Zadanie 73. Poszukiwanie regionéw DNA sprzezonych z tolerancjg wegetatywnych podktadek
jabloni na niskie temperatury poprzez analize transkryptomu i ocene stopnia
polimorfizmu genéw kandydujacych.

W roku 2015 badania prowadzono w ramach 3 tematéw badawczych

Temat badawczy 1.

Przygotowanie materiatu ro$linnego i ocena fenotypowa wybranych podktadek jabtoni.

Celem tematu badawczego byto zgromadzenie kolekcji podktadek jabtoni ekstremalnie reagujgcych na
stres niskich temperatur oraz ocena stopnia tolerancji wybranych roslin z kolekcji na niskie, ujemne
temperatury.

Badania prowadzono na podktadkach jabtoni: P 66 i M.9 (seria P — hodowla polska, M — Wielka
Brytania, po 40 podkfadek na genotyp), pochodzgce z matecznika Osrodka Elitarnego Materiatu
Szkotkarskiego 10 w Prusach. Mrozenie odbywato sie w komorze do sztucznego przemrazania
materiatow roslinnych (BINDER GmbH). Zastosowano 3 temperatury: -10°C, -12°C i -14°C (terminy 2-
4.02.2015, czas mrozenia 3 h, tempo obnizania sie temp. 2°C/ h; 10 podktadek w kazdej temp.).
Kontrole stanowity podktadki nie poddawane dziataniu niskich temperatur. Po zabiegu podktadki
przeniesiono do chtodni szkotkarskiej, a po posadzeniu w polu przycieto 5 cm nad powierzchnig gleby.
W trakcie uprawy roslin stosowano nawozy mineralne (Hydrocomplex, Azofoska) oraz $rodki
chwastobojcze (Basta 150 SL, Azotop New 80 WP). Nawadnianie podktadek prowadzono systemem
kroplowym, sterowanym automatycznie. Ochrone siewek przed chorobami i szkodnikami prowadzono
wedtug zalecen dla sadéw produkcyjnych.

Ocene fenotypowg przeprowadzono dla podktadek P 66 i M.9, poddanych stresowi niskich ujemnych
temperatur. Dla kazdego ukfadu genotyp/podktadka/roslina wykonano pomiary: $rednicy pedu
przewodnikowego podktadki (w mm, 5 cm od ziemi, po posadzeniu roslin (kwiecien) i zakornczeniu
wegetacji roslin (pazdziernik)); stopnia regeneracji podktadek (maj, czerwiec, lipiec, sierpien, wrzesien;
skala bonitacyjna 1-5); wysokosci pedu przewodnikowego podktadki (w cm, pazdziernik); dtugosci
przyrostow jednorocznych (w cm, pazdziernik); swiezej masy korzeni podkitadek (w g, pazdziernik).
Zadna z zastosowanych w badaniach ujemnych temperatur nie spowodowata $mierci catej puli
podkfadek reprezentujgcych obydwa genotypy, niemniej kondycja roslin traktowanych stresem niskich
temperatur pod koniec okresu wegetacji byta znacznie stabsza niz roslin kontrolnych. Najwiekszy
wigor sposrod roslin poddanych stresowi posiadaty podktadki przemrazane w temperaturze -10°C,
najstabszy - przemrazane w temperaturze -14°C. Podktadka P 66 wykazywata stabszg reakcje na
przemrazanie niz M.9. Dla podkiadki tej odnotowano wiekszy przyrost i S$rednice pedu
przewodnikowego, wiekszg diugo$é peddw bocznych, a takze wiekszg Swiezg mase korzeni niz dla
podktadki M.9.

Temat badawczy 2.

Ocena poziomu ekspresji 20 wytypowanych gendéw kandydujgcych.

Celem tematu byta ocena zmian w poziomie ekspresji 20 genéw kandydujgcych, sprzezonych z cechg
mrozoodpornosci u dwéch podktadek jabtoni ekstremalnie reagujgcych na stres przemrazania.
Materiat roslinny do badan stanowity podktadki jabtoni o odmiennej reakcji na stres przemrazania; P
66 (tolerancyjna) i M.9 (wrazliwa). Prébki (ksylem) izolowano z roslin traktowanych trzema
temperaturami mrozenia (temat badawczy 1) oraz z roslin kontrolnych, niepoddawanych w/w stresowi.
Catkowite RNA wyizolowano zgodnie z metodg opisang przez Zeng i Yang. Nastepnie RNA (1ug)
poddano transkrypcji do stabilnego cDNA przy uzyciu zestawu AffinityScript QPCR cDNA Synthesis
Kit (Agilent). Do amplifikacji fragmentéw dscDNA uzyto oligonukleotydéw zaprojektowanych w
badaniach wtasnych do sekwencji genéw (EST) opublikowanych w literaturze oraz bazach danych —
NCBI (www.ncib.Imn.nih.gov) i ApplebreedDB (www.hidras.unimi.it) i wytypowanych w roku 2014.
Ocene poziomu ekspresji w kazdej z badanych préb przeprowadzono poprzez analize krzywych
amplifikacji (metoda poréwnania krzywych standartowych, program komputerowy Rotor-Gene 6000
Series Software 1.7.), wyznaczonych w oparciu o pomiar fluorescencji barwnika SybrGreen w kazdym
cyklu reakgciji.

Badania przeprowadzono tgcznie dla 20 genéw kandydujgcych: czterech genéw CBF (C-repeat
binding factor; MdCBF1 - MdCBF4), genu COR47 (coldregulatedgene), ERF (etylene response
factor), dziewieciu genéw z grupy WXL (Winter-induced genes in xylem), kodujgcych biatka dehydryn
(Deh-1-9), trzech gendéw z grupy DREB - dehydration responsive elements binding protein
(Md0000165880, Md0000198054; LH1) oraz dwéch gendw z grupy MADS box (MADS13 i MADS14).
W przypadku 16 z 20 badanych gendw, zaobserwowano zréznicowane profile ekspresji/ zréznicowang
liczbe kopi transkryptéw EST. Dziewie¢ z wytypowanych gendéw ulegato indukcji w genomie
tolerancyjnej podktadki P 66, a siedem w genomie podktadki M.9.



http://www.ncib.lmn.nih.gov/
http://www.hidras.unimi.it/

Temat badawczy 3.

Badania transkryptomu podktadek jabtoni poprzez sekwencjonowanie w systemie NGS.

Celem tematu badawczego byta analiza transkryptomu jabtoni poprzez sekwencjonowanie biblioteki
znacznikdbw ekspresyjnych oraz weryfikacja i wytypowanie specyficznych fragmentéw EST
(sprzezonych z cechg mrozoodpornosci), pozyskanych w wyniku sekwencjonowania RNA dwdch
podktadek jabtoni o odmiennej reakcji na stres niskich temperatur.

Badania prowadzono na roslinach dwéch podktadek: P 66 (tolerancyjna) i M.9 (wrazliwa). Rosliny (po
10 z kazdej kombinacji: temperatura przemrazania / genotyp, tgcznie 100 roslin) traktowano trzema
temperaturami: -10°C, -12°C i -14°C. Rosliny aklimatyzowane (0°C / 30 dni) nieprzemrazane oraz
rosliny nieaklimatyzowane i nieprzemrazane stanowity kontrole. Catkowite RNA izolowano z tkanki
ksylemu, zgodnie z metoda Zeng i Yang. Pojedyncze préby RNA o zmierzonej koncentracji tgczono, a
do dalszych etapéw badan (firma komercyjna: Genomed S.A.) wprowadzono 10 prébek, z ktérych
kazda stanowita RNA z puli 10 roslin. Sekwencjonowanie i analize transkryptéw przygotowanych
prébek RNA przeprowadzono w systemie Genome Analyzer, lllumina Life Technologies SOLID
System (RNA-seq). Analiza bioinformatyczna pozwolita na poréwnanie profili ekspresji genow
pomiedzy parami prébek (uktad genotyp podktadki/ kontrola vs temperatura mrozenia) i wytypowanie
genow o statystycznie istotnej réznicy w poziomie ekspresji. tgcznie odczytano 104 448 635
sekwengiji (tj. 500 tys. zréznicowanych transkryptow).

Dla kazdej pary probek obliczono wspotczynnik korelacji Pearsona i stwierdzono, ze wszystkie z
badanych ukfadéw prébek reprezentowaty stosunkowo wysoki stopien korelacji (> 0.9). Probki M.9
wykazywaly wigkszy stopien zréznicowania miedzy sobg niz prébki P 66, dla ktérych ekspresja
uzyskanych transkryptéw byfa stabilniejsza. Z posréd adnotowanych sekwencji (~500 tys.) wybrano
15, ktdére stanowi¢ bedg baze dla dalszych analiz. Wytypowane sekwencje kodujg biatka funkcjonalne,
czynniki transkrypcyjne oraz biatka strukturalne i integralne btony komaorkowe;.

Wyniki zostaty zaprezentowane podczas IV Zjazdu Polskiego Towarzystwa Nauk Ogrodniczych,
Wroctaw, 14 — 16 Wrzesnia 2015 (2 postery wraz ze streszczeniem prezentowanych osiggniec
przedstawiono w zatgcznikach 1 2)

1. Mariusz Lewandowski, Edward Zurawicz. Polowa ocena wytrzymatosci na niskie
temperatury wegetatywnych podktadek dla jabtoni przemrazanych w warunkach
kontrolowanych. (Opis na stronach 7 i 8 szczegdétowego opisu tematu badawczego nr 1b. za
rok 2014). Wyniki przedstawione w Materiatach Konferencyjnych, Streszczenia prac str. 32

2. Sylwia Keller-Przybytkowicz, Mariusz Lewandowski, Matgorzata Korbin. Zmiany w
transkryptomie wybranych podkfadek jabtoni po zadziataniu stresu niskiej temperatury. (Opis
na stronie 20, szczegotowego opisu tematu badawczego nr 2b za rok 2014 oraz na stronach
11-13 szczegotowego opisu tematu badawczego nr 2 za rok 2015). Wyniki przedstawione w
Materiatach Konferencyjnych, Streszczenia prac: str. 204
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WSTEP

W krajach potozonych w strefie klimatycznej, w ktorej wystepuja ostre zimy w sadach
jabtoniowych, w tym takze w Polsce, czgsto dochodzi do uszkodzenia przez mroz
systemu korzeniowego drzew. Lekkie uszkodzenie mrozowe systemu korzeniowego
powoduje stabszy wzrost i owocowanie, ale silne przemarzniecie korzeni powoduje
zamieranie drzew (Moran i in. 2011).Dlatego w krajach, w ktérych wystepuje problem
uszkodzen mrozowych systemu korzeniowego drzew jabtoni prowadzi sie zaréwno
prace nad wyhodowaniem nowych podkiadek, wytrzymatych na niskie ujemne
temperatury (Khanizadeh i in. 2000, Khanizadeh i in. 2011, Zhang i in. 2011,
Zurawicz i in. 2011), jak i ocenia poziom wytrzymatosci na mréz juz istniejacych
podktadek (Aaltonen, 1995, Czynczyk, 1979, Embree, 1988, Czynczyk i Piskor, 1999,
Czynczyk i Jakubowski, 2007, Mirabdolbaghi i in. 2010, Moran i in. 2011, Zurawicz i
Lewandowski, 2014)

MATERIAL | METODY

W 2014 roku dziataniu niskich temperatur poddano rosliny dwdch podktadek P 66
(seria P — hodowla polska) i M.9 (Wielka Brytania), po 40 roslin kazdego genotypu.
Podktadki uzyskano z matecznika Os$rodka Elitarnego Materiatu Szkotkarskiego 10 w
Prusach (pdzna jesieri 2013 roku), posortowano ($rednica pedu 8-10 mm, wolne od
wiruséw), zabezpieczono przed wysuszeniem w szczelnie zamykanych torebkach
foliowych, umieszczono w chiodni szkotkarskiej w temperaturze 0°C. Mrozenie
przeprowadzono na poczgtku lutego 2014 roku w komorze do sztucznego
przemrazania materiatéw roslinnych niemieckiej firmy BINDER GmbH. Zastosowano
3 temperatury mrozenia: -10°C (03.02.2014), -12°C (04.02.2014) i -14°C (05.02.2014)
(czas mrozenia 3 h, tempo obnizania sie temp. 2°C/ h; 10 szt. podkladek w kazdej
temperaturze). Kontrole stanowity podkiadki nie poddawane dziataniu niskich
temperatur. Po zabiegu podkiadki przeniesiono do chiodni szkétkarskiej. Po
posadzeniu w polu (31.03.2014 r.) wszystkie podkiadki przycieto 5 cm nad
powierzchnig gleby. Dla kazdej podktadki wykonano nastepujgce pomiary

i obserwacje: 1. érednica pedu przewodnikowego podktadki (w mm) na wysokosci 30
cm od ziemi — po posadzeniu ro$lin (kwiecien) i zakoriczeniu wegetacji roslin
(pazdziernik); 2. stopiern regeneracji podkiadek (maj, czerwiec, lipiec, sierpien,
wrzesien) — skala bonitacyjna 1-5; 3. wysoko$¢ pedu przewodnikowego podktadki
(w cm) (pazdziemik); 4. dlugosé przyrostow jednorocznych (w cm) (pazdziernik);
5. $wieza masa korzeni podktadek (w g) (pazdziernik).

Zdjecia 1-4. Wzrost podktadki P 66 po przemrozeniu w réznych temperaturach
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WYNIKI

Wszystkie zastosowane w badaniach ujemne temperatury nie spowodowaty $mierci catej
puli podkiadek reprezentujgcych obydwa genotypy, niemniej kondycja roslin
traktowanych stresem niskich temperatur pod koniec okresu wegetacji byta znacznie
stabsza niz roslin kontrolnych. Najwigkszy wigor sposrod roslin poddanych stresowi
niskich temperatur posiadaly te podktadki, ktére poddano przemrazaniu w temperaturze
-10°C. Rosty one tylko nieznacznie stabiej niz rosliny kontrolne. Najstabszym wigorem
charakteryzowaty sie podkitadki poddane przemrazaniu w temperaturze -14°C. Podktadka
P 66 wykazywata wiekszg tolerancije na przemrazanie niz M.S. Dla podktadki tej
odnotowano wigkszy przyrost i $rednice pedu przewodnikowego, wiekszg diugosé pedow
bocznych, a takze wigksza $wieza mase korzeni niz dla podktadki M.9.

Tabela 1. Srednica pedu przewodnikowego podktadki (mm) na wysokosci 30 cm od ziemi po
przemrozeniu w réznych temperaturach

Temperatury przemrazania
Podkladial| L ontol 10°C 12°C 1a°c
v X v X v X v X
P66 9,2 133 9,4 12,4 9;2 10,9 9.2 104
M.9 92 | 124 9.1 11,1 93 10,3 8.9 9.9

Tabela 2. Stopien regeneracji podktadek po przemrozeniu w réznych temperaturach

Temperatury p
Podktadka Kontrola T e e
P66 4,6*(100%) | 4,0 (87%) 3,5 (76%) 3,0 (65%)
M.9 4,3 (100%) 3,6 (84%) 2.9 (67%) 2.2 (51%)

Objasnienie: * — skala bonitacyjna 1-5, gdzie
1 — brak regeneracji, roslina zamarta,
2 — wysokoé¢ pedu przewodnikowego do 10 cm,
3 — wysoko§é pedu przewodnikowego od 10 cm do 25 cm,
4 — wysoko§¢ pedu przewodnikowego od 25 cm do 40 cm,
5 — wysokosc¢ pedu przewodnikowego powyzej 40 cm.

Tabela 3. Wysokosc¢ pedu przewodnikowego podktadki (cm)

e o Temperatury przemrazania
g -10°C -12°C -14°C
P 66 452 (100%) | 38,3 (85%) | 33,1 (73%) 28,2 (62%)
M.9 433 (100%) | 337 (77%) | 27,5 (64%) 20,3 (47%)
Tabela 4. Dlugosc przyrostow jednorocznych (cm)
POy - Temperatury przemrazania
i J10°C -12°c S14%C
P 66 28,6 (100%) 24,4 (85%) 19,7 (69%) 15,5 (54%)
M.9 24,7 (100%) | 196 (79%) | 14,2 (57%) 9.4 (38%)
Tabela 5. Swieza masa korzeni podktadek (g)
parg e S Temperatury przemrazania
- -10°C -12°C -14°C
P 66 1036 (100%) | 928 (90%) | 726 (70%) 512 (49%)
M.9 906 (100%) | 711 (78%) | 465 (51%) 231 (25%)
przez i Rozwoju Wsi w ramach postepu biologicznego
w produkcji roslinnej - Zadanie 73 ,F i i i DNA sprzezony z tol ja
wegetatywnych podkiadek jabloni na niskie temperatury poprzez analize transkryptomu i ocene
stopnia polil i gendéw ydujacy
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W roku 2014 dziataniu niskich temperatur poddano rosliny dwoéch podktadek P66 (seria P —
hodowla polska) i M.9 (Wielka Brytania), po 40 roslin kazdego genotypu. Podktadki wykopano z
matecznika Osrodka Elitarnego Materiatu Szkétkarskiego IO w Prusach (p6zna jesien 2013 roku),
posortowano ($rednica pedu 8-10 mm, wolne od wiruséw), zabezpieczono przed wysuszeniem w
szczelnie zamykanych torebkach foliowych, a nastepnie umieszczono w chtodni szkotkarskiej w
temperaturze 0°C. Mrozenie przeprowadzono na poczagtku lutego 2014 roku w komorze do
sztucznego przemrazania materiatow roslinnych niemieckiej firmy BINDER GmbH. Zastosowano 3
temperatury mrozenia: -10°C (03.02.2014), -12°C (04.02.2014) i -14°C (05.02.2014) (czas mrozenia 3
h, tempo obnizania sie temp. 2°C/ h; 10 szt. podktadek w kazdej temperaturze). Kontrole stanowity
podktadki nie poddawane dziataniu niskich temperatur.Po zabiegu podktadki przeniesiono do chtodni
szkotkarskiej. Po posadzeniu w polu (31.03.2014 r.) wszystkie podktadki przycieto5cm nad
powierzchnig gleby.Dla kazdej podktadki wykonano nastepujgce pomiary i obserwacje: 1. $rednica
pedu przewodnikowego podktadki (w mm) na wysokosci 30 cm od ziemi — po posadzeniu roslin
(kwiecien) i zakonczeniu wegetacji roslin (pazdziernik); 2. stopien regeneracji podktadek (maj,
czerwiec, lipiec, sierpien, wrzesien) — skala bonitacyjna 1-5; 3. wysokos¢ pedu przewodnikowego
podktadki (w cm) (pazdziernik); 4. dtugos¢ przyrostéw jednorocznych (w cm) (pazdziernik); 5. Swieza

masa korzeni podktadek (w g) (pazdziernik).

Zadna z zastosowanych w badaniach ujemnych temperatur nie spowodowata $mierci catej
puli podktadek reprezentujgcych obydwa genotypy, niemniej kondycja roslin traktowanych stresem
niskich temperatur pod koniec okresu wegetacji byta znacznie stabsza niz roslin kontrolnych.
Najwiekszy wigor sposréd roslin poddanych stresowi niskich temperatur posiadaty te podkfadki, ktére
poddano przemrazaniu w temperaturze -10°C. Roslty one tylko nieznacznie stabiej niz rosliny
kontrolne. Najstabszym wigorem charakteryzowaty sie podktadki poddane przemrazaniu w
temperaturze -14°C. Podktadka P 66 wykazywata wiekszg tolerancje na przemrazanie niz M.9. Dla
podkfadki tej odnotowano wiekszy przyrost i Srednice pedu przewodnikowego, wiekszg dtugosé peddw

bocznych, a takze wiekszg $wiezg mase korzeni niz dla podktadki M.9.
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Zatacznik nr 2.

ZMIANY W TRANSKRYPTOMIE WYBRANYCH PODKEADEK JABLONI
PO ZADZIALANIU STRESU NISKIEJ TEMPERATURY

Sylwia Keller-Przybylkowicz, Mariusz Lewandowski, Malgorzata Korbin
Zaklad Hodowli Roslin Ogrodniczych, Instytut Ogrodnictwa, Skierniewice, ul Konstytucji 3-Maja 1/3
e-mail: sylwia keller@inhort.pl

Wystgpujace w Polsce mrozne zimy oraz wiosenne przymrozki sg przyczyng cigzkich uszkodzen zaréwno organéw nadziemnych, jak 1 systemu korzeniowego rolin sadowniczych.
Spektakularny przykiad stanowig uszkodzenia zawigzkow kwiatowych w sadach jabloniowych, ktdre siegnely 75% po zimie 2011/2012. Liczne prace dotycza reakeji fizjologicznych roglin na stres
niskich temperatur, natomiast nie jest do konca rozpoznany mechanizm zjawiska tolerancji roslin drzewiastych na ten stres na poziomie molekularnym.

W Instytucie Ogrodnictwa podjeto badania nad zmianami w poziomie transkryptu genéw kandydujacych (CG), w podkiadkach jabloni rézniacych sig wrazliwoscia na mroz.

PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADAN przemrazanie w komorze BINDER GmbH, I1zolacja RNA (Zeng& Yang 2002)

Materiat badawczy: dwie podktadki jabloni: . temperatury: -10°C, -12°C, -14°C. . odwrotna transkrypcja do cDNA (AffinityScript QPCR
czas mrozenia 3 h, tempo obnizania sig temperatury 2° C/ h c¢DNASynthesis Kit)

A KSYLEM i - N
S \

AMPLIFIKACJA GENOW (RealTime PCR)

g M.9 (wrazliwa), P66 (tolerancyjna).

Kolekcja jesiern 2015 4 lf’ imatyzacja
(OEMS — Prusy) (zima 2014/ 2013)

ANALIZA POZIOMU EKSPRESJI GENOW KANDYDUJACYCH (CG)
. Wybor 18 gendw do analizy ekspresji : 4 geny CBF (C-repeat binding factor; MACBF1 — MdCBF4), gen

CORA47 (cold regulated gene), ERF (eiylenc response factor), 9 gendw nalezacych do grupy 95°C — Smin
WXI. (Winter-induced genes in xylem), 3 geny z grupy DREB (dehydration responsive elements binding 95°C — 20s

60°C - 30s 40x
72°C-20s

protein) - (Md0000165880, Md0000198054; LH1).
. Amplifikacja fragmentow EST (Expressed Sequence Tags) (RotorGen 6000, Life Science).

[}

w

. Relatywny poziom ekspresji ww. gendw-— oznaczenie przy uzyciu programu RotorGene 6000 Series

Software 1.7, (metoda poréwnania krzywych standartowych).

4. Normalizacja wynikéw wzgledem genu referencyjnego PAL, kodujacego amoniako-liazg L-fenyloalaniny

(najnizszy stopien zmiennoéci w ukladzie eksperymentalnym (podkladka / temperatura / gen) w poréwnaniu

z genami beta-aktyny, /8sRNA, GAPDH, ELalfal). Es
===
WYNIKI —
A Indukcja ekspresji genow po przemrozeniu podkladki P66 (wykresy 1-6) B. Indukeja ekspresji genéw po przemrozeniu podkladki M.9. (wykresy 7-11)
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1. Obserwowano réznice w ekspresji analizowanych genow wynikajace z przemrozenia tolerancyjnej podkiadki P66 a wrazliwej podktadki M.9.
- dla P66: silna indukcja genu COR 47/ -10°C (wzmozona aktywnoé¢ odnotowana takze w roélinach kontrolnych, nieprzemrazanych) oraz indukcja genéw CBF-4, Deh 4, 8 i 9, LHI/ -12° C i inhibicja
gendow ERF i COR47/ -14°C.
- dla M.9: indukcja gendw CBF - 213, Deh 61 7/ -12°C oraz inhibicja gendw z grupy DREB/ -10°C.

2. Na tym etapie badan obu podkladek nie stwierdzono zmian w ckspresji pozostatych analizowanych genéw.

Wyniki uzyskane w ramach projekiu MRiRW - Badania na rzecz postepu biologicznego w produkeji roslinnej. Zadanie nr 73 ,Poszukiwanie regionéw DNA sprzgzonych z folerancja wegetatywnych podktadek
Jjabtoni na niskie temperatury poprzez analize transkryptomu i oceng stopnia polimorfizmu genéw kandydujgcych’.



ZMIANY W TRANSKRYPTOMIE WYBRANYCH PODKLADEK JABLONI PO ZADZIALANIU
STRESU NISKIEJ TEMPERATURY
Sylwia Keller-Przybytkowicz, Mariusz Lewandowski, Matgorzata Korbin
Zaktad Hodowli Roslin Ogrodniczych
Instytut Ogrodnictwa, Skierniewice, ul Konstytucji 3-Maja 1/3
e-mail: sylwia.keller@inhort.pl

Wystepujgce w Polsce mrozne zimy oraz wiosenne przymrozKi sg przyczyng ciezkich
uszkodzeh zaréwno organdéw nadziemnych, jak i systemu korzeniowego roslin sadowniczych.
Spektakularny przyktad stanowig uszkodzenia zawigzkéw kwiatowych w sadach jabtoniowych, ktére
siegnety 75% po zimie 2011/2012. Liczne prace dotyczg reakgciji fizjologicznych roslin na stres niskich
temperatur, natomiast nie jest do konca rozpoznany mechanizm zjawiska tolerancji roslin
drzewiastych na ten stres na poziomie molekularnym.

W Instytucie Ogrodnictwa podjeto badania nad zmianami w poziomie transkryptu gendéw
kandydujacych, w podkfadkach jabtoni réznigcych sie wrazliwoscia na mroz, tj. podktadce M.9
(wrazliwa) i podktadce P66 (tolerancyjna). Rosliny przemrazano w komorze BINDER GmbH, w
temperaturach -10, -12, -14°C (czas mrozenia 3 h, tempo obnizania sie temperatury 2°C/ h). Catkowite
RNA izolowano z tkanek ksylemu (metoda Zeng i Yang). Stabilne cDNA uzyskano stosujgc zestaw
AffinityScript QPCR cDNASynthesis Kit (Agilent). Badania przeprowadzono dla 18 gendéw
kandydujgcych: czterech genéw CBF (C-repeat binding factor; MACBF1 — MdCBF4), genu COR47
(cold regulated gene), ERF (etylen eresponse factor), dziewieciu genéw z grupy WXL (Winter-induced
genes in xylem), kodujgcych biatka dehydryn oraz trzech genéw z grupy DREB — dehydration
responsie elements binding protein (Md0000165880, Md0000198054; LH1). Amplifikacje fragmentow
EST przeprowadzono metodg Real-Time PCR (RotorGen 6000, Life Scince). Relatywny poziom
ekspresji obliczono przy uzyciu programu Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 i znormalizowano
wzgledem genu PAL (metoda poréwnania krzywych standartowych).

Po przemrozeniu podkfadki P66 zaobserwowano silng (300x > niz M.9) indukcje genu COR47
(-10°C), ktérego wysokg aktywnos¢ odnotowano réwniez w roslinach kontrolnych, nieprzemrazanych.
Dla podktadki tej odnotowano tez indukcje genu CBF-4, gendw Deh 4, 8 i 9, genu LH1 (-12°C) oraz
inhibicje genéw ERF i COR47 (-14°C). Po przemrozeniu podktadki M.9 odnotowano indukcje genow
CBF-2 i 3 oraz Deh 6 i 7 (-12°C), natomiast dla gendw z grupy DREB obserwowano inhibicje (-10°C).
Generalnie, na tym poziomie badah mozna stwierdzi¢, ze stres niskich temperatur nie powoduje

indukcji pozostatych analizowanych genéw w roslinach obu badanych podktadek jabtoni.



