uzyskane dla 39 obiektéw ftubinu
biatego, reprezentujgcych zaréwno genotypy dzikie, odmiany lokalne (ang. landraces) oraz
odmiany uprawne. Opracowany pangenom postuzyt do oszacowania zmiennosci
wewnatrzgatunkowej fubinu biatego, zaréwno przez identyfikacje polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphisms, SNPs), jak i obecnosci lub braku
konkretnych genéw kodujacych biatka (ang. presence and absence variants, PAVs). Pozwolito
to na wytypowanie puli tzw. gendéw rdzeniowych (ang. core genes) oraz puli tzw. gendéw
zmiennych (ang. variable genes), reprezentujgcych potencjalnie cenng pule genéw w pracach
hodowlanych, w ulepszaniu waloréw uzytkowych gatunku. Uzyskane dane zostaty w dalszej
kolejnosci wykorzystane do przes$ledzenia, w jaki sposdb proces udomowienia gatunku
uksztattowat obserwowang dla gatunku zmienno$é, ze szczegdlnym uwzglednieniem
zawarto$¢ alkaloidéw w nasionach. Pozwolito to na identyfikacje genéw kandydackich
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biosyntezy alkaloidéw u tubinu biatego, ktére w duzej mierze lokalizowaty sie w rejonach QTL,
ale takze w innych rejonach genomu, wskazujac na koniecznos¢ kontynuacji badan, dla
petnego zrozumienia tego procesu.

Dalsze prace badawcze majgce na celu poznanie molekularnych i biochemicznych
mechanizmoéw biosyntezy i akumulacji alkaloidéw u fubinu biatego prowadze zaréwno we
wspotpracy z wyzej wymienionymi naukowcami, jak i grupg badaczy z Uniwersytetu
w Kopenhadze, kierowang przez Dr. Fernando Geu-Flores. W ramach wspotpracy, mgr
K. Czepiel, w przewodzie doktorskim ktdrej petnie role promotora pomocniczego, odbyta
krotkoterminowg wizyte naukowa, w celu weryfikacji roli potencjalnych genéw kandydackich
w biosyntezie alkaloidow u tubinu biatego, z zastosowaniem techniki wyciszania gendow
indukowanego infekcjg wirusowa (ang. Virus-Induced Gene Silencing, VIGS). Na obecnym
etapie trwa przygotowanie manuskryptu publikacji.

Udziat w konsorcjum i realizacja projektu INCREASE, EU H2020.

Obecnie realizuje projekt UE w programie Horyzont 2020 ,Intelligent Collections of Food
Legumes Genetic Resources for European Agrofood Systems” (nr 862862, Akronim: INCREASE,
czas trwania 1 maja 2020 - 30 kwietnia 2026, Koordynator: R. Papa (Universita Politecnica delle
Marche, Wtochy). W projekcie tym petnie role wspdtprowadzacej badania nad tubinem
(K. Susek i M. Kroc: lupin crop co-leaders), ktéry jest jednym z czterech przedstawicieli
bobowatych, badanych w projekcie. Gtdéwnym celem badarn prowadzonych dla tubinu jest
charakterystyka zasobdéw genetycznych dostepnych w $wiatowych bankach genéw, dla dwéch
gatunkéw o duzym znaczeniu dla zywienia cztowieka tj. tfubinu biatego i tubinu andyjskiego.
W tym celu pozyskaliSmy tacznie ponad 2000 obiektéow dla obu gatunkow, dla ktérych
wyprowadzone zostajg tzw. ,inteligentne kolekcje” tworzone przez dobrze
scharakteryzowane (fenotypowo i molekularnie) linie czyste (wyprowadzone metodg SSD).
Finalnie pozwoli to na lepsze poznanie obu gatunkdéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem
wykorzystania tubindw w zywieniu cztowieka. W trakcie realizacji projektu wspodtpracuje
z wieloma partnerami projektu. Na poziomie realizacji zadan prowadzonych dla tubindéw
aktywnie wspodtpracuje z partnerami zaangazowanymi w analizy fenotypowe i genotypowanie
(prace koordynowane przez Dr. Elena Bitocchi, UNIVPM, Wtochy, liderka zadania badawczego
nr 3 (ang. workpackage 3, WP3) ,,Sampling core collections, SSD development, DNA extraction
and seed distribution”). Dodatkowo, w pracach zmierzajgcych do scharakteryzowania kolekcji
tubindw pod katem metabolomicznym (wtaczajac analize alkaloidéw) wspdtpracuje z Dr. Saleh
Alseekh, Max Planck Institute, Niemcy. Wspbtpracuje takie z partnerami projektu
specjalizujgcymi sie w hodowli fubinu i uczestniczagcymi w rozmnozeniu wyprowadzonych linii
czystych oraz doswiadczeniach polowych, ktére planowane s dla tubindw w kolejnych latach
trwania projektu (Dr. Vladimir Meglic¢ i Dr. Barbara Pipan, Kmetijski institut Slovenije, Stowenia
oraz Sofia Ghitarrini, ISEA, Wtochy). Na poziomie organizacyjnym projektu INCREASE jako
cztonkini Komitetu Sterujgcego (ang. Steering Committee), uczestnicze w dyskusjach
dotyczacych biezgcych postepédw badan naukowych i formutowaniu przysztych plandéw
zwigzanych z realizacjg catego projektu.

Do tej pory wynikiem realizacji projektu INCREASE sg publikacje:

Bellucci E., Aguilar O.M.,, Alseekh S., Bett K., Brezeanu C., Cook D., de la Rosa L., Delledonne
M., Dostatny D.F., Ferreira J.J., Geffroy V., Ghitarrini S., Kroc M., Agrawal S.K., Logozzo G.,
Marino M., Mary-Huard T., McClean P., Meglic V., Messer T., Muel F., Nanni L., Neumann K.,
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Servalli F., Strajeru S., Varshney R.K., Vasconcelos M.W., Zaccardelli M., Zavarzin A., Bitocchi
E., Frontoni E., Fernie A.R., Gioia T., Graner A., Guasch L., Prochnow L., Oppermann M., Susek
K., Tenaillon M., Papa R. (2021). The INCREASE project: Intelligent Collections of food-legume
genetic resources for European agrofood systems; The Plant Journal 108: 646-660; DOI
10.1111/tpj.15472. IF 7,091; MEIN 140.

Kroc M., Tomaszewska M., Czepiel K., Bitocchi E., Oppermann M., Neumann K., Guasch L.,
Bellucci E., Alseekh S., Graner A., Fernie A.R., Papa R., Susek K. (2021). INCREASE - Intelligent
Collections: towards development, maintenance and standardised phenotypic
characterisation of single-seed-descent genetic resources for lupins. Current Protocols
1(7):e191; DOI: 10.1002/cpz1.191. MEIN 20.

Wspétpraca krajowa w zakresie lepszego zrozumienia biosyntezy i akumulacji alkaloidow
oraz waloryzacji zasobdéw genetycznych tubinow.

Badania zwigzane z mechanizmami biosyntezy alkaloidéw prowadze wielotorowo,
wspotpracujac z naukowcami w krajowych osrodkach badawczych tj. z Zaktadu Biometrii
i Bioinformatyki IGR PAN, Zaktadu Biologii Molekularnej i Systemowej, Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN oraz Zaktadu Genetyki Medycznej, Uniwersytetu Warszawskiego. Efekty
publikacyjne prowadzonej wspotpracy zostaty przestawione w ramach osiggniecia naukowego
(Publikacje: H1, H2, H3, H4).

Ponadto, od wielu lat wspétpracuje z Poznanska Hodowlg Roslin (PHR) Sp. z 0.0. w Tulcach,
oddziat Wiatrowo, ktéra poza dziatalnoscig hodowlang jest jednoczesnie Kuratorem Polskiej
Kolekcji Lupinus. Wspdtpraca z PHR w Wiatrowie dotyczy zaréwno uzyskiwania materiatu do
badan chromatograficznych i molekularnych tubindw, jak i konsultacji w zakresie potrzeb
hodowli, uprawy fubinédw oraz uzyskiwanych wynikdéw badan laboratoryjnych. Tym samym
wspotpraca ta stwarza szanse bezposredniego poznania potrzeb tzw. praktyki, a jednoczesnie
wdrozenia wynikéw badan. Analiza zawartosci alkaloidow w 367 genotypach tubinu biatego,
pochodzgacych z Polskiej Kolekcji Lupinus, pozwolita na oszacowanie zmiennosci w ilosSciowym
i jakosciowym sktadzie alkaloidédw u tego gatunku. Wyniki pracy zostaty opublikowane jako:

Kroc M., Rybiniski W., Wilczura P., Kamel K., Kaczmarek Z., Barzyk P., Swiecicki W. (2017).
Quantitative and qualitative analysis of alkaloids composition in the seeds of a white lupin
(Lupinus albus L.) collection. Genetic Resources and Crop Evolution 64(8):1853-1860;
DOI: 10.1007/s10722-016-0473-1; IF 1,130; MEiN 70.

Dodatkowo, w toku biezagcych prac badawczych przeanalizowalismy takie zawartosé
alkaloidéw w nasionach 292 obiektéw tubinu zéttego Polskiej Kolekcji Lupinus, a obecnie
finalizujemy przygotowanie manuskryptu publikacji. Prace te, w powigzaniu
z przedstawionymi w ramach osiggniecia naukowego wynikami dla wszystkich gatunkéw OWL
(Publikacja H4), jak i wynikami wczesniejszych prac Zaktadu Genomiki Roslin Strgczkowych,
dotyczacych zawartosci alkaloidéw w kolekcji NLL (Kamel i in., 2016), bedg stanowity
podwaliny kolejnych publikacji, zapetniajgc istniejgcg luke w waloryzacji zasobow
genetycznych tubindéw i zwiekszajgc tym samym wartos¢ dostepnych zasobdw w programach
hodowlanych.
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6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke

6.1. Dziatalnos$¢ dydaktyczna

Prowadzenie zajeé:

Szkolenie dla uczestnikdw Miedzynarodowych Studiéw Doktoranckiego IGR PAN:
e Wyktady (3h) i zajecia praktyczne (1h) pt. ,Cytogenomics” (dr hab. K. Susek, dr M. Kroc)
— 9i23listopada 2021

Szkolenie dla studentow Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu z Wydziatu Biologii,
kierunku Biologia roslin uzytkowych:
e Wyktad i éwiczenia pt. ,,Gtdwne gatunki strgczkowe uprawiane w Polsce — groch i tubin
(dr M. Kroc, dr M. Gawtowska).
— 6i13 maja 2014
— 9-10 maja 2016
— 24 maja 2017
o Wyktad pt. ,tubiny uprawiane w Polsce. Charakterystyka gatunkéw i specyfika zwigzkéw
antyzywieniowych gromadzonych w ich nasionach” (dr M. Kroc).
— 8 czerwca 2022

Opieka nad studentami i promotorstwo:

Funkcja promotora pomocniczego otwartych przewodow doktorskich:

e mgr Katarzyna Czepiel; Tytut pracy doktorskiej: Molekularne podstawy syntezy alkaloidéw
chinolizydynowych w trzech gatunkach uprawnych tubinéw: tubinie waskolistnym
(L. angustifolius), tubinie biatym (L. albus) i tubinie z6ttym (L. luteus); Uchwata nr 5/K/2021
Rady Naukowej IGR PAN, z dnia 15 wrzesnia 2021 r., w sprawie wyznaczenia promotora
oraz promotora pomocniczego pracy doktorskiej mgr Katarzyny Czepiel.

Opieka merytoryczna nad stazystami:

e 2022 | r. studiédw 2. stopnia, UAM w Poznaniu, Wydziat Biologii, Biologia, 336h
(,UNIWERSYTET JUTRA — zintegrowany program rozwoju Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu”
nr POWR.03.05.00-00-2303/17) — 1 osoba.

e 20201l r. studidw 2. stopnia, UP w Poznaniu, Wydziat Rolnictwa, Ogrodnictwa
i Bioinzynierii, 360h (Studiujesz? Praktykuj! Program stazy zawodowych dla studentéw Wydziatu
Rolnictwa i Bioinzynierii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, POWR.03.01.00-00-5126/17) — 2 osoby.

e 2019 IIr.studidw 2. stopnia, UAM w Poznaniu, Wydziat Biologii, Biotechnologia, 504h (,Bqd?
konkurencyjny na rynku pracy - wysokiej jakosci programy stazowe dla studentéw Wydziatu Biologii UAM

w Poznaniu” nr POWR.03.01.00-00-5145/17) — 1 osoba.
e 2018 Il r. studiéw 1. Stopnia, UP w Poznaniu, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, 160h

(,Studiujesz - praktykuj. Program stazowy dla studentow Wydziatu Rolnictwa i BioinZynierii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu”(UDA-POWR.03.01.00-00-5237/15) — 1 osoba.
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e 2018 Il r. studiow 1. Stopnia, UAM w Poznaniu, Wydziat Biologii, Biotechnologia, 504h
(,BqdZ konkurencyjny na rynku pracy - wysokiej jakosci programy stazowe dla studentow Wydziatu Biologii
UAM w Poznaniu” nr POWR.03.01.00-00-5145/17) — 1 osoba.

e 2017 Il r. studiéw 1. Stopnia, UP w Poznaniu, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, 160h
(,Studiujesz - praktykuj. Program stazowy dla studentéw Wydziafu Rolnictwa i BioinZynierii Uniwersytetu

Przyrodniczego w Poznaniu”(UDA-POWR.03.01.00-00-5237/15) — 2 osoby.

e 2017 Il r. studidw 1. Stopnia, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny
w Szczecinie, Wydziat Biotechnologii i Hodowli Zwierzat, 160h (staz zawodowy) — 1 osoba.

6.2. Dziatalnos$¢ organizacyjna

Udziat w pracach komitetéw organizacyjnych konferencji miedzynarodowych:

e 3rd International Legume Society Conference, ILS3 ”“Legumes for Human and Planet
Health”, 21-24 maja 2019, Poznan.

e 13th International Lupin Conference “Lupin crops —an opportunity for today, a promise for
the future”, 6-9 czerwca 2011, Poznan.

Organizacja Seminariow Naukowych IGR PAN

e 2019 - obecnie
wspotorganizacja i prowadzenie seminariéw naukowych IGR PAN

Rada Mtodych Pracownikoéw Naukowych IGR PAN

e 2013-2019
w tym Przewodniczgca Rady Mtodych Pracownikéw Naukowych IGR PAN (2016-2019)

Rada Naukowa IGR PAN

e 2018
przedstawicielka pracownikéw naukowych adiunktéw i asystentéw IGR PAN.

Grupa Robocza ds. wyrdznienia HR Excellence in Research

e 2016-2019
udziat w pracach Grupy Roboczej ds. wyrdznienia HR Excellence in Research powotane;j
przez Dyrektora IGR PAN (wyrdznienie przyznane IGR PAN w 2014 r).
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6.3. Dziatalno$¢ popularyzujgca nauke

e 24.04.2017
XX Festiwal Nauki i Sztuki, IChB Poznan ,IGRaszki z roslinami”, udziat w przygotowaniu
warsztatéw dla dzieci i prowadzenie zajed.

e 14.01.2014
Noc Biologdw, IGR PAN, Poznan , Tajemnicze substancje wystepujace w roslinach”, udziat
w przygotowaniu warsztatow dla dzieci i prowadzenie zajec.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowe;j

Realizowane projekty badawcze

W trakcie mojej pracy zawodowej uczestniczytam w realizacji tgcznie 13 naukowych
projektow badawczych (lista projektéow w Zat. 4). Po uzyskaniu stopnia doktora
uczestniczytam/uczestnicze w realizacji dziewieciu projektéw krajowych i jednego projektu
europejskiego. Po uzyskaniu stopnia doktora kierowatam zadaniami badawczym
w Wieloletnich Programach Rzadowych realizowanych w latach 2011-2015 (Uchwata RM
149/2011) i 2016-2020 (Uchwata RM nr222/2015). Rzagdowe Programy Wieloletnie s3
uchwalane przez Rade Ministréw RP dla badan o szczegélnym znaczeniu dla gospodarki. W
moim przypadku dotyczyty one mozliwosci dywersyfikacji zapatrzenia strategicznego surowca
dla produkcji zywnosci tj. biatka paszowego. Celem Programu byto zapewnienie
bezpieczenstwa biatkowego kraju oraz oszczednos¢ importu soi na poziomie 2-3 mid ztotych
rocznie. O ich znaczeniu $wiadczy monitorowanie wynikow przez Komisje Rolnictwa Sejmu RP.
Ponadto, po uzyskaniu stopnia doktora kierowatam réwniez dziataniem naukowym NCN,
MINIATURA 3 (nr2019/03/X/NZ1/02009), realizowanym w okresie 2019-2021. Obecnie
jestem kierownikiem projektu MRiRW (Postep Biologiczny, nr 19, Dzienniku Ustaw RP z dnia
16.11.2020 r.), realizowanego w latach 2020-2027. Finansowane przez MRiRW badania na
rzecz postepu biologicznego w produkgcji roslinnej dotycza tematyki waznej dla hodowli roslin
uprawnych. Ponadto, w ramach projektu UE Horyzont 2020 (nr 862862), przyznanym na lata
2020-2026, wspotkieruje obecnie badaniami dotyczgcymi tubinu (lupin crop co-leader) oraz
jestem cztonkiniag Komitetu Sterujgcego Projektu. Dodatkowo, uczestnicze w Europejskim
Programie COST Action, EPI-CATCH (CA19125, WG3), wspierajacym wspotprace naukowa.

Podsumowanie dorobku naukowego

Jestem wspodtautorkg 27 publikacji, sposréd ktérych 10 zostato opublikowanych
w czasopismach indeksowanych w bazie JCR (w tym 9 po uzyskaniu stopnia doktora).
Sumaryczny Impact Factor wszystkich publikacji wynosi 47,942 (zgodnie z rokiem
opublikowania), a liczba punktéw MEiIN wynosi 1270 (wg komunikatu Ministra Edukacji i Nauki
z 21.12.2021 r.). Wedtug bazy Web of Science moje publikacje byty cytowane 200 razy (128
wytaczajgc autocytowania, stan na dzien 11.09.2022), a méj indeks Hirsha wynosi 6. Jestem
rowniez wspotautorky rozdziatu w monografii wydanej przez wydawnictwo Springer oraz
trzech artykutéw w kwartalniku ,Legume Perspectives” wydawanym przez International
Legume Society (ILS). Ponadto, po uzyskaniu stopnia doktora na konferencjach naukowych
wygtositam szes¢ referatéw oraz zaprezentowatam osiem plakatow (tgczny dorobek naukowy
po doktoracie obejmuje 9 referatéw konferencyjnych i 24 plakaty).
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Otrzymane nagrody i wyrdznienia

e Wyrdznienie rozprawy doktorskiej

Cztonkostwo w miedzynarodowych towarzystwach naukowych

e 2016 - obecnie
International Legume Society (ILS)

Szkolenia

Dzieki licznym szkoleniom poszerzatam wiedze i doskonalitam swoj warsztat naukowy. Byty to
miedzy innymi:

e 28 -30czerwca 2021
Plant Epigenetics: Basics, Applications and Methodologies. EpiCATCH COST action training
school, online.

e 12 grudnia 2015
Functional annotation of genome sequences. BIO-TALENT workshop, UAM, Poznan.

e 21- 22 paidziernika 2013
Microsoft Excel 2010 — zaawansowana obstuga arkusza kalkulacyjnego. IT School s.c., Poznan.

o 28-29 czerwca 2012
Real-time PCR w oznaczeniach jakosciowych i ilosciowych. Centrum Edukacji Medycznej
CEMED Sp. z 0.0., Uniwersytet Medyczny, Poznan.

e 17 maja 2012
Interdyscyplinarne warsztaty komunikacji naukowej. Fundacja UAM i Poznanski Park
Naukowo- Technologiczny, Poznan.

e 22-24 marca 2012
Genomika funkcjonalna i proteomika. MBS Serwis dla Biologii Molekularnej, Warszawa.

e 18 listopada 2011
Projektowanie starteréw i sond do Real-Time PCR. Centrum Badan DNA, Park Naukowo -
Technologiczny, Poznan.

e 10-11 lutego 2011
Real-time PCR w badaniach hodowli komdrkowych. Centrum Edukacji Medycznej CEMED
Sp. z 0.0., Uniwersytet Medyczny, Poznan.

e 28 maja -1 czerwca 2007
Workshop on Scientific Communication. IGR PAN, Poznan.
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