
Zadanie 73. Poszukiwanie regionów DNA sprzężonych z tolerancją wegetatywnych 
podkładek jabłoni na niskie temperatury poprzez analizę transkryptomu i 
ocenę stopnia polimorfizmu genów kandydujących. 

W roku 2017 badania prowadzono w ramach 3 tematów. 
 
Temat badawczy 1. Przygotowanie materiału roślinnego i ocena fenotypowa wybranych 
podkładek jabłoni.  

Celem tematu było przygotowanie materiału roślinnego (17 genotypów podkładek jabłoni) do 
analiz fenotypowych i badań molekularnych oraz ocena nasilenia reakcji obronnej roślin po 
przemrożeniu. 

Badania prowadzono na podkładkach jabłoni: 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 Antonówka (seria P – hodowla polska, 
M/ MM –Wielka Brytania, CG – USA, PB-4 –Białoruś, Antonówka – Rosja), pochodzące z 
matecznika Ośrodka Elitarnego Materiału Szkółkarskiego IO w Prusach. Mrożenie odbywało 
się w komorze do sztucznego przemrażania materiałów roślinnych (BINDER GmbH). 
Zastosowano 3 temperatury: -10oC, -12oC i -14oC (terminy 6-8.02.2017, czas mrożenia 3 h, 
tempo obniżania się temp. 2oC/ h; 10 podkładek w każdej temp.). Kontrolę stanowiły 
podkładki nie poddawane działaniu niskich temperatur. Dla każdego układu 
genotyp/podkładka/roślina wykonano w warunkach polowych pomiary średnicy pędu 
przewodnikowego podkładki 5 cm od ziemi (kwiecień i październik)); stopnia regeneracji 
podkładek (maj, czerwiec, lipiec, sierpień, wrzesień); wysokości pędu przewodnikowego 
podkładki (październik); długości przyrostów jednorocznych (październik); świeżej masy 
korzeni podkładek (październik). Żadna z ujemnych temperatur, zastosowanych w 
badaniach, nie spowodowała śmierci całej puli roślin badanych genotypów podkładek, 
niemniej ich kondycja pod koniec okresu wegetacji była znacznie słabsza niż roślin 
kontrolnych. Rośliny poddane działaniu temperatury -10oC chrakteryzowały się największym 
wigorem. Natomiast słabą siłę wzrostu i stopień regeracji badanych podkładek 
zaobserwowano po zastoswaniu temperatury -14oC. Podkładki P 66, P 67 i P 68 wykazywały 
słabszą reakcję na przemrażanie niż standardowe podkładki M.9 i M.26. Dla tych podkładek 
odnotowano większy przyrost i średnicę pędu przewodnikowego, większą długość pędów 
bocznych, a także większą świeżą masę korzeni niż dla podkładek M.9 i M.26. 

Temat badawczy 2. Weryfikacja genów wytypowanych dla podkładek wzorcowych w 
genomach 17 nowych podkładek. 

Celem tematu badawczego była przeprowadzona metodą qPCR ocena zmian w 
funkcjonowaniu genów kandydujących, wytypowanych na podstawie wyników 
sekwencjonowania transkryptomu podkładek wzorcowych, zachodzących w podkładkach 
wzorcowych i innych podkładkach jabłoni z kolekcji Instytutu.  

Przeprowadzono trzy etapy analiz: 
a). Analiza zróżnicowania poziomu ekspresji 15 genów, wyłonionych na podstawie odczytu 
sekwencji RNA-seq (sezon I, 2015), przeprowadzona dla puli 17 skolekcjonowanych 
podkładek jabłoni. 
Materiał roślinny do badań stanowiły matryce RNA wyizolowane z puli 17 podkładek jabłoni 
(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 Antonówka) o zróżnicowanej reakcji na stres przemrażania. Próbki (ksylem) 
izolowano z roślin traktowanych niskimi temperaturami (-10oC, -12oC i -14oC) oraz z roślin 
kontrolnych. Całkowite RNA, wyizolowane metodą opisaną przez Zeng i Yang, przepisano 
na stabilne cDNA (odwrotna transkrypcja) przy użyciu zestawu AffinityScript QPCR cDNA 
Synthesis Kit (Agilent). Do amplifikacji fragmentów dscDNA użyto 15 par oligonukleotydów 
zaprojektowanych w badaniach własnych dla 15 genów (EST), wytypowanych w roku 2015 
na podstawie odczytów sekwencji o zróżnicowanej ekspresji w genomach podkładek 
uznanych za wzorcowe. Ocenę zmian poziomu transkryptu w genomach 17 podkładek 



jabłoni przeprowadzono dla następujących fragmentów EST: sześciu genów kodujących 
białka czynników transkrypcyjnych (MD0883315, MD0948602, MD254705, MD208730, 
MD310262, MD127750), siedmiu genów kodujących białka strukturalne błon komórkowych 
(MD165364, MD920400, MD7527209, MD392485, MD195260, MD575908, MD228546) oraz 
dwóch genów kodujących białka integralne błon komórkowych (MD301184, MD695032).  
W przypadku genów Md310262, Md301184, Md254705, Md208730, Md127750, Md165364, 
Md7527209, Md948602, Md392485, Md575908, Md195260 zaobserwowano wzrost poziomu 

transkryptu w genomach podkładek odpornych na niskie temperatury (Antonówka, P 60, P 

59, P 22, P 2, P 14, P 16). Po potraktowaniu roślin temperaturą -10oC, -12 i -14oC 

nadekspresję odnotowano dla genów Md392485, Md948602 i Md165364. W temperaturze -
14oC zaobserwowano spadek poziomu transkryptu Md7527209 w podkładkach odpornych 
na stres niskich temperatur oraz znaczący spadek aktywności (1000x) genu Md165364 w 
podkładkach P 68 i P 2. Dla genów Md575908, Md254705, Md208730, Md195260 i 

Md127750 obserwowano wysoki poziom ekspresji po traktowaniu podkładek temperaturą -

12oC, a geny Md883315 i Md228546 podlegały silnej inhibicji we wszystkich analizowanych 

podkładkach. 

b). Analiza zmian w poziomie ekspresji 15 genów (RNA-seq sezon II, 2016) przeprowadzona 
dla dwóch podkładek wzorcowych. 
Materiał roślinny do badań stanowiły matryce RNA wyizolowane z dwóch wzorcowych 
podkładek jabłoni o zróżnicowanym stopniu tolerancji na stres przemrażania – wrażliwej M.9 
i odpornej P66. Próbki (ksylem) izolowano z roślin traktowanych temperaturami -10oC, -12oC 
i -14oC oraz z roślin kontrolnych. Izolację materiału do badań przeprowadzono zgodnie z 
metodą opisaną w punkcie 2a. Do amplifikacji fragmentów dscDNA użyto 15 par 
oligonukleotydów zaprojektowanych w badaniach własnych do sekwencji 15 genów (EST) 
wytypowanych w roku 2016 na podstawie odczytów sekwencji o zróżnicowanej ekspresji w 
genomach podkładek wzorcowych. Do badań wytypowano geny kodujące białka z grupy 
hydrolaz (Md664464, Md475472, Md288837, Md217803, Md303946), białka sekrecyjne i 
składniki błon komórkowych oraz wakuoli (Md321783, Md881546, Md203983, Md145463, 
Md580263), białko transkrypcyjne (Md546831) oraz białka wiążące jony Zn2+, białko 
receptorowe, białko będące składnikiem chloroplastów i białko o aktywności kinazy 
(odpowiednio Md196401, Md161758, Md253080, Md707995). Analiza w/w genów, 
przeprowadzona dla podkładek wzorcowych M.9 oraz P 66 pozwoliła na wyodrębnienie 
grupy genów, dla których odnotowano wzrost poziomu ekspresji w obu badanych 
podkładkach, tj. Md475472 i Md161587 (250x dla podkładki M.9/ -10oC i 100x dla podkładki 
P66/ -14oC), Md253080 (40x dla podkładki M.9/ -10oC i 100x dla podkładki P 66/ -14oC), 
Md664464 (100x dla obu podkładek/-10oC) i Md196401(9x dla obu podkładek/ -12oC), a 
także grupy genów wykazujących wysoki poziom transkryptu w podkładce M.9 (Md288837, 
Md217803, Md303946). Spadek ekspresji genów Md3211783 i Md203983 odnotowano w 
genomach obu badanych podkładek, a genów Md881546, Md145463 i Md217803 wyłącznie 
w podkładce P 66. W genomie podkładki P 66 wzrost ekspresji (400x/-10oC) zaobserwowano 
jedynie dla genu Md707995. W przypadku genów Md580263 i Md546831 nie 
zaobserwowano różnic w poziomie transkryptu dla roślin traktowanych i nietraktowanych 
niską temperaturą. 

c. Walidacja poziomu transkryptów 30 genów wytypowanych na podstawie eksperymentu 
RNA-seq, metodą qPCR (sezon I i II NGS). 
W wyniku analizy porównawczej danych uzyskanych w eksperymentach RNA-seq i qPCR, 
przeprowadzonych dla przemrażanych podkładek M.9 i P66, ten sam typ regulacji 
zidentyfikowano dla ośmiu analizowanych sekwencji (Md321783 – M.9, -10oC/ up, 
Md707995 P66 -10oC/ up, Md161587 – M.9, -12oC/ up, Md145463 – M.9, -10oC/ down, 
Md303946 – M.9, -10oC/ down, Md7527209 – P66 -10oC/ down, Md575908 – P 66, -12oC/ 
down, Md254705 – M.9,-10oC/ down). Dla genów MD881541, MD288837, MD253080, 
MD664464 nie wykazano zgodnych tendencji pomiędzy wynikami eksperymentu RNA-seq i 
qPCR. Natomiast zmiany w poziomie ekspresji genów Md948602, Md752709 I Md254705 
(typ regulacji) różnicowały w obu w eksperymentach podkładkę tolerancyjną na mróz (P66) i 



podkładkę wrażliwą (M.9), kandydując na tym etapie badań do grupy markerów tolerancji na 
stres przemrażania.  

Temat badawczy 3. Badania transkryptomu podkładek jabłoni poprzez sekwencjonowanie w 
systemie NGS (sezon III) 

Celem tematu badawczego była analiza transkryptomu (sezon III) jabłoni poprzez 
sekwencjonowanie biblioteki znaczników ekspresyjnych oraz weryfikacja i wytypowanie 
specyficznych fragmentów EST (sprzężonych z cechą mrozoodporności), pozyskanych w 
wyniku sekwencjonowania de novo RNA dwóch podkładek jabłoni (M.9 i P 60) o odmiennej 
reakcji na stres niskich temperatur. 
Badania prowadzono na roślinach podkładek P 60 i M.9 (10 roślin/ genotyp/ 3 temp. 
przemrażania: -10, -12 i -14oC). Rośliny aklimatyzowane (0oC/ 30 dni), nieprzemrażane oraz 
rośliny nieaklimatyzowane i nieprzemrażane stanowiły dwie kontrole. RNA izolowane z 
ksylemu pojedynczych prób metodą wg. Zeng i Yang łączono (pula 10 roślin). 
Sekwencjonowanie i analizę transkryptów przygotowanych próbek RNA przeprowadzono w 
systemie Genome Analyzer, Illumina Life Technologies SOLiD System (RNA-seq). Profile 
ekspresji genów porównywano pomiędzy parami próbek (genotyp podkładki/ kontrola vs. 
genotyp podkładki/ temperatura mrożenia). Łącznie odczytano 190 796 054 sekwencji. 
Analiza bioinformatyczna zgromadzonej bazy danych umożliwiła wytypowanie genów o 
istotnej różnicy w poziomie transkryptu, wynikającej z procesu przemrażania.  
Na podstawie analizy mapy korelacji stwierdzono, że próbki kontrolna i doświadczalna 
(traktowana niską temperaturą) podkładki M.9 wykazują większe zróżnicowanie niż to, które 
zostało odczytane dla analogicznych prób podkładki P 60. Na podstawie uzyskanych danych 
do dalszych badań wytypowano 15 EST(sezon III) kodujących następujące białka: białko z 
rodziny auksyn odpowiedzialnych za regulację procesów roślinnych w okresie spoczynku 
(dormancy), białko wiążące jony żelaza, komponenty błon komórkowych oraz białka 
uczestniczące w transporcie między- i wewnątrzkomórkowym makrocząsteczek i jonów, 
białka z grupy hydrolaz o funkcji wiązania kationów, uczestniczące w metabolizmie wody, 
białko odpowiedzi komórek na stres, białko uczestniczące w produkcji i przemianie 
farnesanu (osmoza komórkowa).  
 
Wyniki zostały zaprezentowane podczas konferencji: Fourth International Horticulture 

Research Conference. 16-20 lipiec 2017, East Malling, Wielka Brytania (zał. 1 i 2).  

 Keller-Przybyłkowicz S., Lewandowski M., Korbin M. 2017. “RNA-SEQ markers for 

selection of apple rootstocks tolerant to low temperatures”.  
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