Zadanie 73 Poszukiwanie regionéow DNA sprzezonych z tolerancja wegetatywnych
podkiadek jabtoni na niskie temperatury poprzez analize transkryptomu i
ocene stopnia polimorfizmu genéw kandydujacych.

W roku 2014 badania prowadzono w ramach 2 tematéw badawczych:

Temat badawczy 1

Przygotowanie materiatu roslinnego i ocena fenotypowa wybranych podktadek jabtoni

Celem badan bylo wytypowanie podktadek jabtoni o zréznicowanej reakcji na stres
temperaturowy i ocena stopnia ich tolerancji na niskie ujemne temperatury. Zgromadzono i
namnozono 17 genotypow podktadek. Dziataniu niskich temperatur poddano rosliny dwéch
genotypéw P66 i M.9. Rosliny mrozono w komorze do sztucznego przemrazania (BINDER
GmbH). Zastosowano 3 temperatury mrozenia (-10°C, -12°C i -14°C; termin mrozenia: 3-
5.02.2014; czas mrozenia 3 h, tempo obnizania sie temp. 2°C/ h; 10 podktadek w kazdej
temperaturze). Kontrole stanowity podktadki nie poddawane dziataniu niskich temperatur. Po
zabiegu wszystkie podktadki przeniesiono do chtodni szkotkarskiej, w marcu wysadzono w
pole i przycieto 5 cm nad powierzchnig gleby. Uprawe siewek oraz ochrone siewek przed
chorobami i szkodnikami prowadzono wedtug zalecen dla sadéw produkcyjnych. Dla kazdej
z roslin wykonano nastepujgce pomiary: srednica pedu przewodnikowego podktadki (w mm,
30 cm od ziemi, dwukrotnie); stopien regeneracji podktadek (pieciokrotnie; skala bonitacyjna
1-5); wysokos¢ pedu przewodnikowego podktadki (w cm, jednorazowo w okresie jesiennym);
dtugosc¢ przyrostow jednorocznych (w cm, jednorazowo); swieza masa korzeni podktadek (w
g, jednorazowo). Zadna z zastosowanych w badaniach ujemnych temperatur nie
spowodowata smierci catej puli podktadek, niemniej kondycja roslin przemrazanych byta
stabsza niz roslin kontrolnych. Najwiekszy wigor posiadaty te podktadki, ktére poddano
przemrazaniu w najwyzszej z temperatur mrozenia, najstabszy w najnizszej temperaturze.
Dla podktadki P66 odnotowano wiekszy przyrost i srednice pedu przewodnikowego, wiekszg
dtugos¢ peddw bocznych, a takze wiekszg swiezg mase korzeni niz dla podkfadki M.9.

Temat badawczy 2

Poszukiwanie genoéw kandydujgcych

Celem tematu byta ocena polimorfizmu gendéw kandydujgcych, potencjalnie sprzezonych z
cechg mrozoodpornosci oraz dobdr genu referencyjnego do dalszych badan transkryptomu.
Ocene polimorfizmu przeprowadzono dla 20 gendéw kandydujgcych, wytypowanych na
podstawie danych literaturowych z bazy NCBI (geny kodujgce biatka z grupy dehydryn, gen
COR47, geny z grupy C-reapeat, z grupy DREB oraz z grupy MADSbox). Na matrycach
DNA, wydzielonego z 17 podktadek jabtoni pochodzacych z kolekcji, zamplifikowano
monomorficzne produkty o dtugosci od 250 do 1100 pz (zaleznie od uzytych starteréw). Do
analizy polimorfizmu uzyskanych amplikonéw uzyto techniki CAPS z czterema enzymami
restrykcyjnymi Haelll, Smal, Hindlll, EcoRV. Uzyskane dane postuzyty do sporzadzenia
matrycy binarnej dla potrzeb wieloczynnikowej analizy statystycznej MCA (Multiple
Correspondence Analysis). Na podstawie powyzszej analizy badane podkfadki zostaty
pogrupowane w dwa klastery, reprezentowane odrebnie przez podktadki P 66 i M.9. Na
podstawie danych literaturowych, danych z bazy NCBI, AppleDatabase oraz w oparciu o
sekwencje z dostepnej mapy fizycznej genomu jabtoni wytypowano rowniez pie¢ sekwencji
kandydujgcych do funkcji genu referencyjnego w planowanych uktadach doswiadczalnych,
majgcych na celu ocene zmian ekspresji wybranych gendéw pod wptywem zadziatania stresu
niskich, ujemnych temperatur. Byty to: sekwencje kodujgce beta-aktyne, sekwencja 18sRNA
kodujgca podjednostke rybosomalng, gen PAL kodujgcy liaze L-fenyloalaniny, gen
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) oraz gen ELalfal czynnika
elongacyjnego alfal. Po wyizolowaniu catkowitego RNA z ksylemu ro$lin P 66 i M.9
poddanych przemrozeniu w temperaturach -10°C, -12°C, -14°C oraz z ksylemu roslin
kontrolnych i ocenie stopnia integracji uzyskanego materiatu genetycznego, wydzielone
matryce przepisano do stabilnych nici cDNA (starter oligo-dT, AffinityScript QPCR cDNA
Synthesis Kit, Agilent). Relatywny poziom ekspresji genéw kandydujgcych okreslano w




oparciu o wyniki testow q RT-PCR w czasie rzeczywistym (Corbett, Rotor-Gen 6000,
Software 1.7 i GenEX v.5.4), ich przydatnos¢ do petnienia funkcji genu referencyjnego na
podstawie wartosci odchylenia standartowego dla ekspresji w trzech uktadach czynnikowych,
obejmujgcych temperature mrozenia, genotyp podkitadki oraz temperature mrozenia i
genotyp podktadki tgcznie. Na podstawie przeprowadzonych analiz do dalszych badan
transkryptomu podktadek jabtoni traktowanych niskimi, ujemnymi temperaturami wytypowano
gen referencyjny PAL, charakteryzujgcy sie najwiekszg stabilnoscig poziomu transkryptu w
badanych uktadach eksperymentalnych. Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszych
prac badawczych nad mechanizmem tolerancji podkfadek na stres niskich temperatur,
przewidzianych w harmonogramie projektu na lata 2015-2020.



