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Poszukiwanie regionow DNA sprzezonych
z tolerancja wegetatywnych podktadek jabtoni
na niskie temperatury poprzez analiz¢ transkryptomu
1 ocen¢ stopnia polimorfizmu genéw kandydujacych

Identification of the genome regions correlated with cold hardiness of apple
rootstocks by transcriptomic analysis of differentially expressed candidate genes

Stowa kluczowe: adnotacja, EST, jablon, qPCR, RNAseq, sekwencjonowanie NGS, transkryptom

Celem tematu byla analiza fenotypowa 17 podktadek jabtoni z kolekcji 10 z zastoso-
waniem oceny nasilenia reakcji obronnej badanych roslin po przemrozeniu oraz oceny
zmian ekspresji genow kandydujacych (CG) (qPCR), wytypowanych na podstawie
sekwencjonowania transkryptomu dwoch podktadek wzorcowych i 15 innych z kolekcji
Instytutu, a takze wytypowanie nowych fragmentow EST gendéw o zrdznicowanej
ekspresji w podktadkach wzorcowych, dla poszerzenia dotychczasowej bazy markerow
mrozoodpornosci.

Badania fenotypowe prowadzono na podktadkach jabloni: P 2, P 14, P 16, P 22, P 59,
P 60, P 66, P 67, P 68, M.7, M.9, M.26, MM.106, CG 11, CG 16, PB-4 i Antonéwka
(seria P — hodowla polska, M/ MM —Wielka Brytania, CG — USA, PB-4 — Bialorus,
Antonowka — Rosja) sztucznie przemrazanych w komorze BINDER GmbH (temp:
-10°C, -12°C i -14°C). Proby kontrolne stanowity podkitadki nie traktowane ww.
temperaturami.
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Oceng stopnia reakcji badanych obiektow po zastosowaniu niskich temperatur,
przeprowadzono w uktadzie genotyp/podktadka/temperatura. Dla wszystkich badanych
podktadek wykonano pomiary: $rednicy pgdu przewodnikowego podktadki (mm), stopnia
regeneracji podktadek (skala 1-5); wysokosci pedu przewodnikowego podktadki (cm);
dtugosci przyrostow jednorocznych (cm); §wiezej masy korzeni podktadek (g).

W przeprowadzonym doswiadczeniu zaobserwowano, ze zadna z temperatur nie
spowodowala $mierci catej puli badanych genotypow, ale kondycja ro$lin pod koniec
okresu wegetacji byta stabsza niz roslin kontrolnych. Najwigkszy wigor posiadaty
podktadki przemrazane w temperaturze -10°C. Najslabszym wigorem charakteryzowaty
si¢ podktadki przemrazane w temperaturze -14°C. Dla podktadek P 66, P 67 i P 68
odnotowano wigkszy przyrost i srednicg pedu przewodnikowego, wicksza dlugos¢ pedow
bocznych, a takze wigkszg $wiezg mase korzeni niz dla podkladek M.9 i M.26 (Zurawicz
i Lewandowski, 2014). Bazujac na wartoSciach $rednich ocenianych parametrow dla
trzech temperatur, w obrebie skolekcjonowanych podkladek mozna wyr6zni¢ dwie grupy
— mniej i bardziej wrazliwe na przemarzanie. Do pierwszej grupy mozna
zakwalifikowa¢ podktadki P 59, P 60, P 66, P 67, P 68, M.7, MM.106, PB-4 i Siewke
Antonowki, a do grupy drugiej podktadki pozostate, czyli P 2, P 14, P 16, P 22, CG 11,
CG 16, M.9 i M.26.

Skolekcjonowang w ramach zadania bazg sekwencyjng z eksperymentow RNAseq
z dwoch sezonow badawczych (2016 1 2017) poddano weryfikacji metodg gPCR. W tym
celu, z tej samej puli ro$lin, do badan molekularnych dotyczacych oceny zmian ekspresji
genow kandydujacych (CG) (qPCR) zachodzacych w podktadkach wzorcowych oraz
w podktadkach z kolekeji Instytutu, wyizolowano matryce RNA (Zeng i Yang, 2000).
Calkowite RNA (1pg) poddano transkrypcji do stabilnego cDNA (AffinityScript QPCR
cDNA Synthesis Kit, Agilent). Do amplifikacji fragmentow dscDNA uzyto par
oligonukleotydéw zaprojektowanych do sekwencji 30 genow (EST, 2016 1 2017)
wytypowanych na podstawie odczytdéw sekwencji transkryptoméw wzorcowych
podktadek jabloni. W pierwszym etapie badan przeprowadzono ocen¢ zmian profilu 15
fragmentéw EST (2016) w genomach 17 podktadek jabtoni. Wytypowane sekwencje
koduja: biatka hydrolaz (Md664464, Md475472, Md288837, Md321783, Md303946),
biatka sekrecyjne i sktadniki blon komorkowych oraz wakuoli (Md321783, Md881546,
Md203983, Md145463, Md580263), biatko transkrypcyjne (Md546831) oraz bialka:
wiazace jony Zn>", biatko receptorowe, biatko bedace sktadnikiem chloroplastow i biatko
o aktywnosci kinazy (odpowiednio Md196401, Md161758, Md253080, Md707995).

W przeprowadzonych testach zaobserwowano: wzrost ilosci transkryptu genéw
o adnotacjach Md161758, Md203983, Md196401 oraz spadek ekspresji genow:
Md664464, Md321783, Md217803, Md28837 we wszystkich podktadkach (-10°C).
Osiem genow (Md161758, Md203983, Md707995, Md664464, Md145463, Md253080,
Md303946, Md546231) podlegato inhibicji w podktadkach wrazliwych (P22, P26, P67,
P68, M7, M.9, M.26, MM106, GC11, GC16, PB4, Antondéwka) (-12°C, -14°C),
natomiast gen Md475472 — aktywacji (wzrost 100x) (-12°C, -14°C).

W drugim etapie badan przeprowadzono oceng zmian w profilu ekspresji 15 EST
(RNAseq, 2017) w genomach podktadek wzorcowych: wrazliwej M.9 i tolerancyjnej P 60.
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RNA wyizolowane z tkanek ksylemu i korzenia z roslin traktowanych oraz
kontrolnych, przepisane na stabilne cDNA, stanowito matryce do reakcji amplifikacji
fragmentéw dscDNA, do ktorych uzyto par oligonukleotydéw komplementarnych
do sekwencji transkryptow o zréznicowanej ekspresji.

Oceng zmian ekspresji przeprowadzono dla EST: czterech gendéw bioracych udziat
w wigzaniu kationd6w regulujacych reakcje chemiczne — Md32326, Md22724,
Md425030, Md843015; pieciu gendw kodujacych biatka transportowe blon
komorkowych — Md318613, Md139165, Md165140, Md163192, Md312901; czterech
genéw kodujacych komponenty komorkowej btony foso-lipidowej — Md432351,
Md240736, Md247173, Md843015; dwoch genow, ktore podlegaja aktywacji pod
wptywem czynnikow stresu — Md834597, Md668869 oraz genu kodujacego biatka
z rodziny auksyn regulujgcych rozpoczecie fazy spoczynku roslin (Velasco i in., 2010;
Baiiin., 2014)

Na podstawie testow qPCR dla podktadki M.9, wytypowano grupe genow,
aktywowanych w korzeniu i w tkankach przewodzacych (Md318613, Md425030,
Md432351, Md39165, Mdi63192). Druga grupa gendw (Md222724, Md240736,
Md165140) podlegata aktywacji w tkankach ksylemu i inhibicji w tkankach korzenia,
natomiast dla dwoch genow (Md385497 1 Md285927) odnotowano indukcje w korzeniu a
inhibicj¢ w tkankach przewodzacych podktadki M.9. W przypadku tolerancyjnej
podktadki P 60 dla pigciu genow (Md32326, Md240736, Md318613, Md455030,
Md163192) zaobserwowano aktywacj¢ ekspresji zarowno w korzeniu jak i w tkankach
przewodzacych. Cztery z wytypowanych gendw (Md222724, Md385497, Mdi165140,
Md285927) ulegaty inhibicji w ksylemie, ale indukcji w tkankach korzenia, natomiast
dwa (Md139165 i Md432251) wykazaty odwrotng aktywno$¢ w testowanych tkankach
podktadki P 60.

Dodatkowo, na podstawie przeprowadzonych testow walidacyjnych (RNAseq vs.
gPCR) (Imelfort i Edwars, 2009) wytypowano tacznie 13 fragmentéw EST, dla ktérych
odnotowano zroznicowang regulacje w uktadzie genotyp/ gen/ temperatura przemrazania.

Ostatnim etapem badan byla analiza transkryptomu jabtoni, poprzez sekwencjo-
nowanie NGS oraz wytypowanie specyficznych fragmentow EST (sprz¢zonych z cecha
mrozoodpornosci). Sekwencjonowanie i analiza porownawcza w ukladach genotyp
podktadki/ kontrola vs. genotyp podktadki/ temperatura mrozenia probek (M.9 —
wrazliwa i P 60 — tolerancyjna) pozwolita na odczyt 233 606 825 sekwencji (tj. 500 tys.
transkryptow) (Xu, 2010).

Sposrod adnotowanych sekwencji wybrano 15 EST kodujacych: komponenty bton
komoérkowych oraz biatka uczestniczace w transporcie miedzy- i wewnagtrzkomoérkowym
makroczgsteczek 1 jondw, biatka przekaznikowe inicjujace zmiany aktywnosci
komorkowej, biatka transportowe i receptorowe bton organelli komoérkowych oraz biatka
stresow abiotycznych i regulujagcych komérkowe systemy naprawcze.

WNIOSKI
1. Podktadki P 66, P 67 i P 68 mozna uzna¢ za tolerancyjne na stres niskich temperatur.
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2.

3.

Poziom ekspresji badanych genoéw zalezy od genotypu podktadki, badanej tkanki
roslinnej (ksylem / korzen) i stosowanej temperatury przemrazania.

Trzynascie EST, o odrgbnym typie regulacji w podktadkach tolerancyjnych
i wrazliwych na mroz, zidentyfikowano jako potencjalne markery tolerancji na stres
niskiej temperatury.

Wytypowane i adnotowane sekwencje transkryptomu jabtoni poszerzajg baz¢ danych,
z ktoérej wytonione zostang przypuszczalne markery funkcjonalne badanej cechy
podktadek jabtoni.
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