
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 2020 badania prowadzono w ramach 2 tematów: 

Temat badawczy 1 

Przygotowanie materiału roślinnego i ocena fenotypowa podkładek jabłoni 

Celem tematu było przygotowanie materiału roślinnego (17 genotypów podkładek dla 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), pochodzących z matecznika Ośrodka 
Elitarnego Materiału Szkółkarskiego IO w Prusach. Mrożenie odbywało się w komorze do sztucznego 
przemrażania materiałów roślinnych (BINDER GmbH). Zastosowano 3 temperatury: -10

o
C, -12

o
C  

i -14
o
C (terminy 5-7.02.2020, czas mrożenia 3 h, tempo obniżania się temp. 2

o
C/ h; 10 roślin każdej 

podkładki w każdej temp.). Kontrolę stanowiły podkładki nie poddawane działaniu niskich temperatur. 
Po zabiegu podkładki przeniesiono do chłodni szkółkarskiej, a po posadzeniu w polu przycięto 5 cm 
nad powierzchnią gleby. W trakcie uprawy roślin stosowano nawozy mineralne (Hydrocomplex, 
Azofoska) oraz środki chwastobójcze (Basta 150 SL, Azotop New 80 WP). Nawadnianie podkładek 
prowadzono systemem kroplowym, sterowanym automatycznie. Ochronę siewek przed chorobami 
i szkodnikami prowadzono według zaleceń dla sadów produkcyjnych. 

Ocenę fenotypową przeprowadzono dla wszystkich ww. podkładek, poddanych stresowi niskich 
ujemnych temperatur. Dla każdego układu genotyp/podkładka/temperatura wykonano pomiary: 
średnicy pędu przewodnikowego podkładki (w mm, 5 cm od ziemi, po posadzeniu roślin (kwiecień) 
i zakończeniu wegetacji roślin (październik)); stopnia regeneracji podkładek (maj, czerwiec, lipiec, 
sierpień, wrzesień; skala bonitacyjna 1-5); wysokości pędu przewodnikowego podkładki (w cm, 
październik); długości przyrostów jednorocznych (w cm, październik); świeżej masy korzeni podkładek 
(w g, październik). 

Żadna z zastosowanych w badaniach ujemnych temperatur nie spowodowała śmierci całej puli 
podkładek reprezentujących wszystkie badane genotypy, niemniej kondycja roślin traktowanych 
stresem niskich temperatur pod koniec okresu wegetacji była znacznie słabsza niż roślin kontrolnych.  
Największy wigor posiadały podkładki przemrażane w temperaturze -10

o
C, a najsłabszy - podkładki 

przemrażane w temperaturze -14
o
C. Dla podkładek P 66, P 67 i P 68 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. Bazując na wartościach średnich ocenianych parametrów dla 
trzech temperatur, w obrębie skolekcjonowanych podkładek można wyróżnić dwie grupy – mniej 
i bardziej wrażliwe na przemarzanie. Do pierwszej grupy można zakwalifikować podkładki P 59, P 60, 
P 66, P 67, P 68, M.7, MM.106, PB-4 i siewkę Antonówki, a do grupy drugiej podkładki pozostałe, czyli 
P 2, P 14, P 16, P 22, CG 11, CG 16, M.9 i M.26. 
 
Temat badawczy 2 

Ocena poziomu ekspresji wytypowanych genów kandydujących w genomach 17 podkładek z kolekcji 
oraz ocena korelacji badanej cechy z aktywnością wytypowanych sekwencji genów funkcjonalnych.  

Badania obejmowały analizy poziomu wytypowanych genów (zweryfikowanych analizą porównawczą 
testów RNAseq i qPCR) oraz ocenę statystyczną korelacji wartości badanej cechy i aktywności 
wytypowanego genu. 
 
Temat badawczy realizowano zgodnie z trzema etapami: 

a). Analiza zmian w poziomie ekspresji 15 genów (RNA-seq sezon IV, 2018) przeprowadzona dla 
dwóch podkładek wzorcowych oraz walidacja typu regulacji wyselekcjonowanych genów 
funkcjonalnych. 

Całkowite RNA wyizolowane z pobranych próbek roślinnych, zgodnie z metodą opisaną przez Zeng 
i Yang (2000), posłużyło jako matryca do odwrotnej transkrypcji (reakcja uzyskania cDNA). Reakcję tę 
prowadzono w obecności uniwersalnego startera oligo-dT (0,1 µg/µl) oraz enzymu - odwrotnej 
transkryptazy (RT) w zoptymalizowanych warunkach termicznych: 25

o
C/5 min., 42

o
C/5 min. - 



przyłączanie oligo-dT, 55
o
C/15 min - RT, 95

o
C/5 min. - inaktywacja enzymu (termocyklery Biometra 

Basic). Stabilne cDNA stanowiło matrycę dla ilościowej reakcji amplifikacji (qPCR). 

Reakcje qPCR prowadzono w termocyklerze RotorGen 6000 (Corbett) w obecności barwnika 
fluorescencyjnego SybrGreenI, uniwersalnego zestawu Kapa SybrqPCR (KapaBiosystems), sekwencji 
genu referencyjnego PAL (wytypowany w roku 2014) oraz genu badanego. Matrycę cDNA 
wyizolowaną z badanych podkładek jabłoni, przygotowano w rozcieńczeniach o znanej koncentracji, 
umożliwiających sporządzenie krzywej standardowej reakcji amplifikacji. Badany układ 
eksperymentalny - gen ref. PAL/gen badany zawierał: matrycę 2 genotypów podkładek wzorcowych 
P 60 i M.9 x 3 temperatury przemrażania. Profil termiczny reakcji amplifikacji był następujący: 95

o
C/5 

min. (aktywacja polimerazy), 95
o
C – 15 s, 60

o
C – 20 s (przyłączanie oligonukleotydów), 72

o
C – 20 s 

(odczyt poziomu fluorescencji). Ocenę poziomu ekspresji w każdej z badanych prób przeprowadzono 
poprzez analizę krzywych amplifikacji (metoda porównania krzywych standardowych - ∆∆Ct, program 
komputerowy Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7.), wyznaczonych w oparciu o pomiar fluorescencji 
barwnika SybrGreen w każdym cyklu reakcji.  

Wytypowane w roku 2020 geny kodują: białka strukturalne błony komórkowej, jądra i organelli; białka 
uczestniczące w transporcie substancji; białka biorące udział w replikacji DNA; uczestniczące 
w odpowiedzi komórkowej na czynniki stresu oraz białka wiążące jony metali m.in. Fe, Zn. 

W przypadku czterech fragmentów EST o adnotacji: Md827881, Md463846, Md230387a, Md287881a, 
wyłonionych w eksperymencie RNAseq, zaobserwowano wzrost poziomu transkryptu w genomach 
obu badanych podkładek wzorcowych. Ponadto, działanie niskiej temperatury (-12

o
C, -14

o
C) 

spowodowało istotny spadek aktywności genów Md572242, Md572242a i Md230837 u podkładki 
tolerancyjnej (P 60) i wrażliwej (M.9), natomiast w przypadku genów Md809337 i Md809337a 
zaobserwowano znaczącą inhibicję tylko w podkładce P 66. 

Identyczny typ regulacji w testach RNAseq i qPCR zaobserwowano dla sekwencji genów Md572242 
i Md827881a.  
 
b). Analiza poziomu ekspresji 15 genów, wykazujących różną aktywność w podkładkach wzorcowych, 
przeprowadzona dla puli 17 podkładek z kolekcji IO. 

Etap badawczy obejmował ocenę zmian w funkcjonowaniu fragmentów 20 genów kandydujących, 
wytypowanych na podstawie wyników sekwencjonowania transkryptomu podkładek wzorcowych 
(2015 – 2018) i testów walidacyjnych (qPCR) w 17 podkładkach z kolekcji IO. 

Materiał roślinny do badań stanowiło totalne 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). 
Metody izolacji RNA oraz prowadzenia reakcji amplifikacji przedstawiono w opisie etapu a). 

Dzięki analizom qPCR wyłonione geny (DEG-differentially expressed genes) pogrupowano na te, 
które ulegały nadekspresji w podkładkach tolerancyjnych i inhibicji w podkładkach wrażliwych; takie 
dla których odnotowano inhibicję tylko w podkładkach tolerancyjnych oraz na takie, które ulegały 
inhibicji lub nadekspresji w całej puli badanych podkładek. 

Ostatecznie, testy qPCR z udziałem 20 wytypowanych genów (typ regulacji w eksperymencie RNAseq 
zweryfikowano testem qPCR) pozwoliły na określenie statusu molekularnego podkładek podatnych tj. 
Antonówka, PB4, P2, P14, M.26, M.7, M.9, P22, w genomach których odnotowano spadek ilości 
transkryptu genów o adnotacjach Md321783, Md425030, Md258197 i Md827881a oraz wzrost 
aktywności genów Md7327209, Md575908, Md198091, Md230831. Dodatkowo w badaniach 
wytypowano grupę genów o adnotacjach funkcjonalnych: Md258197, Md496812, Md303946, 
Md546831, Md827881a, które wykazały istotny wzrost ekspresji w podkładkach tolerancyjnych tj. 
MM.106, P 60, P 59, P 66, P 67, P 68, P16, CG11, CG16. Odrębna grupa została utworzona dla 
genów charakteryzujących się zarówno wysoką (Md161587, Md707995, Md141228, Md139165, 
Md285927, Md893990, M664464, Md230831) jak i niską (Md222724 i Md230831) aktywnością we 
wszystkich badanych podkładkach jabłoni.  
 
c). Analiza korelacji aktywności wytypowanych 20 genów funkcjonalnych z badaną cechą oraz 
wskazanie potencjalnych markerów molekularnych. 

W wyniku analiz fenotypowo-genotypowych odnotowano istotny stopień korelacji pomiędzy wszystkimi 
ocenianymi cechami fenotypowymi i zmianami profili ekspresji wytypowanych genów funkcjonalnych. 
Dla podkładek podatnych oszacowano pozytywną (dodatnią) korelację pomiędzy cechami 
fenotypowymi i obniżeniem aktywności genów, natomiast w podkładkach tolerancyjnych wraz ze 
wzrostem poziomu transkryptu wytypowanych genów korelacja badanych cech i aktywności genów 
wykazała poziom ujemny.  



Na podstawie przeprowadzonych badań wyłoniono 7 specyficznych genów o rozpoznanej adnotacji 
funkcjonalnej: Md496812, Md827881a, Md425030, Md161587, Md198091, Md275908, Md303946, dla 
których przy spadku ilości transkryptu odnotowano dodatnią korelację z badanymi cechami 
fenotypowymi u podkładek podatnych. Dodatkowo, wyłoniono 4 geny: Md258197, Md664464, 
Md572242, Md139165, dla których stwierdzono ujemną korelację pomiędzy zdolnością 
wzrostu/regeneracji/przeżywalności podkładek w warunkach polowych po zastosowanym stresie 
niskich temperatur, a wzrostem aktywności wytypowanych genów. 
 
Podsumowanie projektu i opis najważniejszych osiągnięć: 

Na podstawie przeprowadzonych badań wyłoniono 11 specyficznych genów o rozpoznanej adnotacji 
funkcjonalnej, umożliwiających weryfikację statusu mrozoodporności podkładek w warunkach 
polowych. 
 
 
Zał. 1. Publikacja naukowa opublikowana w Biuletynie IHAR: 

Keller-Przybyłkowicz S., Lewandowski M. (2020). Ocena zmian profilu ekspresji genów 
kandydujących w podkładkach jabłoni o odmiennym stopniu tolerancji mrozowej. Biuletyn 
IHAR 291: 19-30, DOI:10.37317/biul-2020-PB81 
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