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Wstêp

W populacjach rzodkiewki wystêpuje cytoplazmatyczno-j¹drowa mêska steryl-

noœæ (oznaczona tu jako CMS). System CMS R. sativus sta³ siê jednym z najczêœciej

badanych na œwiecie, a ponadto jest wykorzystywany praktycznie w hodowli rzod-

kiewki, rzodkwi i rzepaku zarówno w Europie, jak i w Azji. Liczne badania naukowe,

mia³y na celu dok³adne opisanie czynników genetycznych kontroluj¹cych pojawianie

siê roœlin mêskosterylnych oraz identyfikacjê i charakterystykê genów j¹drowych

maj¹cych zdolnoœæ przywracania p³odnoœci roœlinom z CMS. Obecnie, w wyniku

zastosowania nowych metod wykrywania mutacji w genomie mitochondrialnym,

mo¿liwe jest identyfikowanie roœlin o sterylizuj¹cej cytoplaŸmie typu Ogura. Ponadto

poznano sekwencje genów j¹drowych Rf (ang. restorer of fertility), przywracaj¹cych

p³odnoœæ roœlinom z cytoplazm¹ typu Ogura. Dziêki tym odkryciom mo¿liwe sta³o siê

wykorzystanie cytoplazmy typu Ogura w produkcji nasion mieszañcowych.

Charakterystyka gatunku Raphanus sativus

Raphanus sativus L. jest jednym z g³ównych gatunków roœlin warzywnych

uprawianych w Azji. W pozosta³ych czêœciach œwiata jest roœlin¹ uprawian¹ na

mniejsz¹ skalê. Rodzaj Raphanus nale¿y do rodziny Brassicaceae (kapustowate),

oprócz zgrubienia korzeniowego ma wiele innych cech wa¿nych dla hodowców

zajmuj¹cych siê roœlinami kapustnymi. Jedn¹ z najwa¿niejszych i najczêœciej opisy-

wanych w literaturze jest cecha cytoplazmatyczno-j¹drowej mêskiej sterylnoœci [28].

Postêpy Nauk Rolniczych nr 4/2011: 155–167



Pochodzenie mêskiej sterylnoœci

W trakcie ewolucji roœliny wy¿sze wytwarza³y mechanizmy maj¹ce na celu
promowanie allogamii (obcopylnoœci), która z jednej strony ogranicza wystêpowanie
depresji wsobnej, a z drugiej przyczynia siê do wzrostu heterozygotycznoœci, zró¿ni-
cowania genetycznego i poprawia wigor roœlin mieszañcowych. W konsekwencji
mechanizmy te przyczyniaj¹ siê do lepszego przystosowania poszczególnych osob-
ników, a tym samym gatunków, zapewniaj¹c im przetrwanie i rozwój [19]. Do naj-
wa¿niejszych mechanizmów zapobiegaj¹cych samozapyleniu zaliczmy rozdzielno-
p³ciowoœæ. W przypadku roœlin o kwiatach hermafrodytycznych do mechanizmów
sprzyjaj¹cych obcopylnoœci zaliczmy protogyniê, protoandriê, heterostyliê, samo-
niezgodnoœæ oraz sterylnoœæ mêsk¹ lub ¿eñsk¹. Ze wszystkich wy¿ej wymienionych
systemów mêska sterylnoœæ (MS), jest najbardziej efektywnym systemem wymu-
szaj¹cym obce zapylenie. Sterylnoœæ kwiatów mo¿e byæ warunkowana wy³¹cznie
przez geny (j¹drowe lub/i cytoplazmatyczne) albo czynniki œrodowiskowe, a mo¿e
te¿ byæ wynikiem wspó³dzia³ania czynników genetycznych i œrodowiskowych [18].

Cytoplazmatyczno-j¹drowa mêska sterylnoœæ

Cytoplazmatyczno-j¹drowa mêska sterylnoœæ (CMS) mo¿e pojawiaæ siê sponta-
nicznie w materiale hodowlanym lub ujawniaæ siê w potomstwie powsta³ym w krzy-
¿owaniu oddalonym jako wynik wymiany genomów j¹drowych i cytoplazmatycz-
nych. CMS jest definiowana jako cecha dziedziczona jednorodzicielsko, matecznie,
wynikaj¹ca z dzia³ania specyficznych genów mitochondrialnych, których ekspresja
zaburza tworzenie ¿ywotnego py³ku, nie zaburzaj¹c ¿adnych innych funkcji roœliny
[7]. Formy mêskosterylne zapylone przez formê p³odn¹ wydaj¹ prawid³owy plon
owoców i nasion. CMS zosta³a zidentyfikowana i scharakteryzowana u ponad 150
gatunków roœlin [23]. W roœlinach maj¹cych mitochondrialne geny wywo³uj¹ce
mêsk¹ sterylnoœæ dochodzi do zahamowania mikrosporogenezy i/lub mikrogameto-
genezy, przez co nie powstaje ¿ywotny py³ek.

Obecnie roœliny mêskosterylne s¹ równie¿ otrzymywane przy wykorzystaniu
metod in¿ynierii genetycznej. Czêsto wykorzystywan¹ metod¹ jest fuzja proto-
plastów, zwykle cybrydyzacja, polegaj¹ca na po³¹czeniu genomu j¹drowego jednego
gatunku z genomem cytoplazmatycznym drugiego gatunku. W ten sposób mo¿na
przenieœæ mitochondria z roœlin MS do roœlin p³odnych [25].

Geny mitochondrialne zwi¹zane z wytwarzaniem CMS

Wiêkszoœæ z poznanych do dnia dzisiejszego genów wywo³uj¹cych mêsk¹ steryl-

noœæ ma strukturê chimeraln¹ i powsta³a prawdopodobnie w wyniku procesów

rekombinacyjnych zachodz¹cych w genomach mitochondrialnych. Zdarzenia rekom-

binacyjne mog³y prowadziæ do „zlepiania siê” ró¿nych nie powi¹zanych fragmentów

genów mitochondrialnych, a w konsekwencji do powstania nowych otwartych ramek
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odczytu. Wspóln¹ cech¹, zró¿nicowanych zazwyczaj genów zwi¹zanych z CMS, jest

obecnoœæ w ich sekwencji fragmentów mitochondrialnych genów (na przyk³ad: atp6,

atp8, atp9, cox2 i nad3) reguluj¹cych podstawowe procesy metaboliczne [30].

Ponadto geny CMS s¹ zazwyczaj kotranskrybowane z genami mitochondrialnymi,

niezwi¹zanymi z cech¹ MS, ale pe³ni¹cymi kluczowe funkcje dla komórek [7, 14].

Wiele bia³ek zwi¹zanych z wytwarzaniem cechy MS powstaje w wyniku translacji

bicystronowych mRNA. Jednoczesna ekspresja genów CMS z innymi, niezbêdnymi

dla funkcjonowania komórki genami, wydaje siê zapobiegaæ rekombinacyjnej elimi-

nacji genów wywo³uj¹cych mêsk¹ sterylnoœæ [1].

Funkcja bia³ek kodowanych przez geny CMS nadal pozostaje nieznana. Brak te¿

jednoznacznej odpowiedzi na pytanie dlaczego zaburzenia w funkcjonowaniu mito-

chondriów ujawniaj¹ siê tylko w tkankach pylnikowych i manifestuj¹ pod postaci¹

mêskiej sterylnoœci. Mechanizm wp³ywaj¹cy na tkankow¹ specyficznoœæ cechy jest

prawdopodobnie bardzo z³o¿ony.

Geny j¹drowe przywracaj¹ce p³odnoœæ

W przypadku cytoplazmatyczno-j¹drowej mêskiej sterylnoœci negatywny wp³yw

bia³ek CMS mo¿e byæ znoszony przez produkty jednego lub wiêkszej liczby genów

j¹drowych zwanych restorerami (Rf – ang. Restorer of fertility). Roœliny zawieraj¹ce

w genomie j¹drowym gen(y) restoruj¹ce, wytwarzaj¹ ¿ywotny, funkcjonalny py³ek,

mimo obecnoœci mitochondrialnych genów CMS [20]. Ujawnienie genów przywra-

caj¹cych p³odnoœæ bywa czêsto wynikiem krzy¿owania roœliny mêskosterylnej z p³od-

n¹ roœlin¹ o odmiennym genotypie. Niektóre allele genów j¹drowych podtrzymuj¹

CMS, inne wp³ywaj¹ na przywrócenie p³odnoœci.

Geny reguluj¹ce przywracanie p³odnoœci (Rf) zosta³y sklonowane u wielu gatun-

ków roœlin. Jako pierwszy sklonowany zosta³ gen Rf2 kukurydzy, koduj¹cy bia³ko

wykazuj¹ce aktywnoœæ dehydrogenazy aldehydowej [24]. Allel Rf2 przywraca p³od-

noœæ roœlinom MS z cytoplazm¹ typu T, tylko w obecnoœci genu restoruj¹cego w locus

rf1 [35]. Z wyj¹tkiem tego genu, wszystkie pozosta³e sklonowane geny Rf koduj¹

bia³ka sk³adaj¹ce siê z tandemowo u³o¿onych 35 aminokwasowych motywów i na-

le¿¹ do rodziny bia³ek okreœlanych jako PPR (ang. Pentatricopeptide Repeat Proteins).

Geny z grupy PRP reguluj¹ce przywracanie p³odnoœci sklonowano miêdzy innymi

u petuni [3], ry¿u [33] i rzodkiewki [6, 8, 21].

Liczne badania genetyczne i biochemiczne maj¹ce na celu ustalenie mechanizmu

dzia³ania bia³ek PPR wskazuj¹, ¿e ³¹cz¹ siê one bezpoœrednio ze specyficznym RNA

i tym samym, przez potranskrypcyjny splicing, obróbkê, edycjê lub destabilizacjê

mRNA wp³ywaj¹ na regulacjê inicjacji translacji [22, 13]. Inny mechanizm dzia³ania

wykazuje gen Rfo (restorer R. sativus), który nie dzia³aja na poziomie mRNA

natomiast prowadzi do destabilizacji bia³ka ORF138 [2].
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Cech¹ wspóln¹, ³¹cz¹c¹ ró¿ne loci reguluj¹ce przywracanie p³odnoœci, jest fakt,

¿e czêsto zawieraj¹ kilka podobnych genów PPR (rys. 1). Miêdzy innymi gen

RfPPR592 petunii flankuje gen RfPPR591. Sekwencje koduj¹ce tych dwóch genów

s¹ identyczne w 93% [3]. Stwierdzono jednak liczne duplikacje i rearan¿acje w rejo-

nach: promotorowym i 3’UTR genów RfPPR591 i RfPPR592.

R. sativus ma locus Rfo zawieraj¹cy trzy podobne geny: PPR-A, PPR-B, PPR-C,

których sekwencje nukleotydowe wykazuj¹ minimum 72% identycznoœci [6, 8] (rys.

1). Gen Rf1a ry¿u poprzedza (w zale¿noœci od linii), dwa lub trzy inne geny PPR

o identycznej sekwencji [33] (rys. 1). W locus Rf1 zidentyfikowano dziewiêæ homo-

logów genu Rf. Istotne wydaje siê, ¿e tylko jeden gen PPR z ca³ej grupy pe³ni funkcjê

rzeczywistego restorera [33]. Fakt, ¿e geny, których sekwencja jest w 93,2% iden-

tyczna z sekwencj¹ restorera Rf1a, nie maj¹ zdolnoœci przywracania p³odnoœci

roœlinom mêskosterylnym, mo¿e wskazywaæ, ¿e nawet niewielkie zmiany sekwencji

aminokwasowej genów PPR mog¹ prowadziæ do utraty funkcji bia³ka.

Jest wysoce prawdopodobne, ¿e geny CMS i j¹drowe restorery koewoluowa³y na

zasadzie licznych ‘prób i b³êdów’, co w konsekwencji doprowadzi³o do powstania

genów Rf pe³ni¹cych funkcjê restorerów znosz¹cych dzia³anie genów cytoplazma-

tycznych. Przyjmuje siê, ¿e restorery z grupy PPR funkcjonuj¹ jako geny dominuj¹ce

nad genami CMS [12]. Jednak¿e, uwzglêdniaj¹c fakt, ¿e CMS jest wynikiem niekom-

patybilnoœci pomiêdzy j¹drem komórkowym a mitochondriami, mo¿na przypusz-

czaæ, ¿e istniej¹ recesywne geny rf. Tego typu restorer, powsta³y na zasadzie „utraty

funkcji”, zosta³ opisany u kukurydzy S-CMS [34]. Dominuj¹cy allel genu restorera

(Rfl1) jest pozytywnie skorelowany z akumulacj¹ podjednostki A syntazy ATP

(ATPA). ATPA mo¿e oddzia³ywaæ z produktem genu orf355-orf77 prawdopodobnie
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Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie struktury loci Rfo u 3 gatunków roœlin. Strza³ki
wskazuj¹ rejony ORF genów PRP. Geny PPR w obrêbie gatunku wykazuj¹ podobieñstwo
sekwencji min. 72%. U petunii zaznaczono rejony zduplikowane. Rf – funkcjonalny restorer.
Schemat zmodyfikowany za Fujii i Toriyama [20]



wywo³uj¹c mêsk¹ sterylnoœæ. W przypadku braku Rfl1, w tkankach haploidalnych,

przywracana jest p³odnoœæ. Roœliny homozygotyczne rfl1rfl1 s¹ letalne poniewa¿ nie

akumuluj¹ ATPA w mitochondriach. Identyfikacja genu rfl1 by³¹ mo¿liwa, poniewa¿

przywracanie p³odnoœci u kukurydzy (S-CMS) zachodzi w tkance haploidalnej

(py³ek), w której nie obserwuje siê dominacji i recesywnoœci alleli.

Mêska sterylnoœæ R. sativus

Mêska sterylnoœæ w populacji R. sativus, po raz pierwszy zosta³a opisana przez

Ogura [28] w Japonii. Cecha ta ma charakter cytoplazmatyczno-j¹drowy. Od momen-

tu odkrycia, system CMSR. sativus sta³ siê jednym z najczêœciej badanych na œwiecie.

Badania cytologiczne wykonane przez Ogura [28] wykaza³y, ¿e rozwój komórek

macierzystych mikrospor przebiega prawid³owo do momentu powstania mikrospor,

które bardzo szybko zaczynaj¹ zamieraæ, nie przekszta³caj¹c siê w ziarna py³ku.

Obumieranie mikrospor jest w przypadku rzodkwi skorelowane z przedwczesn¹ de-

gradacj¹ tapetum, co prawdopodobnie prowadzi do zaburzeñ dostarczania sk³ad-

ników pokarmowych dla tworz¹cych siê ziaren py³ku. Degradacja komórek tapetum

zbiega siê w czasie ze zmianami morfologicznymi pylników, które znacz¹co siê

zmniejszaj¹ i bielej¹ [28].

Niezdolnoœæ roœlin do wytwarzania ¿ywotnego py³ku jest wynikiem obecnoœci

genu orf138 w genomie mitochondrialnym [10]. Orf138 sk³adaja siê z dwóch ko-trans-

krybowanych otwartych ramek odczytu: orf138 i orfB (inaczej atp8, koduj¹cy ósm¹

podjednostkê syntazy ATP) [10] (rys. 2).

W odró¿nieniu od wielu innych zidentyfikowanych bia³ek wywo³uj¹cych CMS,

które sk³adaj¹ siê niejako z fragmentów innych, typowych dla mitochondriów bia³ek,

polipeptyd ORF138 nie ma struktury chimeralnej. Wykazano, ¿e bia³ko to tworzy

kompleks bia³kowy (homopolimer) o wielkoœci 750kDa zintegrowany z wewnêtrzn¹

b³on¹ mitochondrialn¹. Dok³adny mechanizm jego dzia³ania nadal pozostaje nie-

okreœlony [10]. Wyniki uzyskane przez Duroc i in. [10, 11] pozwalaj¹ wnioskowaæ, ¿e

w mitochondriach sterylnych roœlin kompleks ORF138 pe³ni funkcjê kana³u b³ono-
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Rysunek 2. Porównanie budowy genu orf138 z MS typu Ogura (A) oraz genu orf125 z MS typu
Kosena (B). Kó³ka oznaczaj¹ pojedyncze substytucje nukleotydowe, bia³e kwadraty wskazuj¹
delecje punktowe. Jasnoszary prostok¹t wskazuje miejsce delecji w genie orf125 d³ugoœci
39pz. Zmodyfikowano za [30].



wego. W kilku opisanych wczeœniej przypadkach, pokazano negatywny wp³yw bia³ek

CMS, na stabilnoœæ i/lub aktywnoœæ niektórych bia³kowych kompleksów odde-

chowych u roœlin MS [9, 29, 40]. W przypadku bia³ka ORF138 nie obserwowano

jednak negatywnego wp³ywu na rozmiar, stabilnoœæ, czy wydajnoœæ mitochon-

drialnych kompleksów ³añcucha oddechowego [11]. Badania wykaza³y natomiast

znaczne ró¿nice w zu¿yciu tlenu przez mitochondria. Izolowane mitochondria roœlin

mêskosterylnych zu¿ywa³y ponad dwukrotnie wiêcej tlenu ni¿ izolowane mitochon-

dria roœlin p³odnych. Dodatkowe analizy pozwoli³y postawiæ hipotezê, ¿e istnieje

mechanizm, który w organach wegetatywnych minimalizuje toksyczne dzia³anie

bia³ka ORF138, natomiast nie jest on wystarczaj¹co wydajny w pylnikach [11]. Yang

i in. [39] wskazuj¹, ¿e zamieranie py³ku w roœlinach MS typu Ogura mo¿e byæ

wynikiem zak³ócenia procesu syntezy flawonoidów. Autorzy wykazali znaczne

obni¿enie poziomu ekspresji syntazy chalkonowej w pylnikach R. sativus z cyto-

plazm¹ typu Ogura, w porównaniu z roœlinami p³odnymi. Wyniki ró¿nych ekspe-

rymentów jednoznacznie wskazuj¹, ¿e bia³ko ORF138 funkcjonuje niezale¿nie od

innych („autonomicznie”). W œwietle uzyskanych danych bardziej prawdopodobne

wydaje siê, ¿e system CMS, w przypadku cytoplazmy Ogura, powsta³ w wyniku

„zyskania funkcji genu” a nie dominuj¹cej mutacji defektywnej [11].

Na podstawie sekwencji genu mitochondrialnego orf138, wywo³uj¹cego CMS

[10] zaprojektowano startery, które umo¿liwi³y wytypowanie nowych (innych ni¿ te

wyodrêbnione przez Ogura) form rzodkiewki maj¹cych sterylizuj¹c¹ cytoplazmê [36,

37]. Niektóre mêskosterylne roœliny Raphanus maj¹ w genomie mitochondrialnym

sekwencjê odmienn¹ od sekwencji specyficznej dla mitochondriów typu Ogura.

Yamagishi i Terachi [38] zidentyfikowali roœliny R. raphanistrum, które mia³y gen

orf138 ró¿ni¹cy siê na poziomie sekwencji nukleotydowej dwiema substytucjami.

Iwabuchi i in. [17] u rzodkwi odmiany ‘Kosena’ (kos) zidentyfikowali orf125

zawieraj¹c¹ dwie substytucje aminokwasowe i 39 nukleotydow¹ delecjê w porów-

naniu z sekwencj¹ typu Ogura. Yamagishi i Terachi [38] wykazali, ¿e roœliny

przywracaj¹ce p³odnoœæ roœlinom z cytoplazm¹ specyficzn¹ dla R. raphanistrum,

przywracaj¹ równie¿ p³odnoœæ liniom z cytoplazm¹ typu Ogura. Podobne rezultaty

uzyskali Iwabuchi i in. [17], którzy badali przywracanie p³odnoœci w roœlinach

z cytoplazm¹ typu ‘Kosena’. Linie przywracaj¹ce p³odnoœæ roœlinom kos-CMS,

przywraca³y równie¿ p³odnoœæ roœlinom Ogura-CMS. Wyniki te sugeruj¹, ¿e te same

lub dzia³aj¹ce wymiennie restorery znosz¹ dzia³anie trzech ró¿nych form genu

mitochondrialnego.

Drugim czynnikiem kontroluj¹cym p³odnoœæ rzodkiewki s¹ geny j¹drowe. Wy-

niki uzyskane miêdzy innymi przez Nieuwhof [27] i Seok-Hyeon [31], którzy badali

sposób dziedziczenia mêskiej sterylnoœci w ró¿nych populacjach R. sativus, wska-

zuj¹, ¿e w kontrolê sterylnoœci mo¿e byæ zaanga¿owany wiêcej ni¿ jeden gen j¹drowy.

Geny te, prawdopodobnie, dzia³aj¹ w sposób niezale¿ny od siebie, co sprawia, i¿ nie

wszystkie musz¹ byæ jednoczeœnie obecne w osobnikach podtrzymuj¹cych sterylnoœæ
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lub przywracaj¹cych mêsk¹ p³odnoœæ. Geny Rf by³y opisane w ró¿nych odmianach R.

sativus (europejskich [27], chiñskich [21] i japoñskich [38]). Wykazano rownie¿, ¿e

wystêpuj¹ z du¿¹ czêstotliwoœci¹ w nieuprawnych formach japoñskiej rzodkwi oraz

u gatunku R. raphanistrum [4].

Zwykle jeden dominuj¹cy gen restoruj¹cy wyjaœnia wiêkszoœæ obserwowanych

w potomstwach stosunków rozszczepieñ. Zdarzaj¹ siê przypadki, gdzie model z jed-

nym genem nie wystarcza dla stosunków liczbowych wystêpuj¹cych w potomstwie

[4, 5, 31]. Model zak³adaj¹cy dwa dominuj¹ce geny wspó³dzia³aj¹ce ze sob¹ w przy-

wracaniu p³odnoœci roœlinom z CMS potwierdzili w swoich badaniach miêdzy

innymi: Yamagishi i Terachi [36] oraz Koizuka i in. [20].

Bonnet [5] i Nieuwhof [27], oceniaj¹c segreguj¹ce populacje, zaproponowali

model, w którym w przywróceniu p³odnoœci roœlinom z CMS mog³y uczestniczyæ

dwa geny dominuj¹ce, dzia³aj¹ce niezale¿nie i jeden gen recesywny. Wiêkszoœæ

rozbie¿noœci dotycz¹cych liczby genów w³¹czonych w proces restoracji wynika

prawdopodobnie z faktu, ¿e linie mêskosterylne i dzikie formy rzodkiewki mog¹

potencjalnie mieæ geny restoruj¹ce, które nie s¹ uwidaczniane. Geny te ujawniaj¹ siê

dopiero w momencie, gdy do form potomnych zostanie wprowadzony nowy nieresto-

ruj¹cy allel takiego genu pochodz¹cy od jednej z wykorzystanych w krzy¿owaniu

form rodzicielskich.

Poza g³ównymi genami restoruj¹cymi, Nieuwhof [27] zasugerowa³ istnienie

genów modyfikatorów, które mog¹ mieæ wp³yw na ca³y system CMS u rzodkwi.

Obecnoœæ takich genów wed³ug autora mog³aby wyjaœniaæ pojawianie siê mêsko-

sterylnych roœlin w homozygotycznych populacjach roœlin p³odnych. Udowodniono

równie¿, ¿e geny modyfikatory mog¹ zmieniaæ stabilnoœæ cechy, dzia³aj¹c odmiennie

w zale¿noœci od temperatury. W takim przypadku formy p³odne w niskich (<17°C) lub

wysokich (>20°C) temperaturach mog³yby byæ mêskosterylne.

Obecnie zidentyfikowano i opisano jeden spoœród obserwowanych genów j¹dro-

wych Rf, który hamuj¹c powstawanie bia³ka ORF138, przywraca p³odnoœæ roœlinom

o sterylnej cytoplazmie typu Ogura [6, 8, 21]. Niemal¿e jednoczeœnie w trzech

ró¿nych zespo³ach badawczych sklonowano gen przywracaj¹cy p³odnoœæ mêsko-

sterylnym roœlinom z cytoplazm¹ typu Ogura. Sklonowany przez Koizuka i in. [21]

gen restoruj¹cy pochodz¹cy z chiñskiej odmiany ‘Yuan hong’, nazwany orf687 lub

Rfk koduje bia³ko z grupy PPR. Sekwencja tego genu jest identyczna z sekwencjami

genu Rfo uzyskanymi przez dwie pozosta³e grupy [6, 8] co pozwala przypuszczaæ, ¿e

powy¿sze prace dotycz¹ tego samego genu.

Locus Rfo, w obrêbie którego znajduje siê gen restoruj¹cy, sk³ada siê z trzech

genów PPR u³o¿onych tandemowo, nazwanych PPR-A, PPR-B i PPR-C. Wielkoœci

poszczególnych genów s¹ zbli¿one i wynosz¹ odpowiednio: 686, 687 i 654 kodonów.

Liczba powtórzeñ motywów PPR równie¿ jest ró¿na i tak PPR-A zawiera 15 po-

wtórzeñ, PPR-B – 16, a PPR-C – 14 powtórzeñ PPR (rys. 3). Wszystkie te geny

przypuszczalnie koduj¹ bardzo podobne bia³ka. Analizy genetyczne potwierdzi³y, ¿e
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w³aœciwym restorerem jest gen PPR-B#, który koduje bia³ko z grupy PPR, nale¿¹ce

do podrodziny bia³ek typu P [6, 8]. W porównaniu z bia³kiem PPR-B, przypuszczalne

bia³ko PPR-A ma d³u¿szy C-koñcowy ogon oraz czteroaminokwasow¹ delecjê

w obrêbie trzeciego motywu PPR. Gen PPR-C zawiera 17pz delecjê, co prowadzi do

zmiany ramki odczytu i powstania przedwczesnego kodonu STOP, mniej wiêcej

w po³owie genu. Badania przeprowadzone przez Uyttewall i in. [32] potwierdzi³y, ¿e

PPR-C jest najprawdopodobniej pseudogenem. Pokazano, ¿e w³aœciwy restorer ko-

duje 687 aminokwasowe bia³ko zawieraj¹ce sekwencjê kieruj¹c¹ do mitochondriów.

Koizuka i in. [21] sklonowali i zsekwencjonowali allel recesywny rf#, pochodz¹cy

z odmiany ‘Kosena’. Wykazano, ¿e bia³ko kodowane przez allel nierestoruj¹cy od

funkcjonalnego bia³ka Rf ró¿ni¹ cztery substytucje aminokwasowe.

Mechanizm dzia³ania restoruj¹cego locus oraz funkcjonowanie opisanych bia³ek

PPR nie s¹ do koñca poznane. Badania Bellaoui i in. [2] pozwoli³y stwierdziæ, ¿e

obecnoœæ w roœlinach MS genu Rfo znacz¹co obni¿a iloœæ bia³ka ORF138 w p¹kach

kwiatowych. Najbardziej widoczny efekt obserwowano w tej samej fazie rozwojowej

pylników, w której u roœlin bez restorera uwidacznia siê mêskosterylny fenotyp.

Pozwala to wnioskowaæ, ¿e restoracja zwi¹zana jest z dzia³aniem na poziomie

potranskrypcyjnym, prawdopodobnie wp³ywaj¹c na destabilizacjê bia³ka ORF138.

Najnowsze badania s¹ dowodem na wp³yw ró¿nego typu rearan¿acji na strukturê

i plastycznoœc locusRfo [15]. Analiza wykonana dla linii nierestoruj¹cej L7 wykaza³a

znaczne rearan¿acje wewn¹trz- i miêdzygenowe. Badany przez autorów allel (L7rfo)

zawiera³ dwa geny (PPR-1 i PPR-2), homologiczne z trzema opisanymi wczeœniej

genami PPR allelu restoruj¹cego linii D81 (PPR-A, PPR-B, PPR-C). Dwa nowo
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Rysunek 3. Schemat budowy genów PPR-A, PPR-B i PPR-C wchodz¹cych w sk³ad locus Rfo.
Zmodyfikowano za [9].



opisane geny PPR by³y oddzielone od siebie innym nie zwi¹zanym genem, który nie

wystêpowa³ w locus D18Rfo. Autorzy na podstawie uzyskanych wyników wskazuj¹,

¿e locus Rfo i zawarte w nim geny PPR powsta³y na skutek inter- i intragenowej

rekombinacji, czego wynikiem jest z³o¿onoœæ jego struktury. W cytowanej pracy

porównano sekwencje pochodz¹ce z linii restoruj¹cej D81Rfo i dope³niaj¹cej Lrfo7

uzyskane w wyniku sekwencjonowania odpowiednich klonów pochodz¹cych z bi-

bliotek genomowych uzyskanych dla obu linii wykazuj¹c znaczne ró¿nice w orga-

nizacji locus Rfo (rys. 4) [8, 15].

Produkcja odmian mieszañcowych
z wykorzystaniem cechy mêskiej sterylnoœci

Komercyjna produkcja odmian mieszañcowych wymaga opracowania systemu

umo¿liwiaj¹cego kontrolê zapylania. Rêczne kastrowanie wykorzystywane jest u nie-

wielu gatunków (np. papryka, pomidor), o wysokim wspó³czynniku rozmna¿ania.

Jedyn¹ roœlin¹ uprawn¹, u której mo¿na prowadziæ mechaniczn¹ kastracjê formy

matecznej na du¿ych area³ach jest kukurydza. U innych gatunków w produkcji nasion

mieszañcowych wykorzystywane s¹ takie zjawiska jak: mêska sterylnoœæ, rozdziel-

nop³ciowoœæ lub samoniezgodnoœæ [26].

W hodowli odmian mieszañcowych rzodkiewki, wykorzystuj¹cej cechê mêskiej

sterylnoœci, niezbêdne jest posiadanie linii mêskosterylnej S(rforfo) oraz linii p³odnej

(dope³niaj¹cej) N(rforfo), która umo¿liwia rozmna¿anie linii mêskosterylnej. Linia

dope³niaj¹ca powinna byæ tak dobrana, by po skrzy¿owaniu z lini¹ p³odn¹ w poko-

leniu potomnym wszystkie roœliny by³y mêskosterylne, czyli nie mo¿e zawieraæ

genów j¹drowych przywracaj¹cych p³odnoœæ. Komponenty wykorzystywane do

krzy¿owañ powinny byæ ponadto wysoce homozygotyczne, co jest warunkiem ujaw-

nienia siê w pokoleniu F1 efektu heterozji. Dane literaturowe wskazuj¹, ¿e wyse-
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Rysunek 4. Schematyczne porównanie 2 alleli locus Rfo. L7Rfo to sekwencja GeneBank nr
FN397617 [41] wg [28], D81Rfo- sekwencja referencyjna GeneBank nr AJ550021 [15]. Szare
prostok¹ty pokazuj¹ rejony kolinearne, o wysokiej homologii. Zakreskowane prostok¹ty po-
kazuj¹ rejony homologiczne, ale nie kolinearne. Bia³y prostok¹t pokazuje region linii L7rfo, dla
którego nie znaleziono rejonu koresponduj¹cego w locus Rfo linii D81Rfo; Strza³ki wskazuj¹
geny oraz kierunek transkrypcji



lekcjonowanie odpowiednich materia³ów, które mog³yby byæ nastêpnie wykorzys-

tywane w procesie tworzenia linii mêskosterylnych i dope³niaj¹cych, bardzo czêsto

napotyka na powa¿ne trudnoœci. Fenotypowa ocena roœlin w polu oraz identyfikacja

form p³odnych i mêskosterylnych jest bardzo czasoch³onna i czêsto bywa te¿ nie-

precyzyjna. Wskazuj¹ na to miêdzy innymi Nieuwhof [27] i Hossain i in. [16].

Podsumowanie

Cecha CMS w gatunku R. sativus wystêpuje zarówno u roœlin w œrodowisku

naturalnym jak i w odmianach uprawnych. Obecnie roœliny mêskosterylne z cyto-

plazm¹ typu Ogura s¹ wykorzystywane w hodowli odmian mieszañcowych, miêdzy

innymi rzodkiewki i rzepaku.

Zarówno w Europie jak i w Azji trwaj¹ intensywne badania maj¹ce na celu wyjaœ-

nienie genetycznych mechanizmów wp³ywaj¹cych na wytworzenie tej cechy. Ba-

dania przeprowadzone dotychczas wskazuj¹ na z³o¿onoœæ procesów, jakie uczest-

nicz¹ w ewolucji mitochondrialnych i j¹drowych genów odpowiedzialnych za wy-

tworzenie CMS. Mitochondrialny gen orf138, charakterystyczny dla cytoplazmy

typu Ogura reguluje proces degeneracji mikrospor w pylnikach, a w konsekwencji

powstanie kwiatów mêskosterylnych. Jego dzia³anie znosz¹ j¹drowe geny resoruj¹ce,

maj¹ce zdolnoœæ przywracania p³odnoœci roœlinom MS. Klasyczne badania genetycz-

ne wykorzystuj¹ce krzy¿owanie roœlin MS i P£ wskazuj¹ na obecnoœæ przynajmniej

czterech ró¿nych genów j¹drowych maj¹cych zdolnoœæ przywracania p³odnoœci. Wy-

kazano równie¿, ¿e geny j¹drowe wspó³dzia³aj¹ ze sob¹ na zasadzie komplementacji

b¹dŸ epistazy, a ich dzia³anie mo¿e byæ modyfikowane przez geny modyfikatory

oraz/lub warunki œrodowiska. Na poziomie molekularnym opisano i scharakteryzo-

wano z³o¿one locus Rfo, które zawiera gen Rf koduj¹cy bia³ko z rodziny PPR maj¹ce

zdolnoœæ obni¿ania akumulacji bia³ka ORF138. Dok³adny mechanizm dzia³ania

bia³ek CMS nie jest do tej pory poznany.
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Male sterility in radish (Raphanus. sativus L.)

– genetic and molecular background
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Summary

The aim of this study was to present the latest knowledge concerning the genetic

background of male sterility trait (MS) in Raphanus sativus L.

Paper presents the latest research findings explaining the inheritance of male ste-

rility in wild and cultivated populations of R. sativus and hypothesis about possible

mechanisms of action of MS and Rf genes and the proteins they encode.

MS discovered in 1968 by Ogura in the Asian forms of R. sativus is a cytoplas-

mic-nuclear trait. The inability of plants to produce viable pollen is a result of mutation
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in the mitochondrial gene orf 138 [8]. The second factor controlling the fertility of rad-

ish are nuclear restorer genes.

Genetic studies based on crosses between MS and fertile plants and their progeny

clearly indicate the presence of at least four different nuclear genes that are able to re-

store fertility. It was shown that nuclear genes interact with each other on the basis of

complementation or epistasis and their action may be modified by modifying genes

and/or environmental conditions. At the molecular level complex Rfo locus has been

described and characterized. It contains the gene encoding a protein of PPR family and

has the capacity to reduce the accumulation of ORF138 protein.

The exact mechanism of CMS protein action is not known until now.
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