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Sammanfattning

Efterfragan pa proteinrika vegetabiliska livsmedel 6kar och intresse finns fran bade konsument,
politiker och industri att anvanda svenskodlade ravaror i stérre utstrackning. Arta (Pisum sativum
L.) har en lang odlingstradition i Sverige och ett hogt proteininnehall, men innehéllet av
soyasaponiner begransar anvandningen da de ger en bitter smak till livsmedel.

Denna litteraturstudie &r en del i forsknings- och véxtforadlingsprojektet ”Artan — Garantin for
framtidens grona protein” inom SLU Grogrund, med syftet att pa sikt ta fram nya artsorter for att
mota efterfragan pa marknaden. Genom att studera befintlig litteratur besvaras frdgan om vad som
ar kant om mekanismer bakom soyasaponininnehdllet och -variationen i arta. Studien redogor dven
for vad som finns dokumenterat angaende soyasaponinsyntes i beslaktade och narmre studerade
arter. Genom att tillampa jamférande genomik pa tillgangliga sekvensdata for drta och narbeslaktade
arter undersoks forekomsten av homologa sekvenser.

Soyasaponiner &r saponiner av oleanan-typ och férekommer i flera arter inom familjen artvéxter.
Ett tidigt steg i soyasaponinsyntesen ar cykliseringen av 2,3-oxidosqualene till B-amyrin, for vilket
ett multifunktionellt- och ett specifikt enzym tidigare identifierats i drta. Aven genen for det
specifika B-amyrin-syntaset har lokaliserats och uttrycksmonstret for denna samt for
ackumuleringen av soyasaponiner har redogjorts for. Ovriga steg i syntesen ar hydroxylering av -
amyrin till aglykonen soyasapogenol B féljt av inbindning av socker och andra molekyler till
aglykonen, vilka i andra véxter pavisats involvera enzym inom grupperna cytokrom P450-beroende
monooxygenaser respektive glykosyltransferaser. Information om dessa grupper av enzym och
andra relaterade gener, samt vad som ar kant angaende dess funktion sammanfattas for att underlatta
forstaelsen for hur motsvarande, hittills outforskade, mekanismer i arta skulle kunna se ut.

Jamforande genomik &r ett verktyg for identifiering av homologa gener och i studien identifieras
flera protein och sekvenser i drtgenomet som potentiellt kan kopplas till syntesen av soyasaponiner.
Metoder for vidare homologianalys och validering av funktionen hos potentiella gener i arta
diskuteras. Variation i soyasaponininnehall har konstaterats som primart genotypberoende vilket gor
det relevant, men ar aven en forutsattning for, att vidare undersdka artas genom och genetik i syfte
att forbattra proteinravarans smakkvalitet.

| syfte att uppnd de nationella- och globala héllbarhetsmalen med en effektiviserad
livsmedelsproduktion och en 6kad andel vegetabiliska livsmedel kan baljvaxter vara en del av
I6sningen, och véxtforadling spela en avgdrande roll.

Nyckelord: Pisum sativum, baljvaxter, Fabaceae, proteingrodor, vaxtforadling, jamforande
genomik.



Abstract

The demand for vegetarian and protein rich foods are increasing, and to use locally produced
crops are in the interest of both consumers, politicians, and the processing industry. In Sweden, peas
(Pisum sativum L.) have been a widely grown crop and staple food throughout the history of farming
and are high in protein. Due to the bitter taste of soyasaponins present in peas, the use of food
products based on peas and pea protein is limited.

This literature study is a part of a research and plant breeding project on peas within SLU
Grogrund, a competence center and knowledge hub for Swedish plant breeding, with a long-term
goal to make new pea cultivars with desired traits available on the market. The question on what is
known about genetic regulation of soyasaponins in peas and other factors affecting the saponin
content is answered by studying existing literature. The report also points out what is published on
more well studied soyasaponin producing species and their known genes and proteins involved in
the soyasaponin biosynthesis. By comparative genomics the occurrence of homolog sequences in
peas is analyzed.

Soyasaponins are oleanane-type saponins found in many leguminous plant species. In the
biosynthesis, an early step is the cyclization of 2,3-oxidoqualene to f-amyrin for which one multi-
functional and one specific enzyme previously has been identified in peas. The gene encoding the
specific f-amyrin-synthase has been localized and the pattern for expression of this gene and for the
accumulation of soyasaponins have been reported on. Following steps of the synthetic pathway is
hydroxylation of B-amyrin to the soyasapogenol B aglycone and the binding of sugars and other
moieties to the aglycone structure, for which no enzymes in peas have been identified. In other
leguminous species these reactions have been shown to involve enzymes categorized as cytochrome
P450-dependent monooxygenases and glycosyltransferases, respectively. Available information on
these groups of enzymes, other genes of interest, and their known characteristics are summarized to
spread some light on how equivalent, and to date undocumented, mechanisms in peas could look
like.

Comparative genomics is a tool for identification of gene homologs, and in this study several
proteins and sequences in the pea genome are identified as potentially involved in the soyasaponin
biosynthetic pathway. Methods for further analysis of homologs, and for validating the function of
potential genes in peas are being discussed. Variation has been proven to be mainly genotype-
dependent, making it of interest to, but is also a prerequisite for, searching the pea genome and
genetics in the aim of improving the taste of the pea protein product.

To achieve the sustainability goals set by national and global stakeholders and to make the food
production more resource efficient, plant breeding on legumes could play a main role.

Keywords: Pisum sativum, pulses, Fabaceae, protein crops, plant breeding, comparative genomics.
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Begrepp och fortydliganden

Accession

Accessionsnummer

DDMP-saponin

Homologa

Homozygot

Hydrolysering

Hydroxylering

Inducerad mutagenes

Kopplingsgrupp

Monofyletisk grupp

tillskott till en kollektion, exempelvis sekvensdata till en
databas eller fromaterial till ett foradlingsprojekt.

ett nummer som identifierar accessioner i sekvensdatabaser.

en grupp soyasaponiner. | arbetet avses det i é&rta
forekommande = DDMP-saponinet  Soyasaponin  fg.
Synonymer i litteraturen & Soyasaponin VI och

Chromosaponin I.

sekvenser av gemensamt evolutionart ursprung, vilka
divergerat pa grund av artbildning (ortologa) eller
genduplikation (paraloga). Kan ha motsvarande funktion
bevarad.

en individ med enbart likadana (homo-) alleler av en gen, till
skillnad fran heterozygot vilket syftar till en individ med olika
(hetero-) alleler av en gen.

kemisk process dar en molekyl Klyvs efter addering av en
vattenmolekyl.

kemisk reaktion, inbindning av en hydroxylgrupp (-OH) till
en kemisk forening.

avsiktligt framkallande av mutationer

samling gener som &r tillrackligt ndra varandra for att med stor
sannolikhet nedéarvas tillsammans. | helgenomsekvenseringar
motsvarar de ofta kromosomerna.

alla nu levande organismer som kan harledas till en gemensam
anfader.
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N-terminal / C-terminal

Sekundarmetabolit

Soyasaponin Bb

Soyasaponiner

Transgenteknik

Transposon

N-terminal &r den dnde av ett protein som bildas forst under
translationen, bestaende av en fri aminogrupp (-NH.). C-
terminal &r motsatt dnde, bestaende av en fri karboxylgrupp (-
COOH). Sekvenser skrivs vanligen fran N- till C-terminalen.

metabolisk produkt som inte kravs for de direkt
livsuppehallande systemen, som tillvaxt, utveckling och
reproduktion.

grupp B-saponin patraffad i arta. Synonymer i litteraturen &r
Soyasaponin |, ibland dven kort saponin B.

triterpenoida  glykosida saponiner som & naturligt
férekommande i soja och andra artvéxter.

tekniker som innebéar att arvsmassa Overfors horisontellt
mellan organismer, i vardagligt tal genmodifiering. Kan vara
inom eller mellan arter.

gensekvens vars funktion &r att byta plats i genomet dar den
forekommer. Aven kallad mobilt genetiskt element eller
hoppande gen.
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1. Inledning

1.1. Bakgrund

1.1.1. Envarld i férandring — nationella och globala mal

Ar 2015 antog Sverige som en av 193 medlemsstater i Férenta nationerna resolutionen
Agenda 2030 och de 17 globala malen for hallbar utveckling (United Nations 2015). En
overgang till en storre andel vegetabiliska proteinkallor efterfragas fran politiskt hall i
syfte att leva upp till stallda hallbarhetsmal och &r en del av den livsmedelsstrategi som
regeringen gjort gallande till ar 2030 (Regeringen 2017). Enligt en Gversiktsstudie av
Boye et al. (2010) efterfragar aven livsmedelsproducenter och konsumenter livsmedel
med lagre koldioxidavtryck, och vidare foreslas baljvéaxter som ett [ampligt alternativ till
animalier.

Baljvéaxter &r arter inom familjen artvéxter (Fabaceae), dar exempelvis soja (Glycine max
L.), bénor (Phaseolus spp.), lupin (Lupinus spp.), bondbéna (Vicia faba L.), lins (Lens
culinaris Medik.) och arta (Pisum sativum L.) ar vanligt odlade proteingrédor (Figur 1)
(De Ron et al. 2017; Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
2021).

A. Sverige B. Europa C. Globalt
=12 120 3700
S 11 110 3600
o 1,0 100 3500
809 90 3400
S 08 80 3300
— 0,7 70 3200
S 06 60 3100
S 0,5 50 -
S04 40 400
T3 30 300
& 0,2 Ingen Ingen 20 200
0,1 uppgift uppgift 10 107 85 100 55 307 3595 369
0,0 0 0
NS & Y SN P SIS
b \.o@ \.O 8600 &O@ < &O@ 800 ‘&6@ < Q\.O
& '\&o‘ & & &8 & s &
Q;o R Q,O e Q)O s

Figur 1: Produktion i 10 000 ton for nagra vanligen odlade baljvaxtgrodor (A) i Sverige, (B)
Europa och (C) globalt. Bondboéna (Vicia faba), grona och torkade bonor (Phaseolus spp.), soja
(Glycine max) samt gréna och torkade artor (Pisum sativum). Baserat pa data for ar 2017 fran
FAO (2021).

Baljvéxternas alla delar ar atliga men i litteraturen asyftas framst froerna, i synnerhet i
fraga om humankonsumtion. En stor andel av de proteingrédor som produceras idag gar
till animalieproduktion (Jordbruksverket 2021; Semba et al. 2021), och en betydande del
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av det ursprungliga proteinet gar darmed forlorat pa véagen till slutkonsument (Shepon et
al. 2016).

Manga arter inom Fabaceae kan ingd symbios med kvavefixerande jordbakterier,
vanligen inom sl&ktet Rhizobium, genom att inducera bildandet av rotknélar, noduler, dér
bakterierna forser vardvéaxten med vaxttillgangligt kvave (Stacey 2007). Att 6ka andelen
baljvaxter inom den europeiska jordbruksproduktionen anses ha flera potentiella fordelar,
bland annat odlingstekniskt genom att diversifiera en i 6vrigt spannmalsdominerad
vaxtféljd, minska kvavebehovet och -férlusterna samt bidra med andra ekosystemtjanster,
men dven for att minska beroendet av importerad soja och sojabaserade produkter
(Reckling et al. 2016; Zander et al. 2016; Watson et al. 2017).

Enligt Zander et al. (2016) &r den generella trenden att andelen baljvaxter inom det
europeiska jordbruket minskat de senaste decennierna och att véaxtforadling och nya
vaxtforadlingsprogram kravs for att vanda utvecklingen. SLU Grogrund &r ett centrum
som samordnar vaxtforadlingskompetens inom akademi och industri, vilket inréttats
enligt beslut fran Sveriges regering i syfte att uppna malen inom livsmedelsstrategin kring
en sakrad tillgang pa vaxtsorter (Regeringen 2019; SLU Grogrund 2021a). Detta for att
mojliggora hallbarhet och konkurrenskraft inom den nationella jordbruks- och
tradgardsproduktionen (Regeringen 2019).

1.1.2. Artas genetik

Arta domesticerades i mellanéstern i samband med den neolitiska revolutionen for cirka
tiotusen ar sedan (Kreplak et al. 2019), och har en lang odlingstradition dven i Sverige
som en av de forsta odlade grodorna (Leino & Nygards 2008). Underarten Pisum sativum
subsp. sativum innefattar bland andra gréna- och gula spritarter vilka ar viktiga grodor
inom livsmedelsindustrin (Nationalencyklopedin u.d.-a). Arten ar diploid med sju
kromosompar (2n = 14) och genomets storlek uppskattas till cirka 4,45 Gbp (Dolezel et
al. 1998; Kreplak et al. 2019). Enbart 104 av knappt 700 arter inom Fabaceae har storre
genom &n arta, varav alla forutom tre tillhér stammen Fabeae (Kreplak et al. 2019).

Redan Mendel (1866) anvande drta som modellvaxt for sina forsok som resulterade i
formulerandet av genetikens lagar, men forst ar 2019 publicerades ett referensgenom for
arta vilket beréknas representera cirka 88% av genomets fulla sekvens (Kreplak et al.
2019). Pa grund av genomets storlek har enligt Kreplak et al. (2019) artspecifika verktyg
for DNA-baserad vaxtforadling, som genetiska markdrer for selektion och alleler
kopplade till fenotyp, dréjt. Detta arbete har kommit langre for arter som exempelvis soja
och modellvaxten tornlusern (Medicago truncatula Gaertn.), vilka bada har mindre
genom (Schmutz et al. 2010; Young et al. 2011; Kreplak et al. 2019). Projektet att
sekvensera det 13 Gbp stora genomet fran for drta narbeslaktade bondbona ar paborjat
men &nnu inte avklarat (Carrillo-Perdomo et al. 2020).
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Figur 2: Fylogenetiskt trad med sldkten inom Fabaceae samt Arabidopsis (Brassicaceae,
korsblommiga vaxter) som referens. Siffror representerar uppskattad tid sedan divergens i
miljoner ar. Slakten med samma fargmarkering tillhor samma stam. Rod: Lupinus (Genisteae);
bla: Phaseolus och Glycine (Phaseoleae); rosa: Lotus (Loteae); orange: Glycyrrhiza (Galegeae);
gron: Medicago (Trifolieae); gul: Vicia, Pisum och Lens (Fabeae). Skapad i verktyget PhyloT via

Tree of Life (https://phylot.biobyte.de/index.cgi hamtad 2021-12-20) baserat pa data fran NCBI
Taxonomy Database.

50

Arta, bondbéna och tornlusern tillhér samma molofyletiska grupp, vilken divergerade
fran gruppen som bland annat innefattar soja och bonslaktet (Phaseolus) for cirka 50
miljoner ar sedan (Figur 2) (Kreplak et al. 2019). Arta har flest slaktspecifika gener, cirka
33% av samtliga gener, och hogst helgenommutationstakt bland alla studerade arter inom
Fabaceae och har en hoég proportion nyligen uppkomna paraloger i jamforelse med
tornlusern, vilket associeras med genomets expansion och stammens divergens fran
Trifolieae for cirka 25 till 18 miljoner ar sedan (Kreplak et al. 2019). Ungefar 83% av
artans genom bestar av repetitiva element, varav de flesta utgors av transposoner och i
synnerhet retrotransposoner (Kreplak et al. 2019). Sekvenserna hos repetitiva element i
tornlusern och arta ar likartade, om &n betydligt langre i genomet hos den senare (Macas
et al. 2007). Enligt Kreplak et al. (2019) kan aktiviteten hos transposoner vara en del av
forklaringen till artgenomets sardrag.

Jamforande genomik, pa engelska Comparative genomics, ar en analysmetod baserad pa
sekvenseringsdata dar genomiska egenskaper, daribland DNA-sekvenser, gener eller
genomiska markdrer, hos organismer stalls mot varandra for att identifiera eventuella
likheter och skillnader mellan arter eller accessioner (Touchman 2010). Att soka efter
homologer hos narmare studerade arter inom Fabaceae kan vara ett sétt att identifiera
gener av intresse hos arta.

1.1.3. Rollen som proteingroda

Proteininnehallet i torra artfroer varierar mellan 13 och 30% beroende pa sort (Tzitzikas
et al. 2006), vilket motsvarar innehallet i tradgardsbona (Phaseolus vulgaris L.) men ar
lagre an for sojabona som innehaller upp till 40% protein (European Food Safety
Authority 2014; Celmeli et al. 2018; Rizzo & Baroni 2018). Kommersiellt produceras i
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huvudsak tre produkter baserade pa artprotein, dar artmjol, artproteinkoncentrat och
artproteinisolat listas fran lagre till hogre bearbetningsgrad och proteinandel (Day 2013).

En fordel med drta som proteinkalla ar att den lampar sig val for ett nordeuropeiskt
odlingsklimat (Leino & Nygards 2008). Den listas inte heller i Europeiska unionens lista
over ingredienser med sarskilda marknings- och informationskrav, till skillnad fran soja
som kan orsaka allvarliga allergiska reaktioner (Europeiska unionen 2011; European
Food Safety Authority 2014). Livsmedelsverket rekommenderar trots detta att innehall
av artor eller artprotein i livsmedelsprodukter deklareras da allergi mot arta forekommer
(Sjogren Bolin 2021).

En utmaning i tilldmpningen av drta och &rtprotein som livsmedel &r dess smak. Flera
studier visar att halten av i artor vanligt forekommande saponiner korrelerar med upplevd
bitterhet (Price et al. 1985; Heng et al. 2006a). Smaken av saponiner i &rta beskrivs &ven
som sammandragande och metallisk (Price et al. 1985). Aven andra dmnen, som
exempelvis lipider, oxidationsprodukter av omattade fettsyror och vissa flyktiga amnen,
bidrar till en for &rtor karaktaristisk bismak (Murray et al. 1976; Heng 2005 se Roland et
al. 2017; Gléaser et al. 2020). Eftersom saponiner tenderar att binda till proteiner &r denna
amnesgrupp av sarskilt intresse inom vaxtforadlingsarbetet i syfte att forbattra
proteinravarans smakkvalitet och forutséttningar att anvandas inom livsmedelsindustrin
(Heng et al. 2004; Glaser et al. 2020).

1.2. Syfte

Detta arbete &r en del i forsknings- och vixtforidlingsprojektet ”Artan — Garantin for
framtidens grona protein” inom SLU Grogrund, vilket har det langsiktiga syftet att ta fram
nya sorters arta for att tillmotesga efterfragan pa marknaden.

Syftet med arbetet ar att undersoka vad som finns skrivet i litteraturen angaende
saponininnehall i drta, da saponiner bidrar med en o6nskad smak till livsmedel baserade
pa éarta och artproteinprodukter. Vidare undersoks genom jamforande genomik
forekomsten av homologer i arta till protein och gener involverade i soyasaponinsyntes i
besldktade arter. Detta for att underldtta vidare forskning och vaxtforadling inom
omradet.

1.3. Fragestallning

Vad ar kant om bakomliggande genetiska mekanismer for soyasaponininnehall i arta
(Pisum sativum L.) och hur varierar saponinhalten beroende pa genotyp och
miljofaktorer?
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2. Metod

2.1. Litteratursokning

Flera databaser och sokmotorer har anvants for litteratursokning, daribland Web of
Science Core Collection, SLU Primo, Google och Google Scholar. | férsta hand har
vetenskapligt granskade publikationer och originalverk anvénts, men &ven
oversiktsartiklar och rapporter fran organisationer eller myndigheter forekommer som
referenser.

Sokord som anvénts ar exempelvis, men inte begrénsade till, Pisum, ”Pisum sativum”,
legumes, Fabaceae, saponin*, soyasaponin*, ’DDMP saponin*”, triterpen*, beta-amyrin,
gene*, genom*, oxidosqualene, soyasapogenol, chromosaponin*.

2.2. Jamférande genomik

Analys av forekomsten av homologer i arta for gener och enzym av relevans for
saponinsyntes i andra véxtarter, primart inom familjen &rtvaxter (Fabaceae), har
genomforts. Accessionsnummer (acc.nr.) for protein- och nukleotidsekvenser uppsoktes
i databaser tillgangliga via National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), for att anvandas i sokverktyget Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) tillgangligt via samma organisation. Sokningarna avgransades till
traffar inom arten Pisum sativum (taxid:3888).

For varje analyserad gen, eller sokobjekt, genomfordes tva sékningar i NCBI Nucleotide
Collection (NC) dar bland annat gen-, mMRNA- och proteinsekvenser finns tillgangliga.
En med nukleotidsekvensen mot tillgangliga nukleotidsekvenser, Standard Nucleotide
BLAST (blastn), och en med potentiella Gversattningar av proteinsekvensen mot
nukleotidsekvenser, Translated BLAST (tblastn). Algoritmen for blastn optimerades for
att tillata sekvenstraffar, eller subjekt, ner till sju basbar langa.

Vidare genomfordes en tblastn i databasen for Whole-Genome Shotguns (WGS) med
sokobjekten, exklusive oxidosqualene-cyklaser. Presentationen av subjekt avgransades
till sekvenser inom projektet genomfort av The International Pea Genome Consortium
(acc.nr. PRJEB31320, BioProject 542457, WGS-projekt CAADHXO02), vla, dar
sekvenserna ar monterade i kopplingsgrupper motsvarande é&rtas sju kromosomer
(Kreplak et al. 2019). Information om var i genomet och pa vilken kromosom subjekt i
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resultatet aterfinns var tillganglig via en sokning i projektet via NCBI med BioProject-
numret och nukleotidsekvensens accessionsnummer for subjektet i fraga.

For wvarje sokning redovisas, utOver subjektsekvensernas accessionsnummer,
objekttackning (Query cover), det vill sdga hur stor andel i procent av s6kobjektets
sekvens som tacks i subjektet, sekvensidentitet (Sequence identity), andelen nukleotider
eller aminosyror inom subjektsekvensen som ar identiska med de i objektsekvensen
uttryckt i procent, samt E-varde (Expect value), ett matt pa hur signifikant en jamforelse
ar. Ett E-varde nara 0,0 indikerar att resultatet med lag sannolikhet beror pa slumpen
(Kerfeld & Scott 2011).

For att analysera sekvensidentitet och objekttackning mellan tva valda traffar kordes
verktyget Align Sequences Protein BLAST via NCBI.

2.3. Avgransningar

Vilken funktion saponiner har i véxter och saponiners potentiella tillampningar har i detta
arbete inte undersokts. Inte heller hur eventuella efterskérdsbehandlingar kan paverka
saponininnehallet diskuteras. Ingen analys av BLAST-resultaten har utforts i fraga om
var i sekvensen objekttackningen ligger.
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3. Resultat

3.1. Saponiner — klassificering, kemi och biosyntes

Saponiner betraktas som sekundarmetaboliter och forekommer hos véxter representerade
I ndra 100 familjer (Oleszek 2002). De tros bland annat fylla funktioner inom véxternas
forsvar mot insekter och patogener da de har antimikrobiella- och insekticida egenskaper
(Osbourn 2003; Sparg et al. 2004). De ar icke-flyktiga glykosider bestaende av en opolar
aglykon, ur grekiskans nekande ”a” och ”glyky’s” som betyder sot, kopplad till en eller
flera sockerkedjor (Hostettmann & Marston 1995; Taiz et al. 2015). Den kemiska
strukturen, med en polar- och en opolér grupp ger saponiner och vaxter innehallande
desamma tvallika egenskaper vilket historiskt haft betydelse for manniskan (Taiz et al.
2015). Tillampningar forekommer dven inom naturmedicin, ldkemedelsindustrin och som
fargamnen. De delas in i triterpenoida- eller steroida saponiner beroende pa produkten
efter cyklisering av féregangaren 2,3-oxidosqualene (Moses et al. 2014a).

15C 30C 30C

. ox 2 .
Acetyl-CoA = = # MVA — — % |pPp —» FPP ——> Squalene =— 2,3-oxidosqualene
MEVALONAT-VAGEN ’\ /

DMAPP

Figur 3: Visualiserad och forenklad syntesvag for 2,3-oxidosqualene fran acetyl-CoA (acetyl-
koenzym A). Mevalonat-vagen ar en syntesvag i flera steg. Antalet kol i féreningarna indikeras i
gra text. Katalyserande enzym exkluderade. MVA: Mevalonat; IPP: isopenetylpyrofosfat;
DMAPP: dimetylallylpyrofosfat; FPP: farnesylpyrofosfat.

Det acykliska 2,3-oxidosqualene med 30 kolatomer erhalls genom en syntesvag i flera
steg, fran acetyl-koenzym A via bland andra isopenetylpyrofosfat och dess isomer
dimetylallylpyrofosfat och &r essentiell for flera organismgrupper, daribland djur och
vaxter (Figur 3) (Moses et al. 2014a). Triterpener behaller 30 kolatomer i dess
grundstruktur, medan grunden till steroida saponiner, som exempelvis cykloartenol och
lanosterol, enbart har 27 kolatomer (Moses et al. 2014a). Cykloartenol &r utéver saponiner
aven foregangare till bland andra kolesterol i djur och véaxthormon ur klassen
brassinosteroider (Fujioka & Yokota 2003; Aboobucker & Suza 2019). Saponiner av
oleanan-typ séags vara de som erhalls ur den pentacykliska grundstrukturen p-amyrin (3p-
hydroxyolean-12-ene) och innefattar bland andra glycirrhizin i lakrits (Glycyrrhiza spp.),
avenacin i havre (Avena spp.) och soyasaponiner (Thimmappa et al. 2014; Chung et al.
2020).
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Figur 4: | soja foreslagen syntesvag och skelettformler fér amnena 2,3-oxidosqualene, -
amyrin, soyasapogenol B och 2,3-dihydro-2,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one (DDMP)-
saponin. Soyasaponin Bb skiljer fran DDMP-saponin enbart avseende DDMP-delen som saknas
hos den forstnamnda. Oxidosqualene-cyklaser (OSCs), cytokrom P450-beroende
monooxygenaser (CYPs) och uridindifosfat-beroende gylkosyltransferaser (UGTs) sags vara
enzymgrupper som ar vanligen involverade i syntesen. Numrering av kolen i grundstrukturen
indikeras med gra siffror. Sockerarterna vid kol 3 i soyasaponinerna i drta ar glukuronsyra
(GlcA), galaktos (Gal), och rhamnos (Rha). Streckade pilar indikerar att flera enzym ar
involverade dar intermediarer inte ar gestaltade, dubbla pilar indikerar exempel pa andra
metaboliter som kan erhallas ur samma féregangare.

Soyasaponiner ar triterpenoida saponiner av oleanan-typ och &r vanligt férekommande i
vaxter inom familjen artvéaxter (Krishnamurthy et al. 2020). De erhalls ur f-amyrin som
genomgar hydroxylering och bildar soyasapogenol, féljt av glykosylering och andra
modifieringar vilka resulterar i bildandet av soyasaponiner (Figur 4) (Moses et al. 2014a).
Vanligen kategoriseras de till grupp A- eller 2,3-dihydro-2,5-dihydroxy-6-methyl-4H-
pyran-4-one (DDMP)-saponiner (Sundaramoorthy et al. 2019), men &ven grupp B-
saponiner och andra mindre vanliga grupper har patraffats (Kudou et al. 1993; Daveby et
al. 1998).

Grupp B-saponiner erhalls ur aglykonen soyasapogenol B (3p,22B,24-trihydroxyolean-
12-ene), som bildas genom hydroxylering av kol 22 (C-22) och C-24 hos p-amyrin, och
har en ensam sockerkedja bunden till C-3 (Figur 5B) (Sayama et al. 2012). Grupp A-
saponiner sarskiljer sig genom att ha ytterligare en sockerkedja bunden till C-22 (Figur
5A), och erhalls ur soyasapogenol A (3B,21PB,22pB,24-tetrahydroxyolean-12-ene) som
aven genomgar en hydroxylering av C-21 (Sawai & Saito 2011; Sayama et al. 2012).
DDMP-saponiner sarskiljs fran grupp B-saponiner genom DDMP-delen vid C-22 (Figur
5B) (Sawai & Saito 2011).
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Figur 5: Skelettformel for (A) soyasaponin A och (B) soyasaponin B och DDMP-saponin, samt
omvandlingen daremellan. Gra siffror indikerar kolens numrering utifran den ursprungliga
ordningen i det acykliska 2,3-oxidosqualene. DDMP: 2,3-dihydro-2,5-dihydroxy-6-methyl-4H-
pyran-4-one; X: sockerkedjor.

Till skillnad fran i soja och flera andra baljvaxter som ackumulerar bade saponiner ur
grupp A och B, har i arta enbart DDMP-saponinet soyasaponin g och grupp B-saponinet
soyasaponin Bb pavisats (figur 5) (Heng et al. 2006a). Flera synonymer forekommer i
litteraturen, och i arbetet anvénds hddanefter DDMP-saponin respektive soyasaponin Bb
for dessa @mnen. Den forstnamnda upplevs som bitter och kan hydrolyseras till
soyasaponin Bb och maltol vid exempelvis extraktion, upphettning éver 40 grader eller
lagring (Figur 5B) (Kudou et al. 1993; Daveby et al. 1998; Heng et al. 2006a; Heng et
al. 2006b). Vedertaget ar att grupp A- och DDMP-saponiner ackumuleras genom
biosyntes, medan grupp B-saponiner &r rester fran syntes eller hydrolys av DDMP-
saponin (Sundaramoorthy et al. 2019; Vernoud et al. 2021).

Syntes och ackumulering av soyasaponiner i drtvaxter sker framst i rotter, noduler och
froer, men &ven till viss del i blad och stam (Oleszek & Stochmal 2002; Huhman et al.
2005; Faizal & Geelen 2013; Tsuno et al. 2018; Vernoud et al. 2021). Studier i bade soja
och arta visar att froer innehdller betydande mangder soyasaponiner, men att
ackumuleringen begrénsas till hypokotyl, kotyledon och embryo medan froskalen inte
innehaller nagra detekterbara mangder (Kitagawa et al. 1988; Shiraiwa et al. 1991a;
Daveby et al. 1997; Vernoud et al. 2021). Vidare finns studier som visar att soyasaponiner
i arta ackumuleras i froet under mognadsfasen for att kulminera vid mognad, 34 dagar
efter pollinering (dap) (Figur 6) (Vernoud et al. 2021), och att liknande
ackumuleringsmonster kan observeras for p-amyrin, foregangaren till soyasaponiner
(Baisted 1971). Soyasaponin och B-amyrin ackumuleras dven i froet under imbibering
och groning (Baisted 1971; Vernoud et al. 2021).
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Figur 6: Saponininnehall i artfroer av sorten ‘Caméor’ under froutveckling. Saponininnehall pa
den véanstra axeln, samt torrsubstans (TS) och vattenhalt per fré pa den hogra axeln. Felstaplar
representerar standardavvikelse fran medelvérdet av tre biologiska replikat. DDMP: 2,3-
dihydro-2,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one-saponin; SSB: soyasaponin Bb. Figur erhallen
fran Vernoud et al. (2021) och 6versatt fran engelska med tillstand fran Oxford University
Press.

| syntesen av triterpener anses tre huvudsakliga kategorier av enzymer vara avgorande
(Figur 4), oxidosqualene-cyklaser (OSCs), cytokrom P450-beroende monooxygenaser
(CYPs) och uridindifosfat-beroende glycosyltransferaser (UGTSs), &ven om andra enzym,
i synnerhet transferaser, kan vara involverade (Sawai & Saito 2011; Moses et al. 2014a).
Eftersom en helgenomsekvensering av drta publicerades 2019 har mgjligheten att utféra
jamférande genomik innan dess varit begrénsad till proteinsekvenser och kortare
sekvenserade DNA-fragment (Kreplak et al. 2019). | dagsldget finns enbart tva
identifierade gener vars funktion har kopplats till syntesen av soyasaponiner i arta, vilka
utgdrs av OSCs (Morita et al. 1997; Morita et al. 2000; Vernoud et al. 2021).

3.2. Enzym kopplade till soyasaponinsyntes i artvaxter

| foljande tre avsnitt presenteras de grupper av enzym som har kopplats till syntesen av
soyasaponiner. Funktionen for specifika enzym i &rta och andra baljvéxter redogors for,
och resultat fran sokningar i BLAST och jamférande genomik sammanfattas.

| Bilagor finns en sammanstalining av vaxtenzym vars funktion identifierats som
involverade i syntesen av soyasaponiner eller &mnen som soyasaponiner potentiellt kan
erhallas ur (Tabell B1). Funktionen av enzymer kopplade till triterpensyntes &ar framst
utvdrderad genom homologt uttryck av cDNA i transgena celler av jastsvamp
(Saccharomyces cerevisae) (Thimmappa et al. 2014), men dven andra metoder som
inducerad mutagenes eller homologt genuttryck i modellvaxter forekommer.
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Sokningar i BLAST har generellt avgransats till protein och gener relevanta for
soyasaponinsyntesen i arter inom familjen artvéaxter (Fabaceae). Sokobjekt samt resultat
fran sokningarna finns listade i Tabell B2 och resultat i BLAST hanvisar till denna eller
till Iopande tabeller om ingen annan kalla anges. Alla E-vérden for soktréaffar presenterade
i resultatet &r mindre an 3e-04.

3.2.1. Oxidosqualene-cyklaser

Enligt Thimmappa et al. (2014) ar cykliseringen av 2,3-oxidosqualene en av de mest
komplexa enzymatiska reaktionerna i metabolismen av triterpener hos véxter.
Identifierade OSCs &r i manga fall multifunktionella, men i hog grad specialiserade
enzymer ar ocksa vanligt forekommande (Thimmappa et al. 2014). De OSCs av relevans
for soyasaponinsyntesen ar p-amyrin-syntaser eller multifunktionella enzym som delvis
producerar B-amyrin (Figur 7A) (Moses et al. 2014b).

I OSCs, som B-amyrin-syntaser men dven cykloartenol- och lanosterol-syntaser, finns
flera konserverade aminosyrasekvenser vilka &r avgorande for enzymernas funktion och
produktspecificitet (Figur 7B).
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Figur 7: Cyklisering av 2,3-oxidosqualene till B-amyrin. (A) Skelettformler fér substrat och
produkt, har katalyserat av B-amyrin-syntaset OSCPSY (acc.nr. AB034802) i arta. Gra siffror
indikerar kolens numrering utifran den ursprungliga ordningen i det acykliska 2,3-
oxidosqualene. (B) Oxidosqualene-cyklasers (OSCs) funktion karaktariseras av ett antal
aminosyrasekvenser.

DCTAE-domanen, med aminosyrasekvensen asparaginsyra-cystein-treonin-alanin-
glutaminsyra (DCTAE), é&r involverad i inbindning och protonation av 2,3-
oxidosqualene, och dérmed i initieringen av cykliseringsreaktionen (Wang et al. 2011;
Ito et al. 2013). QW-motiv &r sekvenser i enzymet om sju aminosyror, som bdrjar med
glutamin (Q) och slutar med tryptofan (W), vilka konformerar det acykliska substratet till
dess cykliska struktur (Poralla et al. 1994). | B-amyrin-syntaser i soja konstateras att
glutamin och tryptofan &r konserverade medan de fem aminosyrorna daremellan varierar
(Ali et al. 2016). For polycykliska produkter kravs aterkommande QW-motiv, och
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upprepad forekomst av QW-motiv anses vara unikt for OSCs (Poralla et al. 1994). 1 OSCs
har &ven en konserverad aktiv sekvens identifierats, i vilken tyrosin (Y) ar avgdrande for
bildandet av den pentacykliska strukturen i allmdnhet och tryptofan (W) for
produktdifferentiering till B-amyrin i synnerhet (Kushiro et al. 2000a; Vernoud et al.
2021).

Tre enzym i drta har identifierats vars cONA i transgena jéastceller uttrycker OSCs (Morita
et al. 1997; 2000). Den tidigare studien beskriver ett cykloartenol-syntas, CASPEA
(acc.nr. D89619), vilken identifierats genom att klona cONA med hjalp av PCR-primers
baserade pa konserverade homologa sekvenser fran kanda cyklaser hos andra vaxt- och
djurarter. CASPEA katalyserar bildandet av cykloartenol som &r foregangare till flera
steroida saponiner (Corey et al. 1993; Hostettmann & Marston 1995; Morita et al. 1997),
vilka inte har nagon kand relevans for den odnskade bismaken i artfréer och artprotein
(Roland et al. 2017).

| den senare studien kompletteras metoden med PCR-primers baserade pa
nukleotidsekvenser unika for B-amyrin-syntaser hos andra véxtarter, i syfte att forhindra
amplifiering av cykloartenol-syntaser (Morita et al. 2000). Darigenom identifieras
OSCPSY och OSCPSM (acc.nr. AB034802 respektive AB034803), vars funktion visas
vara ett B-amyrin-syntas respektive ett multifunktionellt a- och f-amyrin-syntas (Morita
et al. 2000).

Via en sokning med proteinsekvensen for OSCPSY i BLAST mot artas
helgenomsekvens, vla, identifieras flera i hdg grad homologa nukleotidsekvenser
(Vernoud et al. 2021). Fem av dessa innehaller en DCTAE-doman och flera QW-motiv.
Sekvensen for PsBAS1 ar identisk med den Gversatta proteinsekvensen fran OCSPSY och
aterfinns pa kromosom 7, Psatlg051480 med sekvensen fran cykloartenol-syntaset
CASPEA och Psat4g188800 ar till 98% identisk med sekvensen fran det
multifunktionella enzymet OSCPSM (Vernoud et al. 2021). Vidare ar Psat1g051480 i
hog grad homolog med PsBAS1 men saknar delar av sekvensen, déribland den aktiva
sekvensen som hos 6vriga sekvenser finns konserverad. Extrahering av mRNA ur froer
vid sex tillfallen under froutvecklingen visar uttrycksmonstret for dessa sekvenser (Figur
8) (Vernoud et al. 2021).
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Figur 8: Relativ niva av uttryckt mRNA for flera formodade oxidosqualene-cyklaser (OSCs)
under froutveckling i artsorten ‘Caméor’. PsBAS1 ar identisk med B-amyrin-syntaset OSCPSY
och kan kopplas till syntesen av soyasaponiner i drta. Psat1g051480 ar identisk med
cykloartenol-syntaset CASPEA, Psat4g188800 med det multifunktionella enzymet OSCPSM.
Felstaplar representerar standardavvikelse fran medelvardet av tre biologiska replikat. Figur
erhallen fran Vernoud et al. (2021) och 6versatt fran engelska med tillstand fran Oxford
University Press.

| Figur 8 korrelerar 8 dap med embryogenes, 12 dap med évergangen fran embryogenes
till fyllnad av fréet, 16, 19 och 23 dap med fyllnad av fréet och 29 dap med begynnande
froabskission (Vernoud et al. 2021). Uttrycket for PsBAS1 ¢kar gradvis under mognad
fran och med 18 dap och nar det maximala vardet vid sista extraktionstillfallet, vilket
overensstammer med ackumuleringen av DDMP-saponin i froerna (Figur 6) (Vernoud et
al. 2021). Studien visar dven att mMRNA fran PsBAS1 uttrycks i fréerna efter imbibering.

Genom inducerad mutagenes, dar punktmutationer i BAS1 som direkt eller indirekt
resulterade i tidiga stopp-kodon och férlusten av flera for funktionen avgoérande
aminosyrasekvenser i muterade enzym, konstateras att individer utan funktionellt
OSCPSY inte ackumulerar nagon detekterbar mangd av nagon i vildtypen forekommande
soyasaponiner, varken i froer eller i andra organ (Vernoud et al. 2021).

Resultaten av sokningar i BLAST med OSCs fran arter inom artordningen visar att
samtliga analyserade enzym ger traffar pa OSCPSY, OSCPSM och CASPEA i arta
(Tabell B2). For OSCPSY och OSCPSM ér sekvensidentiteten 6ver 69% for samtliga
jamforelser i blastn, medan homologin &r nagot lagre for cykloartenol-syntaset CASPEA.
For sokningar med Gversatta proteinsekvenser (tblastn) har samtliga jamfoérelser en
sekvensidentitet mellan 56 och 59% for CASPEA respektive 77 och 95% for OSCPSY
och OSCPSM.
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3.2.2. Cytokrom P450-beroende monooxygenaser

CYPs &r en stor grupp enzymer med funktioner inom véxters primara- och sekundéra
metabolism (Thimmappa et al. 2014; Cook et al. 2016), och representerar runt 1% av alla
proteinkodande gener hos vaxter (Nelson & Werck-Reichhart 2011). Karaktaristiskt for
enzymgryppen ar bland annat en hydrofobiskt jarninnehallande del, flera spiralformade
helix-segment och konserverade aminosyrasekvenser vid bade de N- och C-terminala
andarna (Moses et al. 2014b; Cook et al. 2016). Enzym inom gruppen delar vanligtvis
lag sekvensidentitet (Moses et al. 2014b). Manga CYPs finns lokaliserade i lumen i
vaxtcellernas  endoplasmatiska retikulum, men kan &ven patraffas i andra
membranstrukturer (Ro et al. 2001). Enzymerna delas upp i familjer vidare indelade i
underfamiljer, baserade pa dess sekvenslikhet (Cook et al. 2016). Fylogenetisk analys
tyder pa att alla CYPs i véxter harstammar fran en ursprunglig gen (Nelson 1999).

| syntesen av soyasaponiner ar CYPs ansvariga for hydroxyliseringen av p-amyrin till
soyasapogenoler, vilken formodas ske i tva steg med flertalet enzym involverade (Sawai
& Saito 2011; Thimmappa et al. 2014). Beroende pa om C-22 eller C-24 hydroxyleras
forst gar syntesen via sophoradiol (3B,22-hydroxyolean-12-ene) respektive 3f,24-
hydroxyolean-12-ene (Figur 9) (Shibuya et al. 2006).

S
MtCYP72A66v2 4
GUCYP72A566 ek

—

OH

HO

B-amyrin ~ - § Soyasapogenol B
OH
GmCYP93E1 GUuCYP72A566
MtCYP93E2 N\ s MtCYP72A61v2
GUCYP93E3 b
PvCYP93E9 3B,24-hydroxyolean-12-ene

Figur 9: Foreslagen syntesvag av hydroxylering fran B-amyrin till soyasapogenol B, via
sophoradiol (33,22-hydroxyolean-12-ene) eller 33,24-hydroxyolean-12-ene. Gula boxar
indikerar enzym som funktionellt visats katalysera reaktionen i olika vaxter inom vaxtfamiljen
Fabaceae. Gra siffror indikerar kolens numrering utifran den ursprungliga ordningen i det
acykliska 2,3-oxidosqualene. Gm: Glycine max; Gu: Glycyrrhiza uralensis; Mt: Medicago
truncatula; Pv: Phaseolus vulgaris.

Ur underfamiljen CYP93E finns fyra identifierade enzym hos véxter inom Fabaceae vars
funktion kan kopplas till hydroxylering av C-24 hos B-amyrin (Tabell B1; Figur 9)
(Shibuya et al. 2006; Seki et al. 2008; Fukushima et al. 2011; Moses et al. 2014b). Av
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dessa har CYP93EL i soja &ven konstaterats hydroxylera sophoradiol vid C-24 och en
funktionsanalys av enzymet visar att hydroxylaset &r substratspecifikt for 3pB-
hydroxyolean-12-ene-strukturen som aterfinns i B-amyrin och sophoradiol (Shibuya et al.
2006). CYP93EL1 pastas vidare vara det forsta identifierande hydroxylaset av triterpener
| véxter.

Resultat fran BLAST pavisar att samtliga enzym ur underfamiljen CYP93E i arter
anvanda som sokobjekt i denna studie pavisar hog homologi mot enzymet CYP93ES8
(acc.nr. KF906539.1) i arta, bade for nukleotid- och proteinsekvenserna (Tabell 1). I en
studie pa enzym tillhdérande underfamiljen CYP93E av Moses et al. (2014b) foreslas
genom datasimulering att CYP93ES i drta &r en potentiell katalysator i omvandlingen av
B-amyrin till intermediaren 3P,24-hydroxyolean-12-ene. Vidare pavisas vid
karaktarisering av funktion i transgena jaststammar lag katalytisk effekt med B-amyrin
som substrat (Moses et al. 2014b).

Tabell 1: Urval av traffar fran sokning i BLAST med cytokrom P450-beroende C-24-hydroxylas
ur underfamiljen CYP93E.

Sokobjekt Subjekt
Metod
Enzym OT % ID % Acc.nr. Information
GmCYP93E1 99 80,4 KF906539.1 CYP93E8.
Tblast | MtCYP93E2 99 90,4 Lag katalytisk effekt
NC GuCYP93E3 99 87,1 (Moses et al. 2014b)
PVCYP93E9 99 77,7
GmCYP93E1 99 80,1 CAADHX020004390.1 | Kromosom 3
Tblast | MtCYP93E2 99 90,1
WGS | GuCYP93E3 99 80,2
PVCYP93E9 99 70,1

Acc.nr.: accessionsnummer; BR: brassinosteroider; Gm: Glycine max; Gu: Glycyrrhiza uralensis; ID:
sekvensidentitet; Mt: Medicago truncatula; NC: NCBI Nucleotide Collection; OT: objekttackning; Pv:
Phaseolus vulgaris; WGS: whole-genome shotgun.

De analyserade proteinsekvenserna inom underfamiljen CYP93E ger aven traffar i WGS-
databasen pa en sekvens som kan kopplas till kromosom 3 (acc.nr.
CAADHX020004390.1) i arta (Tabell 1), samt pa ett odefinierat CYP (acc.nr.
AF218296.1) (Tabell B2). Detta CYP-enzym kan kopplas till brassinosteroidsyntes och
etiolering i groende &rta (Kang et al. 2001).

Enzymen CYP72A566 i kinesisk lakrits (Glycyrrhiza uralensis L.) och CYP72A61v2 i
tornlusern har katalytisk effekt av hydroxyleringen vid C-22 hos B-amyrin nar uttryckta i
transgena jastceller (Figur 9) (Fukushima et al. 2013; Tamura et al. 2018), och har en
inbordes sekvensidentitet pd 85% (Tamura et al. 2018). Enzymet CYP72A66v2 i
tornlusern kan katalysera hydroxylering vid C-22, men &ven andra reaktionsprodukter
bildas (Fanani et al. 2019). CYP72A61v2 saknar formagan att anvanda B-amyrin som
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substrat (Seki et al. 2011). Vid forsok att tysta uttrycket av CYP72A61v2 med riktad
mutagenes erhdlls inga livsdugliga embryon (Confalonieri et al. 2021).

Sokning i BLAST med proteinsekvenserna fran C-22-hydroxylasen pavisar hdg
objekttackning mot delar ur sekvenser kopplade till kromosom 7 och 1 (acc.nr.
CAADHX020007147.1 respektive CAADHX020023846.1) i arta (Tabell 2). Genom
Thlasn i NC-databaser pavisas viss homologi dven mot enzymet CYP72A698 (acc.nr.
MK534536.1) i arta. Ingen funktion av CYP72A698 i &rta finns beskriven.

Tabell 2: Urval av traffar fran sokning i BLAST med cytokrom P450-beroende hydroxylas ur
underfamiljen CYP72A.

Sokobjekt Subjekt
Metod
Enzym OT% ID % Acc.nr. Information
GuCYP72A566 96 49,5 MK534536.1 CYP72A698.
Tblast | MtCYP72A61v2 92 51,3 Ingen pavisad
NC | MtCYP72A66v2 91 57,1 katalytisk effekt
(Fanani et al. 2019)
GuCYP72A566 97 88,9 CAADHX020007147.1 Kromosom 7
MtCYP72A61v2 100 93,6
Thlast | MtCYP72A66v2 90 61,7
WGS | GuCYP72A566 97 66,0 CAADHX020023846.1 Kromosom 1
MtCYP72A61v2 96 63,8
MtCYP72A66v2 91 89,5

Acc.nr.; accessionshummer; Gm: Glycine max; Gu: Glycyrrhiza uralensis; ID: sekvensidentitet; Mt:
Medicago truncatula; NC: NCBI Nucleotide Collection; OT: objekttdckning; WGS: whole-genome
shotgun.

Proteinsekvenserna ur underfamiljen CYP72A ger aven traff pa CYP734A11 (acc.nr.
AB218764.1) i &rta (Tabell B2), en homolog till brassinosteroid-regulatorproteinet
CYP734A1 fran Arabidopsis thaliana (Nomura et al. 2007). | arta uttrycks mRNA fran
CYP734A11 i hog grad i omoget fro och under imbibering, och detekteras under
fromognad och moget fré (Nomura et al. 2007).

3.2.3. Glykosyltransferaser

Glykosyleringsteget i sapononinsyntesen innebér att socker binder till aglykonen, vilket
leder till 6kad polaritet och bidrar till de egenskaper som karaktariserar saponiner
(Thimmappa et al. 2014). Enzymer involverade &r bland andra glykosyltransferaser
(GTs), i synnerhet uridindifosfat (UDP)-beroende glykosyltransferaser (UGTs), men
aven andra typer av transferas kan bidra till modifieringen (Moses et al. 2014a). GTs och
dess reaktioner antas &ga rum i cytosolen, eventuellt i association med proteinkomplex i
membranstrukturer eller med transmembranprotein (Bowles et al. 2006).
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UGTs kan vara mer eller mindre specialiserade, men manga tycks vara regioselektiva
(Vogt & Jones 2000), vilket innebar att glykosylering foretradesvis sker vid en specifik
acceptor hos substratet av flera méjliga (Nationalencyklopedin u.d.-b). Inbindning till
substratet som genomgar glykosylering tros ske vid regioner i den N-terminala dnden av
enzymet (Yonekura-Sakakibara & Hanada 2011). Alla GTs har vid den C-terminala
anden en konserverad sekvens om 44 aminosyror, kallad PSPG (Plant Secondary Product
Glycosyltransferase)-box, som tros vara involverad i inbindningen till UDP (Hundle et
al. 1992; Yonekura-Sakakibara & Hanada 2011). Sockret erhalls vanligen ur UDP-
bundna monosackarider (Thimmappa et al. 2014), och variationer i PSPG-boxsekvensen
ar kopplade till sockerdonatorspecificitet (Kubo et al. 2004).

Soyasaponin Bb och DDMP-saponin hos érta har en sockerkedja bunden till C-3, vars
motsvarigheter i soja adderas till soyasapogenol B i flera steg dar enzym som katalyserar
samtliga reaktioner finns identifierade (Figur 10) (Chung et al. 2020; Krishnamurthy et
al. 2020). Donatorsubstraten som nyttjas & UDP-glucuronsyra, -galaktos respektive -
rhamnos (Shibuya et al. 2010; Chung et al. 2020). For inbindningen av DDMP-delen
antas UDP-DDMP vara donator (Sundaramoorthy et al. 2019). Liksom fér CYPs delas
UGTs in i familjer och underfamiljer utifran aminosyrasekvensernas homologi (Ross et
al. 2001).

CSyGT1 UGT73P2 UGT91H4 UGT73B4
+ GlcA +Ga +Rha +DDMP
c3 -3 c-3 c-22
Soyasapogenol B —» S5GB-3-0-glucuronid — Soyasaponin Bb" — Soyasaponin Bb ===»-DDMP-
(SSGB) saponin

Figur 10: Foreslagen syntesvag i soja (Glycine max) fran soyasapogenol B till DDMP-saponin.
Katalyserande enzym i grona boxar. | figuren katalyserar UGT73B4 inbindningen av DDMP-
delen till soyasaponin Bb, men kan dven nyttja soyasapogenol B som acceptorsubstrat. GIcA:
glucuronsyra; Gal: galaktos; Rha: rhamnos; DDMP: 2,3-dihydro-2,5-dihydroxy-6-methyl-4H-
pyran-4-one.

Det senaste enzymet att identifieras i syntesen av soyasaponiner i soja dar ett
cellulosasyntas-erhallet GT, GmCSyGT1, vilket katalyserar inbindningen av
glucuronsyra, en glukosliknande karboxylsyra, vid C-3 hos soyasapogenol B (Figur 10)
(Chung et al. 2020). Vidare antas CSyGTs vara transmembranenzymer.

Varken enzymen UGT73K1 i tornlusern eller UGT73P12 i kinesisk lakrits har nagon
dokumenterad funktion i syntesen av soyasaponiner relevanta for arta (Tabell B1)
(Achnine et al. 2005; Nomura et al. 2019). UGT73K1 kan nyttja soyasapogenol B som
acceptor, men &r specialiserad att anvanda UDP-glukos som sockerdonator (Achnine et
al. 2005). Enzymen UGT73P2 och UGT91H4 i soja kan daremot vara av intresse for
syntesen av i arta forekommande soyasaponiner da de katalyserar inbindningen av
galaktos respektive rhamnos till sockerkedjan vid C-3 (Figur 10) (Shibuya et al. 2010).
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Enzymet UGT73B4 i soja har identifierats katalysera inbindningen av DDMP-delen till
C-22 och kan nyttja bade soyasaponin Bb och aglykonen soyasapogenol B som substrat
(Figur 10) (Sundaramoorthy et al. 2019). Genom inducerad mutagenes pavisas en
signifikant minskning av ackumulerat DDMP-saponin i froer hos homozygota mutanter
jamfort med hos vildtypen, medan halterna i 6vriga organ ar opaverkade. Att UGT73B4
ar organspecifikt bekraftas &ven genom att studera uttrycket av mRNA i olika organ och
under olika utvecklingsstadier som visar att genen uttrycks i hogre grad i fréer an i andra
organ (Sundaramoorthy et al. 2019).

Tabell 3: Urval av traffar fran sékning i BLAST med glykosyltrasferaser involverade i syntesen av
soyasaponin Bb och DDMP-saponin i soja (Glycine max).

Sokobjekt Subjekt
Metod
Enzym OT % ID % Acc.nr. Information
GmCSyGT1 100 72,6 CAADHX020000520.1 Kromosom 1
Tblast | UGT73P2 97 78,9 CAADHX020024174.1 Inte monterad
WGS UGT91H4 98 74,6 CAADHX020006075.1 Kromosom 1
UGT73B4 97 63,1 CAADHX020012292.1 Kromosom 7

Acc.nr.: accessionsnummer; ID: sekvensidentitet; OT: objekttdckning; WGS: whole-genome shotgun.

| BLAST-s6kningar med GTs i soja mot helgenomsekvenserna i drta visas samtliga dela
en sekvensidentitet dver 63% med en subjektsekvens vardera (Tabell 3). Subjekten
aterkommer som soktraffar med lagre sekvensidentitet mot jamférda enzymer ur samma
underfamilj  (Tabell B2). Sekvensen kopplad till kromosom 7 (acc.nr.
CAADHX020012292.1) ger en traff med hog objekttdckning mot enzymet UGT73K1 i
tornlusern och med en sekvensidentitet pa 84%.

BLAST-sokning i NC-databaser med nukleotidsekvenserna for enzymen GmCSyGT]1,
UGT73B4 och UGT91H4 i soja ger inga tréffar i arta, och resterande jamférda GTs ger
traffar med lag objekttiackning (Tabell B2). Sokningar med proteinsekvenserna i NC-
databaser ger traffar pa abskissat-beta-glucosyltransferaser (acc.nr. MF034881.1,
MF034884.1 och KX518352.1) i &rta, med sekvensidentitet mellan 36 och 48% mot
samtliga analyserade GTs (Tabell B2). For dessa gener i arta finns ingen beskriven
funktion publicerad.

3.3. Variation i saponinhalt

Saponinhalten i froer av arta har vid flera tillfallen konstaterats variera (Daveby et al.
1997; Heng et al. 2006a; Vernoud et al. 2021). Vad som ar ként kring vilka faktorer som
styr variationen samt gener av intresse presenteras i kommande avsnitt, och resultat fran
sokning i BLAST sammanfattas.
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3.3.1. Faktorer som styr variationen

Hur saponininnehallet varierar mellan arter med olika genetisk bakgrund, fenotyp och
slutanvandning har undersokts vid flertalet tillfallen. Analys av saponinhalten i minst 20
accessioner av Pisum sativum visar att innehallet i froer varierar mellan 0,82 — 2,5 g kg
torrvikt, och att inget signifikant samband kan uttydas mellan variationen och vilket ar
eller pa vilken plats froerna odlats (Daveby et al. 1997). Senare studier anvander
varsammare metoder for extrahering dar det totala innehallet i 16 respektive 11 olika
accessioner av Pisum spp. varierar mellan 0,7 — 1,9 g kg (Heng et al. 2006a) respektive
0,36 — 1,2 g kg* (Vernoud et al. 2021). De varsammare metoderna visar vidare pé lagre
maximala varden samt att DDMP-saponin utgdr merparten av det totala saponininnehallet
i samtliga analyserade froer, till skillnad fran Daveby et al. (1997) som enbart pavisar
forekomst av soyasaponin Bb.

Sambandet mellan saponininnehall och fenotyp for 54 accessioner tillhérande Pisum
sativum har analyserats genom att gruppera accessionerna i foljande tre kategorier,
vitblommande foderart, fargade froer respektive skrynkliga froer (Bastianelli et al. 1998).
Resultatet pavisar ingen signifikant skillnad mellan kategorierna, vilket aven bekréftas av
Daveby et al. (1997). Ett samband dar sorter med gula froer tenderar att ha lagre
saponininnehall an sorter med gréna eller bruna fréer har senare pavisats (Heng et al.
2006a). Vernoud et al. (2021) visar att av 11 analyserade accessioner &r de tva sorterna
med lagst saponininnehall de enda i jamforelsen med lila blommor, men ingen
information om huruvida korrelationen &r signifikant kan erhallas.

Studier om saponininnehall i soja och blalupin (Lupinus angustifolius L.) bekraftar att
genotypen ar avgorande for variationen hos dessa arter (Shiraiwa et al. 1991b; Ruiz et al.
1995), men att aven miljofaktorer konstateras ha en viss inverkan for innehallet i blalupin
(Ruiz et al. 1995).

Det finns indikationer som tyder pa att bade biotisk- och abiotisk stress kan trigga
syntesen av soyasaponiner i véaxter. Hur symbios med de kvévefixerande bakterierna
inom Rhizobium spp. paverkar toleransen mot biotisk stress och froskordens kvalitet har
undersokts i tva sorter av arta (Ranjbar Sistani et al. 2017). Studien visar att
ackumuleringen av soyasapogenol i fréerna 6kar vid infektion av en patogen svamp. Det
pavisas ocksa att ackumulerat soyasapogenol ar hogre i froer fran plantor i symbios med
Rhizobium jamfort med de utan, men att det &r en signifikant skillnad i respons mellan de
tva sorterna. Det forhojda innehallet av soysapogenol korrelerar dven med férekomsten
av endogent jasmonat (Ranjbar Sistani et al. 2017).

Jasmonater &r vaxthormon som bland annat reglerar inducerade férsvarsmekanismer i
respons pa forekomst av herbivorer, patogener eller abiotiska stressfaktorer hos vaxter
(Taiz et al. 2015). En studie pa cellkulturer av lakrits (Glycyrrhiza glabra L.) konstaterar
att forekomsten av enzymer involverade i soyasaponinsyntesen 0kar och soyasaponin
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ackumuleras i hogre grad nir exogent metyljasmonat tillfors (Hayashi et al. 2003). Aven
i ringblomma (Calendula officinalis L., Asteraceae) tenderar exogent metyljasmonat leda
till 6kad ackumulering av saponiner av oleanan-typ (Markowski et al. 2019).

3.3.2. Transkriptionsfaktorer

Transkriptionsfaktorer (TFs) &r protein involverade i regleringen av genuttryck som svar
pa utvecklingsrelaterade interna signaler och externa signaler, exempelvis orsakade av
stress (Yang et al. 2012). De Kkontrollerar syntes och ackumulering av
sekundérmetaboliter genom att hindra eller trigga transkription av gener, ofta genom att
binda till dess promotorregion, och beroende pa hur den DNA-bindande regionen i
proteinet ser ut kan de vara generella eller specifika sett till vilka gener de reglerar
(Latchman 1997).

| tornlusern har en jasmonatinducerad transkriptionsfaktor (TF), TRITERPENE
SAPONIN BIOSYNTHESIS ACTIVATING REGULATOR1 (TSAR1), inom TF-
familjen basic Helix-Loop-Helix (bHLH) identifierats (Mertens et al. 2016). Aven i
kinesisk lakrits forekommer en liknande TF, bHLH3, som uppregleras av exogent
jasmonat (Tamura et al. 2018). Overuttryck av bade TSAR1 och bHLH3 resulterar i 6kad
forekomst av mRNA fran enzymkodande gener med bekréaftad koppling till syntesen av
triterpenoida saponiner och signifikant hojda nivaer av ackumulerade soyasaponiner
(Mertens et al. 2016; Tamura et al. 2018).

Tabell 4: Urval av traffar fran sékning i BLAST med transkriptionsfaktorer vilka uppreglerar
uttryck av gener involverade i soyasaponinsyntes.

Sokobjekt Subjekt
Metod
Protein OT % ID % Acc.nr. Information
GubHLH3 88 45,8 CAADHX020001924.1 Kromosom 4
Tblast 89 44,3 CAADHX020024109.1 Kromosom 4
WGS 100 44,5 CAADHX020009614.1 Kromosom 4
MtTSAR1 88 66,5 CAADHX020009219.1 Kromosom 3

Acc.nr.; accessionsnummer; Gu: Glycyrrhiza uralensis; ID: sekvensidentitet; Mt: Medicago truncatula;
OT: objekttackning; WGS: whole-genome shotgun.

TSARL1 och bHLH3 delar 43% aminosyraidentitet (Tamura et al. 2018). BLAST-resultat
fran sokning i WSG-sekvenser i arta ger for bada TFs traffar pa unika subjekt (Tabell 4).
De tre sekvenserna kopplade till kromosom 4 (acc.nr. CAADHX020001924.1,
CAADHX020024109.1 respektive CAADHX020009614.1) i éarta ger liknande
objekttackning och sekvensidentitet, och &r enligt information fran NCBI lokaliserade
néra varandra i kopplingsgruppen (acc.nr. LR535895). S6kning med enzymens dversatta
proteinsekvenser i NC-databaser ger traffar med objekttackning mellan 17 och 45%
(Tabell B2).
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4. Diskussion

4.1. Genetiska mekanismer bakom saponininnehall i arta

Fragestallningen som inleder detta arbete ar vad som &r kant om bakomliggande genetiska
mekanismer for soyasaponininnehall i arta, och om hur saponinhalten varierar beroende
pa genotyp och miljofaktorer.

Svaret &r att trots det kommersiella intresset for &rta och dess anvandning i livsmedel &r
syntesvagen for soyasaponiner i arta annu inte klarlagd. Enbart tva enzym, OSCPSY och
OSCPSM, har funktionellt kopplats till soyasaponinsyntesen i drta (Morita et al. 2000;
Vernoud et al. 2021), vilka tillhér gruppen oxidosqualene-cyklaser (OSCs). De
katalyserar cykliseringen av 2,3-oxidosqualene till B-amyrin, det forsta steget som
karaktariserar syntesen av saponiner av oleanan-typ. Enzymet OSCPSM éar
multifunktionellt och katalyseringen resulterar aven i andra reaktionsprodukter, framst a-
amyrin (Morita et al. 2000).

Genen som kodar for enzymet OSCPSY, PsBAS1, har identifierats i en studie av Vernoud
et al. (2021), och lokaliseras till kromosom 7 i drtgenomet. Studien visar vidare att
PsBAS1 uttrycks i hdg grad i mognande fréer, och att uttrycksmdonstret korrelerar med
ackumuleringen av DDMP-saponin och B-amyrin (Figur 6; 8) (Baisted 1971; Vernoud et
al. 2021). Hos mutanter som enbart béar anlag for icke-funktionellt OSCPSY-enzym
detekteras inga soyasaponiner i nagot av de analyserade organen (Vernoud et al. 2021),
vilket tyder pa att enzymet ar avgorande for soyasaponinsyntesen i drta.

Ovriga steg i syntesen &r hydroxylering av B-amyrin till aglykonen soyasapogenol B foljt
av inbindning av socker och andra molekyler till aglykonen. Dessa reaktioner formodas
involvera enzym inom grupperna cytokrom P450-beroende monooxygenaser (CYPs)
respektive glykosyltransferaser (GTs), vidare kan transkriptionsfaktorer (TFs) reglera
uttrycket av dessa enzym. Inga proteiner ur dessa kategorier har konstaterats vara
involverade i syntesen av soyasaponiner i &rta.

Den dominerande soyasaponinen i arta & DDMP-saponin, dven om soyasaponin Bb
ocksa pavisats (Heng et al. 2006a; Vernoud et al. 2021). Variation i saponininnehall bade
I fréer av drta och andra baljvaxter ar konstaterat primart beroende av genotyp (Shiraiwa
et al. 1991b; Ruiz et al. 1995; Daveby et al. 1997; Heng et al. 2006a; Vernoud et al.
2021), aven om abiotiska- och biotiska faktorers paverkan inte kan uteslutas.
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4.2. Litteratursokning och jamférande genomik som metod

Syftet med arbetet &r att undersoka vad som finns skrivet i litteraturen angaende
saponininnehall i arta, for att underlatta vidare forskning och vaxtféradling. Inom
familjen Fabaceae innehaller bland andra soja, tornlusern och lakrits soyasaponiner
liknande de i &rta, och syntesvégarna i dessa arter ar narmare studerade (Nomura et al.
2007; Fukushima et al. 2013; Chung et al. 2020; Vernoud et al. 2021). Pa grund av detta
har metoden inte avgrénsats till att enbart berdra drta, utan andra arter inom Fabaceae dér
soyasaponiner férekommer har ocksa studerats.

Att litteraturen rorande genetiska mekanismer kopplade till saponininnehall i arta ar
bristfallig (Vernoud et al. 2021), skulle delvis kunna forklaras med att
helgenomsekvensering och artspecifika genetiska verktyg for identifiering och foréadling
I &rta drojt jamfort med arter som soja och tornlusern (Schmutz et al. 2010; Young et al.
2011; Kreplak et al. 2019). Sett till soja kan det ocksa bero pa att produktionen globalt
sett ar nara tiofaldig produktionen av arta (Figur 1C) (FAO 2021), och att de ekonomiska
incitamenten att bedriva vaxtforadlingsprojekt darmed dar storre. | lakrits ar andra
saponiner av oleanan-typ ekonomiskt viktiga (Fanani et al. 2019), vilket kan ha motiverat
studier pa relaterade saponiners syntesvagar.

| forskningen pa saponiner i soja ar, liksom for arta, forbattrad frékvalitet en drivkraft
(Yano et al. 2017; Sundaramoorthy et al. 2019; Chung et al. 2020). Vad géller
forskningen pa saponinsyntes i tornlusern och lakrits tycks framst andra motiv figurera.
Detta kan gora att litteraturen rorande dessa arter &r av lagre relevans i syfte att ge svar
pa fragor kring soyasaponinsyntesen i artfroer, trots att de evolutionart star varandra nara
(Figur 2) (Kreplak et al. 2019).

Flera studier konstaterar att soyasaponininnehallet varierar mellan studerade accessioner.
Matvarden for variation i soyasaponininnehall &r dock inte jamforbara sinsemellan, da
olika extraherings- och analysmetoder forekommer. Vissa studier anvander metoder som
tenderar att degradera DDMP-saponin till soyasaponin Bb eller en proxy for
soyasaponininnehallet som exempelvis soyasapogenol B (Shiraiwa et al. 1991a; Daveby
et al. 1997; Bastianelli et al. 1998). Av denna anledning ar studier med varsam
extraheringsmetod mer tillforlitliga gallande férdelningen mellan de tva soyasaponinerna
(Heng et al. 2006b; Sundaramoorthy et al. 2019; Vernoud et al. 2021). Dessa studier visar
att det framfor allt ar DDMP-saponin som ackumuleras i fréer av bade soja och rta och
att soyasaponin Bb &r en nedbrytningsprodukt eller syntesféregangare. Andra felkallor
som kan forekomma &r testmaterialets alder och efterskordshantering, da aven lagringstid
och -forhallanden visats paverka degraderingen (Daveby et al. 1998).

Att anvanda BLAST i syfte att identifiera potentiella gener med relaterad funktion ar en
etablerad metod (Moses et al. 2014b; Thimmappa et al. 2014; Tamura et al. 2018;
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Vernoud et al. 2021). | denna studie & metoden avgransad till att analysera sekvensernas
objekttackning och identitetandel. Vilken del av de jamférda sekvenserna som ar
homologa har inte analyserats, vilket kan paverka nyttan av resultatet da funktion och
specificitet hos de undersokta enzymgrupperna &r kopplat till specifika regioner i
sekvenserna (Hundle et al. 1992; Abe et al. 1993; Poralla et al. 1994; Kubo et al. 2004;
Yonekura-Sakakibara & Hanada 2011; Cook et al. 2016). Metoden anvands framst for
att salla bland tillgangliga genomsekvenser i kombination med andra metoder som
validerar funktionen, och det gar inte att dra nagra slutsatser angaende funktionen for
homologa sekvenser i drta enbart utifran sékresultat i BLAST.

Sokningar i WGS-databasen gav fler traffar och traffar av hogre relevans, sett till
objekttackning och sekvensidentitet, &n motsvarande sékningar i NC-databaser (Tabell
B2). Detta kan forklaras med att artas genom till stor del &r outforskat (Kreplak et al.
2019), aven gallande soyasaponinernas syntesvagar, och att potentiellt funktionella gener
och mekanismer dnnu inte identifierats.

Generellt ger ocksa sokningar med den oversatta proteinsekvensen (tblastn) fler traffar
och traffar med hogre relevans &n med nukleotidsekvensen (blastn) (Tabell B2). | for
funktionen avgoérande regioner i proteinet kan aminosyror vara konserverade men de
kodande nukleotiderna se olika ut. Detta kan forklaras med teorin om neutral molekylar
evolution och att synonyma substitutioner i nukleotidsekvensen, till skillnad fran icke-
synonyma, inte utsatts for selektionstryck da funktionen forblir opaverkad (Choudhuri
2014). Flera studier anvander proteinsekvensen fran enzym eller andra protein med kand
funktion i syfte att identifiera likartade sekvenser (Moses et al. 2014b; Tamura et al. 2018;
Vernoud et al. 2021), vilket kan vara fordelaktigt om proteinsekvenser ér konserverade
och homologa i hdgre utstrackning an motsvarande nukleotidsekvenser.

Det finns inga garantier for att processer och involverade enzym &r identiska eller
konserverade inom den grupp dar soyasaponiner forekommer. Férekomsten av liknande
soyasaponiner, foregangare och intermedidrer i soja och arta talar for att syntesen skulle
kunna ta samma vég hos de bada arterna (Baisted 1971; Sundaramoorthy et al. 2019;
Chung et al. 2020; Vernoud et al. 2021).

4.3. Tolkning av resultat fran jamforande genomik

I och med den bristfalliga forskningen i drta inom omradet redogors i resultatet for
mekanismer, gener och enzym involverade i soyasaponinsyntesen i andra arter inom
vaxtfamiljen Fabaceae. Den jamfdrande genomiken genomfordes i syfte att identifiera
potentiella homologer till dessa sekvenser i tillgdngliga protein-, nukleotid- och
helgenomsekvenser i &rta.
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BLAST-resultaten for sokningar med [-amyrin-syntaser, vilka svarar for
cykliseringsteget tidigt i syntesen av soyasaponiner, i arter inom artordningen (Fabeae)
tyder pa hég homologi med motsvarande identifierade enzym i arta (Tabell B2). Da
forekomsten av OSCs i &rtas helgenomsekvens tidigare undersokts av Vernoud et al.
(2021) med liknande metoder, exkluderas jamforelsen i detta arbete.

Cykloartenol-syntaset CASPEA (acc.nr. D89619) ar homolog med de B-amyrin-syntaser
som analyserats i BLAST, och dven andra studier pa enzym fran arter inom olika fyla
tyder pa att OSCs &r i hog grad konserverade och har liknande uppbyggnad oberoende
reaktionsprodukt (Poralla et al. 1994; Abe & Prestwich 1995; Vishwakarma et al. 2013;
Vernoud et al. 2021). Reaktioner drivna av OSCs sker tidigt i syntesvégen och kan ge
upphov till en mangd primar- och sekundérmetaboliter utéver soyasaponiner (Moses et
al. 2014a; Thimmappa et al. 2014). Detta kan vara en bidragande orsak till att det finns
mycket litteratur angaende enzymgruppens aktiva regioner och funktion, och att det i
vaxter finns fler identifierade enzym i denna grupp jamfort med enzym involverade i
senare steg i syntesvégen.

Flera enzym tillhdrande gruppen CYPs har i baljvéxter identifierats som involverade i
hydroxyleringssteget i syntesen av soyasaponiner och andra saponiner av oleanan-typ
(Tabell B1). Hydroxylas som identifierats katalysera reaktionen vid C-24 hos B-amyrin
ar i hog grad homologa i soja, tradgardsbona, lakrits och tornlusern och tillhor alla
underfamiljen CYP93E (Tabell B1) (Shibuya et al. 2006; Seki et al. 2008; Fukushima et
al. 2011; Moses et al. 2014b).

| BLAST-resultatet bekréaftas enzymet CYP93E8 (acc.nr. KF906539.1) i &rta vara
homologt med samtliga analyserade C-24-hydroxylas (Tabell 1). Sékning i WGS-
databasen med CYP93E-enzymen ger &ven traff i en sekvens kopplad till kromosom 3
(acc.nr. CAADHX020004390.1) i arta. Nar nukleotidsekvenserna for de tva subjekten
jamfors i BLAST pavisas att de ar 100% identiska (ej redovisade data), vilket visar att
genen som kodar for enzymet CYP93ES8 formodligen lokaliseras till kromosom 3. Det
kravs alternativa metoder att testa enzymets funktion som C-24-hydroxylas i drta, da den
hittills genomférda studien pavisar lag katalytisk aktivitet vid uttryck i transgena
jastceller aven for andra enzym med tidigare bekraftad funktion som hydroxylas med p-
amyrin som substrat (Fukushima et al. 2011; Moses et al. 2014b).

Tre enzym, CYP72A566 i kinesisk lakrits och CYP72A61v2 samt CYP72A66V2 i
tornlusern, har konstaterats fungera som hydroxylas av C-22 hos p-amyrin uttryckta i
jastceller (Tabell B1) (Fukushima et al. 2013; Tamura et al. 2018; Fanani et al. 2019).
Resultat fran BLAST-stkningar mot helgenomsekvenser pavisar hog objekttackning mot
en nukleotidsekvens kopplad till kromosom 7 (acc.nr. CAADHX020007147.1), med en
sekvensidentitet pa 89 respektive 94% for de tva specifika C-22-hydroxylasen (Tabell 2).
Att enzymen har hogre sekvensidentitet mot sekvensen i &rta &n den inbo6rdes
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sekvensidentiteten som visats vara 85% (Tamura et al. 2018), motiverar att det kan vara
av intresse att undersdka den potentiella genen i drta narmare. Aven for subjektsekvensen
I kromosom 1 i drta, vilken delar viss sekvensidentitet med CYP72A-enzymen, kan vidare
homologianalys vara motiverat.

BLAST-resultaten fran sokningar med proteinsekvenserna for C-22-hydroxylasen i NC-
databaser pavisar en identitet om cirka 50% mot CYP72A698 (acc.nr. MK534536.1) i
arta (Tabell 2). Enligt Nelson och Werck-Reichhart (2011) har indelningen av CYPs i
familjer och underfamiljer tenderat att bli otydlig och ndgot éverlappande pa grund av att
kategorin innefattar ett stort antal enzym. For proteinsekvensen fran CYP72A69 i soja,
som inte har ndgon dokumenterad funktion i syntesen av i arta pavisade saponiner, ar
sekvensidentiteten mot CYP72A698 i arta 57% (Tabell B2). Vidare &r det, baserat pa de
specifika C-22-hydroxylasens inbérdes homologi, resultaten fran sokningarna i BLAST
samt att ingen katalytisk aktivitet med B-amyrin som substrat pavisats (Fanani et al.
2019), inte mojligt att dra nagra slutsatser eller motivera vidare studier angaende
enzymets potentiella funktion i soyasaponinsyntesen i arta.

Bada undersokta underfamiljer av CYPs ger traffar pa brassinosteriod-relaterade gener i
arta. Brassinosteroider ar steroida triterpener vilka erhalls ur cykloartenol och reglerar
bland annat tillvéxt och utveckling i vaxter (Fujioka & Yokota 2003). Vaxthormonen har
en polycyklisk triterpenstruktur (Fujioka & Yokota 2003), och generna som férekommer
som subjekt i BLAST-resultaten uttrycks i fron och groddplantor (Kang et al. 2001;
Nomura et al. 2007), vilket kan forklara dess delvisa homologi med enzym involverade i
syntesen av soyasaponiner.

I glykosyleringssteget i syntesen av soyasaponiner avgors dess slutliga struktur och
egenskaper. Denna del av soyasaponinsyntesen tycks vara ndrmare studerad i soja &n i
tornlusern och lakrits. I soja har GmCSyGT1, UGT73P2 och UGT91H4 identifierats som
katalysatorer i inbindningen av de tre lankarna i sockerkedjan vid C-3 hos soyasaponin
Bb (Figur 10). DDMP-delen vid C-22 binds in med hjélp av enzymet UGT73B4, antingen
till aglykonen soyasapogenol B eller till det glykosylerade soyasaponin Bb, i bildandet
av DDMP-saponin (Sundaramoorthy et al. 2019).

BLAST-stkningen i NC-databaser med samtliga sekvenser fran analyserade GTs ger inga
traffar i &rta med en sekvensidentitet Over 47% dar objekttdckningen ar 6ver 35% (Tabell
B2). | resultatet fran sokningar i WGS-databaser visas varje analyserat GT i soja ha en
sekvensidentitet dver 63% mot ett subjekt i arta vardera (Tabell 3). Dessa subjekt ar dock
inte unikt homologa med UGTs i soja utan har hog objekttackning och sekvensidentitet
aven mot 6vriga analyserade UGTs i tornlusern och kinesisk lakrits (Tabell B2), vilka har
andra konstaterade funktioner i saponinsyntesen (Tabell B1). Enbart enzymet GmSyGT1
I soja, vilket tillnor en i analysen egen enzymkategori, har i BLAST-resultatet unika
sOktréaffar (Tabell B2).
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I sokningen i WGS-databaser med proteinsekvensen fran UGT73B4 i soja och UGT73K1
i tornlusern pavisas en sekvensidentitet pa 63 respektive 84% mot samma del av en
sekvens pa kromosom 7 (acc.nr. CAADHX020012292.1) i arta (Tabell 3; B2). De tva
enzymen delar egenskapen att kunna nyttja soyasapogenol som acceptorsubstrat och har
enligt jamforelse i BLAST en inbdrdes proteinsekvensidentitet pa 66% (ej redovisade
data), men ar foljaktligen specifika for olika donatorsubstrat (Achnine et al. 2005;
Sundaramoorthy et al. 2019). Aven Gvriga tva analyserade enzym ur familjen UGT73
visas vara homologa med den ndmnda sekvensen i drta, om &n med lagre sekvensidentitet
(Tabell B2). Detta kan forklaras med att indelningen i inom UGTs é&r baserad pa
proteinernas sekvensidentitet, dar gransen for UGTSs att kategoriseras inom samma familj
generellt gar vid 40% sekvensidentitet (Ross et al. 2001). Om subjektets sekvens i drta
kodar for ett funktionellt enzym kategoriseras det darmed potentiellt inom familjen
UGT73 tillsammans med andra enzym med funktion i syntesen av saponiner, varav tva i
syntesen av soyasaponiner i soja.

Chung et al. (2020) konstaterar att ett cellulosasyntas-erhallen glycosyltransferas ar
katalysator for inbindningen av glukuronsyra till C-3 hos aglykonen soyasapogenol B.
Vidare antas denna grupp vara transmembranenzymer och kan darmed spela en
avgorande roll for substratets rumsliga tillganglighet fran hydroxyleringen av
membranassoccierade CYPs till UGTs lokaliserade i cytosolen (Ro et al. 2001; Bowles
et al. 2006; Chung et al. 2020; Jozwiak et al. 2020). Dessa resultat antyder att enzymens
lokalisering pa subcellular niva kan vara avgorande, och att andra enzymgrupper an de
som huvudsakligen anses involverade i syntesen av soyasaponiner kan vara av intresse
att studera.

De transkriptionsfaktorer som bekraftats uppreglera uttrycket av gener involverade i
soyasaponinsyntesen, TSAR1 i tornlusern och bHLH3 i kinesisk lakrits, har bada
strukturen av bHLH och en inbordes proteinsekvensidentitet pa 43% (Mertens et al. 2016;
Tamura et al. 2018). Den delade sekvensidentiteten som vid sokning med
proteinsekvenserna i BLAST NC-databaser pavisas mot gener i arta, i kombination med
1ag objekttackning, gor resultaten irrelevanta (Tabell B2).

Funktionen av bHLH-proteinen hos kinesisk lakrits och tornlusern & motsvarande, men
de gener som uppregleras av dessa TFs i respektive art har inte konstaterats ha likadana
egenskaper (Mertens et al. 2016; Tamura et al. 2018). Den laga sekvensidentiteten som
proteinerna delar tyder pa att information om sekvensernas homologi inte nédvandigtvis
forklarar funktionen for denna kategori av transkriptionsfaktorer. Soktraffar i
helgenomsekvenserna kopplade till kromosom 3 och 4 i arta pavisar dock hogre
sekvensidentitet mot TSAR1 respektive bHLH3 &n proteinernas inbordes identitet (Tabell
4). Detta kan motivera vidare studier pa huruvida subjekten i fraga fyller nagon funktion
som TFs i uttrycket av soyasaponinrelaterade gener i drta.
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4.4, Vaxtforadling av sorter med lagre saponininnehall

Det finns belagg for att saponininnehallet i é&rta bidrar till fréernas och
artproteinprodukternas odnskade smak (Heng et al. 2004; Heng et al. 2006a; Glaser et al.
2020). Till foljd av detta efterfragar odlare och industri sorter med lagre saponininnehall
(Hammenhag?, personlig kommunikation), vilket motiverar att foradling pa arta tar detta
I beaktande.

| soja har konstaterats att syntesen av DDMP-saponin ar kopplad till syntes av grupp-A
saponin, dar grupp-A saponiner ackumuleras i hdgre utstrdckning nér syntesen av
DDMP-saponin hindras och vice versa (Yano et al. 2017; Sundaramoorthy et al. 2019).
Detta formodas vara pa grund av att de gemensamma féregangarna tenderar att trigga
uttrycket av gener involverade i omvandlingen till soyasaponiner (Sundaramoorthy et al.
2019), vilket gor vaxtforadlingsarbetet mer komplext och att det i syfte att hindra
ackumuleringen av @mnen med odnskad smak ar mer lovande att se till variation som
reglerar syntesen i ett tidigare skede an vid hydroxyleringssteget (Yano et al. 2017;
Sundaramoorthy et al. 2019). | arta dar forekomst av grupp-A saponiner inte pavisats kan
formodas att denna mekanism inte behover tas i beaktande, vilket talar for att
foradlingsarbetet i drta inte har samma begrénsningar som i soja.

Da det som ar kant om soyasaponinsyntesen i arta begransas till identifierade p-amyrin-
syntaser och konstaterad férekomst av intermedidarer, ar det av intresse att vidare utforska
vilka gener och regioner i genomet som &r relevanta att jamfora. Enligt Sawai och Saito
(2011) forsvaras identifieringen av gener involverade i syntesen av triterpener av
diversiteten bland kdnda enzym och enzymgrupper. Metoder som analyserar forekomsten
av homologer till sekvenser av intresse, som i fallet jamférande genomik, kan vara ett sétt
att filtrera bland den stora mangd data som finns tillganglig.

Studerad litteratur visar att enbart enstaka skillnader i for funktionen avgérande regioner
kan paverka om nukleotidsekvensen kodar for funktionella protein eller om
aminosyrasekvensen har en funktion av intresse for syntesvagen i fraga. Med detta sagt
ar mer ingaende homologianalys av foreslagna sekvenser i arta motiverat, nagot som inte
genomfors inom ramarna for detta arbete.

Kompletterande metoder till homologianalys kan vara att studera eventuella samband i
uttryck- och ackumuleringsmonster (Thimmappa et al. 2014). Detta genom att studera
var i véaxten, under vilka utvecklingsstadier eller forhallanden kanda gener uttrycks eller
amnen av intresse ackumuleras, och vidare undersoka om det finns gener som
samuttrycks med dem. Denna metod har tidigare anvants for att identifiera

! Cecilia Hammenhag, projektledare for projektet ” Artan — Garantin for framtidens gréna protein” inom SLU Grogrund,
i samtal med involverade aktorer under projektets arsmote 2021-12-07.
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soyasaponinrelaterade enzym i vaxter (Fukushima et al. 2011; 2013; Thimmappa et al.
2014; Tamura et al. 2018; Vernoud et al. 2021).

Det finns aven studier som tyder pa att gener som samuttrycks eller ar involverade i
samma syntesvag aterfinns narmare varandra i genomet an vad som kan forklaras vara
slumpmassig distribuering, i sa kallade genkluster (Yi et al. 2007; Thimmappa et al.
2014). Detta tycks hos eukaryoter vara ett utbrett fenomen (Lee & Sonnhammer 2003)
och i syntesen av triterpenoida saponiner har genkluster bland annat identifierats i havre,
tornlusern, Arabidopsis thaliana L. och Lotus japonicus L. (Qi et al. 2004; Field et al.
2011; Krokida et al. 2013; Ribeiro et al. 2020). Detta &r ett aterkommande argument for
att i fraga om identifiering av saponinrelaterade gener studera fenomenet narmare
(Thimmappa et al. 2014; Ribeiro et al. 2020), att leta i for kdnda gener narliggande
sekvenser i genomet kan darmed vara motiverat.

Utover identifiering av potentiella gener krédvs metoder att validera dess funktion.
Exempel pd metoder som tidigare anvants i fraga om saponinsyntesen ar att tysta eller
overuttrycka genen i fraga i vaxten, dar den mutanta fenotypen jamférs med vildtypen
(Carelli et al. 2011; Mertens et al. 2016; Tamura et al. 2018; Sundaramoorthy et al. 2019;
Confalonieri et al. 2021; Vernoud et al. 2021). Andra férekommande metoder ar uttryck
av genen i transgena jastceller (Fukushima et al. 2011; Seki et al. 2011; Moses et al.
2014b), vaxtcellkulturer (Hayashi et al. 2003; Confalonieri et al. 2009) eller
modellvaxter (Krokida et al. 2013). Manga av dessa exempel pa studier anvander metoder
for att studera funktionen efter eller i kombination med homologimodellering av olika
slag, vilket styrker att jamforande genomik kan vara ett vardefullt verktyg.

Eftersom variation i saponininnehall forekommer naturligt i arta finns det potential att
anvanda befintligt véaxtmaterial att studera variationer i genomet och anvénda i
foradlingen. Detta ar fordelaktigt da sorter framtagna med tekniker som skapar variation,
som transgena metoder och vissa former av inducerad mutagenes, ar kontroversiella och
svara att lansera pa marknaden inom Europeiska unionen, trots att viss oenighet rader
(Purnhagen & Wesseler 2019; Eriksson et al. 2020). Foradlingsprojektet pa arta inom
SLU Grogrund har tillgang till en kollektion bestaende av 300 &rtaccessioner med olika
genetisk bakgrund (Hammenhag, personlig kommunikation; SLU Grogrund 2021b).
Detta utgor ett fordelaktigt utgdngslage i fraga om att studera variation i
soyasaponininnehall och koppla denna till genotyp, for att utveckla genetiska markorer
och andra verktyg anvéndbara inom forédlingen.

Vilka funktioner soyasaponiner har i véxter ar annu inte helt utrett (Vernoud et al. 2021).
Det finns studier som tyder pa att i arta pavisade soyasaponiner kan vara involverade i
vaxters inducerade forsvar mot herbivorer eller patogener (Taylor et al. 2004; Lukasik et
al. 2012; Ranjbar Sistani et al. 2017), hormonsignalering och rottillvaxt (Tsurumi &
Wada 1995; Tsurumi et al. 1996; Rahman et al. 2000; Rahman et al. 2001) och
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interaktioner i rhizosfaren (Waller et al. 1999; Ranjbar Sistani et al. 2017; Tsuno et al.
2018).

| forsok att tysta uttryck av genen som kodar for C-22-hydroxylaset CYP72A61 i
tornlusern erhélls inga livsdugliga embryon (Confalonieri et al. 2021), &ven andra studier
pavisar reducerad tillvéxt, fertilitet och grobarhet nér syntesen for saponiner av oleanan-
typ hindras (Naoumkina et al. 2010; Carelli et al. 2011). Detta talar for att saponiner av
oleanan-typ eller saponinrelaterade gener kan spela en avgdrande roll for vaxtens tillvéaxt
och overlevnad. Vernoud et al. (2021) visar att artplantor utan ackumulerade
soyasaponiner ger likvardig frogroning och avkastning som vildtypen i forsok i
kontrollerad miljo, men konstaterar vidare att det &r av intresse att studera effekterna av
soyasaponiner i arta i odling i falt.

I soja har uttrycket av DDMP-transferaset UGT73B4 visats vara i hog grad organspecifikt
och kopplat till syntesen av DDMP-saponin i froerna (Sundaramoorthy et al. 2019). |
froer av raps (Brassica napus L.) har forekomsten av glykosinolater, &mnen avgdrande
for insektsresistens hos korsblommiga véxter men med antinutritionella egenskaper i foda
for daggdjur, hindrat tillampningen av rapsfrobaserade produkter som foder och
livsmedel (So & Duncan 2021). Transportprotein som styr ackumuleringen av
glykosinolater i froer hos rapsslaktingen sareptasenap (B. juncea (L.) Czern.) och
homologa gener i raps och A. thaliana har identifierats (Andersen et al. 2013; Nambiar
et al. 2021), vilket tros vara av framtida betydelse inom rapsféradlingen. Att identifiera
organspecifika gener liknande DDMP-transferaset i soja eller transportproteinet i
sareptasenap och foradla mot lagre saponininnehall i froer enbart, kan vara ett satt att
undvika eventuella bieffekter som Iaga soyasaponinhalter i samtliga organ kan fora med

sig.

Att variationen i saponininnehall &r genotypberoende gor det relevant, men &r dven en
forutsattning for, att vidare undersoka artas genom och genetik i syfte att ta fram sorter
utifran efterfragan pa marknaden. Att exogena faktorer paverkar saponininnehallet kan
inte uteslutas (Ruiz et al. 1995; Vernoud et al. 2021), men &ven studerade
saponinrelaterade stressresponser tycks vara sortberoende (Ranjbar Sistani et al. 2017).
Brist pa tydlig koppling mellan saponininnehall och morfologiska egenskaper som fro-
och blomfarg &r &ven det ett argument att koppla fenotypen till genetiska markarer.
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4.5. Slutsats

Med avstamp i vad som &r kant angaende genetiska mekanismer bakom innehallet av
soyasaponiner i &rta finns mycket kvar att undersoka innan bilden &r fullstandig.
Tillganglig information begransas till det identifierade p-amyrin-syntaset och dess
kodande gensekvens, uttrycksmonstret for dessa och hur ackumuleringen av
soyasaponiner och dess foregangare ser ut. Att samla tillganglig kunskap om vilka
grupper av enzym som &r involverade i soyasaponinsyntesen i andra véxter och hur dessa
enzym ar uppbyggda bidrar till att 6ka forstaelsen for hur motsvarande mekanismer i arta
skulle kunna se ut. Att artas helgenomsekvens finns tillganglig och monterad pa
kromosomniva samt att variation i soyasaponininnehall ar genotypberoende skapar
ytterligare forutséttningar att utforska foreslagna metoder vidare.

| syfte att uppna malen inom Sveriges livsmedelsstrategi och de globala hallbarhetsmalen
med en effektiviserad livsmedelsproduktion och en 6kad andel vegetabiliska livsmedel
kan baljvaxter vara en del av l6sningen. Lokalt ar arta val lampad som alternativ
proteinkalla sett till odlingstradition och drtas odlingsegenskaper, men férekomsten av
soyasaponiner ar en bidragande faktor till att anvandningen begransas. For att andelen
arta som gar till humankonsumtion ska oka kravs att proteinravarans smakkvalitet
forbattras och hér kan vaxtforadling spela en avgorande roll.
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Bilagor

Tabell B1: Sammanstallning av enzym som kan kopplas till syntesen av soyasaponiner eller

amnen soyasaponiner kan erhallas ur.

Typ Enzym * Art Accessions Funktion Referens
nr.
0OSCs | OSCPSY Pisum sativum® AB034802 | B-Amyrin-syntas (Morita et al. 2000; Vernoud
et al. 2021)
AMS1 Glycine max® AY095999 | B-Amyrin-syntas (Takagi et al. 2011)
GmBAS3 Glycine max® KF597523 B-Amyrin-syntas (Ali et al. 2016)
GgbAS1 Glycyrrhiza glabra® AB037203 | B-Amyrin-syntas (Hayashi et al. 2001)
0SC1 Lotus japonicus® AB181244 | B-Amyrin-syntas (Sawai et al. 2011)
bAS1 Medicago truncatula® AJ430607 B-Amyrin-syntas (Iturbe-Ormaetxe et al. 2003)
bAS Polygala tenuifolia® EF107623 B-Amyrin-syntas (Jin et al. 2014)
AtBAS Arabidopsis thaliana B6EXY6 B-Amyrin-syntas (Shibuya et al. 2009)
BAS Artemisia annua EU330197 | B-Amyrin-syntas (Kirby et al. 2008)
OXA1l Aster sedifolius AY836006 | B-Amyrin-syntas (Cammareri et al. 2008)
OSCBPY Betula platyphylla AB055512 | B-Amyrin-syntas (Zzhang et al. 2003)
BgbAS Bruguiera gymnorrhiza | AB289585 | B-Amyrin-syntas (Basyuni et al. 2007)
EtAS Euphorbia tirucalli AB206469 | B-Amyrin-syntas (Kajikawa et al. 2005)
BAS1 Nigella sativa FJ013228 B-Amyrin-syntas (Scholz et al. 2009)
OSCPNY1 Panax ginseng AB009030 | B-Amyrin-syntas (Kushiro et al. 1998)
OSCPNY2 Panax ginseng AB014057 | B-Amyrin-syntas (Kushiro et al. 1998)
ITTS1 Solanum lycopersicum | HQ266579 | B-Amyrin-syntas (Wang et al. 2011)
BS Vaccaria hispanica DQ915167 | B-Amyrin-syntas (Meesapyodsuk et al. 2007)
bAS1 Avena strigosa® AJ311789 B-Amyrin-syntas (Haralampidis et al. 2001)
OSCPSM Pisum sativum® AB034803 | Multifunktionellt (Morita et al. 2000)
AMY?2 Lotus japonicus® AF478455 Multifunktionellt (Iturbe-Ormaetxe et al. 2003)
CAMS1 Arabidopsis thaliana At1g78955 | Multifunktionellt (Kolesnikova et al. 2007)
LUP1 Arabidopsis thaliana At1g78970 | Multifunktionellt (Herrera et al. 1998)
LUP2 Arabidopsis thaliana At1g78960 | Multifunktionellt (Kushiro et al. 2000b)
KcMS Kandelia candel AB257507 | Multifunktionellt (Basyuni et al. 2006)
RsM1 Rhizophora stylosa AB263203 | Multifunktionellt (Basyuni et al. 2007)
RsM2 Rhizophora stylosa AB263204 | Multifunktionellt (Basyuni et al. 2007)
TTS2 Solanum lycopersicum HQ266580 | Multifunktionellt (Wang et al. 2011)
CS0sC2 Costus speciosus? AB058508 | Multifunktionellt (Kawano et al. 2002)
CYPs | CYP93E1 Glycine max® AB231332 | B-Amyrin-, (Shibuya et al. 2006)
sophoradiol C-24-
hydroxylas
CYP93E2 Medicago truncatula® ABC59085 | B-Amyrin C-24- (Fukushima et al. 2011)
hydroxylas
CYP93E3 Glycyrrhiza uralensis® AB437320 | B-Amyrin C-24- (Seki et al. 2008)
hydroxylas
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CYP93E9S

Phaseolus vulgaris®

KF906540

B-Amyrin C-24-
hydroxylas

(Moses et al. 2014b)

CYP72A566

Glycyrrhiza uralensis®

LC318134

B-amyrin-, 24-hydroxy-
B-amyrin C-22-
hydroxylas

(Tamura et al. 2018)

CYP72A61v2

Medicago truncatula®

BAL45199

24-hydroxy-B-amyrin
C-22-hydroxylas

(Seki et al. 2011; Fukushima et
al. 2013)

CYP72A66v2

Medicago truncatula®

MK792941

B-amyrin C-22-
hydroxylas, med flera

(Fanani et al. 2019)

CYP72A69

Glycine max®

LC143445

11-oxo-B-amyrin C-30-
oxidas

(Yano et al. 2017)

GTs

UGT73B4

Glycine max®

MH255998

Soyasapogenol B,
soyasaponin Bb C-22
DDMP-transferas

(Sundaramoorthy et al. 2019)

UGT73K1

Medicago truncatula®

AY747626

Hederagenin-,
soyasapogenol B/E B-
d-Glucosyl-transferas

(Achnine et al. 2005)

UGT73P2

Glycine max®

AB473730

Soyasapogenol B 3-0-
glucuronid C-3 B-D-
galactosyl-transferas

(Shibuya et al. 2010)

UGT73P12

Glycyrrhiza uralensis®

LC315805

Glycyrrhetinsyra 3-0O-
monoglucuronid C-3 -
D-glucuronosyl-
transferas

(Nomura et al. 2019)

UGT91H4

Glycine max®

AB473731

Soyasaponin Bb’ C-3 -
D-rhamnosyl-
transferas

(Shibuya et al. 2010)

GmCSyGT1

Glycine max®

LC500227

Soyasapogenol B/A 3-
O-glucuronosyl-
transferas

(Chung et al. 2020)

TFs

bHLH3

Glycyrrhiza uralensis®

LC318133

Uppreglering av gener
kopplade till
soyasaponinsyntes

(Tamura et al. 2018)

TSAR1

Medicago truncatula®

KM409647

Uppreglering av gener
kopplade till
soyasaponinsyntes

(Mertens et al. 2016)

OSCs: oxidosqualene-cyklaser, CYPs: cytokrom P450-beroende monooxygenaser, GTs:
glykosyltransferaser, TF: transkriptionsfaktor. X Enzymnamn inom gruppen OSCs ar ofta forkortningar
hérledda ur funktionen som B-amyrin-syntas eller multifunktionellt syntas, ibland i kombination med
artnamnet, UGTs och CYPs nomenklatur &r baserade pa proteinsekvensernas homologi, GmCSyGT1:
Glycine max cellulosa-syntas erhéllen glykosyltransferasl, bHLH3: basic Helix-Loop-Helix transcription
factor 3, TSAR1: Triterpene Saponin Activating Regulator 1. @ drtslaktet (Pisum), ® familjen &rtvéxter
(Fabaceae), © artordningen (Fabales), ¢ monokotyledon.
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Tabell B2: Sammanstéllning av resultat fran sokning i BLAST, i datatabaser tillgangliga via NCBI
Nucleotide Collection (NC) respektive Whole Genome Shotguns (WGS). Séktraffar presenteras
med accessionsnummer och med objekttackning (%), sekvensidentitet (%) respektive E-varde

inom parentes. Tomma falt indikerar att sekvenserna inte pavisats som homologa.

Sokobjekt Subjekt (Pisum sativum taxid:3888)
Enzym Enzym Art Nukleotid Blastn — Nukleotid Tblastn — Protein Tblastn — Protein
-grupp accessionsnr. NC NC WGS ?
0OSCs AMS1 Glycine max® AY095999 AB034802.1 AB034802.1
(91/87,0/0,0) (99/86,9/0,0)
AB034803.2 AB034803.2
(92/84,2/0,0) (100/ 76,6 /0,0)
D89619.1 D89619.1
(59/67,1/7e-112) | (98/56,1/0,0)
GmBAS3 Glycine max® KF597523 AB034802.1 AB034802.1
(98/73,1/0,0) (99 /90,6 /0,0)
AB034803.2 AB034803.2
(98 /68,9/0,0) (100 / 80,6 / 0,0)
D89619.1 D89619.1
(39/64,1/2e-29) (98 /58,5/0,0)
GgbAS1 Glycyrrhiza AB037203 AB034802.1 AB034802.1
glabra® (85/87,6/0,0) (99/90,6/0,0)
AB034803.2 AB034803.2
(85/85,2/0,0) (99/81,5/0,0)
D89619.1 D89619.1
(66 /66,8 / 5e-146) | (98 /58,6 /0,0)
0SC1 Lotus AB181244 AB034802.1 AB034802.1
japonicus® (99 /85,6 /0,0) (99 /90,5 / 0,0)
AB034803.2 AB034803.2
(99 /83,6 /0,0) (100/ 80,0/ 0,0)
D89619.1 D89619.1
(84 /65,8 /2e-136) | (98/58,5/0,0)
bAS1 Medicago AJ430607 AB034802.1 AB034802.1
truncatula® (92 /90,1/0,0) (99 /94,7 /0,0)
AB034803.2 AB034803.2
(84/82,6/0,0) (100/ 78,6 /0,0)
D89619.1 D89619.1
(68 /66,2 /2e-139) | (98/59,0/0,0)
bAS Polygala EF107623 AB034802.1 AB034802.1
tenuifolia® (77 /77,9/0,0) (99 /76,4 /0,0)
AB034803.2 AB034803.2
(76 / 76,1/ 0,0) (99/71,1/0,0)
D89619.1 D89619.1
(62 /66,4 /3e-130) | (99/58,4/0,0)
OXAl Aster AY836006 AB034802.1 AB034802.1
sedifolius (98/73,6/0,0) (99 /85,5/0,0)
AB034803.2 AB034803.2
(98/71,2/0,0) (99/76,3/0,0)
D89619.1 D89619.1
(85/ 66,0/ 1e-127) | (99/58,1/0,0)
CYPs CYP93E1 Glycine max® AB231332 KF906539.1 KF906539.1 CAADHX020004390.1
(98 /73,9/0,0) (99/ 80,4 /0,0) (99/ 80,1/ 5e-161)
AF218296.1 CAADHX020007113.1
(89/42,2 /5e-81) (99/42,5/ 1e-111)
AF532999.2 CAADHX020024228.1
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(74 / 44,8 / 1e-73)

(97 /50,2 / 6e-109)

CYP93E2 Medicago DQ335790 KF906539.1 KF906539.1 CAADHX020004390.1
truncatula® (85/87,8/0,0) (99 /90,4 /0,0) (99/90,1/0,0)
AF218296.1 AF218296.1 CAADHX020024228.1
(29 /65,6 / 3e-27) (89/43,1/5e-88) (93/52,6/1e-111)
AF175278.1 AF532999.2 CAADHX020007113.1
(8/68,5/9e-08)" | (74/45,7/9e-73)Y | (99/ 42,0/ 2e-110)
CYP93E3 Glycyrrhiza AB437320 KF906539.1 KF906539.1 CAADHX020004390.1
uralensis® (99 /81,4 /0,0) (99 / 87,1/ 0,0) (99 / 80,2 / 4e-156)
AF532999.2 AF218296.1 CAADHX020007113.1
(10/69,1/ 1e-10) (89/42,0/ 2e-90) (99/ 48,8 / 4e-107)
AF175278.1 AF532999.2 CAADHX020024228.1
(5/69,1/2e-08)" (85/42,1/7e-81)Y | (90/51,6 /3e-102)
CYP93E9 Phaseolus KF906540 KF906539.1 KF906539.1 CAADHX020004390.1
vulgaris® (98 /72,6 / 0,0) (99 /77,7 / 0,0) (99 /70,1 / 3e-134)
AF532999.2 GU596478.1 CAADHX020007113.1
(10/ 69,5 1e-11) (90/ 41,7 / 4e-85) | (99 /37,8 / 3e-105)
AF195812.1 AF218296.1 CAADHX020024228.1
(8/69,8/4e-05) (89/41,8 / 4e-74) (89/ 48,4 / 5e-97)
AF532999.2
(74 /35,4 / 5e-68) Y
CYP72A566 Glycyrrhiza LC318134 MK534536.1 MK534536.1 CAADHX020024302.1
uralensis® (75/67,3/3e-83) | (96/49,50,0) (91/ 49,1/ 4e-94)
AB218764.1 CAADHX020023846.1
(92 /40,4 / 1e-135) | (97 /66,0 / 1e-93)
749263.1 CAADHX020007147.1
(73/23,7/2e-31)Y | (97 /88,9 /5e-78)
CYP72A61v2 | Medicago AB558145.1 MK534536.1 MK534536.1 CAADHX020023846.1
truncatula® (18 /74,0 / 3e-42) (92 /51,3 1e-179) (96 / 63,8 / 8e-86)
AY883569.1 AB218764.1 CAADHX020007147.1
(1/78,7 / 2e-06) (94/39,5/5e-83) | (100/93,6/ 4e-79)
M55147.1 749263.1 CAADHX020024302.1
(2 /74,3 / 3e-04) (28 /36,2 / 2e-07)" | (90/ 47,2 / 1e-87)
CYP72A66v2 | Medicago MK792941 MK534536.1 MK534536.1 CAADHX020007242.1
truncatula® (93/68,0/1e-131) | (91/57,10,0) (91/76,0/ 1e-68)
AB218764.1 CAADHX020023846.1
(91/41,9/6e-132) | (91/89,5/ 2e-80)
749263.1 CAADHX020024302.1
(75/27,5/ 8e-22)" | (81/57,1/ 3e-104)
CAADHX020007147.1
(90/ 61,7 / 6e-53)
CYP72A69 Glycine max® LC143445 MK534536.1 MK534536.1 CAADHX020007242.1
(20 /73,6 / 7e-58) (97 /56,9/0,0) (99 /78,9 / 2e-59)
AB218764.1 CAADHX020023846.1
(83 /50,7 / 5e-59) (95 /64,7 / 4e-78)
CAADHX020024302.1
(80 /56,0 / 1e-99)
GTs UGT73B4 Glycine max® MH255998 - KX518352.1 CAADHX020012292.1
(66 /45,6 / 4e-62) | (97 /63,1/0,0)
MF034884.1 CAADHX020000242.1
(66 /45,6 / 1e-61) (95/ 47,1/ 1e-140)
MF034881.1 CAADHX020009423.1

(66 /45,9 /2e-61)

(97 / 45,2 / 2e-137)
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UGT73K1 Medicago AY747626 MF034881.1 MF034884.1 CAADHX020012292.1
truncatula® (35/ 64,4/ 4e-18) (99/ 36,2 / 1e-98) (98 /84,2 /0,0)
MF034884.1 KX518352.1 CAADHX020009423.1
(35/63,5/3e-13) (97 / 36,3 / 1e-98) (99/ 47,6 / 2e-140)
KX518352.1 MF034881.1 CAADHX020000242.1
(25/64,0/1e-11) | (99/36,9/5e-98) | (96/ 46,8/ 1e-140)
UGT73P2 Glycine max® AB473730 MF034881.1 KX518352.1 CAADHX020024174.1
(17/70,8/3e-26) | (82/47,5/4e-98) | (97/78,9/0,0)
KX518352.1 MF034884.1 CAADHX020012692.1
(17 /70,8 / 3e-26) (82 /47,6 / 2e-96) (96 /55,7 /0,0)
MF034884.1 MF034881.1 CAADHX020024542.1
(17 /70,4 /3e-25) | (83/47,2/2e-90)" | (99/55,4/4e-172)
UGT73P12 Glycyrrhiza LC315805 MF034884.1 MF034881.1 CAADHX020024174.1
uralensis® (15/70,7 / 4e-24) | (88/42,6/2e-89) | (97/60,2/3e-163)
KX518352.1 MF034884.1 CAADHX020012692.1
(15/70,7 / 4e-24) | (85/45,3/1e-83) | (96 /49,7 /1e-156)
MF034881.1 KX518352.1 CAADHX020024542.1
(15/70,3 / 2e-22) (85/45,5/6e-83)Y | (98/47,5/2e-142)
UGT91H4 Glycine max®? AB473731 - MF034881.1 CAADHX020006075.1
(20 / 46,0 / 3e-18) (98 /74,6 /0,0)
KX518352.1 CAADHX020001505.1
(20/ 44,4 / 3e-15) | (98/ 39,2 / 5e-109)
MF034884.1 CAADHX020008199.1
(20/ 44,4 / 3e-15) ¥ | (96% / 37,1/ 1e-92)
GmCSyGT1 Glycine max® LC500227 - EU681279.1 CAADHX020000520.1
(8/46,6 /1e-14) (100 /72,6 / 3e-106)
CAADHX020003300.1
(94 / 47,6 / 2e-52)
TFs bHLH3 Glycyrrhiza LC318133 - DQ399528.1 CAADHX020001924.1
uralensis® (39/31,8/3e-12) (88 /45,8 / 2e-66)
GU132941.1 CAADHX020024109.1
(45/27,3/3e-12) | (89/ 44,3/ 6e-66)
GU132942.1 CAADHX020009614.1
(45/ 27,3 /3e-12) (100 / 44,5 / 2e-31)
TSAR1 Medicago KM409647 - GU132941.1 CAADHX020009219.1
truncatula® (17 / 44,8 / 1e-09) (88 /66,5 / 1e-63)
GU132942.1 CAADHX020005797.1
(17/ 44,8/ 1e-09) | (59/ 36,8/ 1e-24)
DQ399528.1

(22 /40,0 / 1e-04)

Y Sokningen gav fler traffar vilka inte presenteras i tabellen. Z presenterade traffar avgransas generellt till
de tre med E-varde narmast 0,0, alternativt de med en sekvensidentitet >35% . ° familjen artvéxter
(Fabaceae), ¢ artordningen (Fabales). OSCs: oxidosqualene-cyklaser, CYPs: cytokrom P450-beroende

monooxygenaser, GTs: glykosyltransferaser, TF: transkriptionsfaktor.
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