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Wstęp 

Jędrność owoców jest istotnym problemem zarówno dla rynku owoców 
świeżych, jak i produkowanych dla potrzeb przetwórstwa. Określony stopici1 jędr­
ności stanowi ważną cechę jakościową, charakteryzującą odmianą i zależną od 
stadium rozwoju fizjologicznego rośliny [BRADY 1987]. W przypadku owoców 
miękkich, takich jak truskawka, naturalne mięknięcie owocu podczas dojrzewania 
oraz dalszy spadek jędrności w fazie pozbiorczej powoduje, że w produkcji 
preferowane są odmiany, które nie tylko odpowiadają wymogom konsumenta, ale 
i charakteryzują się wysokim stopniem jędrności. Stawia to przed hodowlą zada­
nie szybkiego selekcjonowania genotypów, stanowiących najbardziej pożądany 
materiał wyjściowy w programach hodowlanych . 

Naturalna zmiana jędrności w trakcie dojrzewania owoców jest związana z 
metabolizmem polisacharydów ściany komórkowej [KNEE i in. 1977]. Wzmożoną 
aktywność genów kodujących enzymy regulujące gospodarką celulozowo-pektyno­
wą ( celulaza, ekspansyna, metylesteraza, liaza pektynowa, poligalakturonaza) ob­
serwowano w dojrzewających owocach roślin różnych gatunków [ABEI .. Es, TAKEDA 
1990: MEDINA-ESCOBA R i in . 1997; HADFIELD i in. 1998; HARl'STER i in. 1998; BRUM ­
MEL i in. 1999; CIVELLO i in. 1999]. W 2001 roku w Zakładzie Hodowli Roślin Sa­
downiczych Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa (ISK) podjąto kompleksowe 
badania mające na celu ustalenie, który z genów aktywnych podczas dojrzewania 
wpływa równocześnie na jędrność owoców truskawki jako cechę odmianową. 
Analiza sekwencji i ekspresji genów wyizolowanych z genotypów różniących sią tą 
cechą powinna pozwolić na określenie potencjalnej roli analizowanych fragmen­
tów genomu w uzyskaniu przez odmianę określonego stopnia jędrności, a w prak­
tyce hodowlanej umożliwić skonstruowanie markerów selekcyjnych, opartych na 
polimorfizmie sekwencji DNA. 

W niniejszej pracy przedstawione są wyniki badań nad izolacj,1 i identyfika­
cją genów dwóch enzymów sterujących przemianami celulozy - celulazy i ckspan­
syny. 
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Materiał i metody 

Rośliny i izolacja materiału genetycznego. Rośliny odmian 'Dukat', 'Vikat', 
'Kama', 'Kent' i 'Salut' pochodziły z kolekcji Zakładu Hodowli Roślin Sadowni­
czych. Do izolacji materiału genetycznego używano 2-4 g świeżej tkanki pocho­
dzącej 1. młodych liści i ich zawiązków (izolacja DNA) lub dojrzałych owoców 
(iwlacja RNA). Genomowe DNA izolowano metodą opartą na wiązaniu kwasów 
nukleinowych w obecności CTAB i merkaptoetanolu [DOYLE, DOYLE 1990], a 
RNA z.godnie 1. metodyką opisaną przez SCHULTZA i in. [1994]. Koncentracjt; kwa­
sów nukleinowych oraz czystość uzyskanych preparatów oceniano spektrofoto­
metrycrnie, a w przypadku DNA również na podstawie porównania w :i.elu agaro­
zowym 1. DNA faga A o znanej koncentracji (Gibco). 

PCR i RT-PCR. tańcuchowa reakcja polimerazy była prowadzona w 25 µ,I 
mieszani.ny reakcyjnej, zawierającej około 100-200 ng matrycy genomowego DNA 
lub l µ,I cDNA, które uzyskiwano w reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) z 1-5 µ,g 
RNA przy zastosowaniu zestawu Superscript II (Gibco ). Mieszanina reakcyjna 
PCR zawierała dodatkowo 0,25U Platinum Hf Taq polimerazy i 2,5 µ,l 10 x PCR 
buforu (Gibco), 0,5 J,LI 10 mmol dNTP·dm-3, 0,75 µ,l 50 mmol MgCl2·dm-3 oraz po 
0,3 µ,I każdego ze starterów (5 J,LM). Startery do PCR skonstruowano na podsta­
wie sekwencji cDNA truskawki i oznaczono jako celUl.2 i celLl.2 oraz expUl, 
expU, expL2 i expL3. Amplifikacją przeprowadzano w termocyklerze PTC 200 
podczas 30 cyklów przy nastąpujących parametrach reakcji: denaturacja w 94°C 
przez 30 s, przyłączanie starterów w 50-55°C przez 30 s oraz wydłużanie nici w 
72°C przez 90 s. Produkty reakcji rozdzielano w 0,8% żelu agarozowym i analizo­
wano w świetle UV po wybarwieniu bromkiem etydyny. 

Klonowanie i sekwenejont-wanie. Oczyszczone produkty PCR (kolumny 
Qiagen Quick) pochodzące z reakcji z materiałem genetycznym truskawki 'Dukat' 
klonowano w ultrakompetentnych komórkach bakterii Escherichia coli (Gibco ). 
Do klonowania używano wektora TOPO TA (lnvitrogen). Bakterie hodowano na 
pożywce selekcyjnej z ampicyliną oraz Xgal-IPTG. Z losowo wybranych komórek 
o białym zabarwieniu (minimum dwóch dla każdego z produktów PCR), które 
namno:i.ono w buforze LB, wydzielono plazmidy do sekwencjonowania . Sekwen­
cjonowanie prowadzono w zestawie Alf-express w Instytucie Biochemii i Biofizyki 
PAN (Warszawa). Uzyskane sekwencje analizowano przy pomocy programu 
komputerowego Dnastar. 

Wyniki i dyskusja 

W wyniku reakcji amplifikacji genomowego DNA, wyizolowanego z roślin 
truskawki 'Dukat' ze starterami skonstruowanymi w oparciu o fragmenty cDNA 
truskawki, uzyskano produkty o długości około 3 kb oraz 1,2 kb. Analogiczna 
reakcja przeprowadzona na matrycy cDNA, uzyskanego po odwrotnej transkryp­
cji mRNA tych samych roślin, pozwoliła na uzyskanie fragmentów DNA o dłu­
gości odpowiednio około 1500 i 800 pz (rys. la, lb). Nie obserwowano różnicy w 
długości produktów obserwowanych w reakcjach z parami starterów cxpUl/Ll, 
cxpUl/L2 i expUl/L3 (rys. la). Zważywszy, że startery ce!Ul.2 i celLl.2 zostały 
zaprogramowane tak, aby powielić fragment DNA zawierający prawdopodobny 
gen celulazy o długości około 1500 pz, a startery expUl i L1 oraz L2 i L3 tak, 
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aby namnożyć fragment DNA zawierający gen ckspansyny ( - 800 p:,,.), nalci.y 
przypuszczać, że uzyskane produkty PCR były specyficzne. Różnica w długości 
produktów uzyskiwanych w reakcjach z genomowym DNA i cDNA wynikała z 
obecności w tym pierwszym typowych dla genomu organizmów wyiszych regio­
nów niekodujących (BROWN 2001]. 

a) 

• 
• 

- 3 kb 

1200 pz; bp 

b) 

1500 pz; bp 
800 pz. ; bp 

I kb exp exp cel 
c) 

K I kb cel exp K K 

• • 
1500 pz; bp 
800 pz; bp 

I kb I 2 3 4 5 K 
Ili I V II IV 

I 2 3 4 5 K (odmiany truskawek; strnwbcrry cultivars) 
llI I V Il IV (j ędrność owoców w skali I-V : fruil firmncss I-V) 

Rys. 1. 

Fig. 1. 

Produkty PCR na matrycy genomowego DNA (a) i cDNA (b) pochodzącego z 
truskawki 'Dukat' oraz z cDNA (c) odmian 'Dukat' (1), 'Karna' (2), 'Kent' (3). 
'Vikat' (4) i 'Salut' (5), różniących się jędrnością owoców (I-V), uzyskane w 
reakcjach ze starterami cclU1.2/Ll.2 oraz expUl/Ll-3. K - kontrob negatyw­
na PCR, 1 kb - markery długości DNA (Gibco) 

PCR products on template of genomie DNA (a) and cDNA (b) originatc<l 
from 'Dukat' strawbcrry and cDNA cvs Dukat' (1 ), 'Karna' (2) , 'Kent' (3), 'Vi­
kat' (4) and 'Salut' (5) of different fruit firmness (I-V), obtamcd in rcactions 
with primers ce!Ul.2/Ll.2 and expU1/L2-3. K - ncgativc PCR control, I kb -
DNA markers (Gibco) 

Ostatecznej identyfikacji namnożonych fragmentów DNA dokonano po ich 
zsekwencjonowaniu (rys. 2, 3). Analizowane sekwencje wykazywały znaczny sto­
pień homologii do publikowanych w Banku Genów sekwencji genu celulazy z 
truskawki odmiany 'Chandler' (99%) oraz sekwencji genu ekspansyny, izolowane­
go z truskawki 'Chandler' (97%) i brzoskwini (86% ), (Bank Genów, nr Al-' 
051346, AF 159563, AB 029083). Uzyskane wyniki potwierdziły, iż stosując zopty­
malizowane warunki reakcji PCR wyizolowano fragmenty genomu truskawki 'Du­
kat' zawierające geny ekspansyny i celulazy. Obecność produktów o tej samej 
długości wyizolowanych na matrycy cDNA odmian 'Dukat', 'Kama', 'Kent', Vikat' 
i 'Salut' (rys. le) wykazała przydatność metody izolacji dla szerszego spektrum 
odmian. 
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atggcgcgaaatggcctttgcttaccgggaaatgctcccgcatttcgcgcaacactcgtcctctcgctgctcctgcttct 80 
atggcgcgaaa tggcctttgcttaccgggaaatgctcccgcatttcgcgcaacactcgtcctctcgctgctcctgcttct 80 

ccagccaatccgcgccggccacgactaccacgacgccctccgcaagagcatcctcttc ttcgaaggcca-cgctccggca 160 
ccagccaatccgcgccggccacgactaccacgacgccc tccgcaagagcatcctcttcttcgaaggccagcgctccggca 160 

agctcccgcccgatcaacgcctcaaatggcgccgcgactccgcattgcacgacggctccaccgccggcgtagacttaacc 240 
agctcccgca cgatcaacgcctcaaatggcgc ggcgactccgcattgcacgacggctccaccgacggcgtagacttaacc 240 

ggcggc tactacgacgccgccgacaacgtgaagttcgggtttccgatggcgttcacgaccactctgctggcgtggagcat 320 

ggcggctactacgacgccgccgacaacgtgaagttcgggtttccgatggcgttcacgaccactctgctggcgtggagcat 320 

tatagact t cgggagggtcatggggacggagcagaggaacgcggtcaaggcgttacggtgggggacagactacctcctga 400 

tatagacttcgggagggtcatggggacggagc agaggaacgcggtcaaggcgttacggtgggggacagactacctcctga 400 

aggccacggcggttcctggcgtcgtcttcg tccaagtcggcgacccatactccgatcacaactgctgggagaggccggaa 480 

aggccacggcggLtcctggcgtcgtcttcgtccaagtcggcgacccatactccgatcacaactgctgggagaggccggaa 480 

gacatggacacacgccgcacggtgtacaaaatcgaccacaacaacccgggatccgacgtggcaggcgaaaccgcagccgc 560 

gacatggacac acgccgcacggtgtacaaaatcgaccacaacaacccgggatccgacgtggcaggcgaaaccgcagccgc 560 

gctcgccgccgcttc-atcgttttcaggtcacgtgaccccgcttactcgagactgcttctcaatcgag c c gttaaggttt 640 
gctcgccgccgcctccatcgttttcaggtcacgtgaccccgcttactcgagactgcttctcaa t cgagccgttaaggttt 640 

tcgagttcgc tgatacccaccgcggcgcgtacagctccagcctcaaaaacgccgtgtgccctttttactgcgacgtcaac 720 
L.cgagttcgctgatacccaccgcggcgcgtacagctccagcctcaaaaacgccgtgtgccctttttactgcgacgtcaac 720 

ggct. tc -- agga tgagt tac tg tggggagcagcgtggt tgcacaaggcgtcgagaaggcggcagtacagagaa tacatagt 800 
\Jg c t t c c agga tgag t tac tgtgggg agcagcgtgg t tgcacaaggcgtcgagaaggcggcag t acagagaa taca tagt 8 00 

gagaaacgaggtcattttgagagctggagataccattaacgagtttggttgggataacaagcatgc t gggattaatattc 880 

gagaaacgaggtcattttgagagctggagataccattaacgagtttggttgggataacaagc a tgc tggga t taatattc 880 

t.catttctaaggaagtgcttatgggaaaatc agattatttcgaatctttcaagcaaaatgcagatggatttatatgctct 960 

t cat t.t c taaggaagtgcttatgggaaaatcagattatttcgaatct ttcaagcaaaatgcagatggatttatatgctct 960 

gL.tLlgcc tggac ttgcccatacccaagtccaatattctccaggtggtttgatcttcaagcc tggagggagtaacatgcal040 

qttttgcctggac ttgcccatacccaagtccaatattctccaggtggtttgatcttcaagcctggagggagtaacatgcal040 

gcatgtaac tt.cgc tatcgttcctgcttttgacttattccaactatctaagccacgccaataagaacgtgccgtgtggcall20 

yca tgt.aactt.cgc tatcgttcctgcttttgacttattccaactatctaagccacgccaataagaacgtgccgtgtggcall20 

tgacctccgcc tccccggccttcctcaaacaa - ttggctaaacgccaggtggattacattttgggtgacaatccattaagl200 
t gacctccgcctccc-ggcct tcctcaaac aaa ttggctaaacgccaggtggat tacattttgggtgacaatccattaagl 200 

aatgtcttacat gg ttggatatgggccgcgttacccgcagaggattcaccaccggggc agctcac ttcca tcggtgcaggl2 80 
aa tg t·.c t taca t9g t tgga ta tgggccgcg t tac ccgcagagga t tcaccaccggggcagctcg c t tcca tcgg tgcagg l 2 80 

ccca t.ccg9cccg ta tcgga tgcaaagccgg t te tcg t ta t t t te tgagtccgaa tccaaacccgaa taaa t tagt t9ggl 3 6 O 
c ccatccggccc9 tatcggatgcaaagccggttc t cgtta ttttctgagtccgaatccaaacccgaataaattagttgg9l 360 

gctgttgtgggcggacccaatagctcggatgcatttccggactcgaggccttactttcaagagtctgagcccacgacgtal440 

gctgttgtg99cggacccaatagctcggatgcatttccggactcgaggccttactttcaagag t ctgagcccacgacgtal440 

cataaatgcgccgcttgtgggcctact ttcgtattttgcagcccattactgattctcgaagtgtaaacag . 

cataaatgcgccgc ttgtgggcctac tttcgtattttgcagcccattactgattctcgaagtgtaaacag . 
. .. 1510 

. ... . 151 0 

Rys. 2. 

Fig. 2. 

Porównanie sekwencji produktów PCR uzyskanych na matrycy cDNJ\ truskaw­
ki 'Dukat' w reakcji ze starterami celUl.2/Ll.2 (pierwsza linijka w tekście) z 
puhlikowanymi w Banku Genów sekwencjami genu ce lulazy truskawki 'Chan­
dler' (nr AF 051346) 

Cornparison of PCR product sequence obtained on template of 'Dukał ' straw­
hcrry cDNA in rcaction with primcrs celUl.2/Ll.2 (the first line) with pub­
lishcd in Gcnebank sequences of ccllulase gene of 'Chandler' strawberry (nr 
AF 051346) 
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atggcttttacttcatgcttggctattactcttctggtatctgtcctcaacctctgcatcagaggcacctatg ccgac ta 80 

atggcttttacttcatgcttggctattactcttctggtatctgtcctcaacctctgcatcagaggcacctatgccgacta 80 
atggcttttacc tcacacttagc ca ttgctcttctgt t ctctgttctcaat ctatg tc t tcaaggcac t tatggtgac t a 80 

cggcgccggttgggttggtgggcatgccactttctatggaggtggtgatgcttctggc acaatgggaggtgcgtgtggat 160 
cggcgccggttgggttggtggc catgccactttctatggaggtggtgatgct tctggcacaatgggaggtgcatgtggat 16 0 

t gga g gagga tgggaaggtggtcatgccacattttatggt gggggtgatgcctc tggcacaatgggaggtgcttgtggat 1 60 

atggaaacttgtacagccaagggtatggaaccaacactgcagcactaagcacagctctgttcaacgatggcttgagctgc 240 

atggaaacttgtacagccaagggtatggaaccaacactgcagcactaagcacagctctgttcaacgatggcttgagctgc 240 
atggaaatttgtatagccaagggtatggaaccaacactgcagctctcagcacagctctgttcaacgatggcttgagctgt 240 

gggtct tgctacgaaatgcgatgtgacaatgaccctagatggtgcc ttcccggaagcatcatcgtcaccgccaccaactt 320 
gggtcttgctacgaaatgcgatgtgacaatgaccctagatggtgccttcccggaagcatca tcgtcaccgccaccaactt 320 
gggtcttgt tat gag atgagatgtgacag tga cccc a a atggtgcctc cccggcagcatcatcgtcact gccaca aactt 320 

ctgccctcccaactttgctcaggccaatgacaacggtggctggtgcaaccct cccctccagcacttcgatttggccgagc 400 
ctgccctcccaac tttgctcaggccaatgacaacggtggctggtgcaaccctcccctccagcacttcgat ttggccgagc 400 
ctgccctcct aactta gctcagtctaatgacaat ggtggctggtgcaaccctcct ctccagcact t tgatttggctgagc 40 0 

ctgccttcttgcaaattgctcagtaccgcgctggaatcgtccccgtctcattcagaagagttgcttgtgt.gaaaaaggga 4 80 
ctgcg ttcttgcaaatcgctcagtaccgcgc tggtatcgtccccgtctcattcagaagagt tgcttgtg tgaaaaaggga 480 
ctgcc ttcttacaaattgctcaataccgagccggaattgtccccgtctccttcagaagggtttcttgtgtgaaaaaggga 480 

ggga t cagattcacaatcaacggacactcctacttcaacttggt tttgatcacaaacgttgcaggagcaggagatgtgca 560 
ggga t cagattcacaatcaacgggcactcctacttcaacttggttttgatcacaaacgttgcaggagcaggagatgtgca 560 

gggata agattcacc atcaacggt cactcttacttcaacttggttttgatcacaaacgttgg aggt gcagggggtgtgca 560 

c t cggtgtcgatcaaaggctccaagggtggttggcaatccatgtcaaggaactggggacagaactggcagagcaacaact 640 
c tcggtt tcgatcaaaggc tccaagggtggttggcaatccatgtcaaggaactggggacagaactggcagagcaacaact 640 
ctct g tttc a atcaaggggtccaaaacagggtggcaag c catgtcaaggaactggggccagaactggcagagcaac tctt 640 

acctcaacggacaagccctgtcttttcaggtcacaaccagtgacggtaggactgtgaccagcaacaacgttgcccctggt 720 
acctcaacggacaagccctgtcttttcaggtcacaaccagtgacggcaggactgtgaccagcaacaacgttgcccctggt 720 
acctcaat ggc cag gctttgtctt t c caagtcaccaccagtgacggtagaactgtgaccagca ... a t gctg tgccagct 720 

aactggcagtttggtcaaacgttttcaggcggtgaattctag ...... . ... . . . . . . . . ... . . . .... .. . .. 762 
aactggcagtttggtcaaacgttttcaggcggt gaattctagg ..... • . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . 763 
aactggcagtttggtcaaacattttc g ggcggtgaattctag . .. .... . . . ..... ..... . . . .. . . ........... 762 

Rys. 3. 

Fig. 3. 

Porównanie sekwencji produktów PCR uzyskanych na matrycy cDNA truskaw­
ki 'Dukat' w reakcji ze starterami expU1/L3 (pierwsza linijka w tekście) z pu­
blikowanymi w Banku Genów sekwencjami genu ekspansyny truskawki 'Chan­
dler' (nr AF 159563 - 2 linijka) i brzoskwini (nr AB 029083 - 3 linijka) 
Comparison of PCR product sequence obtaincd on templa te of 'Dukat' straw­
berry cDNA in reaction with the primers expUl/L3 (the first line of tekst) 
with published in Geneba_nk sequences of expansin gene of •~handlcr' straw­
berry (nr AF 159563 - 2 !me) and peach (nr AB 029083 - 3 !me) 

Ekspansyna i celulaza należą obok metylesterazy, liazy pektynowej i poliga­
lakturonazy do grupy enzymów regulujących metabolizm polisacharydów ściany 
komórkowej [KEMMERE, TuCKER 1994; COSGROVE 1998; HARPSTER i in. 1998]. Silna 
ekspresja kodujących je genów była odnotowana podczas dojrzewania zarówno 
owoców klimakterycznych [HUBER 1983; BRUMMEL i in. 1999J, jak i nieklimakterycz­
nych [ABELES, TAKEDA 1990; CIVELLO i in. 1999]. Zwafywszy, iż podczas dojrzewania 
owoców następuje spadek ich jędrności, można przypuszczać, że geny aktywne w 
tym procesie mogą również uczestniczyć w kształtowaniu różniącej odmiany cechy 
jędrności owoców. Produkty PCR uzyskane z odmian różniących się jędrnością 

owoców (w skali I-V: 'Dukat' - Ili, 'Kama' - I, 'Kent' - V, 'Vikat' - II i 'Salut' -
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IV) charakteryzowały się tą sama długością (rys. le), jednak prowadzona aktual­
nie analiza sekwencji wydzielonych z nich genów powinna ujawnić różnice, na 
podstawie których mo:i.na skonstruować markery cechy jędrności. Badania nad 
zró:i.nicowaniem sekwencji pozostałych genów związanych z metabolizmem polisa­
charydów ściany komórkowej są kontynuowane. 
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Streszczenie 

Metabolizm komponentów polisacharydowych sciany komórkowej wpływa 
na wicie cech fenotypowych i lizjologicznych roślin, m.in . na zmiany jądrności 
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owoców podczas ich dojrzewania. Celem badań podjętych w 2001 roku w Zakła­
dzie Hodowli Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa było określenie, który z 
genów regulujących gospodarkę celulozowo-pektynową warunkuje równocześnie 
jędrność owoców jako cechę typową dla każdej z odmian truskawki. Badania pro­
wadzono na genomowym DNA i cDNA truskawki 'Dukat' oraz czterech innych 
odmian różniących się jędrnością owoców ('Kama', Kent', Yikat', 'Salut'). W zop­
tymalizowanych warunkach PCR w reakcji ze starterami celUl.2/Ll .2 i 
expUl/Ll-3 (konstrukcja na podstawie biblioteki cDNA truskawki) uzyskano pro­
dukty o długości około 3 kb i 1,2 kb (matryca : genomowe DNA) oraz 1,5 kb i 
800 pz (matryca: cDNA). Wyniki sekwencjonowania produktów PCR potwierdzi­
ły, iż wyizolowane fragmenty zawierały geny celulazy i ekspansyny (86-99% ho­
mologii z sekwencjami genów podanych w Banku Genów dla roślin innych gatun­
ków/odmian) . Prace nad porównaniem sekwencji produktów PCR uzyskanych dla 
pozostałych analizowanych odmian są kontynuowane. 
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Summary 

Metabolism of polysaccharides in cell wall influenccs many phenotypic and 
physiological plant traits, e.g. the changes in fruit firmness during ripening. The 
aim of studies carried out in the Fruit Breeding Department was searching for 
genes responsible for cellulose - pectin transformations simultaneously regulating 
strawberry fruit firmness typical for each cultivar. Genomie DNA and cDNA of 
'Dukat' strawberry and four other cultivars of different firmness lcvcl ('Kama', 
'Kent', Yikat', 'Salut') were used as a template for PCR with primers constructed 
on the basis of strawberry cDNA library. Under optimiscd PCR conditions the 
products of length about of 3 kb and 1.2 kb (genomie DNA) and 1.5 kb and 
800 bp ( cDNA) were obtained respectively in rcactions with primers ce!Ul.2/Ll .2 
and expUl/Ll-3. Results of PCR product sequencing confirmed that isolatcd 
DNA fragments contained cellulase and expansin genes (86-99% hómology with 
published in Genebank sequences of other species/cultivars). Comparablc studies 
on PCR product sequences obtained for the othcr genotypes are continucd. 
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