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

W roku 2018 badania prowadzono w ramach 3 tematow:

Temat badawczy 1
Przygotowanie materiatu roslinnego i ocena fenotypowa podktadek jabtoni

Celem tematu byto przygotowanie materiatu roslinnego (17 genotypéw podkfadek jabtoni) do analiz
fenotypowych i badan molekularnych oraz ocena nasilenia reakcji obronnej roslin po przemrozeniu.

Badania prowadzono na podkfadkach jabtoni: 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 —Biatoru$, Antonéwka — Rosja), pochodzgce z matecznika Osrodka
Elitarnego Materiatu Szkoétkarskiego IO 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 5-7.02.2018, czas mrozenia 3 h, tempo obnizania sige temp. 2°C/ h; 10 roslin kazdej
podkfadki w kazdej temp.). Kontrole stanowity podktadki nie poddawane dziataniu niskich temperatur.
Po zabiegu podktadki przeniesiono do chiodni szkétkarskiej, a po posadzeniu w polu przycieto 5 cm
nad powierzchnig gleby. W trakcie uprawy roslin stosowano nawozy mineralne (Hydrocomplex,
Azofoska) oraz srodki chwastobdjcze (Basta 150 SL, Azotop New 80 WP). Nawadnianie podktadek
prowadzono systemem kroplowym, sterowanym automatycznie. Ochrone siewek przed chorobami i
szkodnikami prowadzono wedtug zalecen dla sadow produkcyjnych.

Ocene fenotypowg przeprowadzono dla wszystkich ww. podkfadek, poddanych stresowi niskich
ujemnych temperatur. Dla kazdego uktadu genotyp/podkiadka/roslina wykonano pomiary: $rednicy
pedu przewodnikowego podktadki (w mm, 5 cm od ziemi, po posadzeniu roslin (kwiecien) i
zakonczeniu wegetacji roslin (pazdziernik)); stopnia regeneracji podktadek (maj, czerwiec, lipiec,
sierpien, wrzesien; skala bonitacyjna 1-5); wysokosci pedu przewodnikowego podktadki (w cm,
pazdziernik); dtugosci przyrostéw jednorocznych (w cm, pazdziernik); Swiezej masy korzeni podktadek
(w g, pazdziernik).

Zadna z zastosowanych w badaniach ujemnych temperatur nie spowodowata $mierci catej puli
podkfadek reprezentujgcych wszystkie badane genotypy, niemniej kondycja roslin traktowanych
stresem niskich temperatur pod koniec okresu wegetacji byta znacznie stabsza niz roslin kontrolnych.
Najwiekszy wigor posiadaty podktadki przemrazane w temperaturze -10°C. Najstabszym wigorem
charakteryzowaty sie podktadki przemrazane w temperaturze -14°C. Dla podktadek P 66, P 67 i P 68
odnotowano wigekszy przyrost i srednice pedu przewodnikowego, wiekszg dtugos¢ peddw bocznych, a
takze wiekszg Swiezg mase korzeni niz dla podktadek M.9 i M.26. Bazujgc na warto$ciach srednich
ocenianych parametréw dla trzech temperatur, w obrebie skolekcjonowanych podktadek mozna
wyrézni¢ 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 Antonéwki, a do
grupy drugiej podkfadki pozostate, czyli P 2, P 14, P 16, P 22, CG 11, CG 16, M.9 i M.26.

Temat badawczy 2
Weryfikacja genéw wytypowanych dla podkiadek wzorcowych w genomach 17 nowych podkfadek

Celem tematu badawczego byta przeprowadzona metodg qPCR ocena zmian w funkcjonowaniu
gendéw kandydujgcych, wytypowanych na podstawie wynikéw sekwencjonowania transkryptomu
podktadek wzorcowych, zachodzgcych w podktadkach wzorcowych i innych podktadkach jabtoni z
kolekciji Instytutu.

Przeprowadzono trzy etapy analiz:

a). Analiza zré6znicowania poziomu ekspresji 15 gendéw, wytonionych na podstawie odczytu sekwencji
RNA-seq (sezon Il, 2016), przeprowadzona dla puli 17 skolekcjonowanych podkiadek jabtoni.




Materiat ro$linny do badan stanowity matryce RNA wyizolowane z puli 17 podkfadek jabtoni (P 2, P 14,
P 16, P 22, P 59, P 60, P 66, P 67, P 68, M.7, M.9, M.26, MM.106, CG 11, CG 16, PB-4 i Antonéwka)
0 zréznicowanej reakcji na stres przemrazania. Probki (ksylem) izolowano z roslin traktowanych
trzema temperaturami: -10°C, -12°C i -14°C oraz z ro$lin 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 facznie 15 par oligonukleotyddéw
zaprojektowanych w badaniach wiasnych do sekwencji genéw (EST) wytypowanych w roku 2016 na
podstawie odczytow sekwencji fragmentéw transkryptomow, reprezentujgcych zréznicowany poziom
ekspresji w genomach wzorcowych podktadek jabtoni.

Ocene zmian ekspresji poziomu transkryptu w genomach 17 podktadek jabtoni przeprowadzono dla
fragmentéw EST gendéw kodujgcych: biatka z grupy hydrolaz (Md664464, Md475472, Md288837,
Md321783, Md303946), biatka sekrecyjne i sktadniki blon komérkowych oraz wakuoli (Md321783,
Md881546, Md203983, Md145463, Md580263), biatko transkrypcyjne (Md546831) oraz biatka:
wigzgce jony Zn**, biatko receptorowe, biatko bedgce skfadnikiem chloroplastéw 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 genéw: Md664464, Md321783, Md217803,
Md28837 we wszystkich badanych podkiadkach jabtoni traktowanych temperaturg -10°C. Osiem
wytypowanych genow (Md161758, Md203983, Md707995, Md664464, Md145463, Md253080,
Md303946, Md546231) podlegato inhibicji w podkiadkach wrazliwych (P22, P26, P67, P68, M7, M.9,
M.26, MM106, GC11, GC16, PB4, Antonéwka) (-12°C, -14°C), natomiast gen Md475472 - aktywacji
(wzrost 100x) (-12°C, -14°C).

b). Analiza zmian w poziomie ekspresji 15 gendw (RNA-seq sezon Ill - 2017) przeprowadzona dla
dwéch podktadek wzorcowych.

Materiat roslinny do badan stanowity matryce RNA wyizolowane z dwdch wzorcowych podktadek
jabtoni o zr6znicowanym stopniu tolerancji na stres przemrazania — wrazliwej M.9 i tolerancyjnej P 60.
Probki (ksylem i korzen) izolowano z roslin traktowanych trzema temperaturami: -10°C, -12°C i -14°C
oraz z roslin kontrolnych, niepoddawanych w/w stresowi. Izolacje materiatu do badan przeprowadzono
zgodnie z metodg opisang w punkcie 2a. Do amplifikacji fragmentéw dscDNA uzyto tgcznie 15 par
oligonukleotydéw zaprojektowanych w badaniach wtasnych do sekwencji 15 genéw wytypowanych w
roku 2017 na podstawie odczytdw sekwencji fragmentéw transkryptéw, reprezentujgcych
zréznicowany poziom ekspresji w genomach wzorcowych podktadek jabtoni.

Ocene zmian poziomu ekspresji przeprowadzono dla fragmentéw EST: czterech gendw biorgcych
udziat w wigzaniu kationéw regulujgcych reakcje chemiczne - Md32326, Md22724, Md425030,
Md843015; pieciu gendw kodujgcych biatka transportowe bton komérkowych — Md318613, Md139165,
Md165140, Md163192, Md312901; czterech genéw kodujgcych komponenty komérkowej btony foso-
lipidowej — Md432351, Md240736, Md247173, Md843015; dwdch gendw aktywowanych pod wptywem
czynnikéw stresu — Md834597, Md668869 oraz genu kodujgcego biatka z rodziny auksyn
regulujgcych rozpoczecie fazy spoczynku roslin.

W przypadku podktadki wrazliwej M.9 wytypowano grupe pieciu gendéw, ktére ulegaty aktywacji
zarowno w korzeniu jak i w tkankach przewodzgcych (Md318613, Md425030, Md432351, Md39165,
Md163192). Druga grupa gendéw (Md222724, Md240736, Md165140) podlegata aktywacji w tkankach
ksylemu i inhibicji w tkankach korzenia, natomiast dla dwdch genéw (Md385497 i Md285927)
odnotowano indukcje w korzeniu a inhibicje w tkankach przewodzacych badanej podktadki,

W przypadku tolerancyjnej podktadki P 60 zidentyfikowano pie¢ gendow (Md32326, Md 240736,
Md318613, Md455030, Md163192), dla ktérych zaobserwowano aktywacje ekspresji zarbwno w
korzeniu jak i w tkankach przewodzacych. Cztery z wytypowanych gendéw (Md222724, Md385497,
Md165140, Md285927) ulegaty inhibicji w ksylemie, ale indukcji w tkankach korzenia, natomiast dwa
(Md139165 i Md432251) wykazaty odwrotng aktywnos¢ w testowanych tkankach podktadki P 60,
traktowanej niskimi temperaturami.




c. Walidacja poziomu transkryptéw 30 genéw wytypowanych na podstawie eksperymentu RNA-seq,
metodg qPCR.

Po przeprowadzeniu analizy poréwnawczej wynikow uzyskanych zaréwno w eksperymencie RNA-seq
jak i w tescie gqPCR, dla dwdch sekwencji deEST (Md32326 i Md25927) obserwowano spadek
ekspresji w prébach uzyskanych z podkfadki M.9 taktowanych temperaturg -14°C (M.9, -14°C /down).
Gen Md222724 podlegat nadekspresji (up regulacji) w podktadce M.9 traktowanej temperaturg -12°C
(M.9, -12°C /up), natomiast dla genow Md425030 oraz Md139165 zaobserwowano nadekspresje
poziomu transkryptu w podktadce M.9 traktowanej temperaturg -14°C (M.9, -14°C /up). W przypadku
podkfadki P 60 badane geny wykazaty profil ekspresji odmienny niz uzyskany w eksperymencie
RNAseq. Na podstawie przeprowadzonych testéw walidacyjnych (RNAseq vs qPCR) wytypowano
tacznie 13 fragmentéw EST, dla ktérych odnotowano zréznicowang regulacje w uktadzie genotyp/ gen/
temperatura przemrazania.

Temat badawczy 3
Badania transkryptomu podkfadek jabtoni poprzez sekwencjonowanie w systemie NGS (sezon V)

Celem tematu badawczego byta analiza transkryptomu (sezon IV, 2018r) jabtoni poprzez
sekwencjonowanie biblioteki znacznikow ekspresyjnych oraz weryfikacja i wytypowanie specyficznych
fragmentéw EST (sprzezonych z cechg mrozoodpornosci), pozyskanych w wyniku sekwencjonowania
de novo RNA dwoch podktadek jabtoni (M.9 i P 60) o odmiennej reakcji na stres niskich temperatur.

Badania prowadzono na roslinach podkfadek: P 60 (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. Ro$liny aklimatyzowane (0°C / 30 dni) nieprzemrazane oraz
rosliny nieaklimatyzowane i nieprzemrazane stanowity kontrole. Catkowite RNA izolowano z tkanki
ksylemu oraz korzenia wg. metody Zeng i Yang. Pojedyncze préby RNA o zmierzonej koncentraciji
taczono, a do dalszych etapéw badan (firma komercyjna) wprowadzono 10 prébek, z ktérych kazda
stanowita RNA z puli 10 roslin. Sekwencjonowanie i analize transkryptow przygotowanych probek
RNA przeprowadzono w systemie Genome Analyzer, lllumina Life Technologies SOLID System (RNA-
seq). Analiza bioinformatyczna pozwolita na poréwnanie profili ekspresji genéw pomiedzy parami
prébek (genotyp podkiadki/ kontrola vs. genotyp podkitadki/ temperatura mrozenia) i wytypowanie
gendw o statystycznie istotnej réznicy w poziomie ekspresji. tgcznie odczytano 233 606 825
sekwencji (tj. 500 tys. zréznicowanych transkryptow). Odczyty sekwencji RNA wyizolowanego z
korzenia podktadek M.9 (wrazliwa) oraz P 60 (tolerancyjna) w stosunku do préb kontrolnych i
dosdwiadczalnych (traktowanych niskg temperaturg) wykazaty wieksze zréznicowanie. Ponad to w
przypadku podktadki P 60 (tolerancyjna) ekspresja uzyskanych transkryptéw miedzy poszczegdlnymi
prébami byta mniej zréznicowana.

Sposrod adnotowanych sekwencji wybrano 15 EST kodujgcych: komponenty bton komdrkowych oraz
biatka uczestniczgce w transporcie miedzy- i wewnatrzkomorkowym makroczgsteczek i jonow, biatka
przekaznikowe inicjujgce zmiany aktywnosci komorkowej, biatka transportowe i receptorowe bton
organelli komérkowych oraz biatka aktywowane podczas czynnikow abiotycznych i uczestniczace w
regulacji komérkowych systemow naprawczych.



