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Cele projektu w 2021 r.

Vaccinium myrtillus

V. corymbosum

Lp. |Cel Czy cel zostat
zrealizowany

1 Analiza réznorodnosci genetycznej 20 taksonow Tak
borowki czernicy

5 Zainicjowanie kultur pedow in vitro i optymalizacja Tak
mikrorozmnazania pedow V. myrtillus

3 Optymalizacja metody poliploidyzaciji in vitro Tak
Optymalizacja ukorzeniania pedéw wybranych Tak

4 tetraploidow in vitro, aklimatyzacji do warunkow ex
vitro

5 Ocena fenotypowa Tak
Poszukiwanie genow kandydujgcych zwigzanych z Tak

6 akumulacjg zwigzkéw fenolowych w migzszu owocow

borowki — izolacja




Materiat i metody

L.p.

Temat badawczy; materiat

Metodyka

Analiza réznorodnosci genetycznej 2

AFLP-PCR wg Vos i in. (1995) z 10 parami starteréw AFLP 3’

1  |taksonéw bordwki czernicy (V. (Money i wsp. 1995, Bachem i wsp. 1996);
myrtillus) * analiza r6znorodnosci — hierarchiczna analiza klastréow
Zainicjowanie kultur pedéw invitroi |+ Eksplantaty incjalne — paki wegetatywne;
5 optymalizacja mikrorozmnazania * pozywka Andersona lub WPM z dodatkiem iP lub zeatyny oraz IAA
pedow V. myrtillus (8 taksondéw V. I GA;
myrtillus)
o o |+ Poliploidyzacja in vitro z wykorzystaniem eksplantatéw pedowych i
3 |Optymalizacja metody poliploidyzacii | gnpymitotykow: kolchicyny (125 i 250 mg I-1) i APM (5 i 10 mg I-1):
in vitro (5 genotypow V. myrtillus) «  wykrywanie tetraploidow — cytometria przeptywowa
o o ] * Ukorzenianie 3-4-pedowych kepek po 10-dniowej indukcji
Optymalizacja ukorzeniania pedow ryzogenezy in vitro na pozywce z IBA i IAA, nastepnie sadzenie
4 |wybranych tetraploidow in vitro, ex vitro w substracie (torf, pasek i trociny) lub bezposrednio
aklimatyzacji do warunkow ex vitro w ww. substracie bez lub z dodatkiem ziemi z lasu.
« Tetraploidy oceniano w odniesieniu do diploidéw: parametry
Ocena fenotypowa morfologiczne pedow ”i lisci, .wielkoéé. [ ge.stgéé. aparatow
i : : : szparkowych, zawartos¢ chlorofilu, termin kwitnienia, procent
5 (rosliny diplo- i tetraploidalne : . : ‘s . . cr i L
V. myrtillus) kW|tnacy’c’h roslln,. W|’elkosc kwiatow, wielkoS¢ i zy’\/\{otnosc.: py’fkg,
zawartos¢ antocyjandw w pedach oraz efektywno$¢ krzyzowania
interploidalnego (V. corymbosum x V. myrtillus)
Poszukiwanie genoéw kandydujgcych |+ W pierwszym etapie przygotowano preparaty RNA przy uzyciu
5 zwigzanych z akumulacjg zwigzkéw zestawu komercyjnego firmy Norgen Biotek, izolowanego z lisci i

fenolowych w migzszu owocow
borowki

owocow — oddzielnie ze skorki i
corymbosum i 3 genotypow V. myrtillus.

migzszu dla 3 odmian V.




1. Analiza réznorodnosci genetycznej 21 taksonow
borowki czernicy

S * Analiza molekularna AFLP wykazata wyrazng
T2+ Zatesaymies Polsks korelacje miedzy odlegtosciami geograficznymi i
i pwernnies Foltke roznicami genetycznymi roslin badanych populacii.
o Dreriee, Potske Im wieksze byty odlegtosci pomiedzy populacjami
i tym roznice genetyczne byty wieksze. Wyniki,
e T wskazujg, ze nawet w niewielkiej populacji mozna
znalez¢ rosliny odrebne genetycznie.

T6 — Zwierzyniec, Polska

T7 - Zwierzyniec, Polska

T10 - Zwierzyniec, Polska
T9 - Zwierzyniec, Polska

T20 - Zwierzyniec, Polska [J-8]

e Osiem genotypow wykazujgcych zréznicowanie
genetyczne wybrano do dalszych prac w celu
zapoczatkowania kultur in vitro, niezbednych do
wytworzenia autotetraploidow. Po ocenie zdolnosci
wzrostu roslin w warunkach szklarniowych oraz
zdolnosci do tworzenia pedéw w kulturach in vitro,
do poliploidyzacji wybrano 4 genotypy o
najlepszych parametrach wzrostu i rozmnazania.




2. Zainicjowanie kultur pedow in vitro i optymalizacja mikro-

rozmnazania V. myrtillus
Kombinacja Genotyp
J1 |32 (33 |J5 |J6 [J-7 [J8 |J9 |Srednie
Liczba peddw po 5,5 miesigcach kultury
2iP-10, WPM z z 0 1 4 z Z - 6
2iP-10, Anderson z z z z z 0 z - 0
Z-1 WPM z 0 224 |18 z 18 33 - 329
Z-1 Anderson 0 0 86 1 z 98 10 28 228
Suma 0 0 310 |19 4 116 (43 28
Wspotczynnik rozmnazania
2iP-10, WPM - - 0 0 0,7 z - -
2iP-10, Anderson - - 0 - - 0 - -
Z-1 WPM 0 0 55 4,15 |- 2,6 4,13 |- 3,8
Z-1 Anderson 0 0 3,0 0,3 - 7,8 1,8 7,0 3,5

* Odpowiednim podtozem do rozmnazania boréwki czernicy w kulturach in vitro
jest pozywka o sktadzie podstawowym wedtug Andersona (1976) z dodatkiem

zeatyny.




3. Optymalizacja metody poliploidyzacji in vitro

tetraploid

Mo&* "3@’ T '\ ;\

K Kolchicyna APM [.'p,r,j | O ,f)\'m,w«" oA
Antymitotyki Catkowita I. tetraploidow

J-3 J-4 J-5 J-8 J-9 (Efektywnosc¢

(mg I) poliploidyzacji, %)
Kolchicynal25 1 3 3 1 6 14 (6.6%)
Kolchicyna 250 2 0 0 14 5 21 (10.4)
APM 5 2 3 2 8 1 16 (5.1%)
APM 10 11 2 2 6 2 23 (8.6%)
Ca*kow'.ta,l' 16 8 7 29 14 74 (7.4%)
tetraploidow

* Efektywnosé poliploidyzacji borowki czernicy byta stosunkowo wysoka. Pojedyncza seria
traktowania antymitotykami eksplantatow pedowych kazdego z genotypdw wystarczyta
do uzyskania od 7 do 29 tetraploidow dla kazdego z nich.

* Kolchicyna i APM w wyzszych stezeniach: odpowiednio 250 mg I1i 10 mg |4,
wykazywaty zblizong skutecznosc¢ poliploidyzacji, ktéra wynosita okoto 9-10%.




4. Optymalizacja ukorzeniania pedéw wybranych
tetraploidow, ich aklimatyzacji do warunkow ex vitro,
uprawy w szklarni oraz w gruncie

* Tetraploidy bordwki czernicy charakteryzujg sie nizsza
zdolnoscig do ukorzeniania w stosunku do ich diploidalnych
odpowiednikéw.

» Zastosowanie krotkiego 5-7-dniowego traktowania pedéw
in vitro auksynami nie poprawito efektywnosci ich ukorzeniania.

* Najlepsze parametry ukorzeniania i wzrostu roslin uzyskano, gdy i mikrosadzonki sadzono
bezposrednio do standardowego podfoza (stosowanego dla borowki wysokiej)
wzbogaconego ziemig z lasu.

Kombinacja Liczba ukorzenionych roslin (%) | Dtugosc¢ najdtuzszego pedu

Po 12 tyg.

2X 4x-1 4x-7 2X 4x-1 4x-7
Substrat 55,0 48,3 48,3 2,3+1,3 1,7+0,8 [2,3+1,6
Substrat + ziemia z lasu | 76,7 60,0 50,0 3,2+1,4 25+11 |3,0+£22
Srednie 65,9 54,2 49,2 2,7 2,1 2,6




5. Ocena fenotypowa

Cecha Diploid Tetraploid p
Dtugos¢ peddéw (cm) 235a 22,0b 0,24
Grubos¢ peddéw (mm) 2.1b 24a 0,01
Powierzchnia lisci (cm?) 16b 2,6a 0,00
Zawartosc chlorofilu (CCl) 114D 145a 0,00
Dtugos¢ aparatéw szparkowych (um) 31.7c 37,8 0,00
Gestos¢ aparatéw szparkowych 26.8 a 17,3 0,00
Procent kwitngcych roslin (%) 66.7 20.0 -
Liczba kwiatow / rosling kwitngca 3.0 2.2 -
Srednica kwiatu (mm) 4.8b 7.8a 0.01
Srednica tetrad pytkowych (um) 41.9b 56.5a | 0.00
Kietkowanie tetrad pytkowych (%) 94.7 89.3 -

* Tetraploidy wyraznie réznity sie od diploidow. Poczgtkowy wzrost tetraploidow byt znacznie stabszy,
ale po dwéch latach uprawy przewyzszyty wigorem rosliny diploidalne. Tetraploidy miaty grubsze
pedy, wieksze liscie, wyzszg zawartoscig chlorofilu oraz wieksze aparaty szparkowe i pytek.

* Pierwsze kwitnienie obserwowano juz u 1,5-rocznych roslin, zaréwno diploidalnych jak i
tetraploidalnych. Neotetraploidy boréwki czernicy charakteryzujg sie duzg zywotnoscig i zywotnym
pytkiem, kietkujgcym w okoto 90% podobnie, jak pytek diploidow.

» Uzyskano pierwsze siewki z krzyzowan autotetraploida J4-4x-4 V. myrtillus (dawca pytku) z trzema
odmianami V. corymbosum (formy mateczne).

* W kolejnych latach planowane jest potwierdzenie mieszaricowosci siewek przy uzyciu markerow
molekularnych. Siewki zostang takze poddane ocenie fenotypowe;j.




6. Poszukiwanie genow kandydujacych zwigzanych z
akumulacja zwiazkow fenolowych w migzszu owocow
boréwki czernicy.

ﬁv,:— ﬁﬁ

V. myrt/llus
. Przyktadowe widma Przyktadowe widma Rozdziat elektrofore-
' . absorbcji UV preparatow  absorbcji UV preparatéw  tyczny preparatéw RNA

V.corymbosum | RNA izolowanych z lici RNA izolowanych z migzszu z liéci (L) i miazszu (M)

markery
11 12 113 114 15 16 1M1 1M2 1M3 1M4 1M5 ona

N B

Przy uzyciu zestawu komercyjnego firmy Norgen Biotek (z niewielkimi modyfikacjami)
przygotowano 30 preparatow RNA izolowanego z lisci i owocow (oddzielnie ze skorki i migzszu)
dla 3 odmian bordwki wysokiej i 3 genotypow bordowki czernicy.

Najwiekszg wydajnosc¢ uzyskiwano przy izolacji RNA z lisci, najnizsza byta wydajnosc izolacji z
migzszu owocow.
Preparaty te sg niezbedne do dalszych badan - do utworzenia bibliotek cDNA i

sekwencjonowania NGS w celu poznania molekularnego mechanizmu biosyntezy antocyjandw
W Migzszu owocow.

Przygotowanie kolejnych preparatow RNA bedzie wykonane w 2022 r.
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