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Ocena zmian profilu ekspresji genéw
kandydujacych w podkiadkach jabtoni
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Evaluation of changes in the expression profile of candidate genes in apple
rootstockss with a different degree of frost tolerance
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Celem przeprowadzonych badan byla identyfikacja gendéw sprzezonych z cecha mrozoodpornosci podkladek
jabtoni. Oceng zmian w poziomie ekspresji wyizolowanych gendéw przeprowadzono metodami RNAseq i qRT-PCR,
dla podktadek zréznicowanych po wzgledem stopnia tolerancji mrozowej: P 66 (tolerancyjna) i M.9 (wrazliwa).

W wyniku przeprowadzonych odczytow sekwencji RNA (sekwencjonowanie de novo w systemie [llumina Solid) dla w/w
podktadek zidentyfikowano okoto 167 milionéw odczytow unikatowych sekwencji, z ktorych do wstgpnych badan
weryfikacyjnych wytypowano 15 o zréznicowanym profilu ekspresji. Sekwencje poddano adnotacji funkcjonalne;.
Wytypowane geny koduja: biatka strukturalne i integralne bton komorkowych i wakuoli komérkowych, czynnikow
transkrypcyjnych, biatek regulujacych transport migdzykomorkowy i wewnatrzkomoérkowy, biatek hydrolizujacych
wigzania C-O 1 C-N oraz biatek wigzacych makro- i mikroelementy. Celem weryfikacji typu regulacji sekwencji
transkryptomu uzyskanych z sekwencjonowania nowej generacji (NGS), dla tych samych prob przeprowadzono
ilosciowa analiz¢ transkryptu gendéw (qRT-PCR). Sposrod badanych gendw, trzy reprezentowaly identyczny typ
regulacji w badanych uktadach eksperymentalnych RNA-seq i qRT-PCR. Wytypowane geny stanowig potencjalne
sekwencje kandydujace do sporzadzenia markerow funkcjonalnych, umozliwiajacych wczesna selekcje podkladek
jabtoni tolerancyjnych na mroz.

Stowa kluczowe: adnotacja funkcjonalna genoéw, Malus domestica Borkh., sekwencjonowanie, profil ekspresji,
ilosciowa reakcja amplifikacji

The aim of presented study was to identify putative candidate genes associated with apple rootstock winter hardiness.
The assessment of changes in expression profile of isolated differentially expressed genes, was performed using two
subsequent experiments: RNAseq (based on New Generation Sequencing, NGS) and qRT-PCR (Real Time transcript
amplification). In terms of traits of interests two apple rootstocks P 66 (frost tolerant) and M.9 (frost sensitive) were
evaluated. As a result of the RNA sequence readings (de novo sequencing, Illumina Solid system), approximately 167
million reads of unique sequences were identified. Finally, fifteen functionally annotated expressed tags, representing
different expression profile, were chosen. Selected putative genes coding: structural and integral proteins of cell
membranes and cellular vacuoles, transcription factors, proteins regulating intercellular and intracellular transport,
C-O and C-N bonds hydrolyzes, and proteins binding macro- and microelements.

In order to verify the type of regulation of the transcriptome sequences obtained in NGS technology, qRT-PCR tests
were carried out for the same samples layout. Three of studied sequences, represented identical type of regulation
in both RNA-seq and qRT-PCR experiments. The selected genes seems to represent potential candidate sequences
(functional molecular markers), enabling the early selection of frost-tolerant apple rootstocks.

Key words: expression profile, gene annotation, Malus domestica Borkh., new generation sequencing (NGS),
quantitative transcript level (QRT-PCR)

Wstep

Zimowe uszkodzenia roslin wieloletnich upra-
wianych w regionach o umiarkowanym klimacie
stanowig duzy problem w hodowli. Dlugotrwa-
fe przymrozki, czgsto bez pokrywy $nieznej,
szybkie ocieplenie i kolejne fale wiosennych

przymrozkoéw powodujg znaczne straty zarowno
w naziemnych organach ro§linnych, jak i syste-
mie korzeniowym drzew. Co wigcej, uszkodzenia
mrozowe podczas kwitnienia roslin, powoduja
istotne zmniejszenie plonow i sa bardziej niebez-
pieczne niz dlugotrwate dziatanie ujemnych
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temperatur w okresie zimowym (Aygu. 2005).

Jednym z mechanizmoéw adaptacjiroslin do tole-
rancji na mroz jest regulacja obejmujgca zmiany
biochemiczne zwigzane z transkryptomicznym
przeprogramowaniem funkcji komérkowych, ktore
pozwalajg ro$linom tolerowa¢ obecnos¢ krysztatow
lodu w tkankach (Wisniewski i in. 2003, Kalberer
iin. 2006). Drugim mechanizmem jest tzw. regula-
cja unikania zamrozenia podczas glebokiego prze-
chtodzenia (-38°C/-42°C), polegajaca na zmianie
wody komodrkowej w emulsje lodowa, zmniejsza-
jac tym samym stopien rozcienczenia czasteczek
kriochronnych, takich jak cukry, sole itp. Dodatko-
wo regulacja tempa migracji wody migdzy komor-
kami i w przestrzeniach pozakomoérkowych moze
prowadzi¢ takze do stopniowego hamowania nagte-
go tworzenia si¢ krysztatdéw lodu w strukturach
komodrkowych (Wisniewski i in. 2003).

Tak zlozony oraz poligeniczny mechanizm tole-
rancji mrozowej roslin nie jest w pelni rozpozna-
ny, a dotychczasowe prace genetyczne prowadzone
byly gtownie w USA, Nowej Zelandii, Norwegii
i Japonii. W wyniku tych badan zidentyfikowano
kilka grup genow, ktorych ekspresja ulegata zmia-
nom pod wptywem dzialania niskiej temperatury
w genomach m.in. brzoskwini, truskawki i jablo-
ni. Nalezg do nich geny, kodujace biatka z grupy
dehydryn — DREB (dehydration responce elements
binding protein) aktywowane w wiazkach przewo-
dzacych (Feng i in. 2012, Takata i in. 2007, Zhao
i in. 2012), geny CBF (C-repeat binding factor;) —
czynniki transkrypcyjne (Wisniewski 1 in. 2007,
2011), geny z grupy MADS-box — aktywowane
w pakach kwiatowych u roslin wieloletnich (Du
i in. 2008) oraz geny COR (cold regulated gene)
(Wisniewski i in. 2007).

Z uwagi na stabo rozpoznane podtoze mole-
kularne cechy mrozoodpornosci, w przepro-
wadzonych badaniach wykorzystano techniki
umozliwiajace wnikliwa analize sekwencji catego
transkryptomu podktadek jabtoni. Dzigki sekwen-
cjonowaniu nowej generacji (NGS — New Gene-
ration Sequencing) oraz iloSciowej analizie zmian
poziomu transkryptu genow (Real-Time quantita-
tive PCR) w roslinach reprezentujacych odmienne
cechy fenotypowe, mozliwe bylo szybkie rozpo-
znanie sekwencji eksonowych nowych transkryp-
tow sprzezonych z roznymi cechami uzytkowymi
rodzaju Malus (Baiiin. 2014).

W niniejszej pracy zastosowano najnowsze
techniki identyfikacji unikatowych sekwencji
gendow o zroznicowanej ekspresji, ktoére pozwoli-
ly na okreslenie typu regulacji genow oraz wyty-
powanie fragmentow transkryptomu podkiadek

22

jabloni, bioracych udziat w regulacji mechanizmu
ich tolerancji na mroz. Ponadto dostepna sekwencja
genomu jabtoni odmiany ‘Golden Delicious’ (Vela-
scoiin. 2010), a czesciowo takze jej transkryptomu
(Baiiin. 2014) umozliwita adnotacj¢ funkcjonalng
tych unikatowych sekwencji.

Celem badan podjetych w Instytucie Ogrod-
nictwa (IO) byla ocena profilu ekspresji genow,
sprzgzonych z cechg tolerancji na mréz podktadek
jabtoni pochodzacych z kolekeji 10. Poprzez analizg
poréwnawcza wynikow uzyskanych w eksperymen-
cie RNAseq oraz oszacowania ilo$ci transkryptu
wytypowanych genow (QRT-PCR) przeprowadzono
réowniez wstepna weryfikacje typu ich regulacji.

Material i Metody

Materiat roslinny do badan stanowily matry-
ce RNA wyizolowane z dwoch podktadek jabtoni
0 zréznicowanym stopniu tolerancji na stres niskich
temperatur — wrazliwej M.9 i tolerancyjnej P 66.
Kontrolowane mrozenie wytypowanych podktadek
przeprowadzono w komorze do sztucznego przem-
razania materiatdow roslinnych (BINDER GmbH).
Zastosowano 3 temperatury mrozenia: -10°C,
-12°C i -14°C, czas mrozenia 3 h, tempo obniza-
nia si¢ temp. 2°C/h. Kontrolg stanowity podktad-
ki nie poddawane dziataniu niskich temperatur.
Po zabiegu podktadki przeniesiono do chtodni
szkotkarskiej (0°C) celem ich aklimatyzacji.

Probki RNA izolowano z roslin traktowanych
oraz z roslin kontrolnych, niepoddawanych w/w stre-
sowi stosujac metodg opisang przez Zeng i Yang
2000. Uzyskany osad rozpuszczono w wodzie
wolnej od RNAz (DEPC). Jakos¢, stopien integracji
oraz koncentracje RNA oceniono metoda elektrofo-
rezy mikroprzeptywowej przy uzyciu Bioanalizatora
2100 i programu Expert 2100 (Agilent).

Odczyty sekwencji transkryptomu podktad-
ki M.9 — préoba kontrolna oraz proby przemrazane
w temp. -10, -12, -14°C i podktadki P 66 — préba
kontrolna oraz proby przemrazane w temp. -10,
-12, -14°C (lacznie sekwencjonowaniu poddano
8 prob badawczych) przeprowadzono dla matrycy
wyizolowanego totalnego RNA, przy uzyciu plat-
formy SOLiDGenome Analyzer, [llumina (Geno-
med, S.A). Nastepnie uzyskane DEG (differentialy
expressed genes) zostaly zmapowane przy uzyciu
programu BBmap, a ilo$ci odczytow dla poszcze-
goblnych gendéw policzono przy pomocy programu
HTseq. Koncowe wyniki opracowano w srodowi-
sku R [2] i znormalizowano przy pomocy pakie-
tu DEseq2. Poziom korelacji pomiedzy badanymi
probami oszacowano przy uzyciu wspotczynnika
Pearsona (zakres od -1 do 1).
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Do testow qRT-PCR, uzyto RNA (1pg) wyizo-
lowane z tej samej pulu roslin, ktére poddano
nastepnie odwrotnej transkrypcji do stabilnego
c¢DNA przy uzyciu zestawu Affinity Script QPCR
cDNA Synthesis Kit (Agilent). Reakcje prowadzo-
no w obecnosci uniwersalnego startera oligo-dT
(0,1ug/ul) oraz enzymu — odwrotnej transkryptazy
(RT) w zoptymalizowanych warunkach termicz-
nych: 25°C/5 min., 42°C/5 min. — przylgczanie oligo
-dT, 55°C/15 min — RT, 95°C/5 min. — inaktywacja
enzymu (termocyklery Biometra Basic). Stabilne
cDNA stanowito matryce¢ dla ilosciowej reakcji
amplifikacji (QRT-PCR).

Reakcje qRT-PCR dla wytypowanych sekwen-
cji transkryptéw prowadzono na matrycy cDNA
w termocyklerze RotorGen 6000 (Corbett) w obec-
nosci barwnika fluorescencyjnego SybrGreenl
i uniwersalnego zestawu Kapa SybrqPCR (Kapa
Biosystems). W kazdym uktadzie eksperymental-
nym w reakcji zastosowano dwie pary starterow
specyficznych komplementarnych do sekwencji:
genu referencyjnego PAL oraz genu badanego.
Matryce cDNA, przygotowano w rozcienczeniach
o znanej koncentracji, umozliwiajagcych sporza-
dzenie krzywej standardowej reakcji amplifikacji.
Badany uktad eksperymentalny — gen ref. PAL/
gen badany zawieral: cDNA oraz oligonukleotydy
zaprojektowane do 15 sekwencji DEG (differential-
ly expressed genes).

Profil termiczny ilo$ciowej reakcji amplifika-
cji byl nastepujacy: 95°C/5 min. (aktywacja poli-
merazy), 95°C — 15 s, 60°C — 20 s (przylaczanie
oligonukleotydow), 72°C — 20s (odczyt poziomu
fluorescencji).

Ocene poziomu ekspresji w kazdej z badanych

prob przeprowadzono poprzez analizg¢ krzywych
amplifikacji (metoda poréwnania krzywych stan-
dardowych AACt, program komputerowy Rotor-
Gen. 6000 Series Software 1.7.), wyznaczonych
w oparciu o pomiar fluorescencji barwnika
SybrGreen w kazdym cyklu reakcji. Analizg staty-
styczng przeprowadzono dla powtorzen biologicz-
nych (min. dwie proby roslinne) oraz powtorzen
technicznych (min. 2 powtérzone mieszaniny reak-
cyjne o tym samym skladzie). Dla kazdej z prob
obliczono odchylenie standardowe (SD, standard
deviation) natomiast dla $rednich odczytow okre-
slono relatywny (krotno$¢ zmiany) poziom zmiany
iloéci amplikonu w badanym uktadzie gen refe-
rencyjny vs. gen badany (program komputerowy
Rotor-Gen 6000 Series Software 1.7.).

Profile ekspresji wytypowanych genow,
uzyskane w eksperymencie RNAseq i qRT-PCR
nastgpnie poréwnywano celem weryfikacji typu
regulacji (up/down).

Wyniki
Baza adnotowanych transkryptow wytypowanych
z plikow wynikowych NGS

Po przeprowadzeniu wstepnych analiz korelacji
pomiegdzy probkami RNA z podktadek tolerancyjne;j
P 66 i wrazliwej M.9 uzyskano tacznie 166 987 057
odczytow sekwencji (tj. ponad 500 tys. zroéznico-
wanych transkryptow). Catkowita liczbe sekwencji
odczytanych dla kazdej pojedynczej proby zestawio-
no w tabeli 1, natomiast w Tab. 2 przedstawiono typ
regulacji (poré6wnanie poziomu transkryptu pomie-
dzy probkami), sekwencje oraz ich funkcjonalng
adnotacje. Wielkosci molekularne opracowanych
sekwencji oszacowano w zakresie 20-380 pz.

Tabela 1
Table 1

Liczba odczytanych sekwencji w badanych proébach.

Number of sequences read out in the tested samples.

Genotyp/traktowanie podktadki
Genotype/treatment of apple rootstock

liczba odczytanych sekwencji
Number of sequence reads

M.9 Kontrola zbiorcza 16 768 301
M.9 (-10°C) 32 732 590
Wrazliwa

M.9 (-12°C) 19 494 823

M.9 (-14°C) 16 260 592

P 66 Kontrola zbiorcza 19 587 737

P 66 (-10°C) 25391 667

Tolerancyjna

P 66 (-12°C) 16 512 288

P 66 (-14°C) 20238 759
Razem 166 987 057
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Tabela 2
Table 2

Typ regulacji w eksperymencie RNAseq, odczyty sekwencji oraz adnotacja funkcjonalna fragmentéw DEG.

Type of regulation in the RNAseq experiment, sequence and functional annotation of DEG fragments.

Identyfikator genu/regulacja w ba-
danym uktadzie porownawczym

Gene 1D/ type of gene regulation
observedin comparable layout

Sekwencja

Sequence

Adnotacja funkcjonalna

Functional gene annotation

MDPO0000883315

Up-M.9K vs. M.9 -10

ATTCACATTCCCATTCCCATTCCCACTCCCCATTCCCC-
GACGTTTCTCCTCCACAACGGC

TTCAGCGACGAGGTCGATGTCTCTGACATCGAGATGATCAC-
GATCCAGACCGTCACCGGA

AAGGTTGTCATTGGGATGGATGTTGCTGCCT

Biatko transmembramowe,
transportujace jony potasu,
komponent btony komorkowe;j.

MDP0000254705

Down-M.9K vs. M.9 -10

CATTCCCATTCCCATTCCCACTCCCATTCCCCGACTCGTTTC-
TCCTCCACAACGGCTTCA

GCGACGAGGTCGATGTCTCTGACATCGAGATGATCACGATC-
CAGACCGTCACCTACACCA

GCCTCAGGGACCTCCTCCCGCCGTCGCCGCAGCCATCGATC-
TCGC

Biatko proliferacji komorek
o wilasciwosciach czynnika
WZrostowego.

MDP0000208730

Up-M.9K vs. M.9-12

CATTCCCATTCCCATTCCCACTCCCATTCCCCGACGTTTCTCC-
TCCACAACGGCTTCAGC

GACGAGGTCGATGTCTCTGACATCGAGATGATCACGATCCA-
GACCGTCACCTACACCACG

Biatko wiazace jony wapnia
Ca* (kalmodulina), regulujace
procesy sekrecji.

MDP0000310262

DownM.9K vs. M.9-12

CCACAACGGCTTCAGCGACGAGGTCGATGTCTCTGACATC-
GAGATGATCACGATCCAGAC

CGTCACCTACACCAGCCTCACGGGACTCCTCCGGCGTCGCC-
GCAGCCATCGATCATGTCA

CCGATTCACAATTCCAGCTGGCACACGACGAGACTTTCCGA-
TAAAGAAACCC

Esteraza bioraca udziat w hy-
drolizie estrow zawierajacych
domeng SGNH.

MDP0000195260

Down-M.9 K vs M.9 -14

CCACAACGGCTTCAGCGACGAGGTCGATGTCTCTGACATC-
GAGATGATCACGATCCAGAC

CGTCACCTACACCAGCCTCAGGGACCTCCTCCCGCGTCGCC-
GCAGCCATCGATCATGTCA

CCGATTCACAATTCCAGC

Biatko wiazace jony cynku,
biorace udziat w regulacji
odpornosci na choroby.

MDP0000920400

Up-M9Kvs M.9-14

CGTTTCTCCTCCACAACGGCTTCAGCGACGAGGTCGATGTC-
TCTGACATCGAGATGATCA

CGATCCAGACCGTCACCTACACCAGCCTCAGGGACCTCCTCC

Biatko sekrecyjne, aktywowane
w tkankach zranionych.

MDP00007527209

Down-P66K vs P 66 -10

AGGAATGGAACTGGCTGTGGTGCATGCTACCAGGTGAGGTG-
CAAGATCCCTCAGCATTGC

AGCAGTGATGGGGTAACTACGGTGGTGACAGACCACGGC-
GAAGGCGACAAGAACTGAACT

TCATCTTCAGCCCAAGATCTTATGCAAAGTGGACAAACAC

Biatko wiazace jony cynku.

MDP0000301184

Up-P 66K vs P 66 -10

ACATGGAGTTTTTCCTTAAGCACATAACTTGGTTTCTTTGTAT-
CACGGTACTCTTGCCTG

CTCTATGTACCTCTCAATACACATATGTATCCTCTAGAGCA-
ACATATTATGGTAGCCCAG

ATTGCTACGGGAACCCAACTGGAGCTTGTGGGTTTGGAGA-
ATATGG

Biatko integrujace btong
komorkowa.

24



BIULETYN IHAR Nr 291 /2020

Ocena zmian profilu ekspresji gendw kandydujgcych w podktadkach jabtoni...

Tabela 2 cd.
Table 2 cd.

Typ regulacji w eksperymencie RNAseq, odczyty sekwencji oraz adnotacja funkcjonalna fragmentéw DEG.

Type of regulation in the RNAseq experiment, sequence and functional annotation of DEG fragments.

Identyfikator genu/regulacja w ba-
danym uktadzie porownawczym

Gene ID/ type of gene regulation
observedin comparable layout

Sekwencja Adnotacja funkcjonalna

Sequence Functional gene annotation

MDP0000165364

Down-P66 vsP66 -12

TTAAGCACATAACTTGGTTTCTTTGTATCACGGTACTCTTGCC-

TGCTCTATGTACCTCTC Biatko strukturalne blony

AATACACATATGTATCCTCTAGAGCAACATATTATGGTAGCC- komérkowej.

CAGATTGCTACGGGAACC

CAACTGGAGCTTGTGGGTTTGGAGAATATGGCTC

MDP0000392485

Up-P66 vsP66 -12

ACAGCGATCGTTGGAGGAAGATTTCAAGATCATGGTTGCA-
ATCAGCCTTTAATGTGGTTT Biatko o aktywnosci liazy, kata-
lizuje cigcie wigzan weglowych
GCGGTAGTCATTTTTTATGCTCGTCGATGTGTATGGTTGG- (C-C, C-O, C-N).

CATGTATATTTCTGGCTATC

CTATGTTCCACTCTTGGCCGTTCTGGTTCTAGGAGCCAAACT

MDP0000948602

Down-P 66 K cs P66 -14

AGACTCATATTCTGACACAGGAACAACGGGAAATCAGTGGC-
CAGTTCTTGGAAACAACCC

Czynnik transkrypcyjny, regu-

TATGGAATCACATTCCCGGGAAAAACCCAGATGGCCGGTT- . .
lujacy procesy zalezne od DNA.

TCTTCCGATGGCCGGGTCCT

CACCGATTTCCTTGCTAGGTTTATAGGAGTGAAGTCTCC

MDP0000575908

Down-P 66 K cs P66 -14

AGACCATCCTTCACTCAAAAACGACGCTGTCGGGGTGTCGT-
TAGGGTCGCCCGAGATTGA

GTCAGCACCGCCGCTGCTTAAAGCCCTACTCGACTGCGC-
CAGGCTCACCGAGTCGGACAC

Biatko strukturalne blony
komorkowej.

CGACCGCGCCGTCAAATCACTGATTCGACTCAGGGATC-
GATCTCAGACCACGGAGATC

MDP0000127750

Up-M.9K vs M.9-14

TCACTCAAAAAACGACGCTGTCGGGGTGTCGTTAGGGTC-
GCCCGAGATTGAGTCAGCACC

GCCGCTGCTTAAAGCCCTACTCGACTGCGCCAGGCTCACC- Caynik transkeypeyi
GAGTCGGACACCGACGCGCC Zynni ranskrypeyjny:
GTCAAATCACTGATTCGACTCAGGGAATCGATCTCAGAC-
CACGGAGATCCAACCG

MDP0000228546

Up-M.9vs M. -14

TATGCTGCTTTCGACACTACACCATGTTGTATGGCCCAAGAG-
TGGATGGTATGCAGTTCC

Biatko strukturalne btony ko-

CTTGACAAGCCTAATAGAAGGTTCACAGGTGAAGAAAGCG- , .
morkowej.

TATCAGAAAGCAAGGCTGTC

GCCTCCAACCCA

MDP0000695032

Down P 66 K vs. P 66 -14

AATCCAACATTCGTATGCTGCTTTCGACACTACACCATGTTG-
TATGGCCCAAGAGTGGAT Bitko o aktywnosci kinazy
serynowo-treoninowe;j, fosfo-
rylujace reszty aminokwasowe
w odpowiedzi n a czynniki

zewnetrzne.

GGTATGCAGTTCCCTTGACAAGCCTAATAGAAGGTTCA-
CAGGTGAAGAAAGCGTATCAGA

AAGCAAGGCTGTGCCTCCACCCA
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Adnotacje funkcjonalne przeprowadzono dla
4 000 genow wykazujacych indukcje (up regu-
lation) oraz 4000 gendéw podlegajacych inhibicji
(down regulation) w badanych uktadach pordw-
nawczych eksperymentu RNAseq. Dla poszczegol-
nych sekwencji identyfikatory GO (gene ontology)
przypisano na podstawie pliku (gff) z opisem
gendow wylonionych dla genomu Malus domestica.

Zestawiono pliki wynikowe zawierajace: iden-
tyfikator genu Malus domestica, surowe dane
dotyczace ilo$ci zmapowanych do genu odczytow,
estymowang przez program DEseq2 zmiang¢ krot-
nosci ekspresji (fold change) w pierwszej probece
wzgledem drugiej probki (skala logarytmiczna),
wartos¢ (p) wykonanego przez program DEseq2
testu statystycznego, contig (pokrycie) z referen-
cyjnym genomem Malus domestica, w ktorym
zawiera si¢ dany gen, wspotrzedne poczatku
i konca odczytu genu w contigu oraz terminy
GO (gene ontology terms) zwigzane z danymi doty-
czacymi przewidzianej funkcji genu.

Ocena profili ekspresyjnych genow wytypowa-
nych poprzez analizg NGS:

Do amplifikacji fragmentow dscDNA uzyto
Iacznie 15 par oligonukleotydow zaprojektowanych
w badaniach wlasnych (Tab. 3) do sekwencji genéw
wytypowanych na podstawie odczytow sekwencji

zawartych w tabeli 2.

Dla 9 z badanych gendéw zaobserwowano zroz-
nicowane profile ekspresji w badanych materiale
roslinnym.

W przypadku podktadki M.9 cztery wytypo-
wane sekwencje genow o zdefiniowanej adnotacji:
MD883315 (wykres 1b), MD7527209 (wykresle),
MD228546 (-12°C) (wykres 1g) i MD392485 (-14°C)
(wykres 1d) wykazaty wzrost, a trzy: MDI127750
(-14°C) (wykres 1a), MD575908 (-10°C) (wykres 11)
oraz MD301184 (-10°C) (wykres 1h) spadek pozio-
mu transkryptu.

Dla podktadki P 66, wzrost poziomu transkryptu
odnotowano w przypadku czterech DEG: MD883315,
MD392485, MD165364 (dla préb traktowanych temp.
-10°C) (wykresy 1b, d-f) i MD920400 (dla prob trak-
towanych temp. -12°C) (wykres Ic), natomiast cztery
sposrod badanych genow: MD127750, MD7527209,
MD301184 (dla prob traktowanych temp. -10°C)
i MD165364 (dla prob traktowanych -12°C) ulegaty
inhibicji (wykresy la, e, h, f).

Ponadto trzy z wytypowanych sekwencji genow:
MD920400, MDI163564 1 MD7527209 (wykre-
sylc, f, e) ulegaty nadekspresji, a jeden inhibicji
(MD575908, wykres 1i) w genomach obu analizowa-
nych podktadek. W przypadku pozostatych wytypo-
wanych genow nie obserwowano zmian w profilach
ekspresyjnych.

Tabela 3
Table 3

Sekwencje zaprojektowanych oligonukleotydéw (QRT-PCR).

Sequences of designed oligonucleotides (QRT-PCR).

Identyfikator genu/ SEKWENCIJA S’ SEKWENCIJA 3’
EST Sequence of Oligos 5’ Sequence of Oligos 3’
ID of the gene/ EST
PAL (gen ref.) tatcgacccaatttctgggttg atgcagceatgtaaaccgtga
MD883315 tcacattcccattcecattee catccatcccaatgacaacct
MD254705 cattcecattcecattccca aggaggtcectgaggct
MD208730 cccattcecacteccatte tgtaggtgacggtctggat
MD310262 cacaacggcttcagega ctttatcggaaagictcgtcgt
MD195260 cacaacggcttcagega gctggaatigtgaateggiga
MD920400 ctectecacaacggette aggaggtccctgaggct
MD7527209 aggaatggaactggcigtg gtgtttgtccactttgeat
MD301184 tteettaageacataacttggtite aaacccacaagctcecagtt
MD165364 tggtttctttgtatcacggtact catattctccaaacccacaagce
MD392485 gegatcgttggaggaagatt tttggetectagaaccagaac
MD948602 agactcatattctgacacaggaac gagacttcactcctataaacctage
MD575908 ttagggtcgeccgagatt tcteegtggtctgagateg
MDI127750 ttagggtcgeccgagatt ttggatctecgtggtetga
MD228546 atgcetgctttcgacactaca tgggttggaggcgacag
MDG695032 ccaacattegtatgetgctttc gtggaggcacagecttg
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Wykresy 1 a-i. Zmiany w poziomie ekspresji genéw wytypowanych ma podstawie eksperymentu RNA-seq.

Figures 1 a-i. Changes in the level of expression of the selected genes are based on the RNA-seq experiment.
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Weryfikacja poziomu transkryptow genow
wytypowanych na podstawie eksperymentu
RNA-seq poprzez analize porownawczq wynikow
uzyskanych metodg qRT-PCR

Na podstawie analiz przeprowadzonych w opar-
ciu o pomiary ekspresji wytypowanych sekwencji
przeprowadzono weryfikacje przypuszczalnych
markeréw mrozoodpornosci.

Sposrod sekwencji transkryptomu, dla ktorych

h
10 Relative expression of MD301184
9 g g
B
7
6
o 542
3
2
1 142 1
M9 M9 - M9 - M9 - PGE PGE - PG - PBE
10 12 14 10 1 14

w podktadkach wzorcowych, trzy reprezentowaty
identyczny typ regulacji jak w badanych uktadach
eksperymentalnych testu RNA-seq.

Spadek poziomu transkryptu (typ regulacji
down) w obu przeprowadzonych testach, wywo-
lany zastosowaniem niskiej temperatury, zaob-
serwowano dla genow: MD7527209 (wykres 3)
(podktadka P 66), MD575908 (wykres 5)
(podktadka P 66), MD127750 (wykres 4) (podktad-

testem qRT-PCR okreslono profil ekspresji ka M.9).
12
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Wykres 2. Profil ekspresji genu MD7527209 uzyskany metoda qRT-PCR. Strzalkami wskazano typ regulacji (down re-
gulation) genu w ukladzie eksperymentalnym préb poré6wnanych po analizie transkryptomu podkladek jabloni (P66 vs.
P66 -10°C, tabela 2).

Figure 2. Expression profile of MD7527209 gene obtained by qRT-PCR method. The arrows indicate the type of down
regulation of the gene in the experimental setup of samples compared after transcriptome analysis of apple rootstocks
(P66 vs. P66 -10°C, Table 2).
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Wykres 3. Profil ekspresji genu MD254705 uzyskany metoda qRT-PCR. Strzalkami wskazano typ regulacji (down re-
gulation) genu w ukladzie eksperymentalnym préb poréwnanych po analizie transkryptomu podkladek jabloni (M.9 vs.
M.9 -10°C. tabela 2).

Figure 3. Expression profile of MD254705 gene obtained by qRT-PCR method. The arrows indicate the type of down re-
gulation of the gene in an experimental set of samples compared after transcriptome analysis of apple rootstocks (M.9 vs.
M.9 -10°C. Table 2).
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Wykres 4. Profil ekspresji genu MD575908 uzyskany metodg qRT-PCR. Strzalkami wskazano typ regulacji (down re-

gulation) genu w ukladzie eksperymentalnym proéb poréwnanych po analizie transkryptomu podkladek jabloni (P66 vs.
P66 -12°C).

Figure 4. Expression profile of MD575908 gene obtained by qRT-PCR method. The arrows indicate the type of down

regulation of the gene in an experimental set of samples compared after transcriptome analysis of apple rootstocks (P66

vs. P66 -12°C).

Dyskusja

Mechanizm tolerancji roslin sadowniczych
na mroz jest regulowany przez wiele genow i nie
zostat dotychczas w pelni rozpoznany, a moleku-
larna ocena zmian zachodzacych w genomie roslin-
nym pod wplywem czynnika stresu, jest trudna
(Lub. 1991). Autorzy zwracaja uwage na fakt,
ze poziom ekspresji genéw zalezy m.in. od geno-
typu, sposobu uprawy oraz warunkow zewnetrz-
nych/klimatycznych (Girardi i in. 2013). Ponadto
Kalberer 1 wspotpracownicy (2006) zaobserwowa-
li, ze temperatura moze regulowaé procesy mrozo-
odpornosci w rozny sposdb zaréwno w roslinach
aklimatyzowanych jak i nieaklimatyzowanych.

Obecnie rozpoznanych jest zaledwie kilka
grup genow, ktore reguluja te procesy w roslinach
modelowych tj: rzodkiewnik (Arabidipsis thaliana),
pomidor (Lycopersicon Mill.) oraz w niektorych
gatunkach roslin sadowniczych jak brzoskwinia
(Prunus persica), truskawka (Fargaria x ananasa
Duch) i jabton (Malus domestica Borkh.) (Medina
i in. 1999, 2011; Thomashow 1998; Chinnusamy i
in. 2006). Sa to geny z grupy: dehydryn (Takata
i in. 2007, Artlip 1 in. 1997), geny CBF (C-repe-
ate Binding Factor) (Wisniewski 1 in. 2007, 2011,
Gilmour i in. 1998), geny z grupy MADS box i
DREB (Du i in. 2008) oraz geny COR (Cold Regu-
lated) (Wisniewski i in. 2007, Zhao i in. 2012, Feng
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i in. 2012). Ostatnie badania potwierdzity takze
wplyw genow z grupy ERF (ethylene response
factors: AP2 / ERF-uczestnicza w szlaku produk-
¢ji etylenu), w regulacji tolerancji ros$lin na mroz
(Girardi i in. 2013).

Z uwagi na bardzo ztozony i stabo rozpoznany
mechanizm mrozoodpornos$ci roslin sadowniczych
w niniejszych badaniach zastosowano bardzo czute
techniki oparte na analizie funkcjonalnej sekwencji
transkryptomu podktadek ekstremalnie reaguja-
cych na stres niskich temperatur.

W przeprowadzonych badaniach analizie
poddano material genetyczny dwoch podkiadek
jabtoni: M.9 wrazliwej, powszechnie stosowa-
nej w polskich sadach produkcyjnych oraz P 66
charakteryzujacej si¢ wysokim stopniem tolerancji
na dzialanie ujemnych temperatur. W prowadzo-
nych doswiadczeniach polowych potwierdzono
rowniez, ze podkladka M.9 znacznie silnej reaguje
na stres niskich temperatur niz np.: podktadki P 2,
P 16, P 66 czy Antondéwka (Quamm. 1990, Calle-
se. 1996). Tak zroznicowany material pozwolit
na prawidlowa weryfikacje uzyskanych odczytéw
sekwencji ich transkryptow.

Istotnym elementem w planowaniu tego typu
prac jest znajomosc¢/dostepnos¢ sekwencji genomu
badanego gatunku. Jak wiadomo z dotychczaso-
wych prac prowadzonych w tym zakresie, wiel-
ko$¢ oszacowanego genomu referencyjnego jabtoni
(diploid, 2n=2x=34) opracowanego dla odmiany
‘Golden Delicious’ wynosi 742,3 Mb (Velasco i in.
2010). Wiedza ta stanowita podstawe prowadzenia
badan, polegajacych na porownaniu sekwencji tran-
skryptow wzgledem bazy sekwencji genomowej
gatunku Malus, podjetych przez Girardi i in. (2013)
oraz Bai (2014), co pozwolito na zdefiniowanie
prawie 60 tys. genow funkcjonalnych, aktywowa-
nych lub inhibowanych w genomach odmian ‘Royal
Gala’ 1 ‘Golden Delicious’ (Wisniewski 1 in 2008,
Girardiiin. 2013, Baiiin. 2014).

Ponadto dzigki zastosowaniu rdéznorodnych
dostepnych platform, takich jak Illumina Solexa,
454 Roche czy ABI-Solid, (Kumar i Blaxte. 2010)
dotychczas opracowano 1 zdefiniowano ponad
800 milionéw par zasad genomu Malus (Velasco
i in. 2010). Niemniej jednak zastosowanie meto-
dy sekwencjonowania de novo (bez znajomosci
genu referencyjnego), takze umozliwito odczytanie
ponad 71 tysiecy nowych gendéw funkcjonalnych/
transkryptéw o zréznicowanej ekspresji w genomie
tego gatunku (Imelfort i Edward. 2009, X. 2010,
Edwards i Batle. 2010, Baiiin. 2014).

Jak podaja autorzy, przed sekwencjonowaniem
catych genomow, fragmenty o wysokiej masie
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czasteczkowej DNA (czasteczka DNA z kilku Mb)
rozdrobnione sg na mate kawatki (500 bp do 135
Kbp) i uzyte do konstruowania genomowych biblio-
tek. Xu (2010) przy zastosowaniu metody Illumina
dla genomu Malus uzyskat 39,2 milionow odczy-
tow sekwencji takich bibliotek, co stanowi ok. 13
miliarda nowo wygenerowanych i zsekwencjono-
wanych nukleotydow. Analiza bioinformatyczna
i ztozenie 39,2 milionéow odczytéow doprowadzi-
lo do sporzadzenia 122 146 kontigbw sumarycz-
nych o dlugosci 604 Mb, ktére mozna poddawac
adnotowaniu (Xu. 2010). Nalezy zwroci¢ uwage,
ze ilos¢ sekwencji uzyskana w przeprowadzonych
badaniach wyniosta ponad 500 tys. zréznicowa-
nych transkryptéw o rozpoznanej funkcji biolo-
gicznej, co znacznie wzbogaca baz¢ sekwencyjng
transkryptomu badanych dwoch podktadek jabto-
ni. Technologia NGS, zastosowana w opisanych
badaniach, umozliwita wylonienie genow koduja-
cych m.in. biatka strukturalne blony komoérkowej,
biatka integralne btony komorkowej oraz czynniki
transkrypcyjne. Z dotychczasowych badan wiado-
mo, ze grupy wiasnie tych gendw sg bardzo silnie
zaangazowane w regulacj¢ odpornosci na niskie,
ujemne temperatury u roslin drzewiastych i jako
pierwsze ulegaja aktywacji pod wplywem stresu
(Orvar i in. 2000).

Pomimo wysokiej czutosci metody RNAseq
pozwalajacej na ujawnienie specyficznego zestawu
gendw, indywidualne pomiary ekspresji technikg
NGS i qPCR bywajg niespdjne (Everaert i in. (/()).
Niski stopien korelacji (zaledwie kilka%) ekspre-
sji genow zidentyfikowanych metoda qRT-PCR
i RNAseq zaobserwowano réowniez w niniejszych
badaniach, jednak brak precyzyjnych doniesien
w tym zakresie. Przeprowadzona weryfikacja wyty-
powanych sekwencji o zréznicowanej ekspresji
w podktadkach ekstremalnie reagujacych na dzia-
fanie niskich temperatur umozliwita wybor trzech
(z dziewieciu przeanalizowanych) gendéw o identy-
fikatorach: MD7527209, MDI127750, MD575908,
dla ktorych zweryfikowano stabilny typ regulacji.

Ze wzgledu na potrzebe ukierunkowania
hodowli na wytwarzanie podktadek dpornych
na mroz, uzyskane wyniki poszerzaja wiedze doty-
czaca regulacji mechanizmu ich tolerancji na pozio-
mie molekularnym, a tym samych moga istotnie
wspiera¢ prace genetyczno-hodowlane w tym
zakresie.

Ponadto utworzona baza sekwencyjna stanowic¢
bedzie podstawe do sporzadzenia markerow mole-
kularnych, w przysztosci wykorzystanych do wcze-
snej selekcji pozadanych genotypow podktadek
jabloni.
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Whioski

1. Dlabadanych podktadek zaobserwowano zrdz-
nicowane profile ekspresji badanych genow.

2. Fragmenty trzech genéow (wytypowane
z eksperymentu RNA-seq) stanowia poten-
cjalne sekwencje kandydujace do sporzadzenia
markeréw funkcjonalnych, umozliwiajacych
monitorowanie tolerancji podktadek jabtoni
na niskie temperatury.

Badania finansowano ze srodkow projektu
MRiRW: Badania podstawowe na rzecz poste-
pu biologicznego w produkcji roslinnej, decy-
zia HOR.hn.802.4.2019 z dnia 14.05.2019 r.
Zadanie nr 73.
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