ZADANIE 43
POSZUKIWANIE REGIONOW DNA SPRZEZONYCH lI'IHOI'Wt B
Z WAZNYMI CECHAMI UZYTKOWYMI
(BEZKOLCOWOSC, WIELKOSC OWOCOW, ZAWARTOSC
W OWOCACH EKSTRAKTU | KWASU ASKORBINOWEGO)
U MALINY WELASCIWEJ (RUBUS IDAEUS L)
POPRZEZ ANALIZE TRANSKRYPTOMOW

KIEROWNIK ZADANIA:
dr Anita Kuras

e-mail: anita.kuras@inhort.pl

OKRES REALIZACJI BADAN: 2024

ZESPOL WYKONAWCOW:

dr hab. Agnieszka Masny, dr hab. Stanistaw Pluta, dr Marek Szymajda,
dr Sylwia Keller-Przybytkowicz, dr Mariusz Lewandowski,

dr tukasz Seliga, dr Michat Oskiera, mgr Jolanta Kubik,

Instytut Ogrodnictwa — mgr Bogustawa ldczak, mgr Agnieszka Walencik, mgr Renata Czarnecka,
Panstwowy Instytut Badawczy Piotr Skreta, Krystyna Strgczynska, Krzysztof Pezik, Marzena Snieguta,
ul. Konstytucji 3 Maja 1/3 Katarzyna Skrzeczkowska

96-100 Skierniewice

*

*

*
* 4 LAT
POLSKI
W UNII EUROPEJSKIE)

.



mailto:anita.kuras@inhort.pl

CELE PROJEKTU

1. Ocena mieszancow populacji segregujacej uzyskanej w wyniku krzyzowania dwoch
zroznicowanych genetycznie genotypow maliny (odmiany ‘Heritage’ i klonu M-258),
pod wzgledem wybranych cech fenotypowych, jak: Kkolczastos¢ pedow
(uwzgledniajgca ilos¢ i ,agresywnos¢” kolcow), sposdb owocowania (letnie, jesienne,
dwukrotne), wielkos¢ owocow, zawartos¢ w owocach ekstraktu | kwasu
askorbinowego. (temat badawczy 1)

2. Wytypowanie i weryfikacja metodg RT-gPCR, gendw o0 zrdoznicowanej ekspresji,
zgromadzonych w bazie sekwencyjnej uzyskanej w wyniku sekwencjonowania
transkryptomu Rubus idaeus (sezony 2021 i 2022) oraz potencjalnie sprzezonych z
cechami bezkolcowosci/kolcowosci peddw i jakosci owocow. (temat badawczy 2)

3. Ocena polimorfizmu DNA roslin mieszancowych pokolenia F;, nalezgcych do
populacji: ‘Heritage’ x M-258 w regionie genomu warunkujgcego jakos¢ owocow.
(temat badawczy 3)
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MATERIALY | METODY

» Badaniom poddane zostaty rosngce w doswiadczeniu polowym siewki populacji segregujgcej ‘Heritage’ x
M-258, odznaczajgcej sie wysokim udziatem potomstwa charakteryzujgcego sie brakiem lub matg
»2agresywnoscig” kolcéw, a takze rosliny obu genotypow rodzicielskich.

» Wykonano indywidualng ocene instrumentalng lub bonitacyjng wszystkich siewek i ich form rodzicielskich.

» Oceniono sposdb owocowania siewek i wielko§¢ owocdw, kolcowos¢ peddw oraz zawartos¢ ekstraktu
| kwasu askorbinowego w owocach po ich ok. 3 miesiecznym przechowywaniu w stanie zamrozonym.

100
140
150 + + + + + + + o+
190

» Analiza polimorfizmu DNA.

o . 200
zolacia Ocena jakosci Amplifikacja Wizualizacja produktéw PCR 210 * i I *
DNAJ spektrofotometr (PCR) —metoda SSR —metoda SSR
(10 par oligo)

Analiza polimorfizmu DNA

Analiza bioinformatyczna

» Wygenerowane amplikony poddano analizie bioinfomatycznej pod kagtem oceny stopnia ich powinowactwa
genetycznego. Obecnos$¢ Iub brak polimorficznych fragmentdéw DNA byla podstawg do okreslenia
pokrewienstwa genetycznego badanych genotypow maliny.

» Dystans genetyczny okreslono na podstawie analizy kodow binarnych 0/1, gdzie ,0” oznaczat brak fragmentu
DNA o okreslonej dtugosci, a ,1” - jego obecnos¢ (metoda Jaccarda). Dendrogram obrazujgcy pokrewienstwo
badanych genotypow skonstruowano stosujgc metode UPGMA.

» Przeprowadzono analize gtéwnych sktadowych PCA (metoda Pirsona). * ot |I'IHOI'tu
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MATERIALY | METODY 2

POLSKI
W UNII EUROPEJSKIE)

MATERIAL DO BADAN WALIDACYJNYCH (NGS vs. RT-QPCR) - odmiany wzorcowe ‘Sokolica’ i M-258
(todygi kocowe i bez kolcéw, owoce niedojrzale i dojrzate).

MATERIAL. DO WERYFIKACJI PRZYDATNOSCI GENOW - (probki todyg z kolcami i bez, owoce niedojrzate i
dojrzate) 10 wyselekcjonowanych siewek (réozne pod wzgledem badanych cech) z populacji ,Heritage’ x M-258

‘ , F e !‘ Izolacja RNA Optymalizacja RT-gPCR, T

S gen ref. Rul8 o= -
F: ACGTCATCCTCCGGCAAAGC =
Zestaw R: ACGACGAAGCTCGCAAGTACAC =
>Q|agen e
Profil termiczny: 95°C/30s; =
/lub metoda 60°C/20s. ! e

Zeng&Yang 720C/20s (40x) :

2000

Wytypowano 15 genéw o rozpoznanej funkcji (A) i o zréznicowanej ekspresji w poréwnywanych prébach
roslinnych (NGS - 2021-2022) (do testow RT-qPCR zaprojektowano oligonukleotydy (B) (Primer3PRO))

CECHA IDR GENU FUNKCJA NAZWA SEKWENCJA 5’ SEKWENCJA 3’

Ro04_G00062 Ribonuklezae | RO04_G00062F ATGCAAGAAGAATGGCCAAC CTTGATGTTCGCCAGGGTAT
Ro04 (G36126 Glutathione S-transferase U18 RO04_G36125F GAGCCAGTAGTTGTGCCTCAC GAAGCCTCTAGCGTGGAGAA

Ro04 G06366 Acyl carrier protein 1, chloroplastic RO04_G06356F GCCAAACCAGAGACTCTCAAC | TGTCAAGAGAGTCAGCTCCAAG
Ro02_G03106 F-box/FBD/LRR-repeat protein RO04_G36746F CCGTTATTCGACGTTGGACT AGCCAGATCACCCATGAAAC
Ro03_G31839 Protein DETOXIFICATION 30 RO04_G04810F GAAGGAGTGTACGGGCATGT TGCGTTCTCATCCTCAGTTG
o Ro01_G18291 __Endoglucanase 13 RO02_G02344F GTTGCGAAATTGCTACGTGA | GATATGGACCGCATTGGTCT
8 Ro02_G02344 D|hydroflayonol 4-reductase RO01_G18291F CATGGTAGCAGCAAAGCTGA TCAAAGGCCTGCTTGATCTT

S Ro02_G20701 Putative laccase-1

] R003_G10620 Transcription repressor OFP17 RO03_G31839F CAACCAAACGTGCAATGTTC AAGGCCTGCTTGATCTTTGA
E Ro07_GO06503 Peroxidase 66 RO01_G07665F ACAGGAACATGGACGAGGAC ATGTGCCTGGCTTCTCCTTA
R002_G04086 Probable inactive patatin-like protein 9 RO02_G04086F AGGCCTTTGGATTGGCTAGT ATCCTTGCACGGACTAGGTG
R004_G36746 Methionine—tRNA ligase, cytoplasmic RO02_G12616F GCTTCTGCTTGAAACCAACC CCTTTGTGAGCCGTAATGGT
R002 G12616 Putative laccase-1 RO03_G10620F GCAGCGGTCAAGAGTTTCTC ACATCCGTCAAGTCCCTCAC
RoO4:GO481O Cellulose synthase A catalytic subunit 7 RO07_G09503F CAAGCGATTAGTGGGAGGAA CACTCGGCAATTCAGTCTCA
A ROO1 GO7665 Kelch repeat and BTB domain-containing RO02_G20701F GATGAGGAAGGAACGCTTTG GAGCGAGGAGTGTCAGAACC
— protein 8 RO02_G03105F CAACTCTGCCTGGCTACTCC CCCCGGTGTAATCTGAAATG
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Temat badawczy 1: Indywidualna ocena cech fenotypowych roslin mieszancow maliny,
nalezacych do populacji seqreqgujacej wytypowanej do badan (okoto 100 pojedynkoéw)

>

Wykazano duze zroéznicowanie badanych 102 genotypdw nalezgcych do populacji segregujacej
‘Heritage’ x M-258 pod wzgledem: obecnosci i ,agresywnosci” kolcow na pedach i1 wielkosSci
OWOCOW.

46 genotypow zaklasyfikowano do grupy ,jesiennych”, a wiec owocujgcych na jednorocznych
pedach.

19 genotypow odznaczato sie owocowaniem na wierzchotkach bardzo wysokich, jednorocznych
pedow, co pozwolito zakwalifikowac je do tzw. ,dwupietrowych”.

37 genotypow wigczono do grupy ,letnich”, owocujgcych na dwuletnich pedach.

Stwierdzono, ze 29 siewek wytworzyto owoce o wyzszej masie jednostkowej od owocow obu form
rodzicielskich. Owoce o najwiekszej masie (powyzej 5,0 g) posiadato 16 roslin.

W rodzinie mieszancow uzyskanej z krzyzowania ‘Heritage’ x M-258:
o sposrod 102 siewek, bezkolcowe pedy w czesci sSrodkowej i gérnej tworzyto 41 roslin (40,2%
badanej populacji segregujgcej);
o 5roslin (4,9% populacji) posiadato mate i delikatne kolce na pedach;
o jedynie 11 siewek (10,8% populacji) charakteryzowato sie ostrymi, ,agresywnymi” kolcami.

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

Zawartos¢ kwasu askorbinowego w owocach siewek populacji ‘Heritage’ x M-258, wynosita od
25 mg/100 g do 45,5 mg/100 g swiezej masy owocu. Wiekszg zawartoscig kwasu askorbinowego,
w porownaniu do obu odmian rodzicielskich, odznaczaty sie owoce 35 siewek.

P Y InHort..
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Temat badawczy 2: Wytypowanie i weryfikacja metoda RT-gPCR. gendéw o zréznicowanej
ekspresji, zaromadzonych w bazie sekwencyjnej Rubus idaeus

Analiza NGS (poréwnanie ,Sokolica’ vs. M-258)
oraz analiza funkcjonalna (GO enrichment)

bezkolcowosé pedéw maliny, 265 775 DEG’s
Adnotacja funkcjonalna genéw:

GO enrichment

procesy biologiczne - 135 268 DEG's,

czynniki molekularne - 109 143 DEG’s, sktadniki
komoérkowe - 21 364 DEG's.

Walidacja typu regulacji wytypowanych
DEG’s

Przyktadowe profile ekspresji DEG’s (QPCR)

Ro04_GO00062 Ro03_G10620

Cecha kolcowosci pedéw (15 genow)

IN
N
o

Dla genéw, o rozpoznanych identyfikatorach:

Ro04_G00062, Ro04_G36126, Ro04_G06366, Ro02_G03106,
Ro03_G31839, Ro01_G18291, Ro02_G02344, Ro02_G20701,
Ro03_G10620, Ro07_G06503, Ro02_G04086, Ro02_G12616

W

Krotnos¢ zmiany
= N
Krotnosé zmiany

o

» nadekspresjaw eksperymencie RNA-seq i T ¥
testach RT-gPCR w prébach odmiany ‘Sokolica’, RO " wWoorGorees
ktéra posiada pedy o agresywnych kolcach . Reor-ciszer

Odmienny typ regulacji w obu testach dla genéw o §
identyfikatorach Ro04_G36746, Ro04_G04810 i g
Ro01_GO07665 =

2
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Temat badawczy 2 cd. Ocena profili ekspresji wylonionych genéw w genomach roslin mieszancowych
populacji segregujacej ,Heritage’ x M-258

Testy walidacyjne przeprowadzone dla préb cDNA wyizolowanych z todyg (kolcowe, bezkolcowe) oraz
owocow (niedojrzate i dojrzate) 10 genotypéw mieszancowych ,Heritage’ x M-258

Ocena poziomu ekspresji wytonionych genéw,
zwigzanych z regulacja cechy kolcowosci pedéw

Wyniki normalizowano wzgledem proby kontrolnej

Ocena poziomu ekspresji wybranych genéw, sprzezonych
z cechami jakosci owocow

odmiany ‘Glen Ample’ (wytwarza pedy bez kolcéw)

Wyniki normalizowano wzgledem proby kontrolnej odmiany
‘Sokolica’ (wytwarza wysokiej jakosci smaczne i duze owoce)

Przyktadowe profile ekspresji wytypowanych genéw

Ro01_G3013 Ro07_G33724 Ro04_G04810
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Istotna korelacja aktywnosci z cechg kolcowosci pedéw maliny
osSmiu gendw:

Ro07_G33724 (biatko E3 ubikwityny/ ligazy listerinowe)),
Ro03_G19195 (biatko 6 transportujgce jony miedzi),
Ro01_G3013 (nieznana funkcja),

Ro02_G20701 (biatko lakazy 1),

Ro02_G02344 (reduktaza 4 Dihydroflavonolu), Ro03_G10620
(biatko represorowe transkrypcji OFP17), Ro04 _G06366
(biatko nosnikowe akrylu w chloroplastach), Ro04 _G04810
(podjed. katalityczna syntazy celulozy A).

Przyktadowe profile ekspresji wytypowanych genow

Ro01_G01270 Ro01_G29828

Ro01_G01270

Ro01_G29828
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Istotna korelacja z cechami jakosci i dojrzewania owocdéw siedmiu
genow:

R002_G35794 (biatko syntazy kofeiny 3, domena FLD),
Ro06_G24318 (czynnik elongaciji translacji),

Ro07_G04376 (syntaza 1-metylocyklopropanu-1-karboksylazy (1-
MCP),

Ro01_ G29828 (biatko UDP-glukozyltransferazy uczestniczgce w
transporcie cukrow),
Ro05 G30898 (koduje alfa-galakturonidaze), ¥ w}
Ro04_G36399 (funkcja nieznana),
Ro01_G01270 (funkcja nieznana). InHort..
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WYNIKI

Temat badawczy 3. Ocena polimorfizmu DNA _ roslin _mieszancowych pokolenia F,,
nalezacych do populacji segrequjacej wytypowanej do badan

tacznie przeprowadzono 5 580 reakcji amplifikacji na matrycach DNA wydzielonych z 91 roslin maliny nalezgcych do populaciji
‘Heritage’ x M-258. W reakcji amplifikacji z wytypowanymi parami starteréw uzyskano 48 polimorficznych amplikonow,
rozrézniajgcych formy rodzicielskie. Dlugosc¢ polimorficznych fragmentdw DNA charakteryzujgcych testowane genotypy maliny
wahata sie od 140 do 290 pz (tab. 3). Pokrewienstwo badanych genotypéw maliny z populacji ‘Heritage’ x M-258, okreslone
w oparciu o dane wygenerowane metodg SSR, ksztattowato sie na poziomie 13-90% (ryc. 1). przeprowadzono 600 reakcji z 10
parami oligonukletydéw, uzyskano 52 polimorficzne amplikony o dtugosci od 140 do 700 pz. W reakcji z oligonukleotydami:
Rubus25a, Rubus166b, Rubus210a, RiM0O15 i Rubis222e, obserwowano fragmenty DNA o dtugosci odpowiednio 150 i 160, 130,
110, 360 i 240 pz najprawdopodobniej skorelowane z wielko$cig owocow.

4

Dendrogram
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Przyktadowy elektroforegram produktéw amplifikaciji
metodg SSR na matrycach DNA z roslin maliny z
testowanymi oligonkleotydem: rubusrl9a
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- 200 (Analiza PCA obrazujgca pokrewienstwo
240 S I U I ro$lin nalezgcych do populacii: ‘Heritage’
Al 1 * x M-258, opracowany zgodnie z metodg
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290 + + + L POL:KI
: . : : . . Dendrogram obrazujgc
Fragment tabeli z polimorficznymi amplikonami gré zUacy . InH r
- . pokrewienstwo roslin populacji -.

(metoda SSR z 10 parami oligonukleotydow) segregujace; INSTYTUT 0GRoDNICTWA I
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v Uzyskanie genotypdw o duzych, bogatych w ekstrakt i kwas askorbinowy owocach oraz
bezkolcowych pedach metodg tradycyjnej hodowli krzyzéwkowej jest mozliwe, jednak ich
liczebnos¢ w populacji siewek w znacznym stopniu zalezy od wiasciwego doboru form
rodzicielskich do programow krzyzowan.

v Wytonione geny nie wykazaty jednoznacznie stabilnej aktywnosci w badanych prébach,
pochodzgcych z roslin zarowno kolcowych, jak i bezkolcowych.

v Szes¢ gendw o0 znanej adnotacji wykazato potencjalny zwigzek z regulacjg badanych cech
maliny wiasciwej Rubus idaeus tj: Ro01 G01270, Ro04 G36399, Ro01 (29828
I  Ro07_G04376 skorelowanych z jakoscig owocow maliny oraz Ro02_G20701
I Ro03_G10620 -z wytwarzaniem kolcowych pedow.

v W wyniku przeprowadzonej oceny polimorfizmu DNA roslin mieszancowych populacji F;
‘Heritage’ x M-258 w regionie genomu warunkujgcego jakos¢ owocow, nie potwierdzono
skutecznosci testowanych markerow do selekcji genotypow maliny pod wzgledem badanej
cechy, istnieje zatem koniecznos¢ kontynuacji badan.
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PREZENTACJA WYNIKOW BADAN NA KONFERENCJI

Poster prezentowany podczas Ogdlnopolskiej Konferencji Naukowej pt. ,Innowacyjne Ogrodnictwo
zrodtem produktow wysokiej jakosci”, Lublin, 4-6 czerwca 2024 r., Streszczenia, S. 69.

ANALIZA TRANSERYPTOW GENOW DLA OKRESLENIA FUNECJONALNYCH MARKEROW lnHOt_t r
MOLEKULARNYCH CECHY BEZKOLCOWOSCI PEDOW MALINY W2ASCIWES (Ruzus mazvs)
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Analiza transkayptow genow dla okreslenia funkcj onalny ch marker ow moladlarnych cechy
bezkolcowosci pedow maliny wlasciwe] (Ridus ideeiis)

Sylwia Keller-Przybylkcowicz, Anita Kuras, Agnieszka Walencik

Instytut Ogrodnictwa — Patistwowy Instytut Badawezy
ul. Konstytugi 3 Maja 13, 96-100 Skierniewice

e-nail: sylwlakell erifinbort.pl

Celemn badafi bylo wytypowanie selowendji markerowych dla cechy bezkolcowanda peddw maliny (Rebus
idaens).

Freeprowadzono selweng onowanie NGS (Next Ceneration Sequencing) genomdw: “Autumn Treasure’
(bezkolcowy), “Heritage' (drobne kolce), M-164 1 M-258 (bezkolcowe) oraz “Sokolica’ (standard, agresywne
kolce). Lacznie uzyskano 609.1 min. odezytdw selowendi, pokrywajacych genom R accidertalis.

W oanalizie pordwnaweze] prob peddw ‘Sckolica’ 1 M-258, mdentyfikowano 265 775 selowencyi DEGs
(Cifferentialy Expressed Genes). Dla DEG przypisano funkeje w procesach biologicznych, czynnikiw
molelailarnych oraz sktadnikiw komdrkowych. Fiethadcie gendw poddano testom walidacyinym (g RT-PCE)

Ocene relatywne) ekspresji przeprowadzono metodg 7% W analizie uwzgledniono geny o wysokig
adtywmodé w bezkolcows lodydze Monu M-258 W testach RMNAseq 1 gPCR identyczny typ regulagi
odnotowano dla 12, a odmienny dla 3 z wytypowanych gendw.

Profile ekspresyine gendw zhadano na 10 rodinach populaci “Heritage” x M-258 oraz form rodzicielskich
{odmienne pod wzgledem kol cowosda peddw). Dla szedciu gendw odnotowano wysoka aktywnosé w genomach
trzech rodlin o pedach z kolcami. U mieszaticdw ekspresja tych gendw byla znaceni e wyZsza (krotno $¢ zrmany
elespregi wprzedziale 5 do 600) w pordwnaniu do ich form rodaicieldoch. Odwrothg zal efnodc zanhserwowano
dla3 gendw (u kolcows) “Heritage™) ijednego (ubezkol cowego M-258)-wyZsza ekspresja u form rodzicielskich.

Wetonione markery funkcjonalne postuzg do wezesne) seleloi materiatdw hodowlanych.

Badawia w ramach zadaht na reece postgpu biclogicenegn refindowarnych preez Miristerstwo Rolwictwa i
Regwaju Wei — zadamie 43. |, Poszuliwanie regiondw DIVA spregzomych z wagmymi cechami w@ytowymi
{hezkalcowaid, wielkoid owocdw, zawartasd elstrakiu i bwasu askorbinowsega) u maliny wlatciwel (Rubus
idaens L) poprzez analize transknptomaw”.

Gene transcripts analysis uncovered nove functional molecular markers for the trait of thornless shoots
of the red raspberry (Rubus id )

Sylwia Keller-Przybylkowicz, Anita Kuras, Agnieszka WalencikThe aim of the study was to select genes
responsible for thornless shoots ofthe red raspberry (Rubus idaens).

Next Generation Sequencing of 'Autumn Treasure’ (thomless), Heritage' (small spines). M-164 and M-258
(thornless) and 'Sokolica (standard, aggressive spines) was performed. In total 609 .1 mln sequence reads, were
mapped on the R. occidentalis reference genome. The comparative analysis of the RNAseq from 'Sokolica and
clone M-258 shoot samples, uncovered 265 775 differentially expressed genes (DEGs). Gene functions were
assigned to biological processes, molecular factors, and cellular components.

Fifteen genes were selected for validation tests (qQRT-PCR). The assessment of relative expression was

performed using the 2-AACt method. Similar type of generegulation in the tests of RNAseq vs. gPCR was found
for 12 DEGs. For 3 selected genes inconsistencies between both tests were observed.
Gene expression profiles were evaluated for Heritage', M-258 and forl0 plants from their cross. Six genes
showed high expression in the genomes of three hybrid plants with thorns. Their expression was much hi gher
(expression fold-change ranged from 5 to 600) in comparison to parental forms. In case of four evaluated genes
the hi gher activity was observed in thorny “Heritage” and thornless M-258 (3 and one. respecively).

Functional markers could be applicable for early selection of breeding materials.

The research in the frame of biological progress funded by the Ministry of Agriculture and Rural Development
-task 43:"Identification of genome regions linked to functional traits (thornlessness, fruit size, fruit extract and
ascotbic acid content) inraspbenry (Rubus idasus L) by transcriptome sequencing”

The research in the frame of biological progress fimded by the Ministry of Agricuifire and Rural Development
- taskc 43: "Tdentification of genome regions linked to fimctional traits (thommlessness, fruit size, fruit extract and
ascorbic acid content) in raspberry (Rubus idaeus L.) by transcriptome sequencing’”



