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ABSTRACT

Six EST fragments of genes responsible for sugar metabolism and plant response to
stress were isolated and identified in a comparative analysis with the NCBI database. By
studying the polymorphism of the isolated ESTs that was observed after CAPS and SSCP
reactions it was possible to generate molecular markers for the analysed genes. Moreover,
an analysis of the segregation of the markersin a population set of 48 individuals derived
from the 'Fiesta’ x 'Discovery’ cross, and an estimation of the recombination frequency
between the generated markers and the published ones made it possible to localize the
genes of interest on the'Fiesta’ x 'Discovery’ reference map.
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WSTEP

Gtownym celem hodowli tworczeg jest uzyskanie nowych odmian
o cechach fenotypowych, pozadanych zar6wno przez producenta, jak
I konsumenta (Watada i Abbot 1985; Kellerhals i in. 2004; Abbot i Kole
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2008). W przypadku roslin drzewiastych stosunkowo dtugi okres
juwenilny powoduje, ze wyprowadzenie genotypow o pozadanych cechach
moze trwa¢ nawet 20-25 lat (Kellerhals i Mayer 1994). Wykorzystanie
w procesie hodowlanym technik molekularnych utatwia wybdr ngjlepszych
materiatow wyjsciowych do krzyzowan, jak rowniez przyspiesza selekcje
osobnikdéw o nakorzystnigyszeg kombinacji gendw, kodujacych badane
cechy (Reiter i in. 1992; Cipriani i in. 1999; King i in. 2000; Quiros i Li
2001; Yamamoto i in. 2002; Liebhard i in. 2003). Jedna z metod
przyspieszania procesu hodowlanego jest generowanie markerow,
sprzezonych z pozadana cecha, na podstawie analizy polimorfizmu geno-
mowego DNA. Wykrywanie fragmentow polimorficznych w populacji
segregujacel (Mohan i in. 1997; Silfverberg-Dilworth i in. 2006) i ocena
rozktadu ich dziedziczenia w takig populacji, umozliwia ustalenie
odlegtosci mapowych pomiedzy badanymi regionami genomui zlokalizowanie
badanych gendw/markerbw na mapie genetyczng rosliny (Lander
| Botstein 1989).

Badania nad umiegjscowieniem na mapie gendw odpowiedzialnych za
jakos¢ jabtek oraz ztozonos¢ ich wspotdziatania, wigzaca Sie z losowym
rozmieszczeniem w obrebie czesto odlegtych regiondbw genomu, byty
tematem badan w wielu osrodkach naukowych (Harada i in. 2000; King
I in. 2000; Tartarini 2003; Costa i in. 2005; 2008). Dzi¢ki studiom nad
molekularnymi mechanizmami dziedziczenia niektérych sposrod tych cech
(Ritter i in. 1990; Ullah 2004) udato si¢ znacznie zagesci¢ dotychczas
opisane mapy referencyjne genomu Malus domestica (Hemmat i in. 1994;
Maliepaard i in. 1998; Liebhard i in. 2002).

Badania nad zageszczaniem mapy genomu jabtoni podjeto w Pracowni
Niekonwencjonanych Metod Hodowli Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa
w ramach projektu HIDRAS (5 Program Ramowy EU) w 2005 roku.
W ninigjszg publikacji przedstawiono wyniki prac nad zlokalizowaniem
na mapie genetyczng M. domestica szesciu fragmentow EST (Express
Sequence Tags — znacznikdéw sekwencji kodujacych), zidentyfikowanych
jako geny wplywajace na metabolizm cukréw w owocach i reakcje rosliny
nastres.
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MATERIAL | METODY

Material badawczy. Badania prowadzono na DNA wyizolowanym
z roslin odmian Fiestai Discovery oraz z 48 roslin potomnych z populagji
segregujace ‘Fiesta x ‘Discovery’. Owoce odmian Fiesta i Discovery
réznia si¢ terminem dojrzewania, zawartoscia cukrow, jedrnoscia i kwaso-
woscia. Wysoki stopien kwasowosci, niska zawartos¢ cukréw oraz
niezadowal gjaca jedrnos¢ owocow ‘Discovery’ wptyngta miedzy innymi
na negatywna oceng konsumentow (Liebhard i in. 2002; Kellerhals i in.
2004), co nalezy wzia¢ pod uwage przy opracowywaniu programow
hodowlanych z udziatem tej odmiany.

Fragmenty EST wybrano na podstawie analizy mikromacierzy dla
matryc uzyskanych z owocdéw obu odmian, we wspétpracy z Uniwersytetem
w Mediolanie.

PCR. Fragmenty EST byty izolowane i namnazane w mieszaninie
reakcyjng (13 pl), zawiergiacel 3 ng matrycy DNA; 1x PCR buforu; 3,75
mM MgCl,; 0,5 U Platinium Taqg Polimerazy (Invitrogen); 2,5 mM dNTP
(Applied Biosystem); 5 mM kazdego ze starterow. Startery specyficzne dla
fragmentow EST (tab. 1) zaprojektowano w Pracowni Niekonwencjonal-
nych Metod Hodowli przy uzyciu programu komputerowego DNAStar—
Lasergene 7.0. Reakcje prowadzono w termocyklerze PTC-200, MJ
Research, przy nastepujacym profilu termicznym — 120 s w temperaturze
96°C (wstepna denaturacja DNA), 30 s w temperaturze 96°C, 60 s
w temperaturze 60 lub 65°C i 30 s w temperaturze 72°C (30 cyklow).

Produkty PCR rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym w obecnosci
markera wielkosci molekularnej 1Kb (DNA faga A / Hind |11/ EcoR V,
Fermentas).

Ocena polimorfizmu. Polimorfizm DNA identyfikowano po
enzymatycznym trawieniu produktow PCR (technika CAPS, Cleaved
Amplified Polymorphism Sequence) i ich analizie w zelu sekwencyjnym
(technika SSCP, Single Strand Conformational Polymorphism).
W reakcjach CAPS produkty PCR trawiono enzymem Hae 111 (0,1U)
(Fermentas) w temperaturze 37°C. Polimorfizm konformacyjny SSCP
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analizowano po rozdziae produktéw PCR w 7% zelu poliakrylamidowym
(z dodatkiem 10% glicerolu) wybarwianym azotanem srebra.

Odlegtosci mapowe pomigdzy badanymi markerami genetycznymi
0Szacowano za pomoca programu komputerowego JoinMap 3.0. W celu
oceny przynaleznosci badanych markeréw do te same grupy sprzezen
wykorzystano wartosci algorytmu LOD powyzg 3 (logarytm wartosci
osobniczych — ang. logarythm odd ratio). Pozycje poszczegdlnych locus
ustalono za pomoca analizy interwatowej oraz maksymalnego prawdopo-
dobienstwa uzyskania sprzgzen (maximum likelihood based interval
mapping). Kolgnos¢ wybranych markeréw genetycznych w obrebie
badanych grup sprzezen oraz dystans genetyczny w centimorganach
obliczono przy uzyciu mapujace funkcji Kosambi. Poréwnanie segregaci
rzeczywistych wzgledem oczekiwanych przeprowadzono na podstawie
testu CHI-kwadrat, uwzglednigjac statystyczny btad analizy na poziomie
istotnosci a. = 0,05. Obraz mapy genetyczne badanych odmian wygenero-
wano za pomoca programu komputerowego MapChart 2.1 (Oojen
I Voorrips 2001).

WYNIKI | DY SKUSJA

W reakdji z szescioma parami starterow, zaprojektowanymi w Pracowni
Niekonwencjonalnych Metod Hodowli ISK, otrzymano produkty o dtugosci :
1250 pz (startery: MALDO2/R-F) 1100 pz (MALDO3/R-F), 600 pz
(AAZA/R-F), 850 pz (GluSTra/lR-F), 200 pz (Def R-F) oraz 280 pz (Perox
R-F) (rys. 1).

Na podstawie analizy poréwnawcze] sekwencji wyze wymienionych
produktow z sekwencjami zawartymi w bazie NCBI GenBanku, potwierdzono
homologi¢ sekwencji wyizolowanych fragmentow DNA do regionow EST
genow: defensyny (Nr dostepu: DT040248), MT2 MALDO (Nr dostepu:
DR998097), ATM2 MALDO (Nr dostepu: DR995640), peptydazy AAZA
M9 (Nr dostepu: CN897107), peroksydazy (Nr dostepu: DT040361) oraz
S-transferazy glutationu (Nr dostepu: CN580380). W reakcji z czterema
parami starteréw uzyskano produkty o diugosciach odpowiadajacych
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dtugosciom fragmentéw opisanych z GenBanku, podczas gdy startery Def
R-F i Perox R-F generowaty fragmenty krotsze niz opisanew NCBI (tab. 1).

Poréwnanie wzorow prazkowych, uzyskanych po trawieniu
fragmentow EST genu MT2 MALDO, peptydazy AAZA M9 i S-
transferazy glutationu, wyizolowanych w reakcjach na matrycach DNA
z 48 pojedynkéw ‘Fiesta x ‘Discovery’, umozliwito zidentyfikowanie
3 markerow typu CAPS (tab. 1, rys. 3). We fragmentach EST odpowia-
dajacych genom defensyny, peroksydazy i ATM2MALDO nie stwierdzono
wystepowania polimorfizmu CAPS. Jednoczesnie poréwnanie wzoréw
prazkowych uzyskanych po rozdzide elektroforetycznym EST,
wyizolowanych z matryc pochodzacych z 48 roslin potomnych ‘Fiesta’ x
‘Discovery’, pozwolito na zidentyfikowanie 3 koleinych fragmentow
polimorficznych (markerow SSCP) dla genow defensyny (rys. 2),
peroksydazy i ATM2 MALDO.
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Rysunek 3. Segregacja CAPS genu S transferazy glutationu w populacji segregujacejl 48 osobnikdéw z rodziny ‘Fiesta’ x ‘Discovery’
(oznaczone jako FD i numerami roboczymi) — Segregation of CAPS of glutathione S-tranferase gene in segregating population of 48
individuals derived from
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Tabelal

Rola analizowanego genu, warunki PCR do jego izolacji oraz techniki stosowane do analizy polimorfizmu EST — Putative role
of genes, PCR conditions and molecular markers developed for analysing polymorphism of ESTs

(Nnrunr)lgrzvrvg grg;u PCR: Dtugo¢ |Marker do analizy kl)_rgléaléﬁaqeﬁéw
cyjny w Gen- Rolagenu Temperatura Sekwencje starterow produktu | polimorfizmu Vr‘%/ chr o}r/nosgmach
Banku) przytaczania PCR(bp) EST
N -terminacja fancuchdw Def/R-F-
1. defensyna  |biatkowych podczas 0 .
(DT040248)  |dziatania czynnikow 60C 5 ggacgatggtigetgagggtagg 200 SSCP LG2
zewnetrznych 3' gcatttcaaacgtagggcattag
hrona przed uszko- .
2. peroksydaza ochrona Perox/R-F -5' cagtacgtgagaaatgacc
(DT040361) ?gg?hir;l:rt]kanek 60°C 3’ ccasaggagaagaagccaaaagat 280 SSCP LG5
3. MT2 kodowanie bistek MALDOZ/R-F -
MALDO ‘(’:‘i’éficgy&hymfti'aedm 60°C 5 gaggegtttatctgettct 1250 CAPS LG 12
(DR998097) nikiel, miedz, 'itp.) ' 3'tattctaaasacacgaccttc
4. ATM2 grupowanie pozycji MALDO3/R-F -
cysteiny w tancuchu catttcataacatcacaagaccac
MALDO j tancuch 60°C 5 1100 SSCP LG3
(DR995640)  |biatkowym 3'tcgagctaaaccctaaaaca
aktywacja molekuty
5. Peptydaza  \wody poprzez regulacje AAZA/R-F -
AAZA M9 przeplywu jondw cynku 65°C 5’ ggcagceccttgaaaccata 600 CAPS LG6
(CN897107)  |w wiazkach 3’ ctgtgattagctectccaacctt
przewodzacych
6. S-transferaza kodowanie biatek typu
e GST, bioracych udziat w 0 GluSTra/lR-F - 5’ gctgcaatgegagttttt
?éu&%%%%%o) indukgji i regulacji 60C 3'tggggaggtggtgaagat 850 CAPS LG3

mechanizmoéw apoptozy
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Rysunek 4. Lokalizacja gendw S transferazy glutationu (6) i ATM2 MALDO (4)
na mapie chromosomu 3. Mapa referencyjna‘Fiesta' i ‘Discovery’ —Localization
of the glutathione S-transferase (6) and ATM2 MALDO (4) genes on the linkage
group 3. Reference map ‘Fiesta' x ‘Discovery’ (Liebhard i in. 2002)

Czestos¢ rekombinacji miedzy markerami wygenerowanymi w 1SK
amarkerami referencyjnymi, oszacowana na podstawie andizy satystyczne
rozktadu markeréw w segregujacej populacji ‘Fiesta x ‘Discovery’
(program JoinMap 3.0), wynosita od 1 do 5%. Na podstawie okreslonego
procentowo rozktadu rekombinantow ustalono, ze andizowane geny Sa
Zlokaizowane w abrebie pieciu grup sprzezen (tab. 1) scharakteryzowanych
dlamapy referencyjng ‘Fiesta x ‘Discovery’ (Liebhard i in. 2002), w tym
gen defensyny na chromosomie 2, geny ATM2 MALDO oraz Stransferazy
glutationu na chromosomie 3 (rys. 4), gen peroksydazy na chromosomie 5,

gen peptydazy AAZAM9 na chromosomie 6, a gen MT2 MALDO na
chromosomie 12.
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Od czasu pojawienia si¢ pierwszel mapy referencyjng genomu
jabtoni (Hemmat i in. 1994), préby jg wysycenia przez zlokalizowanie
na mapie gendw zwiazanych z jakoscia owocow byty podemowane w
wielu osrodkach badawczych na swiecie. W wyniku prac kilku zespotow
ustalono, ze geny zwiazane z soczystoscia owocow 3 zlokalizowane na
chromosomie 16, a geny kodujace okreslona kruchos¢ jabtka na
chromosomach 1, 5, 10, 12 i 13 mapy genetyczng Malus domestica
Borkh. (King i in. 2000). Analiza molekularna markeréw dla genow ACC
(syntetaza 1-aminocyklopropano 1-karboksylazy) i ACO (oksydaza 1-
aminocyklopropano 1-karboksylazy) (Harada i in. 2000), kontrolujacych
stezenie etylenu w tkance owocow, umozliwily zlokalizowanie tych
gendw w obrebie grup sprzezen 10 oraz 15 (Costa i in. 2005). Zgodnie
z wynikami uzyskanymi przez innych autorow, jakos¢ owocow
regulowana jest przez grupy kilku lub nawet kilkunastu alleli danego
genu, np. kilka heterologicznych aleli genu ekspansyny, opisanych w
NCBI, wykazywalo bezposredni zwiazek zregulacja procesu
dojrzewania owocow, co potwierdza ztozonos¢ procesdow prowadzacych
do uzyskania kompleksu cech jakosciowych (Costa i in. 2008).
Stwierdzono takze, ze obecnos¢ gendw nie majacych bezposredniego
wptywu na jakos¢ owocow, a regulujacych inne wazne procesy (np.
procesy detoksyfikacji), moze posrednio wptywac na jakos¢ jabtek (Han
i in. 2007).

Wyizolowane w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa fragmenty
EST sa odpowiednikami pelng sekwencji lub fragmentami sekwencji
gendw, kodujacych produkty odgrywajace istotna role w procesach
warunkujacych jakos¢ owocow. Wstepny ich dobér byt oparty na
analizie mikromacierzy, przeprowadzong na matrycach pochodzacych z
owocdéw odmian Fiesta i Discovery, roOzniacych si¢ cechami
jakosciowymi jabtek. Rolg gendw, ktorych ekspresia byta odmienna w
badanych przez nas owocach ‘Fiesta i ‘Discovery’, opisai m.in.
Vaderramai Clemente (2004) oraz Bacon i wspotautorzy (1998), ktérzy
stwierdzili, ze peptydaza AAZA wplywa na utrzymanie prawidtowego
pH w komorkach przez kontrolg reakcji redukcyjno-oksydacyjnych oraz
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reguluje przeptyw jondéw w tkankach, warunkujac prawidiowe ich
uwodnienie. Ci sami autorzy wykazali, ze rola peroksydazy jest inhibicja
reakcji brazowienia owocow, bedace efektem utleniania komponentow
fenolowych, co wptywa na cechy przechowalnicze jabtek. Geny ATM2
MALDO oraz MT2 MALDO koduja natomiast biatka z grupy
metal oti onin, bogatych w motywy cysteinowe wiazace metale cigzkie, a
wigc bioracych bezposredni udziat w procesach detoksyfikacji komorek.
Stwierdzono znaczny wzrost stezeniabiatek z grupy MALDO w owocach
dojrzewg acych i dojrzatych, co potwierdza teori¢ dotyczaca ich roli w
regulacji procesu dojrzewania jabtek (Takaya i in. 1998; Cobbett i
Goldsbrought 2002). Pozostate dwa analizowane geny, tj. gen defensyny
oraz S-transferazy glutationu naleza do grupy genéw kodujacych biaka
enzymatyczne, posrednio kontrolujace stezenie etylenu w tkankach
owocdw. Defensyna reguluje poziom kwasu jasmonowego, bedacego z
kolel induktorem ekspregi innych genow, modyfikujacych stezenie
etylenu w owocach (Reymond i Farmer 1998). Wsp6tdziatanie biatka S-
transferazy glutationu z genami warunkujacymi jedrnos¢ owocow
Zwiagzane jest z zaindukowaniem mechanizmu obumie-rania komorek
przez apoptoze (Deng i in. 2003).

Wyizolowanie fragmentéw EST, warunkujacych wyzej opisane
cechy jakosciowe jabtek, i analiza ich polimorfizmu w obrgbie populacji
segregujace ‘Fiesta x ‘Discovery’ pozwolily nam na umigjscowienie na
mapie genetyczng jabtoni szesciu, dotychczas nie analizowanych w tym
kontekscie gendw i przyczynity si¢ do wysycenia mapy referencyjnej.
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