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Wspotczesne rolnictwo stawia czola wyzwaniom zmieniajacego si¢ klimatu, wymagajac nowoczesnych 1 zaawansowanych rozwigzan. W odpowiedzi na te potrzeby w I0O-PIB w Skierniewicach podjeto probe
uzyskania innowacyjnych podktadek dla jabtoni, stworzonych z mysla o maksymalizacji plondw oraz skutecznej ochronie przed skutkami mrozu 1 porazeniem Phytophthora cactorum. Phytophthora cactorum to
polipatogen infekujgcy wiele gatunkdéw roslin zywicielskich. Jest gtownym czynnikiem zgnilizny korzeni u truskawek 1 zgnilizny pierscieniowe] podstawy pnia jabtoni, powodujgc zahamowanie wzrostu roslin i
rozwoju systemu korzeniowego. Zarodniki rozprzestrzeniajg si¢ przez wiatr 1 deszcz, ktory dostaje sie do gleby z zainfekowanych roslin.

Ocen¢ mrozoodpornosci w doswiadczeniach polowych trudno jest przeprowadzi¢ ze wzgledu na niskg powtarzalno$s¢ warunkoéw pogodowych, a uszkodzenia zardwno czes$ci nadziemnej jak 1 systemu korze-
niowego podczas mroznych i1 bez§nieznych zim stanowig istotny problem polskiej hodowli roslin tego gatunku. Dotychczasowe badania wykazaty, ze w przypadku roslin drzewiastych tolerancja na niskie tempe-
ratury ma charakter poligeniczny, a molekularny mechanizm regulacji mrozoodpornosci nie zostat jak dotad rozpoznany.

Zwazywszy, ze molekularny mechanizm regulacji obu cech nie jest jasny, glbwnym celem prezentowanego badania byta identyfikacja genow potencjalnie zaangazowanych w ich kontrole. W badaniu zastoso-
wano technike sekwencjonowania transkryptomow podkitadek: PJ-173 (proby kontrolnej 1 poddanej inokulacji P. cactorum) oraz P 66 (proby kontrolnej 1 przemrazanej).

MATERIALY | METODY

Immunizacja podktadek grzybem Phytophtora cactorum: (107 ml -

komorze Biirckera).
Szczep grzyba P. cactorum (ZORS, 10-PIB)—Podtoze PDA - 25° C/ 14 dni,

Podloze z ptatkami owsianymi (5g ptatkow owsianych / 15 ml wody) - 14 dni1 inkuba-
Cj1, nast¢pnie zmieszane z glebg — ponowna inkubacja 10 dni/ 23-25° C,

Wyselekcjonowane podtadki PJ-173/2012, PJ-191/2016, M.9, P 59, P 60 (r6znig si¢
reakcja roslin na P. cactorum) umieszczono w podtozu zmieszanym z zarodnikami
grzyba 1 umieszczono w tunelu foliowym celem dalszego wzrostu 1 obserwacji.

Rys. 1. Przygotowanie podtoza do przeprowadzenia zakazenia roslin grzybem P. cactorum

Przemrazanie podkiladek:
Rosliny podktadek, M.9, a takze P 59, P 60 1 P 66 (pedy, liscie, korzen).

Mrozenie w komorze do sztucznego przemrazania (BINDER GmbH): temp. -10°C,
-12°C 1 -14°C (czas 3 h, tempo obnizania si¢ temp. 2°C/ h;

Kontrole stanowity podktadki nieprzemrazane.

Po zabiegu podktadki przeniesiono do chtodni szkoétkarskiej (0°C).

Rys. 2 . Przemrazanie ros$lin podktadek dla jabtoni do oceny tolerancji na mréz

Sekwencjonowanie transkryptomow:

1zolacja RNA (Zeng &Yang 2000)

Ocena jakosci i poziomu
integracji (program Agilent
2100 Bioanalyzer i Expert
2100),

_— || Odczyt sekweng;ji
transkryptomu w systemie

lllumina (MiSeq, Genomed).
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Adnotacja funkcjonalna DEG — baza danych dot. szlakow metabolicznych KEGG
(Kyoto Encyclopedia for Genes and Genomes)
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Profil termiczny:
95 °C for 5 min.,
15 s for 95 °C,
60 °C for 20 s.
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Obliczanie wiglednej ekspresji: metoda 244

Wizualizacja danych: GraphPadPRISM 8.1, obliczone wartosci porownani do

procesy biologiczne, BP (7 681),
skladniki komorkowe, CC (2 724),

Analiza transkrytpomow roslin podkladek dla jabloni traktowanych P. cactorum oraz mrozem
W ramach RNAseq przygotowano 4 biblioteki cDNA 1 zmapowano je do genomu referencyjnego
(ASM211411v1: www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/genome/GCF _002114115.1/)

2 Biblioteki cDNA—Xkontrola K PJ173/2012 1 zainfekowane: Z PJ173/2012—34G czystych danych
2 Biblioteki cDNA—Zkontrola nieprzemrazana P 60 1 proba przemrazana P 60—45G czystych danych

Analiza wzbogacania KEGG, przypisanie grup funkcyjnych:

czynniki molekularne, MF (4 938).

Rys. 3. Przyktadowy szlak (KEGG) ze zmapowanymi DEG’s, up-regulowanymi
w roslinach kontrolnych w przeprowadzonych testach RNAseq
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Profilowanie ekspresji genow wytypowanych w eksperymentach RNAseq

Po przeprowadzeniu analizy funkcjonalnej uzyskanych odczytow sekwencji genow o zréznicowanej ekspresji, do
dalszych badan walidacyjnych wytypowano dwa geny zaangazowane w regulacje odpowiedzi badanych podkta-
dek dla jabtoni na stres abiotyczny 1 abiotyczny (identyfikatory 1 funkcje genow przedstawiono w tabeli 1).

ID genu

Funkcja genu

Sekwencje oligo (PrimerPRO3)

MdP321783

LOC103435785

Biatko integralne btony komodrkowe;

Biatko Hsp70: koduje 22.0 kDa class IV heat shock protein-like, mediator of RNA poly-
merase [l transcription subunit. Ubiquitin ligase formation, zwigzany z regulacja infor-
macji genetycznych (Genetic Information Processing)

F: AAGATGGACTGCGAAGGATG
R: GCGCCTTCTTGTCGTACACT

F: ACACCAGACACCAGACACTG
R: CCCCATTTTCCAACTTGGCG

Rys. 4. Profile ekspresji wytypowanych DEGs
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% 20- korzeni podkiadki PJ-191/2016.
g\@‘:ﬁgﬁﬁzﬁf Najwiekszg zmiang w liczbie transkryptow
e e obu genéw (w przypadku Hsp70 70-krotny,
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Relative fold change

a w przypadku MDP230387; 720-krotny)
oszacowano w probach skolekcjonowanych
z korzeni roslin tej podktadki.

W przypadku genu MDP230387 najwigkszy
wzrost liczby transkryptu (ponad 1000-krot-
ny) oszacowano w probach lisci skolekcjo-
nowanych z podktadek PJ-191/2016, P 59
oraz P 60.

PODSUMOWANIE

wczesne] selekcji podkiadek.

Potwierdzono zlozony proces regulacji odpowiedzi roslin na stresy (abiotyczny 1 biotyczny), ktore zachodza
na poziomie przetwarzania bialek siateczki srodplazmatycznej jak 1 na poziomie zmian integracji btony komorkowe;.
Wytypowane sekwencje mogg by¢ wykorzystane do opracowania funkcjonalnych markerow molekularnych do

Umozliwig monitorowanie badanych cech uzytkowych podktadek dla jabtoni.

M.9 i znormalizowano wzgledem genu referencyjnego PAL (stres mrozu)/
18sRNA (porazenie P. cactorum), przypisano jako sredni + btad standardowy.

Badania wykonano w ramach zadan celowych finansowanych przez MRiRW- Zad.3.14. pt: ,, Wytworzenie materialow wyjsciowych podktadek wegetatywnych dla jabtoni

(Malus Mill.) odpornych na zgnilizne pierScieniowg podstawy pnia jabtoni, wytrzymatych na niskie ujemne temperatury oraz bezciernistych,,
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