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CELE PROJEKTU

1. Ocena mieszancow dwoch populacji segregujgcych uzyskanych w  wyniku
krzyzowania zréznicowanych genetycznie form rodzicielskich maliny wiasciwej pod
wzgledem cechy bezkolcowosci pedéw (temat badawczy 1).

2. Wytypowanie specyficznych fragmentow EST, pozyskanych w  wyniku
sekwencjonowania transkryptomu, jako potencjalnie sprzezonych 2z cechg
bezkolcowosci/kolcowosci peddéw oraz jakosci wewnetrznej owocow maliny. Po
uzyskaniu odczytow sekwencji roznicujgcych genomy wytypowanych genotypow
wzorcowych przeprowadzona bedzie ich adnotacja funkcjonalna (temat badawczy 2).

3. Ocena polimorfizmu DNA roslin mieszancéw pokolenia F,, nalezgcych do populaciji
segregujgcej wytypowane] do badan i eliminacja z populacji genotypow o
nieustalonym rodowodzie, tzw. outcross (temat badawczy 3).

Cele zostaly osiagniete.

InHort..
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MATERIALY | METODY

» Materiat badawczy siewki 2 rodzin mieszancow, wyprodukowane z nasion otrzymanych w wyniku realizacji
w roku 2021 programu krzyzowan z uzyciem czterech form rodzicielskich: ‘Heritage’ x M-258 oraz
‘Autumn Treasure’ x M-164.

» Indywidualna ocena siewek i ich form rodzicielskich pod wzgledem kolcowosci pedow i wytypowanie do
dalszych badan populacji segregujace;j.

» Zatozenie doswiadczenia polowego - tgcznie 102 mieszance oraz po 15 roslin ich form rodzicielskich.

» Analiza polimorfizmu DNA.
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m) ELIMINACIA g DO DALSZYCH BADAN BEZ
ZAMIESZAN ZAMIESZAN | SEGREGUJACEJ

WZGLEDEM KOLCOWOSCI
PEDOW MALINY

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘

ocena pokrewienstwa I H
(metoda Jaccarda/UPGMA). n ort l.

INSTYTUT OGRODNICTWA




MATERIALY | METODY

Genotypowanie metoda wysokoprzepustowego sekwencjonowania (NGS)

Materiat do badan stanowity: probki lisci, todygi (kolcowa, bezkolcowa) oraz owocéw (niedojrzaty, dojrzaty)
odmian ‘Sokolica’i ,Glen Ample’

_ . . s¢
klony 10-PIB: M-164 i M-258 |ZO|aCja RNA Ngéx\(f SEKWENCJA ZIDENTYFIKOWANEGO GENU WIEIEE?J
(p2)

Geny regulujace ceche kolcowosci pedéw maliny

. . . T ATGGGGGGATCTTCGAGATATAGGGCGAGGGTGAAGGCGAG
Bioinformatyczna analiza poréwnawcza bibliotek, GGCGGCAAAGATGGAGGCCGATCGTCAGCATAGGGAAGCCC
A i TGGAGGCTGAGCGTCGCAATAGGGAAGCCATGGAGGCGGAT
odczytow sekwencji FASTQ. TGGGTCCGGAATAAGTCACTGTATATATGTACCCACGAGAAC
a. usuniecie adapterc’)w Cutadapt_ CATGGCCTTGGCAGAGTTGACCCTAGATACTGTTACAGTGTC
. , . CAGGCCATCAAATTGAGCGATTTGTTCTCCTTCTCCGAGACCC
b. mapowanie uzyskanych odczytow Hisat2. TGATTACCATGTCCTATTCCAGATCTCTTCAAAGTAGAGCTAC
. . ATCTATTAGCGAAGACAAGTTACTACGAGAAGTTGATTATATA

c. Mapowanie do genomu referencyjnego R°00311—363 TATGGCAGGCGCGTTCCCCGCAAAATGGGTTTGGTGTCTTCG 1380
Rubus occidentalis v3.0. plikugffa. e i
d. wyszukanie sekwencji w bazie biatkowej Uniprot, ACTGATTCAAGTGTGGGAGATGGTACGCCAAGTTCATCAAAG
. GATCCAACGCAAGTGCGGGAGGGAAATGTGAGCCCTTGCTT
BLASTX | BLASTP. GTGGGGATCAAAGGTAAACTGTATGCTCTAAACACATTACCCA
. . . . CAAATCCCTCTGATTTTCCCATCTTTGAGGTATACGACCCGGA
Koncowe opracowanie wynikow — pakiet edgeR. AACCAAGTTATGGACCGCTCTTCCGGATCCTCCATTTGATCCC

TTGAGCATGGAGTGTTCTGGTT

Weryfikacja typu regulacji genéw metoda RT-qPCR dla genotypéw: ‘Sokolica’, ‘Glen Ample’, ‘Laszka’,
‘Radziejowa’, ‘Autum Treasure’, M-258 i M-164

, , WIELKOSC =

NAZWA SEKWENCJA 5 SEKWENCJA 3 PRODUKTU (p2) é
Ro01_G30313 aagtgtgggagatggtacgc ggtttccgggtcgtatacct 159 g'z
Ro04_G15926  ggggcaattatgctcttgaa gcggctgtgtcagtatttga 282 =
Ro06_G18552  tgatggctgcccttaaaatc  agagggagaccgaaggtage 125 i
Ro02_G15471 gattcgaagagatgcgaagg cagaagccaaagccaaagag 109
Ro04_G27733 gtgtgagcagagctgcagag gcagagtctggcatgtcgta 112 Optymalizacja RT-gPCR , gen ref. Rul8
Ro01_G18506  gtgaacctgataccggcact ttaactcccgcacactgtty 208 F: ACGTCATCCTCCGGCAAAGC
Ro05_G30569  aggttctggaattggcacac acctcaaggaggcctatggt 295 R: ACGACGAAGCTCGCAAGTACAC
Ro06_G24318  tgacgaaatgggtgatgcta ttcaagaaaccggaacgaat 180
Ro02_G35794 agaagcaaatggaggttgagc ccgtgttgaaatcgtttctg 350 I n H o r t . s
Ro01 G12210 ctcgagacagttgtgccatc ggcaggctgtttttgatttg 167 INSTYTUT 06RODNIcTwa D




WYNIKI

Temat badawczy 1: Indywidualna ocena mieszancéw obu populacji seqregujacych pod
wzgledem bezkolcowosci

» Wykazano duze zréznicowanie badanych siewek w obrebie kazdej rodziny mieszancow pod
wzgledem obecnosci i ,agresywnosci’ kolcéw na pedach.

» W rodzinie mieszancow uzyskanej z krzyzowania ‘Autumn Treasure’ x M-164.

o na 67 uzyskanych siewek tylko 5 siewek (7,5% populacji mieszancow tej rodziny)
odznaczato sie catkowicie bezkolcowymi pedami;

o blisko 30% siewek (22 rosliny) posiadato nieliczne i dos¢ delikatne kolce;

o 10 siewek (14,9% populacji) charakteryzowato sie licznymi i dos¢ ,,agresywnymi” kolcami
(3 klasa kolcowosci).

» W rodzinie mieszancow uzyskanej z krzyzowania ‘Heritage’ x M-258:

o sposrod 102 siewek, bezkolcowe pedy tworzyto 38 roslin (37,2% populacji mieszancow
tej rodziny);

o 15roslin (14,7% populacji) posiadato mate i delikatne kolce na pedach;

o Jedynie 6 siewek (5,9% populacji) charakteryzowato sie ostrymi, ,agresywnymi” kolcami.

» W Zadnej z badanych populacji siewek nie stwierdzono roslin o bardzo silnych
| agresywnych kolcach, ktore nalezatoby zaliczy¢ do 4 klasy kolcowosci.

InHort..
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Temat badawczy 2: Ocena 10 genotypédw maliny w oparciu o grupy genéw warunkujacych
jakosé i wielkos¢ owocdw z uzyciem technik analizy DNA
Analiza NGS: Liczba odczytéw - 272 198 883

Poréwnania plikéw wynikowych

Pokrycie genomu R. occidentalis <35,43 % — 90,14 %>

Sokolica (todyga kolcowa) vs. M-258 (todyga bezkolcowa)

Sokolica (lodyga kolcowa) vs. Autumn Treasure (todyga bezkolcowa)
Sokolica (owoce niedojrzate) vs. Sokolica (owoce dojrzate)

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

Cecha dla  ktéorej podjeto
identyfikacje sekwencji deEST
Cecha kolcowosci pedow maliny

Cecha jakosci owocow maliny

Kolcowosé/bezkolcowosé

Jakos¢ owocow Mapa korelacji prob poréwnywanych

Wytypowanie genéw 0 zréznicowanej ekspresji, analiza poziomu ekspresji 10 genéw najbardziej
zréznicowanych pod katem aktywnosci w poréwnywanych 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 jako$ci wewnetrznej owocow :

dla odmian: ‘Sokolica’, M-164 i ‘Heritage’ qaPCR InHortll
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WYNIKI c.d

Poréwnania wynikoéw uzyskanych dla badanych probek Cecha, dla ktorej przeprowadzono analize por. ekspresji DEG
A C

M-258 (todyga bezkolcowa) vs. M-164 (todyga z matymi kolcami)
GlenAmple (todyga bezkolcowa) vs. Sokolica (fodyga z kolcami)
Sokolica (todyga kolcowa) vs. M-164 (todyga z matymi kolcamu)

Sokolica (fodyga z kolcami) vs. M-258 (todyga bezkolcowa)

Cecha kolcowosci pedéw

Sokolica-ON (owoc niedojrzaty) vs. M-164-ON (owoc niedojrzaty)
Sokolica-ON (owoc niedojrzaty) vs. M-258-ON (owoc niedojrzaty)
Sokolica-ON (owoc niedojrzaty) vs. GlenAmple-ON (owoc niedojrzaty)

M-258-0OD (owoc dojrzaty) vs. M-164-OD (owoc dojrzaty)
Sokolica-OD (owoc dojrzaty) vs. M-164-OD (owoc dojrzaty)

Sokolica-OD (owoc dojrzaty) vs. GlenAmple-OD(owoc dojrzaty) Jakos¢ owocow

Sokolica-OD (owoc dojrzaty) vs. M-258-0OD (owoc dojrzaty)
M-164-OD (owoc dojrzaty) vs. M-164-ON (owoc niedojrzaty)
M-258-0OD (owoc dojrzaty) vs. M-258-ON (owoc niedojrzaty)

Sokolica-OD (owoc dojrzaty) vs. Sokolica-ON (owoc niedojrzaty)
GlenAmple-OD (owoc dojrzaty) vs. GlenAmple-ON (owoc niedojrzaty)

oo pc el
Glanhrgie L Genngls Healmap of
50 DE genes with min FOR
Iog2 scale
lenAmpie-0D vs GlenAmple-ON

Pokrycie genomu

Pearson correlation coefficient R OCCid ental | S CHROMOSO
20% —-87 % M

_IDENTYFIK
ATOR GENU

FUNKCJA GENU

Ro01_G30313

nieznana

R004_G15926

Biatko zawierajace domen¢ KH wiazacag RNA

R006_G18552

Izoforma 1 biatka podobnego do Drm3 , biatko zwigzane ze stanem
uspienia/auksyng

R002_G15471

nieznana

Ro04_G27733

hipotetyczne biatko PRUPE_1G479900, biatko rodziny helikazy RNA:
DEAD/DEAH box

Ro01_G18506

Cecha kolcowosci /
bezkolcowosci malin

Aktywnos¢ syntazy CTP, regulujacej proces biosyntezy nukleotydow
pirymidynowych

R005_G30569

biatko podobne do syntazy celulozy G3

R006_G24318

biatko 70 kDa replikacji podjednostki A wiazacej DNA, centralny
czynnik elongacji translacji P/YeiP

Ro02_G35794

syntaza kofeiny 3, duza podjednostka rybosomalna RNA podobna do
metylotransferazy K/L, domena FLD

Cechy jakosci
wewnetrznej
owocéw maliny

Ro01_G12210

prawdopodobne biatko odpornosci na choroby izoforma X1
(At4g27220) bogata w powtorzenia bogate W leucyne

Dla odmian: ‘Autum Treasure’,

‘Sokolica’, ‘Glen Ample’, M-164,

‘Heritage’, M-258, ‘Radziejowa’,

,Laszka’-zbadano;

* 6 genow dla cechy kolcowosci

* 4 genow dla cechy jakosci
wewnetrznej owocow roslin:




WYNIKI c.d.

Profil ekspresji genéw regulujgcych jakos¢é wewnetrzng owocéw
maliny czerwonej

«  Wysoka aktywnos¢é Ro6G24318 i
R02G35794 w owocach dojrzatych i
niedojrzatych odmian: ‘Glen Ample’,
‘Autumn Treasure’ i klonu M-164.

* Niski poziom ekspresji genow
R0o5G30569 i Ro1G12210.

* Najwyzszg ekspresje w owocach

o Ro06GZ24318 looocoo

™ ROOS5G30569  1po00
ROD1G12210
= Ro02G35794 1000 7

IRy dojrzatych odmian ‘Sokolica’ i
&P ¢ . )
ef‘f:é*'}é’ < Radziejowa’, oszacowano dla genu

R02G35794.

+ Wszystkie wytypowane geny z grupy
regulujgcych jakos¢ owocdéw maliny
wykazaty silng inhibicje w owocach

Profil ekspresji genéw regulujgcych ceche kolcowosci pedéw
maliny czerwonej

ro000e =meoeis=s | ony M-258.
10000 wroozaisars | * WYysoka liczba transkryptow
2000 = R004G15526 R002G15471 i Ro01G30313 w probach
100 e z todyg bezkolcowych: ‘Glen Ample’,
10 I I ‘Autumn Treasure’, ‘Heritage’ i klonu
; T M-258.
D’f; &5 t@ &5 o4 ée"’& l - Spadek ekspresji R006G18552 u
e };” R g‘* P ,\o&*’ odmian kolcowych i wysoka aktywno$¢
PO R R A w prébach bezkolcowych
¢ ® & + Niska liczba transkryptow we wszystkich
Ten sam typ regulacji w NGS i qPCR. badanych prébach Ro4G15926 i
R002G35794, Ro036G24318 - regulacja cechy jakosci owocow R004G27733 odnotowano.
R001G18506, Ro02G15471, Ro06G18552 - regulacja cechy ||'|Ho|'t“
kolcowosci pedow INSTYTUT 0GRODNICTWA [



WYNIKI

Temat badawczy 3: Ocena polimorfizmu DNA roslin mieszaicowych pokolenia F;,
nalezacych do populacji segrequjacej wytypowanej do badan

tacznie przeprowadzono 600 reakcji z 10 parami oligonukletydow, 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)

P )

itk ) )

Przyktadowe elektroforegramy produktéw amplifikacji i
metodg SSR na matrycach DNA z roslin maliny z vt o o

09946511 08946511 07946511 06946511 05946511 04946511 03946511 0,2946511

05043092 04043092  0,3043092

testowanymi oligonkleotydami: &) ru26a b) rul2a Dendrogram obrazujgcy pokrewienstwo roslin nalezgcych do
dwoceh populaciji: (a) ‘Heritage’ x M-258 oraz (b) ‘Autumn Treasure’
Podsumowanie x M-164,

1. W badanej puli roslin, nie obserwowano genotypow o nieplanowanym rodowodzie
2. Do dalszych badan wytypowano populacje ‘Heritage’ x M-258 segregujgca pod InHort-.
wzgledem kolcowosci pedéw maliny INSTYTUT oGRoDNICTWA B
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v Uzyskanie genotypow o0 bezkolcowych pedach metodg tradycyjnej hodowli krzyzéwkowej
jest mozliwe, jednak ich liczebnos¢ w populacji siewek w znacznym stopniu zalezy od
wiasciwego doboru form rodzicielskich do programéw krzyzowan.

v Poszerzono o 6 000 adnotowanych genow baze sekwencyjng Rubus idaeus L.,
przydatng do monitoringu cech: kolcowosc¢/bezkolcowosé, jakos¢é owocdw maliny.

v Pie¢ wytonionych gendéw: R002G35794, R0o036G24318, Ro01G18506, Ro02G15471,
Ro06G18552, mozna uzna¢ za potencjalnie markery do wczesne] selekcji roslin
kolcowych/bezkolcowych o wysokiej jakosci owocow.

v W wyniku przeprowadzonej oceny polimorfizmu DNA roslin mieszancowych pokolenia
populacji F; ‘Heritage’ x M-258 oraz ‘Autumn Treasure’ x M-164 stwierdzono obecnos¢
tylko genotypdw o ustalonym rodowodzie.

v Do dalszych badan molekularnych wytypowano populacje pozbawiong zamieszan
| segregujgcg pod wzgledem kolcowosci pedow: ‘Heritage’ x M-258.

InHort..
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