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CELE PROJEKTU

1. Ocena zréznicowania genetycznego potencjalnych form rodzicielskich maliny
wtasciwej i przygotowanie biblioteki polimorficznych amplikonéw do weryfikacji ich
potomstwa.

2. Analiza regiondw genomu maliny wtasciwej warunkujgcych jakosc¢ i wielkos¢ owocow
przeprowadzona dla 10 wybranych genotypow maliny wtasciwej, zréznicowanych pod
katem ww. cech fenotypowych.

3. Ocena stanu zdrowotnego wybranych genotypdéw maliny wiasciwej, przed ich
witgczeniem do programu krzyzowan, co pozwoli na upewnienie sie, ze uzyte w
badaniach genotypy sg wolne od groznych choréb wirusowych.

4. Wykonanie dwoéch kombinacji zapylen dla uzyskania populacji segregujgcych, z
wykorzystaniem genotypow o0 pedach pozbawionych kolcow oraz genotypow
wytwarzajgcych duze i atrakcyjne owoce.

5. Wytypowanie specyficznych fragmentow EST, pozyskanych w  wyniku
sekwencjonowania transkryptomu, jako potencjalnie sprzezonych z cechg
bezkolcowosci / kolcowosci pedow oraz jakosci wewnetrznej owocow maliny. Po
uzyskaniu odczytow sekwencji roznicujgcych genomy wytypowanych genotypow
wzorcowych przeprowadzona bedzie ich adnotacja funkcjonalna.

Cele zostaly osiagniete. |I'IH0l't--
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MATERIALY | METODY

v" Analiza polimorfizmu DNA: genotypy maliny czerwonej wytwarzajgce pedy bez kolcow (‘Tarusa’, ‘Autumn
Treasure’, klon M-295, klon M-269, klon M-258) oraz odznaczajgce sie duzymi i atrakcyjnymi owocami
(‘Sokolica’, ‘Przehyba’, ‘Heritage’, klon M-104 i klon M-164).

(etapy prac)
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. Ocena jakoéci . . 075053 DBTS053 QLTTS053 OTS058 OSTE0S3 QATSOSS 0375058 0275053
Izolacja DNA spektrofotometr Amplifikacja ocena stopnia
' (PCR) — metoda SSR pokrewienstwa
v Genotypowania metoda NGS: v' Bioinformatyczna analiza poréwnawcza bibliotek,
z roslin odmian ‘Autumn Treasure’, ‘Heritage’ odczytéw sekwencji FASTQ.
oraz klonow |0-PIB: M-164 i M-258 a. usuniecie adapteréw Cutadapt.
kolekcjonowano tkanke: _ b. mapowanie uzyskanych odczytéw Hisat2.
todyaqi koI09weJ |.bezkolcowej Hzolaci c. Genom referencyjny Rubus occidentalis v3.0. gff3.
oraz owocow dojrzatych mp | lzolacja d. Baza biatkowej Uniprot, BLASTX i BLASTP — edgeR.
i niedojrzatych, Sokolica’ — Standard RNA
% Wytonienie sekwencji EST genow o

zréznicowanej aktywnosci

v'Weryfikacja typu regulacji genéw metodg qPCR: ‘Sokolica’, ‘Glen Ample’, ‘Schénemann’, ‘Radziejowa’,
klony M-258 i M-164 (specyficzne oligonukleotydy zaprojektowane w badaniach, Primer3PRO)

»Badania na obecnos¢ wirusa krzaczastej kartowatosci maliny (RBDV): metoda DAS-ELISA oraz RT-PCR.

(etapy prac):
Kwasy nukleinowe izolowano metodg adsorbcji na zelu krzemionkowym.

» Do amplifikacji fragmentow cDNA stosowano startery: CPh-F/CPh-R ,RYN1-f/RYN1-r oraz RLBV-1f/RLBV-L1r.
» Produkty PCR rozdzielano elektroforetycznie w 1,2% zelu agarozowym, barwiono bromkiem etydyny i
analizowano w swietle UV.



WY NIKI

Temat badawczy 1. Ocena stopnia polimorfizmu DNA 10 genotypdw (potencjalnych
form rodzicielskich) maliny.

= } gcznie przeprowadzono 1100 reakcji amplifikacji z 20 parami oligonukleotydéw, uzyskano 123
amplikony, z ktérych dwa byty monomorficzne o dtugosci od 90 do 700 pz.

=Utworzono biblioteke polimorficznych amplikonow, badane genotypy scharakteryzowano na podstawie
32-46 alleli. Do analizy potomstwa uzyskanego w wyniku krzyzowania uzytych w badaniu form
rodzicielskich wytypowano zestaw dziewieciu oligonukleotyddw: rul2a, ru24a, ru25a, ru26a, ru3sa, ru57a,
116a, 117b, ru228a, generujgcych najwiecej polimorficznych amplikondw.

»Pokrewienstwo badanych genotypéw maliny okreslone w oparciu o dane wygenerowane metodg SSR,
ksztattowato sie na poziomie 16-48%. Najwyzsze wskazniki pokrewienstwa genetycznego obserwowano
dla genotypow: M-258, ‘Sokolica’, oraz M-269, ‘Przehyba’ jak rowniez M-104, ‘Heritage’ wynosi on
odpowiednio 47%, 48%, 44%. Najnizszy wskaznik pokrewienstwa genetycznego z pozostatymi roslinami
odnotowano dla genotypow ‘Autumn Treasure’ oraz ‘Tarusa’ i wynosit on ok. 20% .

Dendrogram Wn | OS k|
=Uzyskana biblioteka polimorficznych
- — amplikondw jest narzedziem do weryfikacji
V- 164 potomstwa badanych form rodzicielskich
M- 295 maliny.
e Do utworzenia 2 populacji segregujgcych
rzehyba 1 ’
M- 104 wytypowano genotypy ‘Autumn Treasure’,
Heritage ‘Heritage’, klony M-164 oraz M-258, oddalone
A reesure enetycznie i zréznicowane pod wzgledem
Tarusa
— badanych cech.
0,975053 0,875053 0,775053 0,675053 0,575053 0,475053 0,375053 0,275053
Similarity

Dendrogram obrazujacy pokrewienstwo 10 InHort.
genotypoéw maliny(Jaccard/ UPGMA) iNsTYTUT 0GRODNICTWA [



WY NIKI

Temat badawczy 2: Ocena 10 genotypédw maliny w
oparciu o grupy gendw warunkujacych jakos¢ i wielkos¢
owocow z uzyciem technik analizy DNA

tacznie przeprowadzono 600 reakcji z 10 parami
oligonukletydéw, uzyskano 52 polimorficzne amplikony o
dtugosci od 140 do 700 pz. W reakcji z oligonukleotydami:
Rubus25a, Rubusl166b, Rubus210a, RiM015 i Rubis222e,
obserwowano fragmenty DNA o dtugosci odpowiednio 150 i
160, 130, 110, 360 i 240 pz najprawdopodobniej skorelowane
z wielkoscig owocow.

a) b)

P

Przyktadowe elektroforegramy produktéw amplifikacji metodg SSR na
matrycach DNA z 10 roslin malinyz oligonkleotydem: a) Rubus 35a,
b) Rubus 25a

Whnioski

*Na obecnym etapie prac nie udowodniono, ze wytypowane
markery sg znaczaco i jednoznacznie skorelowane z
cechami jakosci owocdéw, w zwigzku z tym istnieje potrzeba
kontynuowania badan w kolejnych latach realizacji projektu.

Temat badawczy 3: Ocena  stanu
zdrowotnego wybranych genotypow maliny
przed ich wiaczeniem do programu
krzyzowan (4 genotypy x 10 roslin = 40 form
rodzicielskich).

Na podstawie uzyskanych wynikow testu DAS-
ELISA stwierdzono obecno$¢ RBDV w
roslinach  klonow  maliny  oznaczonych:
‘Heritage’ oraz nr 164 — rosliny 7, 8, 9 i 10.
Testy RT-PCR nie wykazaty obecnosci wirusa
cetkowanej plamistosci lisci maliny (RLMV),
wirusa zottaczki nerwéw lisci maliny (RYNV) i
wirusa plamistosci maliny (RLBV) w probach
lisci pobranych z badanych roslin maliny. Na
roslinach tych nie obserwowano rowniez
zadnych objawdéw wskazujgcych na infekcje
wirusami.

Whnioski

*Brak objawdéw chorobowych
nie wykluczat porazenia roslin
przez RBDV.

*Wykrycie RBDV w 10 sposréd
40 badanych roslin moze
wskazywac na obecnosc¢
potencjalnego zrodta wirusa w
sgsiedztwie.

*Badane rosliny maliny byty
wolne od RLMV, RYNV i RLBV.




WYNIKI

Temat badawczy 4: Ocena mozliwosci_uzyskania populacji_segregujacej
maliny wiasciwej

« Wykonano dwie kombinacje krzyzowan 2z udziatem genotypdéw rodzicielskich
charakteryzujgcych sie pedami catkowicie pozbawionymi kolcéw (‘Autumn Treasure’,
M-258) oraz duzymi i atrakcyjnymi owocami (‘Heritage’, klon M-164).

+ Liczba zapylonych kwiatow w obu kombinacjach krzyzowan byta zr6znicowana i wynosita
dla ‘Heritage’ x M-258 — 42 kwiaty, a dla ‘Autumn Treasure’ x M-164 — 15 kwiatéw, zas
liczba owocéw — odpowiednio 33 i 8. tacznie zapylono 57 kwiatow, z ktorych uzyskano
41 owocow.

« Srednia efektywno$¢ zapylania, wyrazona jako procent uzyskanych owocéw w stosunku
do zapylonych kwiatow, wynosita 66 %. Porownujgc obie kombinacje krzyzowan, lepszg
efektywnos$cig zapylania, wynoszgcg 78,6 %, odznaczata sie kombinacja ‘Heritage’ x
M-258.

« Srednia masa owocéw, zebranych w obu kombinacjach krzyzowan byta zréznicowana
| wynosita, w przeliczeniu na jeden owoc, 1,38 g. Wiekszymi owocami (1,55 Q)
charakteryzowata sie kombinacja ‘Heritage’ x M-258.

« Z zebranych owocow uzyskano tgcznie 1331 nasion, co pozwalato wyliczy¢, ze jeden
owoc maliny wiasciwej zawierat przecietnie 26 nasion. Wiecej nasion w jednym owocu
(36,6 szt.) stwierdzono w kombinacji ‘Heritage’ x M-258. Liczba nasion uzyskana w obu
kombinacjach krzyzowan byta zréznicowana. Znacznie wiecej nasion uzyskano w wyniku
krzyzowania odmiany ‘Heritage’ i klonu M-258.

WhnioskKi

Mozliwe jest otrzymanie nasion mieszancowych dla dwu populacji segregujgcych: ‘Heritage’
x M-258 oraz ‘Autumn Treasure’ x M-164 w wyniku krzyzowania genotypow maliny ‘Heritage’
| M-164, oddalonych od siebie genetycznie i odznaczajgcych sie duzymi i atrakcyjnymi
owocami, z genotypami M-258 i ‘Autumn Treasure’, posiadajgcymi pedy pozbawione kolcow.




WY NIKI

Temat badawczy 5: Ocena 10 genotypédw maliny w oparciu o grupy genéw warunkujacych
jakosc¢ i wielkos¢ owocdw z uzyciem technik analizy DNA

Analiza NGS: Liczba odczytow - 272 198 883

Poréwnania plikow wynikowych Cecha dla ktorej podjeto identyfikacje
Pokrycie genomu R. occidentalis <35,43 % — 90,14 %> | Sekwencii deEST

Sokolica (todyga kolcowa) vs. M-258 (fodyga bezkolcowa) Cecha kolcowosci pedédw maliny
Sokolica (todyga kolcowa) vs. Autumn Treasure (todyga bezkolcowa)

Sokolica (owoce niedojrzate) vs. Sokolica (owoce dojrzate) Cecha jakos$ci owocow maliny

Sokolica (owoce niedojrzate) vs. M-258 (owoce doirzate)

Volcano plot (p-value)

Kolcowos$é/bezkolcowos¢

Jakos¢ owocow Mapa korelacji prob poréwnywanych

Wytypowanie gendw o zroznicowanej ekspresji, analiza poziomu ekspresji 10 genow najbardziej
zroznicowanych pod katem aktywnosci w porownywanych prébach roslinnych
5 gendw dla cechy kolcowosci maliny - zbadano dla odmian: ‘Autum Treasure’, ‘Sokolica’, ‘Glen
Ample’, M-164,‘Heritage’, M-258, ‘Radziejowa’ i ‘Schonemann’
« 5 gendw dla cechy jakosci wewnetrznej owocow : gPCR
dla odmian: ‘Sokolica’, M-164 i ‘Heritage’

InHort..
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WYNIKI (temat badawczy 5 cd.)

Profil ekspresji (QPCR) gendw regulujgcych jakos¢ wewnetrzng owocow maliny czerwonej

10000 -

1000 -+

100 -+

10 -+

ki

Sokol\m(
niedaojrz. )

M-164 (owoc dojrzaty) Heritage (owoc
dojrzaty)

0,1

m Ro01_G29707
m Ro01_G29828
Ro03_G07437
Ro04_G23123

Ro07_G04376

Wzrost aktywnosci Ro01_G29707,
Ro01_G29828, Ro03_G07437,
Ro07_G04376, Ro04_G23123, w owocach
dojrzatych klonu M-164 (duze stodkie
owoce).

10x mniejsza aktywnos¢ gendw
Ro01_G29707 i Ro04_G23123, - dojrzate
owocach ‘Heritage’ (owoce Sredniej jakosci)
W owocach niedojrzatych nie
zaobserwowano istotnej aktywnosci
wytonionych genéw

Profil ekspresji (QPCR) gendw regulujgcych ceche kolcowosci pedow maliny czerwonej,

10000 7

1000 7

100 17

10 +7

Autum
Tresinne
o1 HADETEGicw

0, =<

1.0 el ]1 | 11

Sokolica  Glen Amphe M-164 Heritage M-258 Radziejowa Schoneman
{kolcowa)  (berkolcdw)] [matekolce) (kolcowa)  (berkokcdw]  (koboowa) (geste
KOICE]

m Roll_GI0096
u Ro0d_G19195
B Ro04_G24959

oD _G26206

Ten sam typ regulacji w NGS i qPCR.
Ro02_30096, Ro03_19195, Ro04_24959, Ro04_26206 - kolcowosci

)

Aktywnos$¢ gendw Ro04 _G24959 i
Ro04_G19195, Ro04_G26206 w
odmianach bezkolcowych: ‘Autum
Treasure’, ‘Glen Ample’ i M-258.

Gen Ro01_G30096 istotnie wysoki poziom
transkryptu w odmianach kolcowych,

Dla odmiany ‘Radziejowa’ - brak
zroznicowania w poziomie ekspresiji

Brak oczekiwanego produktu dla genu
Ro02_G34812

8 funkcjonalnych
markerow

InHort..
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Ro01_29828, Ro07_04376, Ro04_23123, Ro01_29207 - jakosci owocow

molekularnych




WNIOSKI

1. Uzyskano biblioteke polimorficznych amplikonéw , ktéra jest doskonatym narzedziem do
weryfikacji potomstwa badanych form rodzicielskich maliny.

2. Do utworzenia 2 populacji segregujgcych wytypowano genotypy: ‘Autumn Treasure’, ‘Heritage’,
klony M-164 oraz M-258, oddalone genetycznie i zréznicowane pod wzgledem badanych cech.
Dotychczas wytypowane markery do selekcji genotypow pod wzgledem jakosci wewnetrznej |
zewnetrznej owocow, nie sg znaczgco i jednoznacznie skorelowane z badang cecha,

3. Brak objawéw chorobowych nie wykluczat porazenia roslin przez RBDV.

4. Wykrycie RBDV w 10 sposrod 40 badanych roslin moze wskazywaC na obecnosc
potencjalnego zrodta wirusa w sgsiedztwie.

5. Badane rosliny maliny byty wolne od RLMV, RVCV i RLBV.
6. Mozliwe jest otrzymanie nasion mieszancowych dwu populacji segregujacych: ‘Heritage’ x M-
258 oraz ‘Autumn Treasure’ x M-164 w wyniku krzyzowania genotypow maliny ‘Heritage’ i M-

164, oddalonych od siebie genetycznie i odznaczajgcych sie duzymi i atrakcyjnymi owocami, z
genotypami M-258 i ‘Autumn Treasure’, posiadajgcymi pedy pozbawione kolcow.

7. Sporzgdzono baze sekwencyjng - 6 000 adnotowanych gendéw o odmiennej aktywnosci w
badanych odmianach / klonach maliny wtasciwej (Rubus idaeus L.).

8. Osiem genow: Ro002 30096, Ro003 19195, Ro004 24959, Ro004 26206, Ro01 29828,
Ro07_04376, Ro04 23123, Ro01_ 29207, wykazato przydatnoS¢ do wstepnego okreslenia
statusu molekularnego odmian maliny i mogg stanowi¢ specyficzne funkcjonalne markery do
wczesnej selekcji roslin kolcowych / bezkolcowych o wysokiej jakosci owocow.

InHort..
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