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CELE PROJEKTU

1. Ocena mieszancow populacji segregujgcej uzyskanej w wyniku krzyzowania dwoch
zréznicowanych genetycznie genotypéw maliny (odmiany ‘Heritage’ i klonu M-258), pod
wzgledem wybranych cech fenotypowych, jak: kolczastos¢ pedow (uwzgledniajgca ilos¢ i
,2agresywnos¢” kolcéw), sposob owocowania (letnie, jesienne, dwukrotne), wielkosc
OWOCOw, zawartosc w owocach ekstraktu i kwasu askorbinowego.
(temat badawczy 1)

2. Wytypowanie genow o0 zroznicowanej ekspresji, zgromadzonych w bazie sekwencyjne;
uzyskanej w wyniku sekwencjonowania transkryptomu Rubus idaeus (sezony 2021 i 2022),
sprzezonych z cechami bezkolcowos$ci/kolcowosci pedow i jakosci owocow oraz
weryfikacja poziomu ich aktywnosci metodg RT-gPCR na roslinach mieszancowych maliny.
(temat badawczy 2)

3. Ocena polimorfizmu DNA roslin mieszancowych pokolenia F1, nalezgcych do populaciji:
‘Heritage’ x M-258 w regionie genomu warunkujgcego jakos¢ owocow.
(temat badawczy 3)

Tematy zostaly w peini zrealizowane, a cele osiggniete.

InHort..
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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
»<agresywnoscig” kolcéw, a takze rosliny obu genotypow rodzicielskich.

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

» Oceniono sposob owocowania siewek i wielkoS¢C owocow, kolcowos¢ pedow oraz zawarto$¢ ekstraktu
| kwasu askorbinowego w owocach po ich ok. 3 miesiecznym przechowywaniu w stanie zamrozonym.

100
140
150++++++++

190

» Analiza polimorfizmu DNA.

A . 200
zolacia Ocena jakosci Amplifikacja Wizualizacja produktéw PCR 210 * i *
DNAJ spektrofotometr (PCR) —metoda SSR —metoda SSR
(10 par oligo) analiza polimorfizmu DNA

Analiza bioinformatyczna

» Wygenerowane amplikony poddano analizie bioinfomatycznej pod katem oceny stopnia ich powinowactwa
genetycznego. Obecnos¢ lub brak polimorficznych fragmentdw 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). |I'IHOI'tu
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MATERIALY | METODY

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

MATERIAL. DO WERYFIKACJI PRZYDATNOSCI GENOW: prébki todyg z kolcami i bez oraz owoce niedojrzate

| dojrzate 10 siewek (rézne pod wzgledem badanych cech) z populaciji, ‘Heritage’ x M-258

Izolacja RNA

Zestaw Qiagen
/lub metoda

Optymalizacja RT-qPCR, iy
gen ref. Rul8
F: ACGTCATCCTCCGGCAAAGC

et

R: ACGACGAAGCTCGCAAGTACAC

Profil termiczny: 95°C/30s;
60°C/20s;
72°C/20s (40x)

a0

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

S 'DENTCQEL'BATOR SEKWENCJA 5’ SEKWENCJA 3’
= Ro05 G08647 tgagtctcgaagtctgtcaagg cctecctctttcaccttaggca
O Ro06 G24465 cgagagagaagtaccaccgc tcctgggcttgaactttccg
8 Ro06 G29145 tgtctgagaaacaagcccact tctcgtaaaccccagcactc
% Ro07 G14010 ctctgaaacaagaaagcaggicta ttctgctgagacttagacaaaaca
O Ro06 G18533 tcgaaggcaattctaacgaatcg tgcgtgcttaaatcctgttcg
8 Ro07 GO07797 ttcgacccattctcgctcga tcttgacctcctgttttgge
5( Ro01 G01322 tggaagcagaacattacttgca agcggatctataaggtitcagatga
- Ro07 G09022 agctgtatcctcccctagtgtt gggtaacaatgctccacttcc
o Ro05 G27293 gagagattccgttgagtgcg ataccaccatcgtcgccttc
8 Ro06 G09934 ccaacagtgatatggggtctgg acaccaagaacacaaattctagga
= Ro07 (33293 tcatacataccatcagagacacca cgctaattgccttgactagcec
8 Ro06 G22298 ccccecgegagttcataac actggctacttcttccaaaca
| Ro02 G07019 cggtggcttctctggaatagg atatgccgctaccaagtccc
Q Ro07 G36746 gagagattccgttgagtgcg ataccaccatcgtcgccttc
Ro07 G07665 gcttggtctcggaagctcaa cacttcacctctccacccac

Relate f changa

GlemAmple vs. Sokolica {tharns)
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Temat badawczy 1: Indywidualna ocena cech fenotypowych roslin_mieszancéw maliny,
nalezacych do populacji seqreqgujacej wytypowanej do badan (okoto 100 pojedynkow)

» Wykazano duze zrdéznicowanie badanych 102 genotypow nalezacych do populacji segregujgce;j
‘Heritage’ x M-258 pod wzgledem: obecnosci i ,agresywnosci’ kolcow na pedach i wielkosci
OWOCOW.

» 46 genotypow zaklasyfikowano do grupy ,jesiennych”, a wiec owocujgcych na jednorocznych
pedach, 19 genotypow odznaczato sie owocowaniem na wierzchotkach bardzo wysokich,
jednorocznych peddéw, co pozwolito zakwalifikowac je do tzw. ,dwupietrowych” i 37 genotypow
witgczono do grupy ,letnich”, owocujgcych na dwuletnich pedach.

> Badane genotypy byty silnie zrdéznicowane pod wzgledem wielkosci owocéw. Srednia masa
1 owocu w populacji segregujgcej ‘Heritage’ x M-258 wynosita od 1,79 g do 4,08 g. Stwierdzono, ze
tgcznie 21 siewek wytworzyto owoce o wyzszej masie jednostkowe] od owocow obu form
rodzicielskich wystepujgcych w ich rodowodzie. Owoce o0 najwiekszej masie (powyzej 4,0 Q)
posiadaty 3 siewki.

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

o sposrod 102 siewek, bezkolcowe pedy w czesci srodkowej i gornej tworzyto 42 roslin (41,2%
badanej populacji segregujacej) z czego 36 roslin wytwarzato pedy catkowicie bezkolcowe;

o 6 roslin (5,9% populacji) posiadato mate i delikatne kolce na pedach;

o jedynie 13 siewek (12,7% populacji) charakteryzowato sie ostrymi, ,agresywnymi” kolcami.

» Zawartos¢ kwasu askorbinowego w owocach siewek populacji ‘Heritage’ x M-258, wynosita od 32
mg/100 g do 60 mg/100 g swiezej masy owocu. Wiekszg zawartoscig kwasu askorbinowego, w
porownaniu do obu odmian rodzicielskich, odznaczaty sie owoce 66 siewek.




Temat badawczy 2: Wytypowanie i weryfikacia metodg RT-gPCR, gendéw cechy bezkocowosci

0 zroznicowanej ekspresji, zgromadzonych w bazie sekwencyjnej Rubus idaeus

Sokolica vs.Glen Ample

Analiza NGS (‘Sokolica’ vs. ‘Glen Ample’), analiza funkcjonalna

bezkolcowos¢ pedéw maliny, 1255 775 DEG’s

Adnotacja funkcjonalna genéw: GO enrichment

procesy biologiczne - 135 268 DEG'’s, czynniki molekularne -
109 143 DEG'’s, sktadniki komorkowe - 22 115 DEG's.

Medium-chain fatty-acid--CoA ligase
Protodermal factor 1
Linoleate 13S-lipoxygenase 2-1,
chloroplastic
Jacalin-related lectin 19

Acid-sensing ion channel 2

Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic Profile ekspresji DEG’s (QPCR) — rosliny
Esterase OVCA2 wzorcowe
. . . Rol1_GOTGES valld Ro0G_G22258 valld Rol0d_G3IET46 walid Rold5_GZT223 valld
Walidacja typu regulacji7 DEG’s . . . . .
Sprzezenie z regulacjg cechy bezkolcowosci: 2 z o z J | g
Nadekspresja: _ _ _ _ " A e e R
v Ro02_G07019 (koduje Acid-sensing ion e Pt Pt Pt
channel 2)

\/ ROO6_609934 (kOdee Protodermal faCtor uur:nus_ﬁosaﬁdvallﬂ I:ou?_GD?MSvalld ‘I:c:-I:I.l' GAIESI valid

1) w probach pedoéw bezkolcowego klonu
M-258 oraz w genomie odmiany ‘Heritage’
(wytwarza pedy o niewielkich, miekkich i .

mato agresywnych kolcach). A S e
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Temat badawczy 2: Wytypowanie i weryfikacia metodg RT-gPCR, gendw cechy jakosci owocow

0 zroznicowanej ekspresji, zgromadzonych w bazie sekwencyjnej Rubus idaeus

Analiza funkcjonalna (‘Sokolica’ vs. M-258)

Jakos¢ owocow maliny: 292 261DEG’s

Adnotacja funkcjonalna genéw:

Small heat shock protein, chloroplastic
NDR1/HIN1-like protein 9
NDR1/HIN1-like protein 10

Heat shock protein 90-1
Acetate kinase
18.5 kDa class | heat shock protein
Thioredoxin reductase 2
NAC domain-containing protein 91

L)

Walidacja typu regulacji 8 DEG’s

A) w _owocach niedojrzatych aktywnos$¢ wszystkich
badanych gendéw poréwnana do kontroli ‘Sokolica’,

byta istotnie nizsza.

B) w owocach dojrzatych aktywnosé genéw:

DOWN: Ro06_G18533 i Ro04_G14010, w
odniesieniu do kontroli ‘Sokolica’,

DOWN: wszystkich testowanych genéw w probach
kontroli ‘Heritage’,

UP: Ro01_GO01322, Ro06_G24465 (4x) oraz
Ro05_G08647 i Ro07_G07797 (15x) w
prébach kontroli ‘Heritage’,

DOWN: w prébach klonu M-258.
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Temat badawczy 2 cd..: Ocena profili ekspresji wytonionych gendéw w genomach roslin

mieszancowych populacji segrequjacej ‘Heritage’ x M-258

Testy walidacyjne dla prob cDNA pedéw oraz owocow 10 roslin mieszancowych 'Heritage’ x M-258.

Ocena poziomu ekspresji wylonionych gendéw, Ocena poziomu ekspresji wybranych genoéw,

zwigzanych z regulacja cechy kolcowosci pedéw. sprzezonych z cechami jakosci owocow.
Wyniki normalizowano wzgledem préby kontrolnej Wyniki normalizowano wzgledem proby kontrolnej odmiany
odmiany ‘Glen Ample’ (wytwarza pedy bez kolcéw). ‘Sokolica’ (wytwarza wysokiej jakosci smaczne i duze owoce).
Przyktadowe profile ekspresji wytypowanych genéw Przykiadowe profile ekspresji wytypowanych genéw
‘ ol OTEE ) Falz_an7ole ) ROOT_aSE2EE PT—— RODI_G24406 S A
AT Y Sy imf—w ‘M]‘“WT
S +++++.=~.:~.:~»,.or _‘f & .-f "‘a.~¢a.~¢-a.¢& ,_ -J-J-J-ww* ‘,~~«~««w«w«,w
Ro06_G09934 Ro02_G07019 Ro07_G33239 :' ‘ .: ) 5 I e B
N ' Lalaall kel ol SESIIIISss | SOUIOSSSSS gesegiiniins
L S50 et w P g P s s
! A) UP w owocach niedojrzatych:
* UP u bezkolcowych: Ro07_G36746, Ro05 (G27293, » Ro01_GO01322, Ro005_G08647, Ro06_G18533,
Ro06_G09934, Ro02_G07019, (genoptypy: 25, 33, 61, Ro07_G09022 (genotypy 111 77)
80, M-258 i ‘Heritage’), » Ro07_G14010 (genotyp 21 11),
: gg\lljvﬁolcoi\(/v%ch: Roﬁ?ﬁG%3;29630(796e6n50typy: 2,t11 |.12)E; B) UP w owocach dojrzatych:
N o Kojcowyeh: RoO7_ ) (genotypy: > Ro05_G08647, Ro06_G24465, Ro06_G29145,
oraz ‘Heritage’). Ro06_G18533, Ro07_G07797, Ro01_G01322,
Ro07_G09022 (genotypy: 77 i M-258). 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
populacji ‘Heritage’ x M-258. W reakcji amplifikacji z wytypowanymi parami starterow uzyskano 48 polimorficznych
amplikonoéw, rozrézniajgcych formy rodzicielskie. Dtugos¢ polimorficznych fragmentdw DNA charakteryzujgcych
testowane genotypy maliny wahata sie od 150 do 280 pz. Pokrewienstwo badanych genotypéw maliny z populacji
‘Heritage’ x M-258, okreslone w oparciu o dane wygenerowane metodg SSR, ksztaltowato sie na poziomie 11-89%.

Na dendrogramie oraz po analizie gtéwnych sktadowych (PCA) obserwowano zgrupowanie w wiekszosci genotypow o
zblizonej wielkosci owocow.

gy 1
™ - 4
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Przyktadowy elektroforegram produktéw amplifikacji =
metodg SSR na matrycach DNA z roslin maliny z
testowanymi oligonkleotydem: Rubus 167a

190 ,

igg - P R - . - (Analiza PCA obrazujgca pokrewienstwo
200 N EEEEE %’_‘ji roslin nalezgcych do populaciji: ‘Heritage’
210 = x M-258, opracowany zgodnie z metodg
QAITHE  QETRR  QTTHR  QATHR  QATHD QATHR QTSR QNS QUTwe Plrsona
Fragment tabeli z polimorficznymi amplikonami I H t
g P T y 2 P Dendrogram- pokrewienstwo n or l.

(metoda SSR z 10 parami oligonukleotyddw) roslin populacji segregujace] INSTYTUT 0GRODN I cTwa [
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Temat badawczy 1

v Uzyskanie genotypdw o duzych, bogatych w ekstrakt i kwas askorbinowy owocach oraz
bezkolcowych pedach metodg tradycyjnej hodowli krzyzéwkowej jest mozliwe, jednak ich
liczebno$¢ w populacji siewek w znacznym stopniu zalezy od wiasciwego doboru form
rodzicielskich do programow krzyzowan.

Temat badawczy 2

v Wylonione geny cechy kolcowosci istotnie skorelowane sg z fenotypem roslin, posiadajgcych
niewielkie delikatne kolce Iub z ich brakiem.

v Aktywno$¢ gendw: Ro006_G24465, Ro07_G14010, Ro01_G01322, Ro07_G09022 byta
skorelowana z wysokimi wartosciami parametrow jakosci dojrzatych owocow.

Temat badawczy 3

v W wyniku przeprowadzone]j oceny polimorfizmu DNA roslin mieszancowych populacji F1
‘Heritage’ x M-258 w regionie genomu warunkujgcego jako$¢ owocow, nhie potwierdzono
skutecznosci testowanych markerow do selekcji genotypdéw maliny pod wzgledem badanej cechy,
istnieje zatem koniecznos¢ kontynuacji badan.
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