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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 i kwasu
askorbinowego. (temat badawczy 1)

2. Wytypowanie specyficznych fragmentow EST gendw o zréznicowanej ekspresji,
pozyskanych w wyniku sekwencjonowania transkryptomu (dwa sezony 2021 i 2022),
jako potencjalnie sprzezonych z cechg bezkolcowosci/kolcowosci peddéw oraz
weryfikacja ich aktywnosci metodg qPCR. (temat badawczy 2)

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

Cele zostaly osiagniete. 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.

» Indywidualna ocena siewek i ich form rodzicielskich: oceniono stopien kolcowosci peddw, sposob
owocowania siewek i wielko§¢ owocow, zawartos¢ ekstraktu i kwasu askorbinowego w owocach po ok. 3

miesiecznym okresie ich przechowywania w stanie zamrozonym.

» Analiza polimorfizmu DNA .
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MATERIALY | METODY

TEMAT 2: WERYFIKACJA | WALIDACJA REGULACJI WYLONIONYCH DEG METODA RT-OPCR

MATERIAL DO BADAN WALIDACYJNYCH (NGS VS. RT-QPCR) - odmiany wzorcowe ‘Sokolica’ i klonu 10-PIE
M-258.
MATERIAt DO WERYFIKACJI PRZYDATNOSCI WYtONIONYCH GENOW - todygi 10 wyselekcjonowanych
siewek z populacji ,Heritage’ x M-258

. Optymalizacja RT-qPCR, LUV g2

Izolacja RNA gen ref. Rul8 e
. F: ACGTCATCCTCCGGCAAAGC
Zestaw Qiagen R: ACGACGAAGCTCGCAAGTACAC
/lub metoda . _
Profil termiczny: 95°C/30s;

Zeng&Yang 60°C/20s;
2000 72°C/20s (40X) T

Wytypowano 8 genow o rozpoznanej funkcji (A) i o zréznicowanej ekspresji w poréwnywanych probach

roslinnych (do testow RT-qPCR zaprojektowano oligonukleotydy (B) (Primer3PRO))

Ro02 G35580 405 ribosomal protein 513 gaggagtgcaaagccaaaag ttctcacaaatgggctttec Ro05_G31461 229
Ro04 G22259 multidrug resistance protein gtgattctcacgggattgct actgggggaagcttctttgt Ro02_G35580 259
Ro07_G33818 carbamos'(ll;‘F;;Zth:é:':s synthase tctggacccagaaaagatgg acgaacttggctgatggttc Ro05_G30988 186
Ro07_G33724 = UbiqUitil?;f;:;Eein/ ligase tctgctttectgttgecttt agtgtttgatgctccccaac Ro04_G22259 217
Ro05_G31461 protein NRT1 gacgctttcgaagctaatgg tgtccttcgtggacttttcc Ro07_G33724 224
Ro05_G30988 alpha-galacturonidase gcagagtctggcatgtcgta gtgtgagcagagctgcagag Ro04_G27733 217
Ro03_G31882 UDP-glycosyltransferase 87A2 tcaatggttccaaaagcaca aggcttttggttgggaatct Ro03_G31882 220
Ro01_G18506 CTP synthase 2 atcgccacgacaagtacctc tttgcgtcccaaatttcttc Ro07_G33818 238



https://www.rosaceae.org/Rubus/Rubus_occidentalis/Ro02_G35580
https://www.rosaceae.org/Rubus/Rubus_occidentalis/Ro04_G22259

WYNIKI

Temat badawczy 1: Indywidualna ocena cech fenotypowych roslin mieszancow maliny,
nalezacych do populacji segregujacej wytypowanej do badan (okoto 100 pojedynkow)

» Wykazano duze zréznicowanie badanych 103 genotypow nalezgcych do populacji segregujgcej
‘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.

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

» 32 genotypy wigczono do grupy ,letnich”, owocujgcych na dwuletnich pedach, mimo ze tylko u 7 z
nich w sezonie 2023 zaobserwowano dojrzewajgce latem owoce

» 48 siewek wytworzyto owoce o0 wyzszej masie jednostkowej od owocow obu form rodzicielskich.
» Owoce 43 siewek byly bogatsze w ekstrakt niz owoce obu odmian rodzicielskich.

» Owoce 32 siewek zawieraty wiecej kwasu askorbinowego w poréwnaniu z owocami obu odmian
rodzicielskich.

» Przeprowadzone obserwacje obecnosci i ,agresywnosci’ kolcow na pedach wykazaty duze
zréznicowanie badanych siewek, pedy bez kolcow w srodkowej i gornej czesci wytworzyty 44
genotypy (42,7% catej badanej populacji segregujgcej), z czego 38 roslin (36,9% populacji)
wytwarzato pedy catkowicie pozbawione kolcow, zas na pedach 6 siewek (5,8% populacii)
obserwowano pojedyncze i fagodne kolce tylko u nasady.

» W przypadku 31 genotypow (30,1% populacji) kolce na pedach byty liczne i agresywnie, podobnie
jak u odmiany rodzicielskiej ‘Heritage’. InHort..
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Temat 2.: Weryfikcja regulacji wylonionych DEG metoda qPCR

ANALIZY BIOINFORMATYCZNE
POROWNANIE ,SOKOLICA’ VS. M-258 | ANALIZA FUNKCJONALNA (GO ENRICHMENT)

bezkolcowosci pedéw maliny, 265 775 DEG Sokolica vs. M-258
Funkcja genéw: Motecular

procesy biologiczne - 135 268 DEG's,

czynniki molekularne - 109 143 DEG's, sktadni

komorkowe - 21 364 DEG's. celluiar 3

8%

WALIDACJA TYPU REGULACJI WYTYPOWANYCH DEG’S

Ro002_G35580 Ro03_G31882 = Ro04.G22259 = ROO5 G30988

Cechy bezkolcowosci pedéw (8 genow) . . vy o
RNAseq = RT-gPCR (nadekspresja) - : . - .
Ro03 (G31882, Ro03 (31882, Ro07 633818 . S Co.

Ro07_G33724, Ro05_G3146. — T e e T o
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RNAseq # RT-gPCR (nadekspresja # inhibicja): =~ ~ . .

R005_G31461 Ro07_G33724 Ro07_G33818

R002_G35580, Ro04 G22259, :
RNAseq # RT-gPCR (inhibicja # nadekspresia)é j ‘ ‘

FDR

Ro05_G30988, : o
Ro01_G18506 brak oczekiwanego produktu T & e o
reakcji RT-gPCR. - ”




WYNIKI

Temat badawczy 2 — OCENA POZIOMU EKSPRESJI DEG’S
TESTY WALIDACYJNE DLA GENOTYPOW MIESZANCOWYCH ,HERITAGE’ x M-258
Ro04_G15926, Ro02_G15471, Ro01_G30313, Ro04_G27733, Ro05_G30988, Ro03_G19195 wykazujg

korelacje miedzy aktywnoscig genu a cechg kolcowosci

Wysoka ekspresja dla genotypow o pedach z kolcami 42 , 81,88.

Ekspresja tych gendw byta wyzsza w genotypach mieszancowych w poréwnaniu do form rodzicielskich.
Odwrotng zaleznos¢ dla gendw: Ro04 (G24959, Ro06 (18552 oraz Ro02_(G35580, Ro07_(533818.

15 DEG’s - z bazy bibliotek RNA-seq (2021-2023)
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WYNIKI

Temat badawczy 3. Ocena polimorfizmu DNA _ roslin _mieszancowych pokolenia F,,
nalezacych do populacji ‘Heritage’ x M-258

tacznie przeprowadzono 5 580 reakcji z 10 parami oligonukletydow, uzyskano 48 polimorficzne amplikony o
dtugosci od 100 do 390 pz.

Pokrewienstwo badanych genotypéw maliny z populacji ‘Heritage’ x M-258, okreslone w oparciu o dane
wygenerowane metodg SSR, ksztaltowato sie na poziomie 36-83%. Do grupowania danych dotyczacych
pokrewienstwa badanych genotypdw, zastosowano analize gtéwnych sktadowych (PCA). W wyniku ktérej klony

podzielono na dwie grupy o wiekszym podobienstwie genetycznym do jednej z form rodzicielskich uzytych w
krzyzowaniu.
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Dendrogram obrazujgcy pokrewienstwo roslin nalezgcych do
dwoch populacji: (a) ‘Heritage’ x M-258 oraz (b) analiza

gtébwnych sktadowych (PCA)
InHort..
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Przyktadowe elektroforegramy produktéw amplifikacji
metodg SSR na matrycach DNA z roslin




_ _WNIOsgt

v Uzyskanie genotypow o duzych owocach i bezkolcowych pedach metodg tradycyjnej
hodowli krzyzowkowej jest mozliwe, jednak ich liczebnos¢ w populacji siewek w znacznym
stopniu zalezy od wtasciwego doboru form rodzicielskich do programow krzyzowan.

v Sporzgdzono baze tgcznie 558 036 adnotowanych gendw o odmiennej aktywnosci w
badanych odmianach / klonach maliny wtasciwej (Rubus idaeus L.).

v Dotychczas wytonione geny nie wykazaty jednoznacznie, stabilnej aktywnosci w badanych
proébach, pochodzacych z roslin zaréwno kolcowych, jak i bezkolcowych.

v W wyniku przeprowadzonej oceny polimorfizmu DNA roslin mieszancowych pokolenia
populacji F, ‘Heritage’ x M-258 w regionie genomu warunkujgcego jakos¢ owocow nie
potwierdzono skutecznosci wytypowanych do badan markerow do selekcji genotypéw o
roznej wielkosci owocow, istnieje koniecznos¢ kontynuacji badan.

InHort..
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PREZENTACJA WYNIKOW BADAN NA KONFERENCJI

Poster prezentowany podczas VI Zjazdu Polskiego Towarzystwa Nauk Ogrodniczych —
Konferencja Naukowa pt. ,,Przyjazne Srodowisku ogrodnictwo w zyciu wspolczesnego
czlowieka”, Olsztyn, 21-22 czerwca 2023 r., Streszczenia, s. 78.

ANALIZA TRANSKRYPTOMU MALINY WLASCIWEJ RUBU. 'S IDEAUS, DLA InH rt
WYLONIENIA GENOW SPRZEZONYCH Z CECHAMI JAKOSCI OWOCOW as
ORAZ BFZK()L( OWOSCI PEDOW

Sylwia Keller-Przybylkowicz, Anita Kuras, Agnieszka Walencik, Agnieszka Masny
Instytut Ogrodnictwa ~ Paiistwowy Instytut Badawezy. ul. Konstytucji 3-go Maja 173, 96-100 Skiemiewice
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WSTEP
Malina jest satukiem upraianym w cbinsch egionach $wiaa, Jj owoce, 26 wagleds 1 zawartot gk biasktywaych. min, Zwigskow fenolowych, antocyant: § clagianin, wabogacs dice
czlowicka. Obecnic hodowla maliny skoncentrowana jest na wytworzeniu nowych odmian, charakteryzujacych sic wysoka plennos
elem pracprowadzonych badat byla identyfikacia fragmeniow EST ginbw sprachonyeh z ccchami holcowosi oraz jakokc owoeow (wielkodcia, zawanoécid ekstrakty oz knass aorinowego)
uzyskanych z odezytow NGS transkryptoménw maliny. a takze ich anotacja funkcjonalna

MATERIAL I METODY

Material roslinny: lidcie, lodygi bez kolcow i z kolcem oraz owoce niedojrzale i dojrzale. Yeaaed

skolekcjonowane z odmian i klondw: “Glen Ample’, M-238 (bezkolcowe, wytwarzajy duze - Sty

owoce) oraz *Sokolica’, M-164 (kolcowe, wytwarzajg duze owoee). IZOLACJARNA. WG, —_—— Rl
ZENGIYANG 2000. | —

Material do analiz calkowite RNA do sck novo.
Bioinformatyczna analiza porownaweza odezytow sekwencji FASTQ bibliotek cDNA
1. Usunigeic adapterow Cutadapt. =

2. Mapowanic uzyskanych odczytéw do genomu referencyjnego Rubus occidentalis v3.0. plik
23— Hisat2

3. wyszukanie sekwencji w bazic bialkowej Uniprot, BLASTX i BLASTP.
5. Koicowe opracowanic wynikéw - pakict edgeR

Weryfikacja typu regulacji gendw metods RT-gPCR: v i
laterial roslinny: “Sokolica’, ‘Glen Ample’, ‘Laszka’, ‘Radzicjowa’, ‘Autumn Treasure’ oraz Klony 10-PIB: M-258 i M-164. %

1. RNA—odwrotna transkrypeja do cDNA (Affinity QPCR cDNA Superscript Synthesis Kit. Agilent). \\

2. RT-qPCR (Kapa SybrqPCR (KapaBiosystems) (RotorGen 6000, Corbett).

3.W reakeji qPCR starterow kompl h do sekwencji genu refe Rul8sRNA .

(F: ACGTCATCCTCCGGCAAAGC; R: ACGACGAAGCTCGCAAGTACAC (Wa i in. 2021) oraz senu badancgo.

WYNIKI

Analize b dla matry hd cferencyjnego Rubus occidentalis. W tabeli 1 by poddane do ger 3 liczbe
odezytiw: Proccat imapowanyeh na genom Rubus acctdentals 3,0 odeyton dla ka zouanych pedb oszacowano w zakresic 85 - 87% Rys 1. praedstawia mape Kolorymetryczn genow o zroznicowanci
aktywnoei DEG's (warunkicm klasy fikacji byla krotnosé zmiany liczby transkryptévw L LD

Tab. 1 Rys. 1. *Sokolica’ (lodyza kolcowa) vs. M-258 (lodyga bezkolcowa). Rys. 2A. B. C. *GO enrichment” gendv o zroznicowancj ckspresji
LICZ8A PAROD-
R NAZWA PROBY sl
T_|GlenAmple-0D (owo dojrzah) 2219452
2| GlenAmple-ON (owoc niedojrzahy] | 21819105
3 [Glen Amplert (todvga bez bolcbw)_| 27177209
4 [M:255.00 (owos doiraab) 5061110
5 _|masson 4 468 622
& |M25548 (fodvaa bex kolcow) 0507199
7 4273 674
5 _[M1stON 25080716
5 [MAGEUMK (lodyga mate koice) 2808374
10_[Solalca-00 (owoe dojriah 26768187
11| Sokolica-ON (owos niedojrzay) 28911127
12| Sokolica K (odvga kolcows) 26199842
Razem 304496617

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
((i() carichment) -

pa wre-
ylmu proccstw ch, 41% - funkcja
molckularma, geny kodujace  bialka
Komponentorw Lummmm\.

Bazujac na uzyskanych danych do dalszych badan
wenfikacyjnych wytypowano 10 genow roznicuja-
eych badane odmiany pod katem kolcowosci pedow (6 gendw) i jakodci owocdw (4 geny).

Wykres 1. Profile =l | c
chpresji  gendw .
1000 reguluasych _jakok
, owocow _maliny
s czerwonc),
. J 1 0 At N
ol cksperymencic NGS. b
‘,}vf .»f (,’.d“" *"‘ s’i
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'; PP «‘o‘{& 1
P L Wik aalizy profil e i wykiesach 172,
" wysola aktywnodd gen Ro02G38794 (koduje syntaze kofeiny 3) odnotowano dla w
100000 oo | Wykres 2. Profile owocach dojrzalych M-164, ‘Radzicjona
10600 > Sapoogit . istotng inhibicje wszystkich badanych genow zaobserwowano w owocach Klomu
regulujgeych ¢ M-258
o bolconose . da genow o ciach: RoD6G24318 (czynnik transkrypeyjny). Ro02GIS471
ml_m <3 la genow o anotaciach: Ro0GG31S (caymnik transkrypeiny). Ro02
% (funkcja molckulama) oraz Ro0IG18506 (koduje syntazg CTP) oszacowano wysoky
I I I | o et ey
Rsperymencie NGS. v §
PODSUMOWANIE
Watypowane sekwencje moga stanowic potencialne ma inkcjonalne dla badanych cech, przydatne do wezesnc
=, sclekeji nowo wytworzonych genotypéw maliny wlasciwej

Abstrakt zamieszczony w materiatach konferencyjnych: VI Zjazd Polskiego Towarzystwa
Nauk Ogrodniuczych — Konferencja Naukowa pt. ,,Przyjazne §rodowisku ogrodnictwo w
zyciu wspoélczesnego czlowieka”, Olsztyn, 21-22 czerwca 2023 r., Streszczenia, s. 78.

ANALIZA TRANSKRYPTOMU MALINY WEASCIWEJ RUBUS IDEAUS, DLA
WYLONIENIA GENOW SPRZEZONYCH Z CECHAMI JAKOSCI OWOCOW ORAZ
BEZKOLCOWOSCI PEDOW.

Sylwia Keller-Przybylkowicz, Anita Kuras, Agnieszka Walencik, Agnieszka Masny.
Instytut Ogrodnictwa — Panstwowy Instytut Badawczy, ul Konstytucji 3-go maja 1/3, Skierniewice
Stowa kluczowe: Rubus idaeus, transkryptom, kolcowo$¢ pedéw, jakosé owocow

Malina jest gatunkiem uprawianym w roéznych regionach §wiata. Jej owoce, ze wzgledu na
zawarto$¢ zwiazkéw Dbioaktywnych m.in. zwigzkow fenolowych, antocyjanéow i elagitannin,
wzbogacaja diet¢ cztowieka. Obecnie hodowla maliny skoncentrowana jest na wytworzeniu nowych
odmian, charakteryzujacych si¢ wysoka plennoscia, zimotrwatoscia, atrakcyjnymi owocami oraz o
pedach bezkolcowych.

Celem przeprowadzonych badan byla identyfikacja fragmentéw EST genow sprzg¢zonych z
cechami kolcowosci oraz jakosci wewngtrznej owocow, uzyskanych z odczytow NGS transkryptomow
maliny, a takze ich anotacja funkcjonalna.

Materiat do eksperymentu NGS stanowily probki RNA z todyg oraz owocow (niedojrzaty,
dojrzaty), skolekcjonowane z roélin odmian: ‘Sokolica’ (odmiana o kolcowych pedach), ‘Glen Ample’
(odmiana bezkolcowa) oraz klonow I0-PIB: M-164 (wytwarza delikatne kolce) i M-258 (bezkolcowy).
Dla przygotowanych preparatow sporzadzono biblioteki cDNA a odczyty sekwencji zmapowano do
referencyjnego genomu Rubus occidentalis. 51% anotowanych gendéw przypisano do grupy
uczestniczacych w regulacji procesow biologicznych, 41% - przypisano funkcje¢ molekularng, a 8%
zmapowanych sekwencji wykazato homologi¢ do genéw kodujacych biatka stanowiace komponenty
komorkowe.

Z poszczegdlnych grup (na podstawie wartosci krotnosci zmiany ekspresji — FoldChange
LogFC > 2) wytypowano dziesig¢ genow. Sze$¢ z nich réznicowato roéliny o kolcowych pedach, cztery
roznicowaly odmiany pod wzgledem jakosci wewngtrznej owocow. Weryfikacje typu regulacji
aktywnos$ci wylonionych genow (metoda RT-qPCR) przeprowadzono na matrycach cDNA odmian
kolcowych ‘Sokolica’, ‘Laszka’, ‘Radziejowa’, ‘Heritage’ i klonu M-164 oraz bezkolcowych: Glen
Ample’, ‘Autumn Treasure’ i klonu M-258 (kolekcja 10-PIB). W reakcji RT-qPCR zastosowano
referencyjny gen 18sRNA o sekwencji oligonukleotydowej okreslonej dla rodzaju Rubus.

W przeprowadzonych testach, wysoka aktywno$¢ genu Ro02G35794 (koduje syntazg kofeiny
3) odnotowano dla odmian produkujacych wysokiej jakosci duze i smaczne owoce, natomiast dla genéw
0 anotacjach: Ro06G24318 (czynnik transkrypcyjny, funkcja molekularna), Ro02G15471 (funkcja
molekularna) oraz Ro01G18506 (koduje syntazg CTP) oszacowano wysoka aktywno$¢ w todygach
roslin bezkolcowych.

Wytypowane sekwencje moga stanowi¢ markery funkcjonalne dla badanych cech, przydatne do
weczesnej selekcji nowo wytworzonych genotypow maliny wlasciwej.

Przedstawione wyniki uzyskano w ramach badan na rzecz postgpu w produkcji roslinnej, finansowanych

przez MRIRW - zadanie 43.
InHort e
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