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Cele projektu w 2024 .

Vaccinium myrtillus

V. corymbosum

Lp. |[Cel Czy cel zostat
zrealizowany
Optymalizacja ukorzeniania in vitro i aklimatyzacji mikrosadzonek Tak
1 do warunkdéw ex vitro wybranych tetraploidow boréwki czernicy
Utrzymanie kultur pedoéw in vitro tetraploidéw i diploidow borowki
czernicy w celu zapewnienia materiatu do dalszych badan
2 Ocena fenotypowa Tak
3 Poszukiwanie genoéw kandydujgcych zwigzanych z akumulacjg Tak
zwigzkow fenolowych w migzszu owocow borowki czernicy
4 Ocena zdolnosci do krzyzowania tetraploidow boréwki czernicy oraz | Tak
ocena statusu mieszanca uzyskanych siewek
Analiza ekspresji genow zwigzanych ze szlakiem biosyntezy Tak
<) flawonoidow u wybranych tetraploidow V. myrtillus w odniesieniu do
biosyntezy zwigzkéw fenolowych
6 Analiza ilosciowa i jakosciowa zwigzkow fenolowych Tak




Materiat i metody

L.p.

Temat badawczy; materiat

Metodyka

Optymalizacja
ukorzeniania in vitro i
aklimatyzacji
mikrosadzonek ex vitro

Pedy tetraploidow V. myrtillus taksonu J9 o niskiej zdolnosci do ryzogenezy ukorzeniano in vitro w
obecnosci paklobutrazolu i/lub IBA oraz NAA. Pedy pojedyncze lub w kepkach umieszczano na pozywce
pionowo (dosw. 1.1) lub poziomo (dosw. 1.2); po 3 miesigcach ukorzeniania in vitro wykonano obserwacje
liczby ukorzenionych pedéw i parametrow ich wzrostu, nastepnie pedy sadzono w substracie torfowym
(jak w 2023 r.) i po 6 tyg. oceniono liczbe ukorzenionych roslin.

Ocena fenotypowa

Tetraploidy oceniano w odniesieniu do diploidéw: zawartos¢ antocyjanow w lisciach; u roslin 3-letnich -
parametry morfologiczne peddw i lisci, kwitnienia, zawartos¢ chlorofilu, zywotnos$¢ pytku. Ocenie poddano
takze siewki z krzyzowania V. corymbosum z V. myrtillus, uzyskane w 2021, 2022 i 2023 r.

Poszukiwanie genow
kandydujgcych zwigzanych
z akumulacjg zwigzkow
fenolowych w migzszu
owocow borowki czernicy

Izolowano RNA (zestaw komercyjny Norgen Biotek) z lisci i owocow — oddzielnie ze skorki i migzszu, dla
3 odmian V. corymbosum i 3 genotypdw V. myrtillus. Sekwencjonowano (Genomed) 9 prob catkowitego
RNA, przygotowano biblioteki cDNA (metodg RiboZero) i odczytano zawarte w nich sekwencje na
platformie lllumina. Przeprowadzono analize bioinformatyczng surowych odczytéw (Qiagen CLC
Genomics Workbench; mapowano na genomy referencyjne oraz ztozeno transkryptomy metodg de novo).

Ocena zdolnosci do
krzyzowania tetraploidow
boréwki czernicy oraz
ocena statusu mieszanca
uzyskanych siewek

Do krzyzowan wykorzystano klony tetraploidalne V. myrtillus J3, J4, J5 i J8 oraz odmiany V. corymbosum
‘Bluecrop’, ‘Northland’ i ‘Liberty’. Oba gatunki wystepowaty w krzyzowaniach jako rosliny mateczne i
ojcowskie. Nasiona wysiewano bezposrednio po ich wyizolowaniu z owocéw. Efektywnosé krzyzowan
okreslono jako liczbe uzyskanych siewek w stosunku do liczby zapylonych kwiatow. Status mieszanca
siewek uzyskanych krzyzowan w 2022 i 2024 r. badano poprzez analize polimorfizmu DNA po amplifikacji
ze starterami typu SSR i ISSR.

Analiza ekspresji genéw
zwigzanych ze szlakiem
biosyntezy flawonoidoéw u
tetraploidow V. myrtillus w
odniesieniu do biosyntezy
zwigzkow fenolowych

Wykonano analize ekspresiji dla kolejnych szesciu gendw zwigzanych z biosyntezg antocyjandéw (UFGT)
oraz pieciu genow regulatorowych (MYBA1, MYBA2, MYB1, MYB10, MYB100) u pieciu tetraploidalnych
klonow boréwki czernicy J4 (J4 4x-3, J4 4x-4, J4 4x-7, J4 4x-10, J4 4x-12) oraz ich diploidalnego
odpowiednika (J4 2x). Genem referencyjnym, jak w poprzednim roku, byt gen GAPDH kodujacy
dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego.

Analiza iloSciowa i
jakosciowa zwigzkow
fenolowych

Analizowano liscie taksonu J4 boréwki czernicy 5 klonéw tetraploidalnych 4x-3, 4x-4, 4x-7, 4x-10 i 4x-12
oraz ich diploidalnego odpowiednika. Analiza ilosciowo-jakosciowa zwigzkéw fenolowych zostata
przeprowadzona przy uzyciu metody chromatograficznej (HPLC) na kolumnie Phenomenex®Fusion RP.




Wyniki

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

Tab. 1. Wptyw auksyn i paklobutrazolu na formowanie korzeni przez
eksplantaty pedowe (umieszczone na pozywce poziomo) tetraploidéw
boréwki czernicy J9 o niskich zdolnosciach do ryzogenezy

. Genotyp |

Pozywka, Liczba ukorzenionych eksplantatéw pedowych ~ Ukorzenione
regulatory wzrostu eksplantaty
(mg 1) 192x  J94x-1 194x2 194x5 194x-6 194x7 pedowe (%)

(GNP 3/s  1/7  o/7 3/6 1/9 1/8 209
[P 17 3/6  3/8 6/8  2/10 1/9 333

[ a6 s5/6 3/8 1/7 1/9 2/12 33,3 Rys. 1. Pedy tetraploidéw boréwki czernicy J9 siedem
[P o0/7  1/6 0/9 0/7 - 0/7 2,7 dni po sadzeniu ex vitro, podczas aklimatyzacji (po
1/7  7/7 2/9  6/7 4/8 - 52,6 lewej) i 8 tyg. po posadzeniu (po prawej); z wyjatkiem
7/7 - 0/9 1/6 6/10 7/9 51,2 jednej rosliny wszystkie zamarty.

2/7 6/6  3/6 4/7 2/8 50,0

Pac0,1+NAA1  [EV/EEEE 1/9 1/7  4/11 0/9 209

6/7 3/6 5/6 1/6 - 1/9 471

Ukorzenione
T IEMELA -3 42,9 59,0 239 37,7 30,8 19,0

(%)

» Zdolnosci do formowania korzeni norweskiego genotypu boréwki czernicy J9 sg bardzo niskie a w przypadku tetraploidéw sg znikome.
Jedynie traktowanie wysoce aktywng auksyng NAA oraz IBA w potgczeniu z paklobutrazolem stymulowato formowanie korzeni u
zaledwie potowy peddw badanych klonéw tetraploidalnych (Tab. 1). Po posadzeniu ex vitro, mimo stosowani optymalnych warunkéw
aklimatyzacji, niemal wszystkie posadzone pedy (ukorzenione i nieukorzenione) zamieraty. Ostatecznie przezyta jedna roslina (Rys. 1).



2. Ocena fenotypowa
- przyktady dla siewek mieszancowych

Tab. 1. Ocena 3-letnich siewek mieszancowych uzyskanych w 2021 r.
z krzyzowan tetraploidalnej borédwki czernicy z boréwka wysoka

Genotyp Liczba Liczba Liczba Masa

wioskéw na | kwiato- kwiatéw/ owocéw
brzegu liscia | stanow kwiatostan

Bluecrop (BC) kontrola 37,1a 3,9

15,3 c

0,9d 9 5 36,0
0,0d 10 6,4 60,8
2,9d 4 58 0,37
27,4b 2 5 0

10-BC x J4 4x - 10 5,8 185,8
Liberty (L) kontrola 33,2a 16 4,8 88,3
Jaax-4a  [EEER

0,0e 10 8,9 2217
23,7b 5 5 0,17

7,1d 20 7,6 63,5

7,8d 37 6,7 50,0

26,1a 49 5,7 22,3

14,6

ET S 175 b 6 5,5 1,43

(3-NxJ84x I 61 - 17,8

Bluecrop

i ; = Rys. 1. Liscie roslin

. e s P rodzicielskich uzytych do
- O 3 o krzyzowan w 2022

Northland borowki wysokiej (po

' lewej), tetraploidow

boréwki czernicy (po

= prawej) orazich

mieszancow (po srodku).

Rys. 2. Kwiaty roslin rodzicielskich oraz ich mieszancéw:
roslina ojcowska - boréwka czernica (a); mieszaniecz 2022 r.
boréwki wysokiej ‘Liberty’ i borowki czernicy J4 4x-6 (kwiaty
pojedyncze i bardziej okragte, jak u boréwki czernicy) (b);
roslina mateczna - boréwka wysoka (c)

> Tegoroczna ocena tetraploidalnych klonéw prowadzona na 3-letnich roslinach uprawianych w gruncie w odniesieniu do diploidéw pokazata, ze réznice
np. srednicy peddw czy powierzchni lisci ulegajg zmniejszeniu lub nie wystepuja. Nadal jednak wiekszos¢ tetraploidéw w poréwnaniu do diploidéw ma
krotsze pedy, kilka klondw ma wieksze liscie i wyzszg zawartoscig chlorofilu (dane w sprawozdaniu).

» Zdolnosc¢ kietkowania $wiezego pytku, mierzona po 24 godz. inkubacji na pozywce z sacharozg, u tetraploidalnych klonéw boréwki czernicy wybranych
do krzyzowan byta znacznie wyzsza - wynosita od okoto 65 do 85% - niz oceniana w poprzednim roku (dane w sprawozdaniu).

» U mieszancow borowki wysokiej z boréwka czernicg liczba wtoskdéw na brzegach lisci jest istotnie mniejsza lub posrednia w poréwnaniu do genotypdéw
rodzicielskich (Tab. 1) Cechy zgbkowania i owtosienia lisci mogg stanowi¢ markery morfologiczne mieszaricowosci siewek uzyskanych z krzyzowan

pomiedzy boréwka wysoka a boréwka czernica (Rys.1).

> Siewki mieszaricowe w 3. sezonie uprawy ex vitro kwitty juz niemal wszystkie i w wiekszosci zawigzaty owoce. Kwiaty wielu mieszarncéw sg podobne do

kwiatéw bordéwki czernicy (Rys. 2).



3. Poszukiwanie genéw kandydujacych zwigzanych z akumulacja
zwigzkow fenolowych w migzszu owocoéw borowki czernicy.

> Wyizolowano materiat genetyczny (RNA, transkryptomy) z Rys. 1. Dystrybucja transkryptéw u boréwki czernicy (A)

migzszu owocow 3 odmian boréwki wysokiej oraz 3 genotypdw oraz boréwki wysokiej (B) okreslona na podstawie
boréwki czernicy w fazie czerwonych owocéw i przygotowano ~ Wartosci RPKM

matryce do sekwencjonowania. A

» Odczytano 9 transkryptomow i zmapowano dane na genom g
referencyjny. ; i

> Analizowano dane uzyskane w wyniku sekwencjonowania ‘ P————
transkryptoméw, wykonanego w 2022 — 2023 r. Do analiz o R o
transkryptomoéw  wykorzystano  wyniki  sekwencjonowania 120000 : i

matryc izolowanych z migzszu owocéw 5 genomow bordéwki
czernicy (02M, 04M, 06M, 10M, 11M) oraz 4 genomow bordwki
wysokiej (15M, 31M, 35M, 37M). -
» Dla préb pochodzacych z migzszu owocéw bordéwki czernicy
ztozono de novo zbiér tzw. kontigdw reprezentujgcych
transkryptom bordéwki czernicy, ktdéry postuzyt do obliczenia i

liczbatranskryptow
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B 5
poréwnania profili ekspresji dla préb zmapowanych na 256 000 g
potencjalnych gendéw bordowki. Rys. 1 przedstawia dystrybucje |
transkryptow o okreslonej wartosci RPKM (Reads Per Kilobase . -
Million) u poszczegdlnych genotypdw o

» Analiza BLAST wykazata podobierstwa do znanych genéw dla 120000

Typiow
8

1454 kontigdw, jednak na tym etapie badan dalsze analizy
prowadzono dla kontigéow, dla ktérych RPKM>10 w migzszu
owocow bordéwki czernicy (razem 508 kontigéw). -

liczbatransis
8




3. cd. Poszukiwanie genow kandydujgcych zwigzanych z akumulacja
zwigzkow fenolowych w migzszu owocoéw borowki czernicy

W analizie funkcjonalnej Gene Ontology dla ponad 50% kontigédw przypisano w sumie 1852 terminy GO okreslajgc ich funkcje
oraz lokalizacje w komodrce (Rys. 2). W kategorii GO — biological process najczesciej przypisywano role w biosyntezie (90), w
odpowiedzi na stres abiotyczny (67), procesach komdrkowych (60) oraz odpowiedzi na czynniki chemiczne (57). W kategorii
GO — molecular function badanym sekwencjom przypisano aktywnosci wigzgce (65 termindw) oraz enzymatyczne wtasciwosci
katalityczne (55 terminow). Klasyfikacja pod wzgledem lokalizacji w komérce (GO — cellular component) wykazata, ze wiekszos$¢
sekwencji kodowata biatka zlokalizowane w btonie komdrkowej (64), jadrze komdérkowym (57) oraz cytoplazmie (54).

Rys. 2.
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v’ Zidentyfikowano pule ponad 500 genéw charakteryzujgcych sie zréznicowang ekspresjag w migzszu owocéw w analizie
porownawczej borowki czernicy oraz boréwki wysokiej, z ktdrej zostanie wytypowana pierwsza grupa genow
zaangazowanych w synteze i akumulacje antocyjandéw w migzszu owocow



4. Ocena zdolnosci do krzyzowania tetraploidow borowki czernicy

z borowka wysokg i ocena statusu uzyskanych siewek

Tab. 1. Efektywnos¢ krzyzowan z 2024 r. pomiedzy 3 odmianami
V. corymbosum i autotetraploidami V. myrtillus - przyktady

- =
Liczba . Liczba krzyzowania
. . Liczba ;
Krzyzowania zapylonych . uzyskanych (I. siewek / I.
oy nasion .
kwiatow siewek zapylonych
84 49 5 0,06
| 134x-3  [EEREE 130 16 0,14
154 166 27 0,18
| 184x-25 [V 487 41 0,24
198 110 9 0,05
C o U 014
3 15 0 0
| Northland | 1 55 0 0
14 0 0 0
8 0 0 0
| Northland | 65 146 2 0,031

> Klony tetraploidalne borédwki czernicy okazaty sie relatywnie dobrymi
zapylaczami dla boréwki wysokiej ze $rednig efektywnoscia krzyzowania 0,1
liczby siewek na zapylony kwiat, czyli 3-krotnie wyzszg niz uzyskana w 2023 r.
Jest to wynikiem wykorzystywania wytgcznie swiezego pytku do zapylen. W
krzyzowaniach odwrotnych srednia efektywnos¢ krzyzowania byta znacznie
nizsza —0.007 (Tab. 1, Rys. 1).

Wyniki sg zaskakujace w zestawieniu z oceng kietkowania pytku na znamieniu,
w ktorej wykazano, ze pytek boréwki czernicy stabo kietkuje na znamieniu
stupka boréwki wysokiej, (Rys. 1B, D) chociaz czesc¢ tagiewek wnika do
zalgzkow, ktére nastepnie pomysinie sie rozwijaja, o czym $wiadcza uzyskane
liczne siewki (Tab. 1, Rys. 1). Natomiast w krzyzowaniach odwrotnych, mimo
licznego kietkowania pytku boréwki wysokiej na znamionach stupkéw boréwki
czernicy i wnikania do zalgzkéw (Rys. 1A, C), to dobrze uformowane nasiona
rozwinety sie tylko w potowie krzyzowan. Ponadto nasiona te bardzo stabo
kietkowaty co skutkowato matg liczbg uzyskanych siewek (Tab. 1).

A\

Ryc. 1. Siewki z krzyzowan wykonanych w 2024
r. boréwki wysokiej z boréwka czernica

Rys. 2. Kietkowanie na znamieniu
stupka w krzyzowaniach
V. corymbosum i V. myrtillus

Tab. 2. Ocena statusu mieszanca siewek z krzyzowan
V. corymbosum i V. myrtillus przy uzyciu markeréw
SSR/ISSR (przyktad dla ’Liberty’ x J8 4x-27)

|| Siewki uzyskane w 2023 roku

_ Liberty xJ8 4x-27

101 102 103 104 105 106 107 108 109 141 111 112 113 114
)

* * - * * * * * * * * * *

I 321 267 285 283 272 265 289 275 279 234 254 266 27.8 306
IEXX" 116 164 177 108 112 128 132 133 123 117 140 101 139 13.0
ETEl 152 155 162 225 224 239 175 175 205 207 175 202 139 148

MA - allele pochodzace od rosliny matecznej,FA — allele pochodzace od rosdliny ojcowskiej,
HA — allele charakterystyczne dla siewek mieszaficowych; * siewka o wstepnie potwierdzonym statusie
mieszanca; ** siewka o prawdopodobnym statusie mieszarica, wymagajaca dalszych analiz

Liberty x J8 4x-27
M 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111

112 113 114 L 18-27

B = S = = = = S = S
& F F F F P S F P P F I &

Ryc. 3. Przyktadowy elektroforegram ze starterem UBC855 amplifikacji DNA (SSR/ISSR)
siewek V. corymbosum x V. myrtillus-4x (z 2023 r.) oraz roslin rodzicielskich. M - 100bp DNA
Ladder (ThermoScientific); rosliny mateczne: L — ‘Liberty’; 101, 102, 103 itd. — numery
siewek. Zielonymi strzatkami oznaczono allele pochodzace od V. myrtillus-4x, natomiast
pomaranczowymi—od V. corymbosum.

» Potwierdzono mieszanncowos$¢ kolejnych siedmiu siewek z roku 2022 — trzech

siewek Liberty x J8 4x-27 i czterech siewek ’Bluecrop’ x J8 4x-27 oraz pietnastu
siewek z roku 2023 — czternastu ’Liberty’ x J8 4x-27 (Tab. 2, Rys. 3) oraz jednej
’'Bluecrop’ x J8 4x-27.



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

Rys. 1. Temat badawczy 5.
N o v > Poziom ekspresji poszczegdlnych genéw (MYBA1, MYBA2, MYB1,
s ® B MYB10, MYB100) badany u pieciu tetraploidalnych klonéw
5 s s bordowki czernicy J4 (14 4x-3, J4 4x-4, )4 4x-7, 14 4x-10, 14 4x-12)
4 4 ‘ oraz ich diploidalnego odpowiednika (J4 2x) zalezat gtéwnie od
2 =S - 2 2o genotypu (Rys. 1, Rys. 2).
) D .. _-4 u- u:“!, G- ,_-4 :, M!m._,, ° ,r:] .4!; M. r H!ww >  Nadekspresja badanych genéw byta wyraznie widoczna u
A B c tetraploidalnego klonu jagody J4 4x-12 oraz, w mniejszym
MYB1 MYB10 MYB100 stopniu, u klondw J4 4x-3, J4 4x-4 i J4 4x-10. U tetraploidalnego
¢ 5 8 klona J4 4x-7 obserwowano gtéwnie spadek ekspresji genéw lub
¢ ¢ — & ekspresje porownywalng z poziomem ekspres;ji u roslin
4 $ , I 4 diploidalnych.
2 P — 2 : > Podwojenie liczby chromosomoéw u boréwki czernicy moze
° D m!, !4 e “":.,0,:1 ¢ T P !, I T ,,!, e ,:0,:2 zmienia¢ poziom biosyntezy zwigzkéw fenolowych, jednak nie
D E F zawsze przektada sie na zwiekszenie ekspresji gendéw zwigzanych
z synteza tych zwigzkow.
Rye. 2. J44x-3  J44x-4  JA4x-7  JA4x-10 J44x-12 - Temat badawczy 6. , ' o ,
UFGT - — T > Dwa sposrdd 5 klondw tetraploidalnych boréwki czernicy
MYBA1 2.0 charakteryzowaty sie najwyzszg zawartoscig antocyjanéw (Tab. 1).

MYBA2 ;:: Koreluje to z podwyzszong, w odniesieniu do diploida, ekspresja
MYB1 0.6 gendw zwigzanych z biosyntezg zwigzkdéw fenolowych (Rys. 1, 2).
MYB10 -_ - »  Duplikacja genéw u boréwki czernicy moze wptywac na

zwiekszenie zawartosci zwigzkow fenolowych w lisciach u czesci
uzyskanych autotetraploidow (Tab. 1).

6. Analiza ilosciowa i jakosciowa zwigzkéw fenolowych

Tab. 1. Zawartos$¢ zwigzkéw fenolowych w lisciach tetraploiddw boréwki czernicy w odniesieniu do diploida (mg/100g)

 Klondiploidalny ~ Klony tetraploidalne
FLAWANOLE 2169 1696 1565 826 1300 1046
'KWASY FENOLOWE 3672 2990 2910 1716 2532 1902
FLAWONOLE 485 374 330 142 315 160
ANTOCYJANY 13,6 9,09 15,8 8,74 6,58 20,8
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