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

W roku 2020 badania prowadzono w ramach 2 tematow:

Temat badawczy 1

Przygotowanie materiatu roslinnego i ocena fenotypowa podktadek jabtoni

Celem tematu bylo przygotowanie materiatu roslinnego (17 genotypéw podktadek dla 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 — Biatorus, Antonéwka — Rosja), pochodzacych z matecznika Osrodka
Elitarnego Materiatu Szkétkarskiego 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 5-7.02.2020, czas mrozenia 3 h, tempo obnizania sie temp. 2°C/ h; 10 ro$lin kazdej
podktadki w kazdej temp.). Kontrole stanowity podktadki nie poddawane dziataniu niskich temperatur.
Po zabiegu podkfadki przeniesiono do chtodni szkdtkarskiej, a po posadzeniu w polu przycieto 5 cm
nad powierzchnig gleby. W trakcie uprawy roslin stosowano nawozy mineralne (Hydrocomplex,
Azofoska) oraz srodki chwastobodjcze (Basta 150 SL, Azotop New 80 WP). Nawadnianie podkfadek
prowadzono systemem kroplowym, sterowanym automatycznie. Ochrone siewek przed chorobami
i szkodnikami prowadzono wedtug zalecen dla sadéw produkcyjnych.

Ocene fenotypowg przeprowadzono dla wszystkich ww. podkfadek, poddanych stresowi niskich
ujemnych temperatur. Dla kazdego uktadu genotyp/podktadka/temperatura wykonano pomiary:
Srednicy pedu przewodnikowego podkfadki (w mm, 5 cm od ziemi, po posadzeniu roslin (kwiecien)
i zakonczeniu wegetacji roslin (pazdziernik)); stopnia regeneracji podkfadek (maj, czerwiec, lipiec,
sierpien, wrzesien; skala bonitacyjna 1-5); wysokosci pedu przewodnikowego podkiadki (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
podkiadek reprezentujgcych wszystkie badane genotypy, niemniej kondycja roslin traktowanych
stresem niskich temperatur pod koniec okresu wegetacji byta znacznie stabsza niz roslin kontrolnych.
Najwiekszy wigor posiadaty podkiadki przemrazane w temperaturze -10°C, a najstabszy - podktadki
przemrazane w temperaturze -14°C. Dla podktadek P 66, P 67 i P 68 odnotowano wigkszy przyrost
i sSrednice pedu przewodnikowego, wiekszg dtugos¢ pedow bocznych, a takze wiekszg swiezg mase
korzeni niz dla podktadek M.9 i M.26. Bazujgc na wartosciach $rednich ocenianych parametrow dla
trzech temperatur, w obrebie skolekcjonowanych podkfadek mozna wyrézni¢ dwie grupy — mniej
i bardziej wrazliwe na przemarzanie. Do pierwszej grupy mozna zakwalifikowa¢ podkfadki P 59, P 60,
P 66, P 67, P 68, M.7, MM.106, PB-4 i siewke Antondwki, a do grupy drugiej podktadki pozostate, czyli
P2,P14,P16,P 22, CG 11, CG 16, M.9i M.26.

Temat badawczy 2

Ocena poziomu ekspresji wytypowanych gendw kandydujacych w genomach 17 podkiadek z kolekcji
oraz ocena korelacji badanej cechy z aktywnos$cig wytypowanych sekwencji genéw funkcjonalnych.

Badania obejmowaty analizy poziomu wytypowanych genéw (zweryfikowanych analizg poréwnawczag
testbw RNAseq i qPCR) oraz ocene statystyczng korelacji wartosci badanej cechy i aktywnosci
wytypowanego genu.

Temat badawczy realizowano zgodnie z trzema etapami:

a). Analiza zmian w poziomie ekspresji 15 genéw (RNA-seqg sezon 1V, 2018) przeprowadzona dla
dwoch  podkiadek wzorcowych oraz  walidacja typu regulacji wyselekcjonowanych gendéw
funkcjonalnych.

Catkowite RNA wyizolowane z pobranych prébek roslinnych, zgodnie z metodg opisang przez Zeng
i Yang (2000), postuzyto jako matryca do odwrotnej transkrypcji (reakcja uzyskania cDNA). Reakcje te
prowadzono w obecnosci uniwersalnego startera oligo-dT (0,1 pg/pl) oraz enzymu - odwrotnej
transkryptazy (RT) w zoptymalizowanych warunkach termicznych: 25°C/5 min., 42°C/5 min. -




przytaczanie oligo-dT, 55°C/15 min - RT, 95°C/5 min. - inaktywacja enzymu (termocyklery Biometra
Basic). Stabilne cDNA stanowito matryce dla ilosciowej reakcji amplifikacji (QPCR).

Reakcje qPCR prowadzono w termocyklerze RotorGen 6000 (Corbett) w obecnosci barwnika
fluorescencyjnego SybrGreenl, uniwersalnego zestawu Kapa SybrqPCR (KapaBiosystems), sekwencji
genu referencyjnego PAL (wytypowany w roku 2014) oraz genu badanego. Matryce cDNA
wyizolowang z badanych podktadek jabtoni, przygotowano w rozciehiczeniach o znanej koncentracji,
umozliwiajgcych  sporzgdzenie krzywej standardowej reakcji amplifikacji. Badany ukiad
eksperymentalny - gen ref. PAL/gen badany zawierat: matryce 2 genotypéw podktadek wzorcowych
P 60 i M.9 x 3 temperatury przemrazania. Profil termiczny reakcji amplifikacji byt nastepujgcy: 95°C/5
min. (aktywacja polimerazy), 95°C — 15 s, 60°C — 20 s (przytgczanie oligonukleotydéw), 72°C — 20 s
(odczyt poziomu fluorescencji). Ocene poziomu ekspresji w kazdej z badanych préb przeprowadzono
poprzez analize krzywych amplifikacji (metoda poréwnania krzywych standardowych - AACt, program
komputerowy Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7.), wyznaczonych w oparciu o pomiar fluorescenciji
barwnika SybrGreen w kazdym cyklu reakcji.

Wytypowane w roku 2020 geny koduja: biatka strukturalne btony komaérkowej, jadra i organelli; biatka
uczestniczgce w transporcie substanciji; biatka biorgce udziat w replikacji DNA; uczestniczgce
w odpowiedzi komérkowej na czynniki stresu oraz biatka wigzgce jony metali m.in. Fe, Zn.

W przypadku czterech fragmentéw EST o adnotacji: Md827881, Md463846, Md230387a, Md287881a,
wytonionych w eksperymencie RNAseq, zaobserwowano wzrost poziomu transkryptu w genomach
obu badanych podkfadek wzorcowych. Ponadto, dziatanie niskiej temperatury (-12°C, -14°C)
spowodowato istotny spadek aktywnosci gendw Md572242, Md572242a i Md230837 u podktadki
tolerancyjnej (P 60) i wrazliwej (M.9), natomiast w przypadku genow Md809337 i Md809337a
zaobserwowano znaczgacg inhibicje tylko w podktadce P 66.

Identyczny typ regulacji w testach RNAseq i gPCR zaobserwowano dla sekwencji genéw Md572242
i Md827881a.

b). Analiza poziomu ekspresji 15 gendéw, wykazujgcych rézng aktywnosé¢ w podktadkach wzorcowych,
przeprowadzona dla puli 17 podkfadek z kolekgji 10.

Etap badawczy obejmowat ocene zmian w funkcjonowaniu fragmentéw 20 genéw kandydujgcych,
wytypowanych na podstawie wynikow sekwencjonowania transkryptomu podktadek wzorcowych
(2015 — 2018) i testéw walidacyjnych (QPCR) w 17 podktadkach z kolekgiji 10.

Materiat roslinny do badan stanowito totalne 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).
Metody izolacji RNA oraz prowadzenia reakcji amplifikacji przedstawiono w opisie etapu a).

Dzieki analizom gqPCR wytonione geny (DEG-differentially expressed genes) pogrupowano na te,
ktére ulegaty nadekspresji w podktadkach tolerancyjnych i inhibicji w podktadkach wrazliwych; takie
dla ktérych odnotowano inhibicje tylko w podkitadkach tolerancyjnych oraz na takie, ktére ulegaty
inhibicji lub nadekspresji w catej puli badanych podktadek.

Ostatecznie, testy qPCR z udziatem 20 wytypowanych gendw (typ regulacji w eksperymencie RNAseq
zweryfikowano testem qPCR) pozwolity na okreslenie statusu molekularnego podktadek podatnych tj.
Antonéwka, PB4, P2, P14, M.26, M.7, M.9, P22, w genomach ktérych odnotowano spadek iloSci
transkryptu genéw o adnotacjach Md321783, Md425030, Md258197 i Md827881a oraz wzrost
aktywnosci genéw Md7327209, Md575908, Md198091, Md230831. Dodatkowo w badaniach
wytypowano grupe genéw o adnotacjach funkcjonalnych: Md258197, Md496812, Md303946,
Md546831, Md827881a, ktére wykazaty istotny wzrost ekspresji w podktadkach tolerancyjnych tj.
MM.106, P 60, P 59, P 66, P 67, P 68, P16, CG11, CG16. Odrebna grupa zostata utworzona dla
genow charakteryzujgcych sie zaréwno wysokg (Md161587, Md707995, Md141228, Md139165,
Md285927, Md893990, M664464, Md230831) jak i niskg (Md222724 i Md230831) aktywnoscig we
wszystkich badanych podktadkach jabtoni.

c). Analiza korelacji aktywnosci wytypowanych 20 genow funkcjonalnych z badang cechg oraz
wskazanie potencjalnych markeréw molekularnych.

W wyniku analiz fenotypowo-genotypowych odnotowano istotny stopien korelacji pomiedzy wszystkimi
ocenianymi cechami fenotypowymi i zmianami profili ekspresji wytypowanych gendéw funkcjonalnych.
Dla podktadek podatnych oszacowano pozytywng (dodatnig) korelacje pomiedzy cechami
fenotypowymi i obnizeniem aktywnosci gendéw, natomiast w podkfadkach tolerancyjnych wraz ze
wzrostem poziomu transkryptu wytypowanych gendéw korelacja badanych cech i aktywnosci gendéw
wykazata poziom ujemny.



Na podstawie przeprowadzonych badan wytoniono 7 specyficznych gendéw o rozpoznanej adnotac;ji
funkcjonalnej: Md496812, Md827881a, Md425030, Md161587, Md198091, Md275908, Md303946, dla
ktérych przy spadku ilosci transkryptu odnotowano dodatnig korelacje z badanymi cechami
fenotypowymi u podkiadek podatnych. Dodatkowo, wytoniono 4 geny: Md258197, Md664464,
Md572242, Md139165, dla ktorych stwierdzono ujemng korelacje pomiedzy zdolnoscig
wzrostu/regeneracji/przezywalnosci podkfadek w warunkach polowych po zastosowanym stresie
niskich temperatur, a wzrostem aktywnosci wytypowanych gendw.

Podsumowanie projektu i opis najwazniejszych osiggnieé¢:

Na podstawie przeprowadzonych badan wytoniono 11 specyficznych genéw o rozpoznanej adnotaciji
funkcjonalnej, umozliwiajgcych weryfikacje statusu mrozoodpornosci podktadek w warunkach

polowych.

Zat. 1. Publikacja naukowa opublikowana w Biuletynie IHAR:
Keller-Przybytkowicz S., Lewandowski M. (2020). Ocena zmian profilu ekspresji genow
kandydujgcych w podktadkach jabtoni o odmiennym stopniu tolerancji mrozowej. Biuletyn
IHAR 291: 19-30, DOI:10.37317/biul-2020-PB81
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Do tesste gRT-PCR, wiyio BNA (1pg) wyizo-
loorazs ¢ otej samej pule rodlim, ktdrs poddanc
pasigpnis odaToinej transkryvpcji do stabdlzage
cDNA przy wgyoin sestrwn Affmity Script QPCR
cDWA Symthests Kit (Agilent). Beekojy prowadzo-
oo w chacnodcd nziwerselnego startesa eligo-dT
(0, lpg'ul) craz szzynrn — odaTotnsj transkryptazy
(ET) w zoptymalirowamyth waruzkach termicz-
pych: X305 min, 425005 min. — preylyceazis olige
-dT, F*C/15 pxin — BT, 5507 miz. — izaktywacie
snzymu (Rresocyklery Buwomostra Basich. Stzbilne
cDNA stanowile metryce dla iledciows) meakcji
amplifikacji (gET-FCE).

Reakcje gRT-PCR. dla wytypowarych seswez-
cji transkrypiow prowadzozo na matrycy cDNA
w tarmaocyklerze BotorCGen 6000 (Corbett) w obac-
podcd barwemike fluosescencyjzege Sybriraanl
i wniwarsaloego mestawn Kapa EvbrgPCR (Fape
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specyiicemyck  komplementermyck do sekwwncjic
geoe raferszcvjoege Pl oraz gezn bademego
Matryog cDHA, przygoiovazo w rorcisfhiczaniach
o znenej komcentracy, umogliwizjacych sporza-
dzenis krzywej standardowrej meakoji amplifikacj

Badamy wkiad sisparrmentaloy — gen ref FALS

gan badazy mawiaral cOMA orez oligozaklactndy
raprojekiowezs do 15 sekwancji DE & (diffaremtsal-
ly sxprecsed guoss)

Profil termicrny ilesciows] makcji amplifika-
cjt byl mastspujacy: 9507 min (akiywaci poli-
merazy), 930 — 17 g 60eC - 20 5 (preylyczanis
clignouklootydow), 72e0 — 205 (oedczyt posiomu
fhuorwscemnci)

Oceng pozioms eksprasfi w kagdej = badazych

ook proaprowadzozo poprzer analimg kreywich
amplifikacji {metoda poréweaniz krzywych staz-
dardeayck AACt program kompoferowy Bodor
Gun. G000 Series Soffwars 1.7 wymmaczozych
w oparcin o pomiar fleorescancii barwmika
SvbrGmen w kazdym cykln mekcji. Analizg staby-
styrzny preaprowadzozo dia poarttozen buodogicz-
oych {min. dwie proby roddizoe) oraz powbirzan
tachmiczmyck (muiz. 2 powhireons misszanioy meak-
cyjze o Tym semym siladzie) Dla kazde) z prob
chliczomo odcinvkezio stendardows (5D, standard
deviztion) patomizst dla dredmick odczyiow clre-
tlomo reletywoy (krotmodc roviany) poziom smiamy
toici amplikoou w bedaoym ukladzie men rafs-
rencyjey vs. gen badamy (program komproterowy
Fotoe-fren 5000 Series Software 1.7.).

Frofila  sikspresji  wrivpowanrch — gezdm,
uzyikane w sksperymaencis ENAssg i gRT-PCR
pasigpoie pordwzyweno calem weryfikacji trpu
regulacit {up'down)

Wrnild
Hags edmofowanpch ranshrypidw wyipowanpch
z plikaw wynikewpch NGS

Fo przeprowadzenc: witspoych analiz korelacji
przoigdry probkami ENA rpodilades tolerancyjzaj
P& i wragliwej M9 urysiazo lcz=is 166 BET 037
cdczytewr sakanancii (¢j. pooad 300 fys. zrednico-
wamyck fremskrypeéar). Calkowrsty liczbg seloancji
odczytazych dia kepds) pojedyoozs) proby zestawio-
oo o tzbeli 1, natomdest o Tals. 2 preedstzwions typ
reznlacji (pordwoamie poziomy trAnsETYpM pomis-
dzy probkami), sekwszciw omar ich fonkcjonalza
adoosacie. Walkodcd pwoleknlarne opracowamych
sakwenc osracowano w rakresds 2030 pz.

Tabelm 1
okt 1

l.iczEw aderyineych sshwencil w kdanych prefusck

Samber of segquences read sol in ke fesied mphe

Cmchyp reaew e poikindki
Hereoyp= Easmmmi of apphe rondmr=k

lizxbs zd crpisrrych mkwegl
HMembe of s casds

M%7 Keeirels abicrezs 15 T8 301
2= g ] N2 THZ 3]

Wt e
2 S ] 19 494 HS
MR- 18 280 22
it Koorraln finoocs 13 307 7T
B Y L | a8 M1 a7

TrelareszyFs

P ol =125 18 3012 268
P ol =14 20 29 T2
Fatani NEA BET BT
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Adpotacje fonkcjomzlne presprowzdzone din
4 (100 pemtar wykeznjacych dukci {np rege-
fafion) arez 4000 genow podlsgaacych mbibicj
(down reguianon) w badanych ukladach pordme-
pawrzych sksparymentn R Assg. Dz poszczageol-
nych sekweoneji idemtyvfikerory 0 (peme onfodagyd
przypisaze na podstzaie plike (2ff] r opisam
gantw wylezionych dl2 gezoma Malns domesicg

Zastewiono pliki wyzmikowe mwikrajace idez-
ryfikator gemn Moles doesssiice, sorows danme
dotyezace iloécl zmapowanych do geon odozysiw,
eifymoweang przss program DFseq? roviang krod-
woicd skspresji (fodd cheepe) w pierwszej probos
wegledan: drugiej probki (skala logarytmiczoa),
wartosc (p) wykozazego przar program DEsagl
tesin siztysivozoego, conriy (pokrycis) & refersz-
cyjzvm genomem Maluy domesfica, w Ebioym
rawisr2 s dany gen, wspolrredne poczatku
i kotica odozyba gezn W oORRgW oraz fermicy
G0 (pewe onislogy ferms) rwitzang ¥ dazymi doty-
czacymi preeaidriang] fankcld geom.

idrema prafis elspresyimpch gemdw wyipypows-
mpck peprieg analipg NEES

Do amplifikacjl fragmemtow decDMNA ngybn
tacznia 15 par oligonskleotydew raprojektowazych
w badeziach wlzsoych {Tab. 3} do sekwencji gendaw
wybypeaanych =2 podstawie odozyrow sekwancjl

rewariych w tabeli 1

DOla & r badazych gemow zachserarowrane zroz-
nicowrazs profile aksprasji w badanych matemals
rodlinmym.

W przvpadiu podkladii BL9¥ cotery wyivpo-
Wane sEwsncis genow o mdafiniowrane] admotacji:
MDEB3ILT (wykres 18], BMDTIITI0N farvkmusla),
MMID22E54E (-12%0) fwvlorss L) £ MDIS248S [-14°C)
(arykmes 1d) wykazaky werest, ¢ trey: MD127750
14900 farvkres Lo, WIDSTIR08 ~10°C) farykras 13
crar MD3011E4 {-10*C) (aykres 1h) spadsk pozic-
o iranskrvpba.

Dl podkladk: P &5 wroost porionvs trazskrypiu
cdnotowans w prrypadsu coterach DE: BMIDEEIZLE,
MDASI4ET, MD1EF564 (dla prob rakewanytk temp.
1050 fwvirssy Ik, d-£) 1 MDEZ0400 [@la prob Tak-
towranych temp. -12=C) (wylkoes Io), netomiest cemary
spoindd badezpch gemdar: MDI2TTI0, MDTSITHA,
MDIOIIE4 {dla prob tektowanych temp. -10e07)
L MDI6536+ (dla prob wraktmwemych -124C) nlegaly
imhibacy (wykmesy Lo, & b, £)

Fomadin trey z wytypowazych sakwenc)d gantw:
MDeZ0400, MDISIISH @ MDYFITINS  [arykos-
sylec, £ &) ulesaly padekspoesji a jeden izhibicji
(BMDETHR0E, wykmus 1) w gezomack obu analizooe-
oych podkiadsk W preypadks pomestalych vrytype-
wamyth gemdw niw chesrwowane Eoxan w prodilach
akspresyjzych.
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Ha podstzwrie azaliv prosproara deomych w opar-
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w podkladkach weorcowych, troy reprezansowaly
edantycany typ megulac jek w badamych wkiadach
sksparymazzlnych satn ERA-mg.

Spadek poziomm transkrypbz (yp memulacji
dewn) w obm presprowadeomych iestach, Wy
bany rastosowznimm miskis] temperxbary, zaoch-
marwowany dla gemdme: MDTRTIE (wykres 3)
(podklzdka P &68), MDITHIE (wykms )
(podklzdka P66, MD127750 faykres 4) (podkiad-
ka M.

P

Wykree I Frafil skopresjl peem MDTEIT2EY urysany meindy qET-PCR. firesllcami wslazans bp rogulsg e re-

jalanca) peea w whladeie chsperymestalay m prik peeds nasaych pe aealizi irsaskey plomo ped kisdek pblenl (PSS v
P -LC, iakelka 2]

Figurs 1. Eapresiva proflle of MEDTE 7209 pess shiained by gET-PCE methed, The arrses indicals dhe type of dewa

regulaizan of the gees in dhe experimenial stup o smpe comprnd sl iransriplene aealyss of spele restalecdhs
(P wn. [P -BIC, Tabde X
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Wikres 3, Fralil skapresji geny MD234E ux yakany metsdy gRT-FCE. Strxallcomi welcszans typ ropelacil idewn re-
gulriani geow w nklslie dlogerymenislnym préb préwaanych p ansdici randiry pisme podkladok. jsbloni (8 9 v
NS RO i E
Figure 3. Exprossisn prafils af MIEHTE pene obiaimed by gRT-FCR mothod. The arroes indicsde the iy pr of dewn ro-
gulsiizn of the geoe in ee sxperimenial et of smplo compared afler ireneriptene anshois of apple rosisecks (M9 v
B8 10T, Table 3o

E
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Wikres 4. Frafil skaprasji geno MDETEME uryskany mobods gRT-FCR. Streallcami wskeane typ ropulaci idern: re-

gelrtiani grow w nkindrie slogerymmialonym Fﬂpmﬂpn mrzlizie bramskry plomuo ped kel phlond (PSS v

Figure 4. Exprossion prafie of MDETINIE prao ahinined by gAT-FCR medbod. The srrses indicoie the type af dows

ragulsiiva of lhe grov in an srperinamial sk oof symples compared afier ranecriplene sl of apple rocistecks (PGS
v Pl -3

Diy:kmsja

Mechapizm iolorencji rodlin  sadowmiczych
ma mroz just regulowany przar wials genew i ok
rostzl dotychozes w pelni rozpornamy, 2 molke-
larea ocena rmimm machodzscych w genomis rodlis-
oym pod wplywsm czynmiks siresn jest oodme
(Lub. 19900 Anterzy zwracajy uwagy =2 fakt,
fu poriom eksprasyi genow raledy min od geno-
typa. sposdtm uprewy orzz waruzkow zewogtrz-
nych/klimatycempch ([(Firardi i im. 2013} Ponadto
Kalberur i wepolprecownicy (2006) zaohsaroowe-
Li, #a tezoperziura moze regulowad procesy mIozo-
odpornodcl W rdEmy sposdh rarowno w modlimach
aklimatyzowanych jak i nisaklimatyzoaamych

Obacnie rozpoznanych jest maledwris kil
grup geniw, ktoee regahijy te procesy w mdlizach

Diuch] i jebles (Minfr domestica Borkh) (Mediza
i m 19%%, 2011; Thoemashowr 1998, Chizmmsamy i
tm. 200€). 53 to ge=y = grupy- debpdryn (Takata
iin 2007, Artlip i in. 19571 geny CBF {Camepe-
aie Bimding Factor) (Waniwskd 1 in 2007, 2011,
Gilezour i m. 19861 gezy = grupy MADS bow i
DRER (Du i in. 3008) orar gany COR (Cold Regu-
dafed) (Wisziewski i m. 2007, Zkao iiz. 2012, Fung

a7
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iin 2012). Ostwimie badaniz potwisrdzily takzs
wphw motw = grupy ERF (sibyleze msponss
feciors: AFZ / ERF-uzesiniczy w oszhakn produk-
cji wiylens), w regulacji tolemocjt rodlin Dz mrds
(irardi ii=. 2013).

Z mwegi na banize zlefony i slabo rozporoany
mechanirm mxrozesdporooict roilin sadowmiczych
w ninisjszyck badaniach rastosowano bardzo cruls
techziki oparts na enalizie fankcjozalnej sekwencj
mazskryptoma podkiadik eisoemaloi reagmjz-
cych na sires niskich s=opartur

W presprowezdronych badaziach  anpalime
poddane mawerial gezstyrzzy dwoch podkiadek
jablons: M? wragliwe), powszechods stosowe-
oej w polskick sadach produkcyjoych orez P 66
charekissvznjgos) se wysokim siopzien folemoc)
pa driakazie wkooych temperamr. W oprowadze-
oych dedwiadczezizck polowych pofwisrdzone
rowzisd, & podkladka B 9 zoaczzie siloej magajs
oa stres niskich tempamabar niz op- podkiadks P 2.
P L& P &S czy Antendwka Quamm. 1920, Calle-
s, 1906). Tak rrognicowany matemial pozanclil
oa prawidlowy weryfikacyy wzyskazyck odozyiear
sakwazcd ich tramskryphoar,

Istotzym elementszn w plazowamiv ege ypu
Frac jest roajonzoic/dosiypoodd sskwezc)l geoomu
badizege gatuzkm. Jak wadome z defyrhozase-
wych prac prowadzozyeh w iym zakresi, wnel-
kodd oszacomazsgo BeDOmU: referancyjnegs jablomi
idiplead, lo=2x=34) opracownzage dlz odmiany
‘Golden Delicions” aymes 7413 Mb (Velasoo idn
01T Wisdza ta siapcarila podstaog prowadesnia
kadas, polegzjacych na pordwnazin sekwmmncji ra=-
skrypiow weglydem bary sekwencji gemomenna;
gatonku Afzlus, podiatych proar Girardi @ m. 2013
orar Bai (20, co pororolilo ne mdefmiowanis
prawia 80 tys. gendw fuzkcjonal=ych, akbrwowe-
oych hub inbibowanych w ge=zomach admian “Foyal
Gala' i "Goldsz Delicious” [Wiszdewski 1 iz 2008
Girardi iin. 2003, Baiiin 20014}

Fonadis deghi zastosowezin  rédnorod=ych
dostppzych platform, takich juk Mizmina Solexa.
434 Bocks czy ABI-Solid, (Kemar § Blaxta. 2000
dotychrzas opmacowsno i rdefizicwane popad
E00 miliczdw par zasad gunozro Afafnr (Walasco
tizm. 20010 Wisemmiej jednzk sastosowanis mahe-
dy seiwszcjonowenia de move [bez roajomoict
ganu rafssancymess), takts mmodlivilo edozytania
poned Tl tysigcy nowych gendw funkcjozalmyth
razskryptéw o mrddmicowane] ekipmEi ™ geoomis
tago garunku (Imalfost § Edward. 2009, 3. 2010,
Edwards i Bafle. 2000, Badim. 2014)

Tak podejy rotorey, preed sekorancjozomwamiam
calych gemomew, fragmenty o wysokie) mass

25

ceysterziowa] DA (craswczka DHA = kilka M)
rozdrobzions 52 D2 mals kxaalki (300 bp do 133
Kbg) 1 mzyts do konsireowazia gezomowych bitlic-
tak. Xu (2010 przy zastosowanm matedy Ilhimxiza
idla gemomz Admies uzyskal 322 mulionow odozy-
towr sekwencji takich bablicdek, co stzoowt ok. 13
miliarda zowo wypszssowanych i zsekweocjono-
wanych mukleotydow. Anpalim becinformatyczna
i rlogamin 35.7 milionow odorybewr doprowadzi-
to do sporzydremm 122 144 kootigiw sumarycz-
oych o dingesci 04 MMb, kitoe mofna poddawac
adzoiowanim (Xu.  2010). Malezy zwrocic mwags,
te ilodc mekwezcl nzysianz w przapmowadzozych
badamizck wymicslz pomad 300 fys medzicowe-
oych frznsirypitw o rozpozmazs) fuzkoji bdole-
giczoa). oo znaczzis wrbogace bazg sekwencyjzz
trazskrypromu badanych dancch podkladak jable-
pi. Tachzologia WS, zashosowanz w opisazich
badamizck, umpzlnwila wrylozienie gezow kodoje-
cytk min. balks strokiumalne blozy komackoaraj,
biaalka integraloe bomy komarkowa) oraz czyzoiki
trazskrypoyme. £ detychozasoaryck beded wiade-
oo, 3 grapy wlainis fyck gendw s bardro sinis
TzangrEcwanes W regnlicie odpornodct ma miskis,
wamme temparatary u redlm drzsanastyek i jake
Farmsze nlegajy ekoywacji pod wpbyamm siresu
(Crvarim. 20000

Pomime wrysckisj czuloici mefody Ehidsag
Fozwalajace] na wpwzisnia specyficenege zestawu
genow, indywidnaloe pommry ekspresji techzika
MG&E 1 gPCR byoraja nisspdjoe (Ewersert 1 o (L
Mumki stopian korelaci (mledwrie kilke®:) akspre-
5 genow midsmiyfikowranych metody gRT-PCR
i BN Azeq zrobsarwowano réwmies ™ ninijszich
badamiack, jmd=ek brak precyeyjmych demissian
w tyma eakrasia. Preeprowedeona waryfikacja wyty-
poanych sekwuncji o Erédmicoweme] akspresji
w podkisdkach skstrapainis reagnjacychk = deie-
tanis miskich tempszamr nmotlivila wylsdr trzech
iz drmwmcin prese=zelizowanych) gendw o identy-
fikxtoeach: MDTI27208, MD127750, MDIVS00E,
dla kbéryck rweryfikbowame stabdl=y 1yp regnlacj

Za wzglpdu Dz poirzeby ukierunkowania
bodowli na wymwarzazie podkladek dper=ich
pa mrdz, nryskane nymiki possarzejy wiedzy doty-
czecy regulaci mechznizmuy ich tolarancji na pozic-
mie molek=larnym, 2 tym samych mogy isbotnis
WipisTat prace geoeiycroo-bodowlims wo o vm
rzkrasia.

Ponzdto oiacszona bara sakwencyjz: stanowid
bedzis podstaws do sporzadrezia marksstar mals-
kularaych, w prryrzlodci wykerzystazych do ancze-
ize salekcyi podadamyck genotypoar podkiadak
jabdoni
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Ccens Zmian profiu eksonesT gendw Xanoyougoych W podkiaakach Eoan..

Wroinski
1. Dlzbadanych podkiadsk raabsarwowans Froz-
micowans profils akspresji badazych gamdnr.

1 Fregmaoty treeck  gendw  (wytypowane
g skipsrymenm ENA-seq) stazmowiy potez-
cjale sskwezcis kandydujace do sporzadzeniz
marksrdwr  fankcjozaloych, umozbwizjgcych
mooiiorowznis folarancji podkiadsk jablomi
z2 miskie Wmpsrarry.

Fadawa firensowane ze Srodkdw  projeki
pu Hologiczreps w proawkcil rodlinmer,  deop-
g AOR e B0F4 009 r dwe MOSHNE r
Zadanie mr 73,
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