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Abstract

Cytoplasmic male sterility (CMS) is a maternally inherited trait in which
a plant is unable to produce functional pollen. It occurs in many plants, including
carrots. The expression of this trait depends on environmental conditions, especially
temperature — therefore, DNA markers become an excellent tool for selecting carrot
genotypes with this feature. In this study, we used seventeen DNA markers available
in the literature, linked with various mitochondrial DNA sequences that are associ-
ated with the CMS trait. Their amplification was tested on male sterile and male
fertile plants. Only five markers — A321/392, 1214/401/435, K751, N795, O790 —
correctly identified the tested genotypes. They can be used as selection tools in carrot
breeding programs.
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WSTEP

Marchew jest jednym z wazniejszych warzyw uprawianych na §wiecie
ze wzgledu na duze zawarto$ci prowitaminy A, karotenu oraz btonnika (Si-
mon 2000). Polska zajmuje pierwsze miejsce pod wzgledem powierzchni
uprawy (22 118 ha) oraz drugie pod wzgledem produkcji (827 138 t) wsrod
krajow Unii Europejskiej (FAOSTAT 2017).

Cytoplazmatyczna meska sterylnosé (CMS, ang. cytoplasmic male ste-
rility) marchwi jest cechg pozwalajaca na efektywne i powtarzalne uzyskiwa-
nie mieszancéw F1 przy wykorzystaniu homozygotycznych linii wsobnych
0 pozadanych cechach agronomicznych. Wykorzystanie cechy CMS do
otrzymywania mieszancow F1 marchwi daje mozliwos$¢ uzyskania wigkszego
plonu, lepszej jakosci korzeni o wyzszych warto$ciach odzywczych oraz eli-
minuje etap recznej kastracji pylnikéw (Schnable i Wise 1998).

Wystepowanie cechy CMS zaobserwowano u ponad 150 gatunkow roslin
(Mackenzie i in. 1994; Schnable i Wise 1998). Cecha ta objawia si¢ brakiem



54 W. Szczechura i in.

produkcji pytku lub wytwarzaniem niefunkcjonalnego pytku, co wigze si¢
z zaburzeniami w procesie mikrosporogenezy (Laser i Lersten 1972).

U wielu gatunkéw fenotyp pficei jest wynikiem interakcji gendéw jadro-
wych (geny restorerowe) i cytoplazmatycznych (Couvet i in. 1990; Ronfort
I in. 1995). Rosliny sterylne charakteryzujg si¢ zmieniong organizacja genow
mitochondrialnych kodujacych podjednostki tancucha oddechowego: atpl,
atp6, atp9, atp8, nad6, cob. Moze dochodzi¢ do duplikacji tych genow, ich
rearanzacji powyzej oraz ponizej sekwencji kodujacej, skrocenia oraz two-
rzenia gendow chimerycznych, co skutkuje powstawaniem nowych, zmienio-
nych ramek odczytu (ORF, ang. open reading frame) (Ronfort i in. 1995;
Bach i in. 2002). Takie modyfikacje zaobserwowano miedzy innymi w ge-
nach orfl3 kukurydzy (Levings 1990), orfH522 stonecznika (Kohler i in.
1991) i orf256 pszenicy (Song i Hedgcoth 1994). Nieprawidtowosci na pozio-
mie komoérkowym uwidaczniajg si¢ w tkance tapetum, gdzie dochodzi do
nadmiernej wakuolizacji i tworzenia wielojagdrowych syncytiow (Laser i Ler-
sten 1972; Overman i Warmke 1972; Scoles i Evans 1979; Majewska-Sawka
i Sadoch 2003), oraz w komorkach macierzystych pytku, charakteryzujacych
si¢ nieprawidlowym wyksztatceniem grzebieni mitochondrialnych (Lee
I Warmke 1979; Bino 1985; Schnable i Wise 1998).

W hodowli marchwi wykorzystuje si¢ dwa podstawowe typy CMS
0 r6znej budowie morfologicznej: typ bragzowych pylnikow, charakteryzu-
jacy si¢ zasychaniem pylnikéw przed otwarciem kwiatu (Banga i in. 1964;
Ronfort i in. 1995), oraz typ petaloidalny, w ktorym preciki przeksztatcajg si¢
w struktury ptatkopodobne (Erickson i in. 1982; Kitagawa i in. 1994; Szklar-
czyk 1 in. 2000). W typie petaloidalnym kwiaty posiadajg 10 ptatkow, drugi
dodatkowy okotek powstaje z precikéw. Takie zmiany w morfologii kwiatu
moga mie¢ rozny ksztatt 1 wielkos¢ (Kozik 1 in. 2012). W hodowli mieszan-
cowej marchwi najczesciej wykorzystuje si¢ typ petaloidalny ze wzgledu na
wigkszg stabilno$¢ w zmiennych warunkach pogodowych, zwtaszcza w pod-
wyzszonej temperaturze 1 wilgotnosci powietrza. Cytoplazma typu petaloid
wywodzi si¢ z dwoch zrodet — Cornell zidentyfikowanego przez Thompsona
(1961) oraz Wisconsin Wild opisanego przez Morelocka i in. (1996).

W ostatnich latach markery molekularne sa bardzo wygodnym narze-
dziem diagnostycznym w hodowli roslin uprawnych, dajacym mozliwos¢
szybkiej 1 doktadnej analizy puli genowej, oceny stabilnosci genetycznej oraz
identyfikacji waznych cech uzytkowych (Sztuba-Solinska 2005). Zaleta stoso-
wania markeré6w molekularnych jest rowniez ich niezalezno$¢ od warunkow
srodowiska oraz mozliwo$¢ zastosowania na kazdym etapie rozwoju rosliny,
jeszcze przed wyksztalceniem si¢ oczekiwanego fenotypu. Systemy markerow
DNA mozemy zaklasyfikowa¢ do trzech grup: bazujace na hybrydyzacji —
np. RFLP, na lancuchowej reakcji polimerazy (PCR, ang. polymerase chain
reaction) — RAPD, AFLP, SCAR, CAPS, SSR oraz na sekwencji DNA —
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np. SNP (Gupta i in. 1999). Zastosowanie markerow w hodowli nosi nazwe
selekcji wspomaganej markerami (MAS, Marker Assisted Selection) i jest czg-
$cig nowej dyscypliny zwanej hodowla molekularng (Collard i Mackill 2008).
Jest wiele prac dotyczacych wykorzystania markerow DNA, zwlaszcza tych
opartych na tancuchowej reakcji polimerazy, ktore znalazty zastosowanie w selek-
cji genotypow marchwi z waznymi cechami uzytkowymi, w tym z cechg CMS.
Celem badan byto wykorzystanie dostgpnych markerow DNA do se-
lekcji genotypow marchwi z cechg cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci.

MATERIAL I METODY

Materiatem ro$linnym uzytym do badan byty 123 rosliny marchwi z ce-
cha cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci typu platkowego reprezentujace
34 linie hodowlane (G1064, G1063, G1068, G1079, G1082, G1109, G1111,
G1125, G1158, G1273, G1276, G1297, G1290, G1383, G1398, G1385,
G1382, G1392, G1426, G1296, G1394, G1437, G1263, G1461, G1418,
G1406, G1464, G1463, G1409, G1381, G1466, G1402, G1470, G1462) oraz
17 roslin ptodnych (4 linie dopetniajace: M989, M1076, M1187, M1301) —
stanowigcych kontrole. Liczba roslin reprezentujacych dang lini¢ wahala si¢
od 1 do 8. Wszystkie genotypy pochodzity z Pracowni Genetyki 1 Hodowli
Roslin Warzywnych Instytutu Ogrodnictwa i zostaty otrzymane w latach
2008-2019 w trakcie badan hodowlanych majacych na celu uzyskanie nowej
zmiennos$ci genetycznej do tworzenia mieszancow heterozyjnych. Wszystkie
ro$liny wykorzystane do analizy molekularnej zostaly wczesniej ocenione
pod wzgledem fenotypowym oraz cechy ptodnosci/sterylnosci typu platko-
wego w warunkach polowych i szklarniowych. Analiz¢ molekularng prowa-
dzono indywidualnie dla kazdej z meskoptodnych 1 meskosterylnych roslin
nalezacych do 34 linii hodowlanych wykorzystujac 17 markeréw DNA (tab.
1) typu SCAR: A/B, G427/469, A321/329, E1100, H1508, L422, P1229,
B1632, C1608, D1346, F373, 1214/401/435, K751, N795, M451, O790,
Q672. Warunki amplifikacji oraz markery do oceny poziomu meskiej steryl-
nos$ci uzyte w badaniach opracowane zostaly przez Szklarczyka 1 in. (2000)
oraz Bach i in. (2002). DNA izolowano z mtodych lisci wykorzystujac ko-
mercyjny zestaw NucleoSpin Plant Il (Macherey—Nagel). Czystos¢ oraz ste-
zenie sprawdzono przy uzyciu spektrofotometru BioPhotometr (Eppendorf)
oraz na 1,4% zelu agarozowym, barwionym bromkiem etydyny.

Otrzymane amplikony, specyficzne dla genotypow sterylnych i ptod-
nych, rozdzielano elektroforetycznie w 1,4% zelu agarozowym, barwionym
bromkiem etydyny, nast¢pnie porownywano je z oceng fenotypowa kazde;j
Z analizowanych ro$lin. Wielko$¢ amplikonow zostata okre§lona przez
Szklarczyka i in. (2000) oraz Bach i in. (2002) na podstawie danych sekwen-
cyjnych. Natomiast w prezentowanych badaniach wtasnych wielkos¢ ampli-
konow podana jest z doktadnosciag do 10 par zasad.
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Tabela 1. Markery DNA uzyte do identyfikacji linii marchwi z cecha CMS
Table 1. DNA markers used to identify carrot plants with the CMS trait

Markery — Gen Sekwencja starterow Zrédto
Markers  Gene Sequence of primers Source
A321/392 cmtl: 5 GCAAGAAGGAAAGCTGTTAGAG
cmt2: 3' GGTATCCCTCTTCTGTTTCGG
B1632 atpl-d1: 5" CGCGTTGGGAGTACCTATTGA
cmt-3: 3' GAGGAATACGACGTGAGACAACA .
atpl Bach i in. 2002
C1608 atpl-dl: 5" CGCGTTGGGAGTACCTATTGA
cmt-4: 3' TCCCGCAGGTCGTCAACAG
D1346 atpl-d1: 5" CGCGTTGGGAGTACCTATTGA
cmt-5: 3 ATCCCCCTCCGCCCCCAGTA
£1100 cmt-6: 5' GGCAACAGCTGACCACGGTTC
cmt-7: 3' ATTGCGGCCTTCGCTCCTCGC .
atp6 Bach i in. 2002
F373 cmt-8: 5' CTACTCAATTTGCACCTGAAC
atp6-ul: 3' TTTGTGAATGAGAAATACAAG
AB A:5 TTCAGTTCTTTGATTCATTC,
9 B: 3’ ATTGACTTCTGATCGTGACT Szklarczyk iin.2000
GA27/469 alp atp9-d1: 5' GAAGGTGCAAAATCAATAGG Bach i in. 2002
cmt-9: 3' TACATGGACTTTAAATTGACTTCT
H1508 cmt-10: 5" GGCCCAGTCAGCAAGCCAGGC
atp8-ul: 3’ GTGAATTTATCCAGTTGAGGC
1214/401/435 atp8 atp8-d2: 5' GTCCTCATATAGCACTTCTTCC Bach i in. 2002
cmt-12: 3' CTGTATTCGTGGGGGGTCGC
K751 cmt-15: 5" CAGCATCACTTTGAATTCATT
atp8-u2: 3' CGCGTGGAACATGGATTAG
L4292 cmt-16: 5' CCGCGCTGGTCGTAATAGATA
nadé-ul: 3' CTTTGGGTTGGTAGTAATGGAATG
M451. nad6-d1: 5' GACTACTAAGGTGAAAAGACAGG
cmt-17: 3' GCGAAATGCAATGCCCCAACC .
nadé Bach i in. 2002
N795 nad6-ul: 5’ CTTTGGGTTGGTAGTAATGGAATG
cmt-18: 3' GTTTCTGCTTACTCCTCTATGA
nadé-d1: 5' GACTACTAAGGTGAAAAGACAGG
o790 cmt-19: 3' TGGAGCTTACCGGTTTATGG
P1229 cmt-20: 5' CTTACCGATGTTCTTTCAAGG
cob-u2: 3' GCTTTGTCAGGTATACTACG .
cob Bach i in. 2002
Q672 cmt-21: 5" GAATTCTCGTTTTATAGTTACAGT

cob-ul: 3'CTGTCACAATCATTAATAGGAAGA
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WYNIKI

Wszystkie zastosowane markery DNA generowaty produkty specyficzne dla
genotypoéw meskosterylnych/meskoptodnych. Linie dopehniajace zostaty sklasyfi-
kowane przez wszystkie markery DNA jako meskoptodne (tab. 2). A/B, A321/392,
G427/469, 1401/435/214 byly markerami kodominujgcymi, generujacymi ampli-
kony specyficzne zaréwno dla genotypow ptodnych (o wielkosci odpowiednio:
0,38, 0,39, 0,47, 0,44 kpz), jak i sterylnych (0,34, 0,32, 0,43, 0,40 kpz). Pozostate
to markery dominujace: C1608, D1346, F373, K751, N795, 0790, Q672, w wy-
niku amplifikacji ktorych powstaja produkty specyficzne dla roslin mgskoptodnych
(1,61, 1,35, 0,37, 0,75, 0,80, 0,79, 0,67 kpz) oraz markery dominujace, w wyniku
amplifikacji ktorych powstaja produkty specyficzne dla roslin meskosterylnych:
B1632, E1100, H1508, L422, M451, P1229 (1,63, 1,10, 1,51, 0,42, 0,45, 1,23 kpz).
Sposrad 17 przetestowanych markerow DNA tylko 5 poprawnie identyfikowato
fenotyp analizowanych roslin (tab. 2). Obecno$¢ amplikonow 0,32, 0,40 kpz (spe-
cyficzne dla genotypow sterylnych) dla markerow A321/392 i 1214/401/435 oraz
brak produktéw o wielkosci 0,75, 0,80 1 0,79 kpz (produkty specyficzne dla geno-
typodw ptodnych) dla markeréw K751, N795, 0790 zaobserwowano we wszystkich
analizowanych sterylnych liniach marchwi (tab. 2). W przypadku markeréw: A/B,
G427/469, E1100, H1508, L422, P1229, B1632, C1608, D 1346, F373, M451 oraz
Q672 nie wykazano pelnej zgodnosci profili amplifikacyjnych z fenotypowa oceng
kwiatu w obrebie badanych linii. Procent zgodnosci fenotypu z genotypem wynosit
odpowiednio: Q672 — 99%, E1100 i L422 — 98%, P1229 — 97%, H1508 — 96%,
C1608 i M451 — 94%, B1632 — 93%, F373 — 86%, A/B i G427/469 — 78% oraz
55% dla markera D 1346. Przykltadowy rozdziat elektroforetyczny amplikonow

markera A321/3952 przedstawiono na fotografii 1.

M S P 1 2 3 4 5 6 7

Fot. 1. Amplifikacja markera DNA A321/392 w roslinach marchwi z cechg CMS
Photo. 1. Amplification of A321/392 DNA marker in carrot plants with the CMS trait

M — marker wielko$ci DNA, 100 pz; DNA size marker, 100 bp; S — kontrola, roslina z cecha
CMS; control, plant with CMS trait; P — kontrola, roslina normalna; control, normal plant
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DYsKUSsJIA

Metody identyfikacji cytoplazmatycznej meskiej sterylno$ci w oparciu
0 analiz¢ genomu mitochondrialnego opracowano dla wielu gatunkéw roslin,
w tym dla rzepaku (Tinchant i in. 1997), buraka (Bervillé i in. 1990) i stonecznika
(Moreau i Bervillé 1991). Natomiast w przypadku cebuli identyfikacja tej cechy
opiera si¢ na polimorfizmie chloroplastowego DNA dziedziczonego jak mtDNA
—matecznie (Havey 1995). W literaturze dostepne s markery STS (miejsca zna-
czone sekwencyjnie, ang. sequence-tagged site) dla marchwi, przy pomocy kto-
rych mozliwa jest identyfikacja genotypow ptodnych oraz z cecha CMS, a takze
identyfikacja cytoplazmy typu Cornell i Wisconsin Wild (Nakajima i in. 1999).
W innych badaniach bazujac na markerach RFLP opracowano kolejne
18 markerow typu SCAR dla 6 gendéw mitochondrialnych, bedacych narzedziem
w selekcji marchwi z cechg CMS (Bach i in. 2002; Szklarczyk i in. 2000).

W niniejszej pracy sprawdzono przydatno$¢ 17 markerow DNA (am-
plifikujacych fragmenty DNA mitochondrialnego) do identyfikacji cytopla-
zmatycznej meskiej sterylnosci marchwi typu platkowego.

Wedhug Bach i in. (2002) amplifikacja markerow D1346, N795, 0790
i Q672, oprocz identyfikacji genotypoéw ptodnych, pozwala na wychwycenie
reorganizacji w cytoplazmie normalnej. Markery, ktére w niniejszej pracy po-
prawnie identyfikowaty badang cytoplazme, byty $cisle zwigzane z cechg CMS
(A321) lub z cytoplazma normalng (A392, 1214/435, K751, N795, O790). Mar-
kery A/B (Szklarczyk i in. 2000) oraz G427/469 (Bach iin. 2002) sprzezone
z genem atp9 wykazuja tg samg segregacje¢, co moze $wiadczy¢ o ich homologii.

Niepelna zgodnos$¢ oceny molekularnej z fenotypowa moze wynikaé
Z dynamicznej natury genomu mitochondrialnego oraz tta gendéw jadrowych
w materiatach wyj$ciowych uzytych do opracowania markeréw DNA. Do selek-
cji marchwi najlepsze sg markery A321/392 i 1214/401/435, ze wzglgdu na ich
kodominujacy charakter. Pozostate (K751, N795, 0790) s3 markerami dominuja-
cymi, amplifikujgcymi produkty specyficzne dla cytoplazmy plodne;j. Ze wzgledu
na rozne typy cytoplazmy sterylnej, czgste rearanzacje zachodzace w genomie
mitochondrialnym oraz transfer genow mitochondrialnych do jadra komorko-
wego do selekeji materiatdw marchwi z cechg CMS nalezy stosowac rownolegle
kilka markeréw dla r6znych genéw (Martin i Herrmann 1998; Bach i in 2002).

Waznym czynnikiem dla ksztattowania si¢ kwiatu sa warunki srodowiska
(temperatura 1 wilgotno$¢ powietrza), ktorych oddziatywanie moze wplywac na
oceng fenotypowa. Wzrost temperatury powyzej 30 °C ma znaczacg role W po-
wstawanie zmian typu petaloid w trzecim okotku kwiatu marchwi (Kitagawa
i in. 1994). Podobny wplyw temperatury stwierdzono u mutantow pomidora —
uktad temperatur 18 °C dzien/15 °C noc sprzyja powstawaniu zywotnego pytku,
auktad 28 °C dzien/23 °C noc sprzyja powstawaniu struktur ptatkopodobnych
W miejscu precikow (Sawhney 1983). Dlatego w przypadku omawianej cechy
zastosowanie markerow DNA: A321/392, 1214/401/435, K751, N795, O790,
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ktorych ekspresja nie zalezy od warunkéw Srodowiskowych, moze by¢ dodatko-
wym zrodtem informacji na temat genotypu w pracach hodowlanych ukierunko-
wanych na otrzymanie nowych mieszancéw marchwi w oparciu o cech¢ CMS.

WNIOSKI
1. Markery A321/392, 1214/401/435, K751, N795, O790 sg najlepsze do
selekcji marchwi z cechg CMS ze wzgledu na 100% zgodno$¢ oceny
fenotypowej z genotypowa badanych linii marchwi.
2. Rozbiezno$¢ oceny genotypowej przy uzyciu markeréw DNA z oceng
fenotypowa moze wynika¢ z modyfikujacych fenotyp warunkow $rodo-
wiska, a mianowicie podwyzszonej temperatury i wilgotnosci powietrza.
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