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Wstep

Jedrno$¢ owocdw jest istotnym problemem zaréwno dla rynku owocow
$wiezych, jak 1 produkowanych dla potrzeb przetwérstwa. Okreslony stopien jedr-
noéci stanowi wazng ceche jakoSciowa, charakteryzujacg odmiang i zalezng od
stadim rozwoju fizjologicznego roliny [Brabpy 1987]. W przypadku owocdw
migkkich, takich jak truskawka, naturalne migknigcie owocu podczas dojrzewania
oraz dalszy spadek jedrnosci w fazic pozbiorczej powoduje, ze w produkgji
preferowane sg odmiany, ktére nie tylko odpowiadajg wymogom konsumenta, ale
i charakteryzuja si¢ wysokim stopniem jedrnosci. Stawia to przed hodowla zada-
nie szybkiego selekcjonowania genotypéw, stanowigcych najbardziej pozadany
material wyjsciowy w programach hodowlanych.

Naturalna zmiana jedrnosci w trakcie dojrzewania owocéw jest zwigzana 7
metabolizmem polisacharydéw $ciany komdrkowej [KNEE i in. 1977]. Wzmozong
aktywno$é gendéw kodujacych enzymy regulujace gospodarke celulozowo-pektyno-
wa (celulaza, ckspansyna, metylesteraza, liaza pektynowa, poligalakturonaza) ob-
serwowano w dojrzewajgcych owocach roélin réznych gatunkéw [ABELES, TAKEDA
1990; MEDINA-ESCOBAR 1 in. 1997; HADFIELD i in. 1998; HARPSTER 1 in, 1998; BRUM-
MEL i in. 1999; CIVELLO i in. 1999). W 2001 roku w Zaktadziec Hodowli Roélin Sa-
downiczych Instytutu Sadownictwa 1 Kwiaciarstwa (ISK) podjeto kompleksowe
badania majace na celu ustalenie, ktéry z genéw aktywnych podczas dojrzewania
wplywa réwnoczeénie na jedrnos¢ owocdw truskawki jako ceche¢ odmianows.
Analiza sekwengji i ckspresji genéw wyizolowanych z genotypéw réznigcych si¢ ta
cechg powinna pozwolié na okreslenie potencjalnej roli analizowanych fragmen-
16w genomu w uzyskaniu przez odmiang okreslonego stopnia jedrnosci, a w prak-
tyce hodowlanej umozliwi¢ skonstruowanie markeréw selekeyjnych, opartych na
polimorfizmie sekwencji DNA.

W ninicjszej pracy przedstawione sg wyniki badan nad izolacjy i identyfika-
¢ja genéw dwodch enzyméw sterujgeych przemianami celulozy ~ celulazy 1 ckspan-

syny.
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Materiatl i metody

Rosliny i izolacja materialu genetycznego. Rosliny odmian ‘Dukat’, “Vikat’,
‘Kama’, ‘Kent’ i ‘Salut’ pochodzily 7 kolekcji Zakladu Hodowli Roslin Sadowni-
czych. Do izolacgji materiatu genetycznego uzywano 24 g $wiezej tkanki pocho-
dzacej z miodych liéci 1 ich zawiazkéw (izolacja DNA) lub dojrzalych owocow
(izolagja RNA). Genomowe DNA izolowano metods opartg na wigzaniu kwaséw
nukleinowych w obecnosci CTAB 1 merkaptoetanolu [DoyLk, DOYLE 1990], a
RNA zgodnic 7z metodyky opisana przez SCHULTZA i in. [1994]. Koncentracje kwa-
sow nukleinowych oraz czysto§¢ uzyskanych preparatéw oceniano spektrofoto-
metrycznie, a w przypadku DNA réwniez na podstawie poréwnania w zelu agaro-
zowym z DNA faga A o znanej koncentracji (Gibco).

PCR i RT-PCR. Lancuchowa reakcja polimerazy byla prowadzona w 25 ul
micszaniny rcakeyjnej, zawierajacej okoto 100-200 ng matrycy genomowego DNA
lub 1 pl ¢DNA, ktére uzyskiwano w reakcji odwrotnej transkrypcji (RT) z 1-5 pg
RNA przy zastosowaniu zestawu Superscript II (Gibco). Mieszanina reakeyjna
PCR zawierata dodatkowo 0,25U Platinum Hf Taq polimerazy i 2,5 pl 10 x PCR
buforu (Gibceo), 0,5 ul 10 mmol ANTP-dm=3, 0,75 pl 50 mmol MgCl,:dm= oraz po
0,3 ul kazdego ze starteréw (5 uM). Startery do PCR skonstruowano na podsta-
wice sckwencji cDNA truskawki i oznaczono jako celU1.2 1 cell.1.2 oraz expUl,
expl.l, expl.2 1 expL3. Amplifikacj¢ przeprowadzano w termocyklerze PTC 200
podczas 30 cykléw przy nastgpujgcych parametrach reakcji: denaturagja w 94°C
przez 30 s, przylaczanie starteréw w 50-55°C przez 30 s oraz wydluzanie nici w
72°C przez 90 s. Produkty reakcji rozdzielano w 0,8% zelu agarozowym 1 analizo-
wano w §wictle UV po wybarwieniu bromkiem etydyny.

Klonowanie i sekwencjonewanie. Oczyszczone produkty PCR (kolumny
Qiagen Quick) pochodzgee z reakcji z materialem genetycznym truskawki ‘Dukat’
klonowano w ultrakompetentnych komdérkach bakterii Escherichia coli (Gibeo).
Do klonowania uzywano wektora TOPO TA (Invitrogen). Bakterie hodowano na
pozywee sclekeyjnej z ampicyling oraz Xgal-IPTG. Z losowo wybranych komérek
o bialym zabarwieniu (minimum dwoéch dla kazdego z produktéw PCR), ktére
namnozouo w buforze LB, wydzielono plazmidy do sekwencjonowania. Sekwen-
cjonowanic 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 reakeji amplifikacji genomowego DNA, wyizolowanego z roslin
truskawki ‘Dukat’ ze starterami skonstruowanymi w oparciu o fragmenty cDNA
truskawki, uzyskano produkty o diugoéci okoto 3 kb oraz 1,2 kb. Analogiczna
rcakcja przeprowadzona na matrycy cDNA, uzyskanego po odwrotnej transkryp-
¢ji mRNA tych samych roélin, pozwolita na uzyskanie fragmentéw DNA o dhi-
gosci odpowicednio okoto 1500 1 800 pz (rys. 1a, 1b). Nie obserwowano réznicy w
dhugosei produktéw obserwowanych w reakcjach z parami starteréw expU1/L1,
expUL/L2 1 expUI/L3 (rys. la). Zwazywszy, ze startery celU1.2 1 cell1.2 zostaly
raprogramowanc tak, aby powieli¢ fragment DNA zawierajacy prawdopodobny
gen celulazy o dhugodci okoto 1500 pz, a startery expU]l i L1 oraz 1.2 i L3 tak,
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atggcgcgaaatggcectttgcttaccgggaaatgctecegeatttcegegceaacactegtectetegetgetectgettet 80
atggcgcgaaatggcctttgcttaccgggaaatgctecegecatttegegecaacactegtectetegetgetectgettet 80

ccagccaatcecgcgccggccacgactaccacgacgecctccgecaagagecatectettcttcgaaggeca-cgerccggea 160
ccagccaatccgegecggccacgactaccacgacgecctecgecaagageatectettettcgaaggecagegeteceggea 160

agctcccgeccgatcaacgcectcaaatggcgecgegacteccgecattgecacgacggcteccacegecggegtagacttaace 240
agctcecccgcacgatcaacgectcaaatggegeggcgactccgecattgcacgacggctccaccgacggcgtagacttaacce 240

ggeggctactacgacgccgccgacaacgtgaagttegggtttccgatggegttcacgaccactctgectggegtggageat 320
ggcggctactacgacgccgcecgacaacgtgaagttegggtttecgatggegttcacgaccactctgectggegtggageat 320

tatagacttcgggagggtcatggggacggagcagaggaacgcggtcaaggegttacggtgggggacagactacctectga 400
tatagacttcgggagggtcatggggacggagcagaggaacgeggtcaaggegttacggtgggggacagactacctectga 400

aggccacggcggttecctggecgtegtocttegteccaagtcggecgacccatactccgatcacaactgetgggagaggccggaa 480
aggccacggcggttectggegtegtecttegteccaagtcggecgacccatactccgatcacaactgectgggagaggeccggaa 480

gacatggacacacgccgecacggtgtacaaaatcgaccacaacaaccegggatccgacgtggecaggcgaaacegcagecge 560
gacatggacacacgccgcacggtgtacaaaatcgaccacaacaacccgggatecgacgtggecaggcgaaacegcagecge 560

gcetcgecgecgette-ategttttcaggtcacgtgaccecegettactegagactgettectcaategageegttaaggttt 640
gctcgeccgecgeetceatecgttttcaggtcacgtgaccecgettactegagactgettctcaatcgagaecgttaaggttt 640

tcgagttcgctgatacccaccgcggcgegtacagetecagectcaaaaacgecgtgtgeectttttactgegacgtcaac 720
tcgagttcgctgatacccacegeggegegtacagetccagectcaaaaacgecgtgtgeecctttttactgegacgtcaac 720

ggctte-aggatgagttactgtggggagcagegtggt tgcacaaggegtcgagaaggcggcagtacagagaatacatagt 800
ggcttccaggatgagttactgtggggagcagegtggttgecacaaggegtcgagaaggcggcagtacagagaatacatagt 800

gagaaacgaggtcattttgagagctggagataccattaacgagtttggttgggataacaagcatgctgggattaatatte 880
gagaaacgaggtcattttgagagctggagataccattaacgagtttggttgggataacaagecatgectgggattaatattc 880

tcatttctaaggaagtgcttatgggaaaatcagattatttcgaatctttcaagcaaaatgcagatggatttatatgetct 960
tcatttctaaggaagtgcttatgggaaaatcagattatttcgaatctttcaagcaaaatgcagatggatttatatgctet 960

gttttgcctggacttgecccatacccaagtccaatattcteccaggtggtttgatecttcaagectggagggagtaacatgecal040
gttttgcctggacttgcccatacccaagtccaatattcteccaggtggtttgatettcaagectggagggagtaacatgecal 040

gratgtaacttegetategttectgettttgacttatteccaactatctaagccacgccaataagaacgtgecgtgtggecall20
gcatgtaacttcgcetatecgttectgettttgacttatteccaactatetaagecacgecaataagaacgtgeccgtgtggeall2l

tgacctccgecteccecggecttcctcaaacaa-ttggctaaacgccaggtggattacattttgggtgacaatccattaagl200
tgacctccgectecc-ggecttcctcaaacaaattggctaaacgeccaggtggattacattttgggtgacaatccattaagl200

aatgtcttacatggttggatatgggccgecgttacccgcagaggattcaccaccggggcagetcacttccatcggtgecaggl280
aatgtcttacatggttggatatgggccgegttaccegcagaggattcaccaccggggcagetegettecateggtgecaggl 280

cccatocggecegtatcggatgcaaagecggttctegttattttctgagtccgaatccaaacccgaataaattagttgggl360
cccatccggeccgtateggatgcaaageeggttctogttattttctgagtccgaatccaaacccgaataaattagttgggli6es

gctyttgtgggcggacccaatagecteggatgcatttecggactcgaggecttactttcaagagtctgageccacgacgtaldd0
geotgttygtgggeggacccaatagectbcggatgcatttccggactcgaggecttactttcaagagtctgageccacgacgtald4o

cataaatgcgccgettgtgggecctactttecgtattttgecageccattactgattctcgaagtgtaaacag. ... ... ... 1510
cataaatgecgeegettgtgggcctacttteogtattttgoageccattactgattctegaagtgtaaacag. ... ... ... 1510
Rys. 2. Porownanie sekwencji produktéw PCR uzyskanych na matrycy cDNA truskaw-

ki ‘Dukat’ w reakcji ze starterami celU1.2/1.1.2 (pierwsza linijka w tekscic) z
publikowanymi w Banku Gendéw sekwencjami genu celulazy truskawki ‘Chan-
dler’ (nr AF 051346)

Fig. 2. Comparison of PCR product sequence obtained on template of ‘Dukat’ straw-
berry ¢DNA in reaction with primers celU1.2/1.1.2 %he first line) with pub-
lished in Genebank sequences of cellulase gene of ‘Chandler’ strawberry (nr
AL 051346)
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atggcttttacttcatgcttggctattactcttcectggtatctgtectcaacctetgecatcagaggcacctatgecgacta 80
atggcttttacttcatgcttggctattactcttctggtatctgtectcaacctctgecatcagaggcacctatgeccgacta 80
atggcttttacctcacacttagccattgctcttctgttetctgttctcaatctatgtettcaaggcacttatggtgacta 80

cggcgccggttgggttggtgggcatgecactttectatggaggtggtgatgettctggcacaatgggaggtgegtgtggat 160
cggcgccggttgggttggtggecatgecactttctatggaggtggtgatgecttctggcacaatgggaggtgcatgtggat 160
tggaggaggatgggaaggtggtcatgccacattttatggtgggggtgatgcectctggcacaatgggaggtgettgtggat 160

atggaaacttgtacagccaagggtatggaaccaacactgcagcactaagcacagctctgttcaacgatggecttgagetge 240
atggaaacttgtacagccaagggtatggaaccaacactgcagcactaagcacagctctgttcaacgatggecttgagetge 240
atggaaatttgtatagccaagggtatggaaccaacactgcagctctecagcacagectctgttcaacgatggettgagetgt 240

gggtcttgcracgaaatgcgatgtgacaatgaccctagatggtgecttccecggaagecatcategtcaccgecaccaactt 320
gggtcttgctacgaaatgcgatgtgacaatgaccctagatggtgecttecccggaagcatcatecgtcaccgeccaccaactt 320
gggtcttgttatgagatgagatgtgacagtgaccccaaatggtgectecccggecagcatcatcecgtcactgecacaaactt 320

ctgccctceccaactttgectcaggeccaatgacaacggtggctggtgcaaccetcececteccagecacttegatttggecgage 400
ctgccctceccaactttgectcaggecaatgacaacggtggectggtgcaaccetecectceccagecacttegatttggeecgage 400
ctgccctectaacttagetcagtctaatgacaatggtggctggtgcaaccctectetecagecactttgatttggetgage 400

ctgecttcecttgcaaattgctcagtaccgegctggaatcegtecccegtetcattcagaagagttgettgtgtgaaaaaggga 480
ctgcgttcttgcaaategctcagtaccgegectggtatcegteccegtectcattcagaagagttgettgtgtgaaaaaggga 480
ctgccttcttacaaattgctcaataccgageceggaattgtcceegteteettcagaagggtttcttgtgtgaaaaaggga 480

gggatcagattcacaatcaacggacactcctacttcaacttggttttgatcacaaacgttgcaggagcaggagatgtgca 560
gggatcagattcacaatcaacgggcactcctacttcaacttggttttgatcacaaacgttgcaggagcaggagatgtgca 560
gggataagattcaccatcaacggtcactcttacttcaacttggttttgatcacaaacgttggaggtgcagggggtgtgeca 560

ctcggtgtcgatcaaaggctccaagggtggttggcaatccatgtcaaggaactggggacagaactggcagagcaacaact 640
ctcggtttcgatcaaaggctccaagggtggttggcaatccatgtcaaggaactggggacagaactggcagagcaacaact 640
ctctgtttcaatcaaggggtccaaaacagggtggcaagccatgtcaaggaactggggecagaactggcagagcaactett 640

acctcaacggacaagccctgtcecttttcaggtcacaaccagtgacggtaggactgtgaccagcaacaacgttgececctggt 720
acctcaacggacaagccctgtcttttcaggtcacaaccagtgacggecaggactgtgaccagcaacaacgttgcececctggt 720
acctcaatggecaggctttgtctttecaagtcaccaccagtgacggtagaactgtgaccagea. . .atgetgtgeccaget 720

aactggcagtttggtcaaacgttttcaggcggrgaattctag. . ... .. L e 762
aactggcagtttggtcaaacgttttcaggeggtgaattctagg. . oo ittt it e e 763
aactggcagtttggtcaaacattttcgaaeggtgaattChad. o v vttt it e e 762
Rys. 3. Poréwnanie sekwencji produktéw PCR uzyskanych na matrycy cDNA truskaw-

ki ‘Dukat’ w reakcji ze starterami expU1/L3 (pierwsza linijka w tekscie) z pu-
blikowanymi w Banku Gen6w sekwencjami genu ekspansyny truskawki ‘Chan-
dler’ (nr AF 159563 - 2 linijka) i brzoskwini (nr AB 029083 — 3 linijka)

Fig. 3. Comparison of PCR product sequence obtained on template of ‘Dukat’ straw-
berry cDNA in reaction with the primers expU1/I.3 (ihe first line of tekst)
with published in Genebank sequences of expansin gene of ‘Chandler’ straw-
berry (nr AF 159563 - 2 line) and peach (nr AB 029083 — 3 line)

Ekspansyna i celulaza nalezg obok metylesterazy, liazy pektynowej i poliga-
lakturonazy do grupy enzymoéw regulujacych metabolizm polisacharydéw $ciany
komérkowej [KEMMERE, TUCKER 1994; COSGROVE 1998; HARPSTER 1 in. 1998]. Silna
ekspresja kodujgcych je gendéw byla odnotowana podczas dojrzewania zaréwno
owocdéw klimakterycznych [HUBER 1983; BRUMMEL i in. 1999}, jak i nicklimakterycz-
nych [ABELES, TAKEDA 1990; CIVELLO i in. 1999]. Zwazywszy, iz podczas dojrzewania
owocdw nastepuje spadek ich jedrnosci, mozna przypuszczaé, ze geny aktywne w
tym procesie mogg réwniez uczestniczy¢ w ksztattowaniu réznigcej odmiany cechy
jedrnosci owocéw. Produkty PCR uzyskane z odmian rézniacych sie jedrnoscig
owocdw (w skali [-V: ‘Dukat’ — III, Kama' - I, ‘Kent’ - V, ‘Vikat’ — II i ‘Salut’ —
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IV) charakteryzowaly si¢ ta sama dhugoscia (rys. 1c), Jednak prowadzona aktual-
nic analiza sckwencji wydzielonych z nich gendéw powinna ujawni¢ réznice, na
podstawie ktérych mozna skonstruowaé markery cechy jedrno$ci. Badania nad
zréznicowanicm sekwengji pozostatych gendw zwigzanych z metabolizmem polisa-
charydow §ciany komérkowej sg kontynuowane.
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Stowa kluczowe:  truskawka, jedrnosé, ekspansyna i celulaza, sekwencja gendw
Streszczenie

Metabolizin komponentow polisacharydowych suany komorkowc] wplywa
na wicle cech fenotypowych 1 fizjologicznych roglin, m.in. na zmiany j¢drnosci
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owocdw podczas ich dojrzewania. Celem badan podjetych w 2001 roku w Zakta-
dzie Hodowli Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa bylo okrclenie, ktéry z
genéw regulujacych gospodarke celulozowo-pektynows warunkuje réwnoczesnic
jedrno$¢ owocdw jako cechg typows dla kazdej z odmian truskawki. Badaunia pro-
wadzono na genomowym DNA i ¢DNA truskawki ‘Dukat’ oraz czterech innych
odmian rézniacych sig jedrnoscig owocow (‘Kama’, Kent’, Vikat’, ‘Salut’). W zop-
tymalizowanych warunkach PCR w reakc¢ji ze starterami celU1.2/1.1.2 i
expU1/L1-3 (konstrukcja na podstawie biblioteki cDNA truskawki) uzyskano pro-
dukty o dhlugosci okoto 3 kb i 1,2 kb (matryca: genomowe DNA) oraz 1,5 kb i
800 pz (matryca: cDNA). Wyniki sekwencjonowania produktow PCR potwierdzi-
ly, iz wyizolowane fragmenty zawieraly geny celulazy i ekspansyny (86-99% ho-
mologii z sekwencjami genéw podanych w Banku Genéw dla roslin innych gatun-
kéw/odmian). Prace nad poréwnaniem sekwencji produktéw PCR uzyskanych dla
pozostalych analizowanych odmian sa kontynuowane.

STUDIES ON GENES CODING THE FIRMNESS OF STRAWBERRY
(Fragaria x ananassa) FRUITS

Matgorzata Korbin, Jolanta Majka, FEdward Zurawicz
Research Institute of Pomology and Floriculture, Skierniewice

Key words:  strawberry, firmness, expansin and cellulase, gene sequcnces
Summary

Metabolism of polysaccharides in cell wall influences many phenotypic and
physiological plant traits, e.g. the changes in fruit firmness during ripcning. 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. Genomic DNA and ¢DNA of
‘Dukat’ strawberry and four other cultivars of different firmness level (‘Kama’,
‘Kent’, Vikat’, ‘Salut’) were used as a template for PCR with primers constructed
on the basis of strawberry cDNA library. Under optimised PCR conditions the
products of length about of 3 kb and 1.2 kb (genomic DNA) and 1.5 kb and
800 bp (cDNA) were obtained respectively in reactions with primers celU1.2/1.1.2
and expUI/LL1-3. Results of PCR product sequencing confirmed that isolated
DNA fragments contained cellulase and expansin genes (86-99% homology with
published in Genebank sequences of other species/cultivars). Comparable studies
on PCR product sequences obtained for the other genotypes are continued.
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