InHort..

INSTYTUT OGRODNICTWA

Wytwarzanie autotetraploidow borowki czernicy (Vaccinium myrtillus)
zdolnych do krzyzowania z boréwka wysoka (V. corymbosum)
oraz badanie mechanizmu molekularnego biosyntezy

antocyjanbw w migzszu owocow
Numer zadania: 45
Planowany okres realizacji zadania: 2023 — 12 m-cy

Matgorzata Podwyszynska - kierownik zadania, Monika Markiewicz, Agnieszka Marasek-
Ciotakowska, Tadeusz Malinowski, Stanistaw Pluta, Monika Mieszczakowska—Frac,
Katarzyna Mynett,, tukasz Seliga

Instytut Ogrodnictwa — Panstwowy Instytut Badawczy, Skierniewice
Zaktfad Biologii Stosowane]




Cele projektu w 2023 r.

Vaccinium myrtillus

V. corymbosum

Lp. |[Cel Czy cel zostat
zrealizowany
1 Optymalizacja ukorzeniania i aklimatyzacji mikrosadzonek Tak
wybranych tetraploidow in vitro do warunkow ex vitro
2 Ocena fenotypowa Tak
3 Poszukiwanie genow kandydujgcych zwigzanych z akumulacjg Tak
zwigzkow fenolowych w migzszu owocow borowki czernicy
4 Ocena zdolnosci do krzyzowania tetraploidow borowki czernicy oraz | Tak
ocena statusu mieszanca uzyskanych siewek
Analiza ekspresji gendw zwigzanych ze szlakiem biosyntezy Tak
5 flawonoidow u wybranych tetraploidéw V. myrtillus w odniesieniu do
biosyntezy zwigzkdéw fenolowych
6 Analiza ilosciowa i jakosciowa zwigzkéw fenolowych Tak




Materiat i metody

L.p.

Temat badawczy; materiat

Metodyka

Optymalizacja

Pedy tetraploidow V. myrtillus taksondéw J3, J8 i J9 uzyskanych w 2021 r. sadzono w samym substracie
torfowym sktadajgcym sie z torfu wysokiego i piasku (5:1) oraz w substracie jw. z dodatkiem 1% grzybni

1 | ukorzeniania i aklimatyzacji | pozytecznego grzyba Serendipita indica. Obserwacje liczby ukorzenionych roslin i parametréw ich
mikrosadzonek ex vitro wzrostu wykonano po 35 tyg. (dosw. 1.),12 tyg. (do$w. 2) i 6 tyg. (dosw. 3).
Tetraploidy oceniano w odniesieniu do diploidéw: zawartos¢ antocyjanéw w ulistnionych pedach; u roslin
2 Ocena fenotypowa 2,5-3-letnich parametry morfologiczne pedéw i lisci, kwitnienia, zawarto$¢ chlorofilu, zywotnosé pytku.
Ocenie poddano takze siewki z krzyzowania V. corymbosum z V. myrtillus, uzyskane w 2021 i 2022 r.
P y y y y!
Poszukiwanie genéw Izolacja RNA (zestaw komercyjny Norgen Biotek) z lisci i owocow — oddzielnie ze skorki i migzszu, dla 3
kandydujacych zwigzanych [edmian V. corymbosum i 3 genotypow V. myrtillus. Sekwencjonowanie (Genomed) prob catkowitego
3 z akumulacjg zwigzkow RNA, przygotowania biblioteki cDNA (metodg RiboZero) i odczyt zawartych w nich sekwencji na
fenolowych w migzszu platformie lllumina. Analiza bioinformatyczna surowych odczytow (Qiagen CLC Genomics Workbench;
owocow boréwki czernicy mapowanie na genomy referencyjne oraz ztozenie transkryptoméw metodg de novo).
Ocena zdolnosci do Do krzyzowan wykorzystano klony tetraploidalne V. myrtillus J3, J4 i J8 oraz odmiany V. corymbosum
krzvzowania tetraploidow ‘Bluecrop’, ‘Northland’ i ‘Liberty’. Oba gatunki wystepowaty w krzyzowaniach jako rosliny mateczne i
4 boréwki czemic graz ojcowskie. Nasiona wysiewano bezposrednio po ich wyizolowaniu z owocow. Efektywnosé krzyzowan
ocena statusu n):ieszar’mca okreslono jako liczbe uzyskanych siewek w stosunku do liczby zapylonych kwiatéw. Status mieszanca
uzvskanveh siewek siewek uzyskanych w 2022 r. z analogicznych krzyzowan badano poprzez analize polimorfizmu DNA po
y Y amplifikacji ze starterami typu SSR i ISSR.
Analiza ekspresii genow Analizowano préby lisci taksonu J4 borowki czernicy 5 klonéw tetraploidalnych 4x-3, 4x-4, 4x-7, 4x-10 i
Swiazan chpze stIgakiem 4x-12 oraz ich diploidalnego odpowiednika. lzolowano catkowity RNA po oczyszczeniu poddawano
bioj nte); flawonoidéw U transkrypcji do stabilnego cDNA, na ktérego matrycy analizowano ekspresje 6 gendéw zwigzanych z
5 tetray o dng ey |Synteza zwiazkéw fenolowych (PAL, DFR, ANS, CHS, F3H i MYB2). Startery zaprojekiowano na
odni:sieniu do. bigs ntez podstawie sekwencji dostepnych w bazach danych. Reakcje RT-PCR wykonano w 3 powtérzeniach, przy
Swiazkéw fenolo ():/h y uzyciu SybrGreen (KAPA Biosystems) w termocyklerze Rotor-Gene TM6000 (Corbet). Poziom ekspresiji
a Wy wyrazano w odniesieniu do poziomu mRNA wybranego eksperymentalnie genu referencyjnego GAPDH.
Analizowano ulistnione pedy taksonu J4 borowki czernicy 5 klondw tetraploidalnych 4x-3, 4x-4, 4x-7,
N : pedy y p y
Analiza ilosciowa i 4x-10 i 4x-12 oraz ich diploidalnego odpowiednika. Analiza ilo$ciowo-jako$ciowa zwigzkéw fenolowych
6 jakosciowa zwigzkow

fenolowych

zostala  przeprowadzona chromatograficznej (HPLC) na kolumnie

Phenomenex®Fusion RP.

przy uzyciu metody




Wyniki

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

Wptyw obecnosci w podtozu endofitycznego grzyba Serendipita indica oraz zréznicowanego nawozenia na
efektywnos¢ bezposredniego ukorzeniania peddw oraz wzrost roslin tetraploidalnych klonéw boréowki czernicy

Podloze, dawka nawozu

% ukorzenionych roslin po

Dilugos¢ najdiuzszego pedu po

(g 35tyg. 35tyg.
J3
2X 4x-4 4x-6 2X 4x-4 4x-6
Torf + 0,5 g/l 61,5 76,9 61,5 513 a 9,25 c-f 5,19ab
Torf + S. indica + 0,5 g/l 93,3 80,0 57,1 6,18 abc 12,96 g-h | 7,63 a-e
Torf + 1 g/l 75,0 64,3 69,2 5,06 a 10,06 d-h | 6,06 abc
Torf + S. indica + 1 g/l 100 100 80,0 5,83 abc 11,40 e-h | 5,50 abc
J8
2X 4x-5 4x-11 2X 4x-5 4x-11
Torf + 0,5 g/l 57,1 66,7 100 9,38 c-f 5,40 abc 9,18 b-g
Torf + S. indica + 0,5 g/l 82,4 85,7 93,3 13,29 h 6,79 a-e 10,29 dh
Torf + 1 g/l 40,0 80,0 86,7 5,58 abc 5,96 abc | 8,31 a-f
Torf + S. indica + 1 g/l 88,2 92,9 92,9 11,73 fgh | 5,69 abc | 5,58 abc

Ukorzeniane ex vitro rosliny
bordwki czernicy J8 4x klonu
4x-11 (czerwone etykiety) w
poréwnaniu do diploidow
(etykiety biate) w 35 tyg. po
posadzeniu ex vitro; po lewej
w obecnosci S. indica

» W dwoch seriach doswiadczenia (dosw. 1 i 2) wykazano, ze dodatek do podtoza grzybni S.indica oraz zastosowanie nawozu
W nizszym stezeniu (0,5 g/L) pozytywnie wptyneto na ukorzenianie i wzrost mtodych roslin boréwki czernicy zaréwno
diploidow, jak i tetraploidéw. W podtozu z dodatkiem 1% endofitycznego grzyba S.indica ukorzenito sie znacznie wiecej
pedow (od 80 do 100 %).

» W zwigzku z bardzo niskg zdolnoscig do ukorzeniania pedow (zaréwno diploida, jak i klonoéw tetraploidalnych) genotypu J9,
pochodzgcego z Norwegii, konieczne sg dalsze doswiadczenia nad zwiekszeniem zdolnosci pedéw tego genotypu do

ukorzeniania.



2a. Ocena fenotypowa - tetraplmdalne klony V. myrtillus genotypow
J41J8 uprawiane w gruncie

Przesiewowa ocena zawartosci
antocyjanow w pedach klonow
tetraploidalnych z kultur in vitro

14 2x 1,98 ¢ 26e 43d 5/10
14 4x-1 2,7b 3,1de 6,3 bc 2/6
14 4x-2 29b 3,3 cd 7,0 abc - % - %”zﬁ
14 4x-3 2,9b 3,7 a-d 8,7a 1/9 i 4§_1 o T
14 4x-4 2,6b 3,4 b-d 7,9 abc 1/5 13 2x T
J4 4x-5 29b 4,0 ab 8,1 abc 2/7 13 4x-1 230,19 b
J4 4x-6 3,0 ab 3,8 abc 6,1c 2/5 J3 4x-7 101,09 d
14 4x-7 2,5 bc 4,1a 8,7 a - 13 4x-8 179,70 c
14 4%-8 2,7b 4,0 ab 7,1 abc 1/7 JSTIXAA0 520l
13 4x-11 68,59 d
14 4x-9 2,7b 3,6 a-d 8,8 a 1/6 14 2x I
J4 4x-10 3,1ab 3,6 a-d 8,2a 2/5 14 4x-2 175,46 cd
J4 4x-11 3,6a 3,2cd 7,8 abc - J4 4x-3 200,00 c
J8 2x 1,3a 1,7b 57b E J4 4x-5 342,36 a
18 4x-5 1,5a 1,9b 8,9 a ; LN A€
J4 4x-8 209,78 c
18 4x-11 1,5a 2,5a 7,0 ab - TS =

» Uprawiane w gruncie tetraploidy boréwki czernicy réznity sie od diploidow grubszymi pedami, wiekszymi lis¢mi i wyzszg
zawartoscig chlorofilu. Ze wzgledu na uszkodzenie przez zajgce zakwitty pojedyncze rosliny.

» U autotetraploidalnych klonéw bordwki czernicy (z wyjatkiem jednego tetraploida) zawartos¢ antocyjandw okazata sie znacznie
nizsza w poroéwnaniu do diploidéw (w poprzednich latach badan tetraploidy zawieraty wiecej antocyjanu niz diploidy). Wynika¢ to
moze z tego, ze pedy tetraploiddw sg namnazane w in vitro trzeci rok i w stabilnych warunkach zatracity reaktywnos$é na obnizong
temperature. W kolejnych latach wskazane sg pomiary zawartosci antocyjanu u roslin rosngcych w warunkach polowych po okresie
pierwszych jesiennych chtodéw.

» Zdolno$¢ kietkowania pytku u tetraploidalnych klonéw wybranych do krzyzowan byta znacznie nizsza niz oceniana w poprzednich
latach — nie przekraczata 26,7%. Miato to prawdopodobnie zwigzek z uszkodzeniem roslin przez opuchlaki.



2b. Ocena fenotypowa - siewki z krzyzowan V. corymbosum
| V. myrtillus

. . Zawartosé
Powierzchnia

Genotyp 3 chlorofilu

lisci (cm?)

Liberty - 13,9 a 13,5 bc

14 ax-4 20,3 34c 79c

69,0 13,5a 11,0 c 1. kwitn.

58,0 10,6 b 33,6a 1. kwitn. |
49,0 10,2 b 20,4 b 1. kwitn. mieszance Lself
Northland-self 9,2b 16,0 a B e

14 4x-4 20,3 3,4 ¢ 7,9b B BluesonX I A%l
40,3 13,1a 10,6 b

Bluecrop-self 21,9 5,6a 15,7 a

J4 4x-8 21,2 40b 7,1b
19,7 54a 7,2b p.z.**
14,8 39b 12,6
21 63a 15,6 a
25,5 5,6 a -

Northland-self 35,5 9,3a 16,0 a

J4 4x-8 21,2 40b 7,1b
20,5 43b 73b p.z.
20,17  4,0b - p.z.
19,0 3,7 - p.z.

» Fenotyp wiekszosci siewek o potwierdzonej w analizach molekularnych mieszaricowosci wykazywat zgbkowanie brzegéw
lisci oraz liczbe wioskdw o charakterze posrednim w poréwnaniu do genotypdéw rodzicielskich boréowki czernicy i borowki
wysokiej. Cechy te moga stanowi¢ markery morfologiczne mieszancowosci siewek uzyskanych z krzyzowan pomiedzy
tymi gatunkami.



3. Poszukiwanie genoéw kandydujacych zwigzanych z akumulacjag
zwigzkow fenolowych w migzszu owocow boréwki czernicy.

Sparowane odczyty nukleotydéw wybranych transkryptomow
boréwki czernicy i borowki wysokiej sekwencjonowane metodg NGS

Liczba sparowanych

Odmiana Rodzaj d sw (kaid

i numer rosliny tkanki do ID probki o czytoyv.( azcy L

(lub stanowisko) izolacji o diugosci ?k' 150 ‘ L]

e

I Boréwka czernica - stanowisko 1 migzsz 04 M 230385 734 t}q
"1 Boréwka czernica - stanowisko 1 skdrka 04S 290 885 248
=1 Boréwka czernica - stanowisko 2 liscie 07L 238508 356 .
I Boréwka czernica - stanowisko 2 miazsz 11M 235180 782 V myrt’”us
_ Boréwka czernica - stanowisko 2 skdrka 11S 255470372
30 chandler 22 liscie 16 L 226 184 382
Boréwka czernica - stanowisko 1 skérka 23S 271 860 990
m Boréwka czernica - stanowisko 2 liscie 24 L 211312 980
1| Boréwka czernica - stanowisko 2 skérka 26S 262 750 986 -
FLT Bluecrop 10 skorka 30S 254 693 374
U chandler 22 miazsz 31M 195 516 370
FPI Duke 105 migzsz 35 M 263 598 004 V. Corymbosum

» Zbidr ztozonych de novo kontigdw, reprezentujgcych transkryptomy borowki czernicy (lisci, migzszu i skorki
owocow), w potaczeniu z transkryptomem referencyjnym boréwki wysokiej, postuzyt do obliczenia i
poréwnania profili ekspresji dla 24 préob zmapowanych na okoto 200 000 potencjalnych genéw boréwki.
Wskazanie gendéw potencjalnie zaangazowanych w akumulacje zwigzkéw fenolowych bedzie mozliwe po
przeprowadzeniu analiz statystycznych, co planowane jest na kolejne lata badan.



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

Efektywnos$¢ krzyzowania miedzygatunkowego pomiedzy 3 odmianami V. corymbosum
i autotetraploidalnymi klonami 4x V. myrtillus (V.m.)

IEEEEEEETT e

R R

Krzyzowania Liczba Liczba Liczba | Efektywnos¢
krzyzowan | zapylonyc | siewek | krzyzowania

h kwiatéow (I. siewek /
l. zapylonych

kwiatow)

‘Liberty’ x klony 4x V. m 0,042

. m. 3
‘Northland’ x klony 4x V. m. 3 180 3 0,017
‘Bluecrop’ x klony 4x V. m. 4 323 10 0,031 ‘
| Razem [ 693 21 0,032 :

Klony 4x V.m. ),( Liberty ’ 9 161 11 0,068 s e vt e s Elektroforegramy
Klony 4x V.m. x ‘Northland 10 179 6 0,034 5 s cosiss o s wowoes o s amplifikacji DNA siewek
Klony 4x V.m. x ‘Bluecrop’ 9 59 0 0,0 V. corymbosum x

| Razem [T 433 17 0,039 V. myrtillus oraz
Klony 4x V.m. x klony 4x V.m. 5 30 40 1,33

roslin rodzicielskich;
startery SSR/ISSR:

UBC844 (A), UBC843 (B, C),
» W krzyzowaniach, w ktérych odmiany boréwki wysokiej wystepowaty jako rosliny CA421F (D);

mateczne uzyskiwano srednio - 0,032 siewki na zapylony kwiat (uzyskano 21 N - ‘Northland’,
siewek). W krzyzowaniach odwrotnych, efektywnos¢ krzyzowania byta podobna — il m o e Tk s e ue 1 L—Liberty’;
0,039 (uzyskano 17 siewek). Znacznie wyzszg efektywnos¢ wykazano w B - ‘Bluecrop’;
krzyzowaniach pomiedzy tetraploidami boréwki czernicy (wewnatrz gatunku): 4,5, 6 itd. — siewki z
$rednio 1,33 siewki na zapylony kwiat (uzyskano 40 siewek). krzyzowan.

> Przy uzyciu markeréw SSR/ISSR potwierdzono mieszaricowos¢ 8 siewek z 2022 r. : Zielone strzatki - allele
5 z krzyzowan ‘Bluecrop’ i tetraploidalnego klonu boréwki czernicy J4 4x-8 oraz 3 V. myrtillus-4x,

. . . . ., ) . . pomaranczowe —
iezkalsuzyskane w wyniku krzyzowania ‘Northland’ i tetraploidalnego klonu jagody V. corymbosum
x-8.

Bhaecrop x 14 4x-8 Liberty x Jd 4x-6




5. Analiza ekspresji genéw zwiazanych ze szlakiem biosyntezy
flawonoidow u tetraploidéw V. myrtillus w odniesieniu do
zawartosci zwigzkow fenolowych

PaL oFR
j : »  Wysoka nadekspresja badanych genéw (PAL, DFR, ANS,
. . CHS, F3H, MYB2) w poréwnaniu do diploida byta wyraznie
§ s widoczna u dwdch klonéw tetraploidalnych — J4 4x-4 oraz
. . J4 4x-10. U pozostatych tetraploidéw byta podobna lub
. [ ' - ., 0 m . i nizsza.
A TR AR e e R A e e >  Podobnie jak w poprzednim roku u pedéw z kultur in vitro,
ans ) £ wykazano, ze w pedach roslin uprawianych w
. . pojemnikach na zewnatrz wystepowaty cztery klasy
. : zwigzkéw fenolowych: katechiny, kwasy fenolowe,
¢ I ‘ flawonole i antocyjany.
i I ? ) »  Dwa sposrdd pieciu klonow tetraploidalnych boréwki
D HEEEe._. 0w 8= -_ — czernicy charakteryzowaty sie najwyzsza zawartoscia
¢ T T e o T trzech grup zwigzkéw fenolowych: flawanoli, flawonoli
) FaH ) B2 i antocyjanéw. Koreluje to z podwyzszong, w odniesieniu
. . do diploida, ekspresjg genéw zwigzanych z biosynteza
' zwigzkdéw fenolowych.
: : »  Duplikacja gendéw u boréwki czernicy moze wptywac na
' . zwiekszenie zawartosci zwigzkéw fenolowych w lisciach u
. mﬁ T E - = ? . D = E - — czesci uzyskanych autotetraploidow.
E F

6. Analiza ilosciowa i jakosciowa zwigzkéw fenolowych
~ Klondiploidalny ~ Klonytetraploidalne

14 2x 14 4x-3 J4 4x-4 14 4x-7 J4 4x-10 14 4x-12
3375,4 3580,6 5097,3 2634,8 4221,9 2549,1
1249 1517 1684,2 1486 1478,2 1463
48,9 12,6 78,9 40,5 84,2 20,8

17,3 14,1 25,8 11,5 18,8 10,1
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