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U roélin znanych jest wiele niezaleznych mutacji wywotujacych mesks ste-
rylnoéé, czyli niezdolno$¢ do produkcji funkcjonalnego pytku [HansoN 1991;
SCHNABLE, WISE 1998]. Wiele z tych mutacji nie wykazuje dziedziczenia Men-
dlowskiego — sa one dziedziczone cytoplazmatycznie lub cytoplazmatycznic-geno-
wo 1 klasyfikowane jako przejawy tzw. cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci
(CMS). Wystepowanie zjawiska CMS stwierdzono u ponad 140 gatunkéw roslin,
w tym waznych gospodarczo, jak: kukurydza, zyto, sorgo, stonecznik, rzepak, bu-
rak, marchew i cebula. Zainteresowanie cechg CMS wynika z jej przydatnosci
w praktycznej hodowli roélin. Formy meskosterylne sa uzywane jako komponenty
mateczne do produkcji nasion mieszaficowych.

Biorac pod uwage mateczne dziedziczenie cytoplazmatycznej meskicj steryl-
nosci (CMS), od poczatku upatrywano determinant tej cechy w genomic mito-
chondrialnym badz plastydowym. Udziat plastydéw w ckspresji CMS zostal wy-
kluczony po eksperymentach, w ktérych poddawano somatycznej hybrydyzac
formy plodne i sterylne [HansoN 1991]. W wyniku fuzji protoplastéw plastydy
form wyjsciowych ulegaja zwykle segregacji w taki sposéb, ze rodliny hybrydowe
posiadajg DNA plastomu (cpDNA) po jednej bad? drugiej formic rodziciclskicj.
Czgsto zdarzalo sig, ze cpDNA plodnego rodzica odnajdywano u sterylnego mie-
szafica somatycznego, a cpDNA sterylnego rodzica u plodnej roéliny hybrydowej.
Zgodnie z opisanymi obserwacjami wszystkie znalezione dotychczas sekwengje,
wykazujace korelacje z CMS, pochodza z mitochondrialnego DNA (mtDNA).
Czgsto posiadajg one charakter chimeryczny — sa zlozone z fragmentéw znanych
gendéw 1 odeinkéw nieznanego pochodzenia. Sekwencje takic powstajg w wyniku
rekombinacji, niejednokrotnie jako rezultat wielu zdarzed rekombinacyjnych
[MACKENZIE i in. 1994; VEDEL i in. 1994].

Najlepiej poznane sa podstawy CMS wywolywanej przez cytoplazme Texas
(T) kukurydzy (Zea mays) [LEVINGS, SIEDOW 1992]. MtDNA roélin z cytoplazmg T
zawiera specyficzng otwartg ramke odczytu Turfl3; kidra jest ztozona z: 88 ko-
donéw o homologii z regionem flankujacym od strony 3’ gen rrm26, 8§ kodonow
nieznanego pochodzenia i 18 kodonéw o homologii do czg§ci kodujgceej genu
rr26. Przed (ang upstream) T-urfl3 znajduje si¢ sckwengja wykd/uj(;cd podo-
biefistwo do regionu flankujgcego od strony 5’ gen a1p6 co sugeruje, z¢ oba te
geny posxadajq podobne promotory. Zaobserwowano, iz geny przywraci 1J qee plod-
no$¢ zmieniaja akumulacje transkryptu TurfI3 1 kodowanego przez nicgo biatka
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URFI13. Jest to bialko transmembranowe, posiadajgce zdolnosé tworzenia oligo-
meréw formujacych kanat penetrujagcy wewnegtrzng btone mitochondrialng. Otrzy-
manc w kulturach in vitro ro$liny, wykazujace rewersje do plodnosci, charak-
teryzowaly si¢ mutacjami regionu T-urfl 3.

W mtDNA meskosterylnej cytoplazmy PET1 stonecznika (Helianthus an-
nus) znaleziono za genem aipA otwartg ramke odczytu o dhugosci 522 pz. Pows-
tata ona w wyniku insercji fragmentu DNA o wielkosci 5 kpz, otoczonego odwré-
conymi powtdrzeniami o dlugodci 261 pz [HORN i in. 1995]. Region ten zidentyfi-
kowano na podstawie polimorfizmu dhigodci fragmentéw restrykcyjnych (ang.
restriction fragment lcngth polymorphism ~ RFLP) otrzymanego przy uZyciu
sondy atpA dla ptodnych i sterylnych linii. Pierwsze 57 pz sekwencji orf522 wyka-
zuje homologi¢ z genami orfB, pozostata ¢zes¢ ma charakter unikalny. Poziom
transkryptu orf522 i1 odpowiadajacego mu biatka obniza si¢ w meskich czgsciach
kwiatéw pod wplywem przywrécenia plodnodci.

7Zwigzek specyficznej sekwencji mitochondrialnego DNA z fenotypem CMS
stwicrdzono takze w przypadku petunii (Petunia hybrida) [HANSON 1991]. Rosliny
mieszaficowe powstale w wyniku hybrydyzacji komérek somatycznych roélin linii
CMS i plodnej segregowaly pod wzgledem cechy meskiej sterylnodci. W toku
analizy REFLP zidentyfikowano region mtDNA, charakterystyczny dla genomu
sterylnego rodzica i sterylnych roélin mieszaincowych. Sekwencja ta, okreélana
obeenic jako S-Pcf, zawiera trzy sgsiadujace otwarte ramki odczytu. Pierwsza
7 nich - pcf (ang. Petunia CMS-associated fused) — posiada charakter chimerycz-
ny ijest ztozona z fragmentéw kilku gendw:

1) 35 kodonéw identycznych z fragmentem genu atp9;

2) 4 kodonéw powstatych prawdopodobnie w wyniku rekombinacji z genem
cox2;

3) 158 kodondw zawicrajgcych fragmenty obydwu egzondéw genu cox2;

4) 205 kodonéw o nieznanej homologii (urf-S).

Kolejne dwie otwarte ramki odezytu locus S-Pcf zawieraja sekwencje genéw
nad3 1rpsl2, ktére sg kotranskrybowane z pcf. Normalne wersje gendéw atp9
i cox2 sy obeene w innych miejscach genomu mitochondrialnego sterylnych form.
Sckwengje nad3 1 rpsl2 w locus S-Pcf stanowia jedyne kopie tych genéw obecne
w genomie ro§lin CMS. U linii plodnych sekwencja pef nie wystgpuje, w zwigzku
7 tym geny nad3 1rpsl2, mimo podobienstwa do swoich odpowiednikéw z form
CMS, znajdujg si¢ pod kontroly innej sekwencji regulatorowe;j.

W mitochondriach ros§lin CMS petunii jest syntetyzowane biatko o masie
25 kDa, ktérego ckspresji nic stwierdzono w mitochondriach form plodnych.
Obcenosé tego biatka wykazano przy zastosowaniu surowicy przeciwko peptydowi
o sckweneji aminokwasowej odpowiadajgcej kolejnosci nukleotydow czegsci regio-
nu urf-S. Stwierdzono wysoki poziom ekspresji tego biatka w tkance sporogenicz-
nej i rozwijajacych si¢ pylnikach sterylnych roslin. Spadek akumulacji biatka o
wiclkoéel 25 kDa uastqpuje pod wplywem wprowadzenia genu przywracajacego
plodnosé. Pomimo, iz fragmcnty genu cox2 wchodza w sktad sekwencji pcf, prze-
ciwciala anty-COX2 nie rozpoznajag biatka o wielkosci 25 kDa, co sugeruje, ze
powstaje ono w wyniku rozpadu wigkszego prekursora. Wystgpowanie takiego
prekursora zostalo udowodnione [NIVISON iin. 1994], posiada on mase¢ 43 kDa,
a jego sckwencja aminokwasowa odpowiada catej sekwencji genu pcf. Biatka o
wiclkoset 43 1 25 kDa wystepujg w roztworze lub luZnej asocjacji z blonami. Aku-
mulacji w mitochondriach podlega jedynie drugie z tych bialek.
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U rzepaku (Brassica napus) zidentyfikowano kilka seckwencji wykazujgcych
zwigzek ze zjawiskiem CMS. Polimorfizm profili transkrypcyjnych genu ap6
umozliwit identyfikacje charakterystycznego dla cytoplazmy Polima (pol) locus
orf224/atp6. Gen orf224 ma strukturg chimeryczng — cz¢$¢ 5’ sekwencji kodujacej
wykazuje homologi¢ z ro§linnymi genami orfB, pochodzenic pozostalego frag-
mentu jest nieznane [SINGH, BROWN 1991]. Roéliny z restorcrami Rfp! i Rfp2 wy-
kazywaly zréinicowans obrébke kotranskryptu orf224/aip6 [SINGH 1 in. 1996]. Se-
kwencja aminokwasowa, okre§lona dla ORF224 na podstawic kolejnoéci nukleo-
tydéw DNA, wykazuje 79% homologii do analogicznie wydedukowanej sekwengji
biatka ORF222, ktére jest produktem ekspresji regionu orf222/nadSclorf139
z mtDNA cytoplazmy napus (nap) [L’HOMME i in. 1997]. Na korclach tego regio-
nu z CMS wskazujg iloSciowe 1Jakos01owe réznice w akumulaql jego transkryp-
téw, wystgpujace w zaleznoéci od obecnosci lub braku gendw przywracajacych
plodnosé. W cytoplazmie Ogura (ogu) wystepuje unikalny gen orfl138. Znaleziono
go we fragmencie restrykcyjnym, ktéry byt specyficzny dla mtDNA meskosteryl-
nych roélin cybrydowych, nie wystepowal natomiast u plodnych rewertantéow
[BONHOMME i in. 1992]. Obecno$§¢ restorera Rfo redukuje akumulacj¢ biatka
ORF138 {GRELON i in. 1994].

Mitochondria sterylnej cytoplazmy Bo rtyZzu (Oryza sativa) zawicrajg dwic
kopie genu atp6. Za jedna z nich zlokalizowano gen orf79. Restorer RfI wplywa
na obrdbke i redagowanic kotranskryptu atp6/orf79 [AKAGI i in. 1995; IWABUCHI i
in. 1993].

7. CMS u sorga (Sorghum bicolor) jest zwiazany gen orfl07 ztozony 7 frag-
mentu o homologii z czescig 57 gendw atp9 oraz odcinka o homologii z¢ wsponi-
nianym wyzej genem orf79 sterylnej cytoplazmy ryzu [TANG i in. 1996).

Korelacje z CMS u fasoli (Phaseolus vulgaris) wykazuje fragment genomu
mitochondrialnego oznaczony pvs 1zawierajacy m.in. unikalng otwartg ramkge
odczytu orf239 [JaNska 1997]. Stwierdzono, ze przywrdcenie ptodnosci dziataniem
genu Fr oraz spontanlcznc rewersje do plodnosci (zachodzy z wysokq czgstoscig
w tym systemie) sg zwigzane z fizyczng utrata chromosomu zawicrajgcego sck-
wencje pvs. Drugi z restoreréw Fr2 eliminuje akumulacj¢ biatka ORF239. W
obecnosci Fr2 gen Fr nie powoduje usunigcia chromosomu z sekwengjg pvs. Wy-
nika z tego, ze kierowana restorerem Fr zmiana struktury genomu mitochondrial-
nego jest zalezna od prawidtowej ekspresji regionu pvs. Transgeniczne ro$liny
tytoniu, wykazujgce ekspresje orf239, przejawialy fenotyp meskosterylny lub czgs-
ciowo meskosterylny [HE i in. 1996].

Specyficzne cechy organizacji i ekspresji genu atp9 u sterylnych marchwi
(Daucus carota) typu petaloidalnego [SzKLARCZYK 1997] sktonily do blizszej cha-
rakterystyki tej sekwencji [SZKLARCZYK 1 in. 2000]. Wyizolowano gen afp9 zaréwno
z form petaloidalnych, jak réwniez meskoplodnych. Poszezegélnym wersjom tego
genu nadano oznaczenia odpowiednio atp9-1 i atp9-3. W ORF genu atp9-3 bra-
kuje 13 C-terminalnych kodonéw aminokwasowych obecnych w sekwencji atp9-1.
Réznica ta jest konsekwencja substytucji nukleotydowej w pozycji 229 odpowied-
nich otwartych ramek odczytu. Przy konicu 3’ genu ap9-3 wystgpuje duplikacja
jednostki sekwencyjnej o dlugosci 42 pz. Wyizolowano takze klon zawicrajacy
gen, dla ktérego przyjeto oznaczenie atp9-2. Jego otwarta ramka odczytu jest pra-
wie o potowe krdtsza od ORF genu ap9-1. Wyniki PCR wskazuja, ze obecnosé
sekwencji atp9-2 nie wykazuje korelacji z CMS. Ap9-2 wykazuje cechy pseudoge-
nu. Wykazano réwniez, Ze specyficzne dla petaloidéw mRNA genu afp9 sa rezul-
tatem jego kotranskrypcji z sekwencja rrn5.
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Sckwencje odpowiedzialne za ekspresje cechy CMS u cebuli (Allium cepa)
nic¢ s3 znance. Pomimo tego w roku 1995 doniesiono o opracowaniu markera typu
PCR dla potrzeb identyfikacji rodzaju cytoplazmy [HAVEY 1995]. Marker ten poz-
wala odrézni¢ rosliny z cytoplazma N 1 § na podstawie polimorfizmu plastydowe-
go DNA. Kolejny marker PCR, pozwalajgcy na rozréznienie rolin z cytoplazma
N i S, opracowat Saro [1998]. Wykorzystuje on zmieniong organizacje mitochon-
drialnego locus S-cob. Przydatnosé tych markeréw w pracach selekcyjnych udo-
wodnili ostatnio SZKLARCZYK i in. {2002]. Pozwolily one przede wszystkin wychwy-
ci¢ przypadki obecnosci roslin z cytoplazmg S w obrebie materialow typowanych
na linic dopetniajace.

W wigkszosci przypadkéw sekwencje zwigzane z CMS nie wykazujg wza-
jemnych podobienstw. Do wyjatkéw naleza orf222 cytoplazmy napus i orf224
cytoplazmy Polima rzepaku (B. napus) oraz orflI07 cytoplazmy A3 sorgo (S. bico-
lor) 1 fragment genu orf79 cytoplazmy Bo ryzu. Cechg wspdlng wielu sekwencji
wykazujacych korelacjg¢ z CMS jest to, ze kodujg one biatka zawierajace duze
domeny hydrofobowe. Sugeruje to, ze mechanizm dziatania tych bialek moze by¢
zwigzany z ich zakotwiczeniem w wewngtrznej blonie mitochondrialnej [MACKEN-
ZIE i in. 1994],

Restorer CMS fasoli (Ph. vulgaris) jest jedynym znanym genem przywraca-
jacym ptodnosé poprzez fizyczne usunigcie mitochondrialnej determinanty steryl-
no$ct. Przyymuje sig, ze wigkszo$¢ innych restorerdéw dziata na poziomie trans-
kryptéw mitochondrialnych sekwencji CMS poprzez ich:

1)  obrébke, znajdujaca odzwierciedlenie w poziomie akumulacji oraz/lub
2)  redagowanie, ktére moze zmieniaé efektywns dhugosé czgsci kodujacej genu
przez wprowadzenie nowych kodonéw start i stop [SCHNABLE, WISE 1998).

Dotychczas poznano sekwencje DNA jednego restorera — jest nim Rf2
przywracajacy plodno$é roslinom kukurydzy z cytoplazmg T. Hipotetyczna
sekwencja aminokwasowa RF2 wykazuje podobiefistwo do mitochondrialnych
dehydrogenaz aldehydowych ssakéw [CUI i in. 1996]. Mechanizm dziatania REF2
nie zostal jeszcze poznany. Wedlug hipotezy ,,metabolicznej” biatko URF13, od-
powicdzialne za wystapienie cechy CMS, zmienia funkcjg mitochondriéw tak, ze
produkowane sg dodatkowe aldehydy, ktérych utlenianie przez RF2 ma funkcje
detoksykacyjne. Alternatywna hipoteza ,,interakcyjna” zaktada bezpo$rednie lub
posrednie oddzialywanie biatka RF2 z URF13. Mogloby si¢ to odbywac np. po-
przez utlenianic aldechydowego skladnika wewngtrznej blony mitochondrialnej
[SCHNABLE, WISE; 1998].
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Stowa kluczowe:  cytoplazmatyczna meska sterylnosé, CMS, genom mitochon-
drialny, mtDNA, geny chimeryczne

Streszczenie

Cccha cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci (CMS) znalazta zastosowanie
w hodowli roslin jako jeden z mechanizméw kontroli procesu zapylania przy pro-
duk¢ji nasion mieszancowych. Pod wzgledem genetycznym CMS jest uwarunko-
wana wspélnym dzialaniem sterylnej cytoplazmy i specyficznych dla niej genéw
jadrowych. Dotychczasowe badania wskazuja, ze genetyczne determinanty CMS
zlokalizowane sa w genomie mitochondrialnym. Maja one charakter chimeryczny,
tzn. sa ztozone z fragmentéw znanych gendéw i odcinkéw nieznanego pochodze-
nia. Geny chimeryczne powstaja w wyniku rekombinacji — niejednokrotnie jako
rezultat wiclu zdarzen rekombinacyjnych. Koduja one bialka zawierajace duze
domeny hydrofobowe - prawdopodobnie interferujace z funkcja wewngtrznej
blony mitochondrialnej. Réwnolegle z badaniami podstawowymi prowadzone s3
eksperymenty zmierzajace do opracowania markeréw molekularnych dla identyfi-
kacji poszczegdlnych cytoplazm hodowlanych. Mozna je wykorzystywac do elimi-
nacji rolin z cytoplazma sterylng z obiektéw meskoptodnych oraz roélin z cyto-
plazma plodna z obiektéw meskosterylnych. Artykul stanowi przeglad stanu wie-
dzy o molekularnych determinantach CMS u wybranych gatunkéw roélin.
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Summary

Cytoplasmic male sterility (CMS) has been widely used in hybrid sced pro-
duction to control the process of pollination. CMS trait results from a joint ac-
tion of a sterile cytoplasm and specific nuclear genes. Molecular determinants of
CMS are located in the mitochondrial genome. They are often chimeric and con-
sist of sequences of different origin. Such genes are created by recombination
events and code for proteins that interfere with a function of the inner mito-
chondrial membrane. Some effort has been dedicated to identification of cyto-
plasmic DNA markers which can be exploited for selection purposes. This paper
reviews current the knowledge on CMS determinants in selected plant spccies.
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