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Cele projektu w 2022 r.

Vaccinium myrtillus

. corymbosum

Lp. |Cel Czy cel zostat
zrealizowany

Optymalizacja ukorzeniania i aklimatyzacji mikrosadzonek |Tak
wybranych tetraploidow in vitro do warunkdéw ex vitro

1 Utrzymanie kultur peddéw in vitro tetraploidéw i diploidow
borowki czernicy w celu zapewnienia materiatu do dalszych
badan

2 Ocena fenotypowa Tak
Poszukiwanie genow kandydujgcych zwigzanych z Tak

3 akumulacjg zwigzkow fenolowych w migzszu owocow
borowki czernicy

4 Ocena zdolnosci do krzyzowania tetraploidow bordéwki Tak
czernicy oraz ocena statusu mieszanca uzyskanych siewek

5 Analiza ilosciowa i jako$ciowa zwigzkéw fenolowych Tak




Materiat i metody

L.p. |[Temat badawczy; materiat |Metodyka
Wykorzystano pedy tetraploidow V. myrtillus taksonow J3 i J8 uzyskanych w 2021 r.
Optymalizacja ukorzeniania i Posadzono je w samym substracie torfowym sktadajgcym sie z torfu wysokiego i piasku
1 aklimatyzacji mikrosadzonek ex |(5:1) oraz w substracie torfowym jw. z dodatkiem 1% grzybni pozytecznego grzyba
vitro Serendipita indica. Obserwacje liczby ukorzenionych roslin i parametréw ich wzrostu
wykonano po 10 16 tyg.
Tetraploidy oceniano w odniesieniu do diploidow: zawarto$¢ antocyjanéw w ulistnionych
pedach z in vitro; u roslin 2,5-3-letnich parametry morfologiczne pedow i lisci,

2 Ocena fenotypowa zawartosc¢ chlorofilu, analiza anatomiczna lisci, termin kwitnienia, procent kwitngcych
roslin, wielko$¢ kwiatow, wielkos¢ i zywotnosc¢ pytku. Wstepnej ocenie poddano takze
siewki z miedzygatunkowego krzyzowania V. corymbosum z V. myrtillus
Izolacja RNA przy uzyciu zestawu komercyjnego firmy Norgen Biotek, izolowanego z

Poszukiwanie genéw lisci i owocow — oddzielnie ze skorki i migzszu, dla 3 odmian V. corymbosum i 3
kandydujgcych zwigzanych z genotypdw V. myrtillus. Sekwencjonowanie (Genomed) prob catkowitego RNA,

3 akumulacjg zwigzkow przygotowania biblioteki cDNA (z zastosowaniem metody RiboZero) i odczyt zawartych

fenolowych w migzszu owocéw [w nich sekwencji na platformie lllumina. Analizie bioinformatyczna surowych odczytéw
boréwki czernicy (pakietu Qiagen CLC Genomics Workbench; mapowanie na genomy referencyjne oraz
ztozenie transkryptoméw metodg de novo).
Do krzyzowan w 2021 r. wykorzystano klony tetraploidalne V. myrtillus taksonu J4 (4x-8
Ocena zdolnosci do krzyzo- | .4x-6)’ (roé!ipy ojcowskie) oraz pdmiany .boréwki wysokiej . ‘Bluecrop,’, ‘Ngrthlanql’ [
: . A Liberty’ (rosliny mateczne). Nasiona wysiewano do poditoza bezposrednio po ich
4 wanla_tetraplmdow borowki wyizolowaniu z owocéw. Efektywnos¢ krzyzowan okreslono jako procent uzyskanych
czernicy oraz ocena statusu . . Iy . . .
mieszanca uzyskanych siewek siewek w stosunku do |ICZb¥ zapylonych kvx{latow. Status mieszanca siewek
uzyskanych w 2021 r. z analogicznych krzyzowan badano w testach molekularnych
poprzez analize polimorfizmu DNA po amplifikacji ze starterami typu SSR i ISSR.
Analizowano ulistnione pedy taksonu J3 borowki czernicy 4 klonow tetraploidalnych
. Analiza ilosciowa i jakosciowa |43, 4x-4, 4x-6 | 4x-11 oraz ich diploidainego odpowiednika. Analiza ilosciowo-

zwigzkow fenolowych

jakosciowa zwigzkow fenolowych zostata przeprowadzona przy uzyciu metody
chromatograficznej (HPLC) na kolumnie Phenomenex®Fusion RP.




Wyniki

1. Optymalizacja ukorzeniania i aklimatyzacji mikrosadzonek
wybranych tetraploidéw in vitro do warunkéw ex vitro

Wptyw obecnosci w podtozu endofitycznego grzyba Serendipita indica na efektywnos$é
bezposredniego ukorzeniania peddéw oraz wzrost roslin tetraploidalnych klonow
boréwki czernicy J3i J8.

Liczba ukorzenionych Dtugosé najdtuzszego
roslin po 10 tyg. pedu po 10 tyg.

Kombinacja

2x 4x-4 4x-6 2X 4x-4 4x-6 y .
Torf 83,2 90 86,7 1,08c 1,89b 1,85b T orfes
CESNEERY 1000 1000 96,7 1,63b 2,55a  1,72b

Po u ex vi

2x 4x-5 4x-11 2x 4x-5 4x-11
Torf 829 1000 967 1,79b 2,10ab 2,21ab 2 7 Ax X TV TR
WSROV 97,14 900 96,7  1,71b  1,50bc 2,07 ab o Torf +

ziemia z lasu
Po 35 tyg. uprawy ex vitro

> Najlepsze parametry ukorzeniania i wzrostu roslin uzyskano, gdy mikrosadzonki sadzono
bezposrednio do podtoza torfowego wzbogaconego ziemig z lasu lub z dodatkiem grzybni
pozytecznego endofitycznego grzyba Serendipita indica.



Ukorzenianie pedow tetraploidalnych klonéw borowki czernicy namnozonych in vitro w
odniesieniu do ich diploidalnych odpowiednikéw

Liczba

Pedy Dtugos¢
posa(?z.onych ukorzenione najdtuzszego
roslin /
pedu (cm)
J3 4x
50/ 28 50,0 29b
(Srednio dla 4 klonéw) /
J4 4x
151 /83 55,0 3,4b
(Srednie dla 10 klonow) /
_ 30 /25 83,3 1,8a » Mimo, iz tetraploidy boréwki czernicy
J5 4x charakteryzujg sie nizszg zdolnoscia
o . 60/ 49 81,7 2,1a S . .
($rednio dla 2 klonéw) do ukorzeniania i aklimatyzacji
_ 15/8 533 383 w stosunku do ich diploidalnych
= ’ ’ odpowiednikéw, rosliny tetraploidalne
J, 5 . . 99/6 6,8 1,2 b uzyskano dla niemal wszystkich klonéw
(Srednio dla 7 klonéw) . . ..
Erodnio dl tkich 4x uzyskanych w wyniku poliploidyzacji
s R 69 /57 81,9 i in vitro.
diploidow
Srednio dI tkich
re nlo. :i\wszys ic 360/ 166 48,4 )
tetraploidow



2. Ocena fenotypowa

Przesiewowa ocena zawartosci
antocyjanéw w pedach klondéw

Fenotyp wybranych tetraploidalnych klonéw V. myrtillus tetraploidalnych z kultur in vitro

T Zawartos¢ antocyjanéw
| (ug/g sw. masy)

genotypu J4, po 3 latach uprawy ex vitro

pit
Diugosc peddw (cm) 186 a
Liczba peddw 92ab
Grubo$¢ peddéw (mm) 131le
Powierzchnia lici (cm?) 28le
Zawartosc¢ chlorofilu (CCl) 7.8d
Termin pierwszego kwitnienia ~ 19.04
Liczba kwiatowy/ rodline kw. 448
Srednica kwiatu (mm) 714b
Kietkowanie pytku (%) 63,3

Srednica tetrad pytkowych 419d

Kietkujacy pytek

% Przekrdj liscia

13 2 151,33

4x-3
189a
55cd
1,78cd
4843
100cd
2504

00

U4 A6 4x8 49  4x10 J3 4x-3 183,3 a
J3 4x-4 169,6 a
171a 197a 20la  186a  202a 13 4x6 194.7 a
79bd 116a 61bd  84bc  58cd J3 4x-12 233,0ab
175cd 191bc 179cd  29b  243a J3 4x-13 3364 b
390cd  334de 410bc  395c  465ab 18 2x 194,7a
J8 4x-4 173,2 a
10,2 cd 94d 94d 103bd 12,7ab 18 4x-5 249,6 abc
2304 1704 1504 2304 2304 18 4x-6 252,1 bc
_ 98 43 _ _ )8 4x-8 207,7 abc
) 8282 746b ) ) J8 4x-10 226,3 abc
18 4x-11 184,0 a
133 233 169 54,1 65,5 18 Ax-25 2596 ¢
; 56,3b _ - 513b 18 4x-27 170,9 a

Ulistnione pedy wiekszosci klonow tetraploidalnych boréwki czernicy J3 i J8
zawieraty wiecej antocyjanow niz diploidy.

Tetraploidy taksonu J4 (rosliny 2,5-3-letnie) wyrdzniaty sie znacznie wiekszymi i
grubszymi lis¢mi, wyzszg zawartoscia chlorofilu i grubszymi pedami niz diploidy.

W trzecim sezonie uprawy autotetraploidy wytworzone i rozmnozone in vitro
zakwitty juz niemal w 100%.

Zdolnos¢ kietkowania tetrad pytkowych u potowy badanych tetraploidow boréwki
czernicy J4 byta poréwnywalna do obserwowanej u diploidéw.



3. Poszukiwanie genéw kandydujacych zwigzanych z
akumulacja zwiazkow fenolowych w migzszu owocow
boréwki czernicy.

Sparowane odczyty nukleotyddw transkryptomow
boréwki czernicy i borowki wysokiej
sekwencjonowane metodg NGS w 2022 roku

Liczba sparowanych
ID odczytéw, kazdy o

Odmiana Rodzaj
(lub tkanki do

A H 7 . 1
stanowisko) izolacji probki dtugosci okoto 150

nukleotydow

Zwierzyniec 1 liscie 1L6 224 202 978

| Zwierzyniec1 |

migzsz 2M6 286 295 088

skorka 251 194 565 494

liscie 5L6 249 430 250

migzsz 6M6 226 050 140

skorka 656 225 668 828 |

migzsz  15M6 194 905 156 ’

skorka 1556 237782 082 |
| ‘Duke’ 105 [EENNIERE 17L6 201 842 558 V. corymbosum j
| ‘Duke’ 105 [EEEIGNE 1856 182 764 212

migzsz  37M6 208 168 464

skorka 3856 177 281 064

» Wstepna analiza, wykonana w firmie Genomed w oparciu o uniwersalne algorytmy kontrolne, wskazata
odpowiednig jakos¢ uzyskanych odczytow. Odczytane "surowe" sekwencje przekazano do |0-PIB, gdzie
obecnie prowadzona jest analiza bioinformatyczna. Zgodnie z harmonogramem projektu zastosowane
bedzie sktadanie de novo transkryptomodw dla analizowanych genotypdw.



4. Ocena zdolnosci do krzyzowania tetraploidow borowki czernicy
z boréwka wysoka oraz ocena statusu uzyskanych siewek.

Efektywno$é krzyzowania miedzygatunkowego pomiedzy 3 odmianami V. corymbosum (rosliny mateczne) i
autotetraploidem J4 4x V. myrtillus (dawcy pytku)

| parametr | ‘Bluecrop’ | ‘Northland’ | ‘Liberty’ |
D 4 axB  xJAdB x4 dx
Liczba zapylanych kwiatéw

1

24 41 64

60,0 2,44 4,7
33 9 38
9 4 19
37,5 9,8 27,9

» Efektywnosc¢ krzyzowania miedzygatunkowego V. corymbosum z autotetraploidalng V. myrtillus, okreslona
jako procent uzyskanych siewek w stosunku do liczby zapylanych kwiatéw, byta najwyzsza dla boréowki
wysokiej ‘Bluecrop’, nastepnie dla ‘Liberty’ i najmniejsza dla ‘Northland’. W sumie uzyskano 31 siewek.

Ocena statusu mieszanca siewek uzyskanych w wyniku krzyzowania V. corymbosum z V. myrtillus przy uzyciu
ma rke réW SS R/lSSR Bluecrop x J4-4x Liberty x J4-4x

_ Northland x J4-4x Liberty x J4-4x
| Nrsiewki [JE 2 3 1 2 3 4 5 6

MA (%) 17,4 13,8 17,8 151 155 10,4 15,1 14,6 14,6
FA (%) 12,3 11,8 158 13,2 13,7 16,0 12,3 12,3 10,5

7,2 31 3,0 8,7 10,5 11,3 8,2 7,3 6,8 Amplifikacji DNA siewek V. corymbosum x V. myrtillus J4 4x oraz
roslin rodzicielskich ze starterem SSR/ISSR VCC_J5: rosliny mateczne
L - ‘Liberty’ i B - ‘Bluecrop’; roslina ojcowska J4 4x; siewki nr1,2,3
itd. z krzyzowan

MA — allele mateczne, FA — allele ojcowskie, HA — allele charakterystyczne dla siewek

» Przy uzyciu markerow SSR/ISSR potwierdzono mieszancowos¢ szesciu siewek — dwoch uzyskanych w
wyniku krzyzowania 'Northland' x J4-4x oraz czterech uzyskanych w wyniku krzyzowania 'Liberty' x J4-4x.



5. Analiza ilosciowa i jakosciowa zwigzkéw fenolowych

Zawartos$¢ zwigzkéw fenolowych (mg/kg) w ulistnionych pedach pochodzacych z kultur in vitro
tetraploidalnej i diploidalnej boréwki czernicy

Zwiazki fenolowe diploidaln Klony tetraploidalne czernicy wystepuja 4 klasy

13 2x 134x3  134x-4 1Bax6  134x11  ,wiazkéw fenolowych: flawanole
FLAWANOLE, w tym: 4850 2094 2064 3231 2735 (katechiny), kwasy fenolowe
procyjanidyna B1 248 150 192 384 239 flawonole oraz antocyjany.
epigallokatechina 48,5 20,2 27,4 40,7 38,1 Dominujace zwiazki to katechiny,
katecl_nnz.a 42,2 36,0 23,0 61,4 26,4 nastepnie kwasy fenolowe, gtéwnie
procyjanidyna B2 509 955 321 298 357 kwas chlorogenowy oraz niewielkie
epikatechina 529 586 611 1137 613 ilosci antocyjanéw.
galusan epigallokatechiny 157 52 60 133 85
he 3249 1907 1843 2785 2470 » Formy diploidalne zawieraty nawet
KWASY FENOLOWE, w dwukrotnie wiecej flawanoli niz
tym: 953 1450 1191 1179 1516 klony tetra-ploidalne, odwrotng
kw. chlorogenowy 456 879 765 742 948 zaleznos¢ stwierdzono w przypadku
kw. P-kumarowy 42,2 40,9 7,0 4,4 39,2 zawartosci kwaséw fenolowych
inne 455 529 419 433 529 dominujacych w klonach tetraplo-
FLAWONOLE 59,3 30,3 7,3 10,8 58,4 idalnych.
ANTOCYJANY, w tym: 8,8 9,2 8,8 16,7 11,7 > wyniki kolejnych analiz zwigzkéw
galaktozyd cyjanidyny 4,7 4,7 4,4 9,1 5,5 fenolowych beda odnoszone do
3 DAD! E..l:l;-IEDERe‘-cﬂ :221121_A‘-T-2211§?_;'\NT :022-'1-21.10-;9-21221121_33013003 7] - = —= = prowadzonej jEanCZE§nie w

Tl sy AOLOWE ' nastepnych latach analizy

" g porownawczej ekspresji genow

04 . rnd » ? ) zwigzanych z biosynteza tych

o i i g g J g zwigzkow u tetraploidéw i

0 S — = —— A ot diploidéw boréwki czernicy.
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