Postepy Nauk Rolniczych nr 4/2011: 155-167

Cecha me¢skiej sterylnosci u rzodkiewki (Raphanus
sativus L.) — podloze genetyczne i molekularne

Anna Hawliczek-Strulak, Grzegorz Bartoszewski, Aleksandra Korzeniewska,
Katarzyna Niemirowicz-Szczytt

Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego, Wydzial Ogrodnictwa i Architektury Krajobrazu,
Katedra Genetyki Hodowli i Biotechnologii Roslin,

ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa

e-mail: ahawliczek@gmail.com; katarzyna_niemirowicz@sggw.pl

Stowa kluczowe: rzodkiewka, CMS, Ogura, orf138, Rfo, PPR-B, restorer

Wstep

W populacjach rzodkiewki wystepuje cytoplazmatyczno-jadrowa meska steryl-
nos$¢ (oznaczona tu jako CMS). System CMS R. sativus stat si¢ jednym z najczescie]
badanych na §wiecie, a ponadto jest wykorzystywany praktycznie w hodowli rzod-
kiewki, rzodkwi i rzepaku zarowno w Europie, jak i w Azji. Liczne badania naukowe,
mialy na celu doktadne opisanie czynnikoéw genetycznych kontrolujacych pojawianie
si¢ roslin meskosterylnych oraz identyfikacje 1 charakterystyke gendw jadrowych
majacych zdolno$¢ przywracania ptodnosci roslinom z CMS. Obecnie, w wyniku
zastosowania nowych metod wykrywania mutacji w genomie mitochondrialnym,
mozliwe jest identyfikowanie roslin o sterylizujacej cytoplazmie typu Ogura. Ponadto
poznano sekwencje genow jadrowych Rf (ang. restorer of fertility), przywracajacych
ptodnos¢ roslinom z cytoplazma typu Ogura. Dzigki tym odkryciom mozliwe stato sig
wykorzystanie cytoplazmy typu Ogura w produkcji nasion mieszancowych.

Charakterystyka gatunku Raphanus sativus

Raphanus sativus L. jest jednym z glownych gatunkéw roslin warzywnych
uprawianych w Azji. W pozostalych cze$ciach $wiata jest rosling uprawiana na
mniejsza skalg. Rodzaj Raphanus nalezy do rodziny Brassicaceae (kapustowate),
oprocz zgrubienia korzeniowego ma wiele innych cech waznych dla hodowcow
zajmujacych si¢ roslinami kapustnymi. Jedna z najwazniejszych 1 najczesciej opisy-
wanych w literaturze jest cecha cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci [28].
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Pochodzenie mg¢skiej sterylnosci

W trakcie ewolucji rosliny wyzsze wytwarzaly mechanizmy majace na celu
promowanie allogamii (obcopylnosci), ktora z jednej strony ogranicza wystgpowanie
depresji wsobnej, a z drugiej przyczynia si¢ do wzrostu heterozygotycznosci, zrdézni-
cowania genetycznego i poprawia wigor roslin mieszancowych. W konsekwencji
mechanizmy te przyczyniaja si¢ do lepszego przystosowania poszczegdlnych osob-
nikdw, a tym samym gatunkdw, zapewniajac im przetrwanie i rozwoj [19]. Do naj-
wazniejszych mechanizméw zapobiegajacych samozapyleniu zaliczmy rozdzielno-
ptciowos¢. W przypadku roslin o kwiatach hermafrodytycznych do mechanizmow
sprzyjajacych obcopylno$ci zaliczmy protogynig, protoandrig, heterostylig, samo-
niezgodno$¢ oraz sterylno$¢ meska lub zenska. Ze wszystkich wyzej wymienionych
systemOw megska sterylnos¢ (MS), jest najbardziej efektywnym systemem wymu-
szajacym obce zapylenie. Sterylno$¢ kwiatéw moze by¢ warunkowana wylacznie
przez geny (jadrowe lub/i cytoplazmatyczne) albo czynniki srodowiskowe, a moze
tez by¢ wynikiem wspotdziatania czynnikéw genetycznych i sSrodowiskowych [18].

Cytoplazmatyczno-jadrowa meska sterylnos¢

Cytoplazmatyczno-jadrowa meska sterylnos¢ (CMS) moze pojawiac sig sponta-
nicznie w materiale hodowlanym lub ujawniac¢ si¢ w potomstwie powstatym w krzy-
zowaniu oddalonym jako wynik wymiany genomow jadrowych i cytoplazmatycz-
nych. CMS jest definiowana jako cecha dziedziczona jednorodzicielsko, matecznie,
wynikajaca z dzialania specyficznych genow mitochondrialnych, ktorych ekspresja
zaburza tworzenie zywotnego pytku, nie zaburzajac zadnych innych funkcji ro$liny
[7]. Formy mgskosterylne zapylone przez formg ptodna wydaja prawidlowy plon
owocow 1 nasion. CMS zostata zidentyfikowana i scharakteryzowana u ponad 150
gatunkow roslin [23]. W roslinach majacych mitochondrialne geny wywotujace
meska sterylno$¢ dochodzi do zahamowania mikrosporogenezy i/lub mikrogameto-
genezy, przez co nie powstaje zywotny pytek.

Obecnie ros$liny meskosterylne sa rowniez otrzymywane przy wykorzystaniu
metod inzynierii genetycznej. Czgsto wykorzystywana metoda jest fuzja proto-
plastoéw, zwykle cybrydyzacja, polegajaca na potaczeniu genomu jadrowego jednego
gatunku z genomem cytoplazmatycznym drugiego gatunku. W ten sposdb mozna
przenies¢ mitochondria z roslin MS do roslin ptodnych [25].

Geny mitochondrialne zwigzane z wytwarzaniem CMS

Wigkszo$¢ z poznanych do dnia dzisiejszego gendw wywotujacych meska steryl-
nos¢ ma struktur¢ chimeralng 1 powstata prawdopodobnie w wyniku procesow
rekombinacyjnych zachodzacych w genomach mitochondrialnych. Zdarzenia rekom-
binacyjne mogty prowadzi¢ do ,,zlepiania si¢” r6znych nie powiazanych fragmentow
genow mitochondrialnych, a w konsekwencji do powstania nowych otwartych ramek
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odczytu. Wspolna cecha, zroznicowanych zazwyczaj genow zwiazanych z CMS, jest
obecnos¢ w ich sekwencji fragmentow mitochondrialnych gendéw (na przyktad: apé,
atp8, atp9, cox2 1 nad3) regulujacych podstawowe procesy metaboliczne [30].
Ponadto geny CMS sa zazwyczaj kotranskrybowane z genami mitochondrialnymi,
niezwigzanymi z cecha MS, ale pelniacymi kluczowe funkcje dla komorek [7, 14].
Wiele biatek zwigzanych z wytwarzaniem cechy MS powstaje w wyniku translacji
bicystronowych mRNA. Jednoczesna ekspresja genow CMS z innymi, niezbgdnymi
dla funkcjonowania komoérki genami, wydaje si¢ zapobiega¢ rekombinacyjnej elimi-
nacji genow wywotujacych meska sterylnosé [1].

Funkcja biatek kodowanych przez geny CMS nadal pozostaje nieznana. Brak tez
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie dlaczego zaburzenia w funkcjonowaniu mito-
chondriow ujawniaja si¢ tylko w tkankach pylnikowych 1 manifestuja pod postacia
meskiej sterylno$ci. Mechanizm wplywajacy na tkankowa specyficznos¢ cechy jest
prawdopodobnie bardzo ztozony.

Geny jadrowe przywracajace plodnos¢

W przypadku cytoplazmatyczno-jadrowej meskiej sterylnosci negatywny wplyw
biatek CMS moze by¢ znoszony przez produkty jednego lub wigkszej liczby genow
jadrowych zwanych restorerami (Rf — ang. Restorer of fertility). Rosliny zawierajace
w genomie jadrowym gen(y) restorujace, wytwarzaja zywotny, funkcjonalny pyltek,
mimo obecnos$ci mitochondrialnych genow CMS [20]. Ujawnienie genéw przywra-
cajacych ptodnos$¢ bywa czesto wynikiem krzyzowania rosliny meskosterylnej z ptod-
na ro$ling o odmiennym genotypie. Niektore allele genéw jadrowych podtrzymuja
CMS, inne wpltywaja na przywrdcenie ptodnosci.

Geny regulujace przywracanie plodnosci (Rf) zostaty sklonowane u wielu gatun-
kéw roslin. Jako pierwszy sklonowany zostat gen Rf2 kukurydzy, kodujacy biatko
wykazujace aktywno$¢ dehydrogenazy aldehydowej [24]. Allel Rf2 przywraca ptod-
no$¢ roslinom MS z cytoplazma typu T, tylko w obecnos$ci genu restorujacego w locus
rfl [35]. Z wyjatkiem tego genu, wszystkie pozostate sklonowane geny Rf koduja
biatka sktadajace si¢ z tandemowo ulozonych 35 aminokwasowych motywow i na-
leza do rodziny biatek okreslanych jako PPR (ang. Pentatricopeptide Repeat Proteins).
Geny z grupy PRP regulujace przywracanie ptodnosci sklonowano migdzy innymi
u petuni [3], ryzu [33] i rzodkiewki [6, 8, 21].

Liczne badania genetyczne i biochemiczne majace na celu ustalenie mechanizmu
dziatania biatek PPR wskazuja, ze tacza si¢ one bezposrednio ze specyficznym RNA
1 tym samym, przez potranskrypcyjny splicing, obrobke, edycje lub destabilizacje
mRNA wptywaja na regulacje inicjacji translacji [22, 13]. Inny mechanizm dziatania
wykazuje gen Rfo (restorer R. sativus), ktory nie dziataja na poziomie mRNA
natomiast prowadzi do destabilizacji biatka ORF138 [2].
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Cecha wspodlna, taczaca rdézne loci regulujace przywracanie plodnosci, jest fakt,
ze czesto zawieraja kilka podobnych genow PPR (rys. 1). Migdzy innymi gen
RfPPR592 petunii flankuje gen RfPPR591. Sekwencje kodujace tych dwoch genow
sa identyczne w 93% [3]. Stwierdzono jednak liczne duplikacje 1 rearanzacje w rejo-
nach: promotorowym 1 3’UTR genow RfPPR591 1 RfPPR592.

R. sativus ma locus Rfo zawierajacy trzy podobne geny: PPR-A, PPR-B, PPR-C,
ktorych sekwencje nukleotydowe wykazuja minimum 72% identycznosci [6, 8] (rys.
1). Gen Rfla ryzu poprzedza (w zaleznos$ci od linii), dwa lub trzy inne geny PPR
o identycznej sekwencji [33] (rys. 1). W locus Rf1 zidentyfikowano dziewig¢¢ homo-
logow genu Rf. Istotne wydaje sig, ze tylko jeden gen PPR z catej grupy pelni funkcje
rzeczywistego restorera [33]. Fakt, ze geny, ktorych sekwencja jest w 93,2% iden-
tyczna z sekwencja restorera RfIa, nie maja zdolnos$ci przywracania plodnosci
roslinom megskosterylnym, moze wskazywac, ze nawet niewielkie zmiany sekwencji
aminokwasowej genow PPR moga prowadzi¢ do utraty funkcji biatka.

Jest wysoce prawdopodobne, ze geny CMS 1 jadrowe restorery koewoluowaty na
zasadzie licznych ‘préb i btedow’, co w konsekwencji doprowadzito do powstania
gendw Rf petniacych funkcje restoreréw znoszacych dziatanie gendow cytoplazma-
tycznych. Przyjmuje sig, ze restorery z grupy PPR funkcjonuja jako geny dominujace
nad genami CMS [12]. Jednakze, uwzgledniajac fakt, ze CMS jest wynikiem niekom-
patybilno$ci pomigdzy jadrem komodrkowym a mitochondriami, mozna przypusz-
czac, ze istnieja recesywne geny rf. Tego typu restorer, powstaty na zasadzie ,,utraty
funkcji”, zostat opisany u kukurydzy S-CMS [34]. Dominujacy allel genu restorera
(RfII) jest pozytywnie skorelowany z akumulacja podjednostki A syntazy ATP
(ATPA). ATPA moze oddziatlywac z produktem genu orf355-orf77 prawdopodobnie
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Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie struktury loci Rfo u 3 gatunkéw roslin. Strzatki
wskazujg rejony ORF genéw PRP. Geny PPR w obrebie gatunku wykazujg podobienstwo
sekwencji min. 72%. U petunii zaznaczono rejony zduplikowane. Rf — funkcjonalny restorer.
Schemat zmodyfikowany za Fuijii i Toriyama [20]



Cecha meskiej sterylnosci u rzodkiewki ... 159

wywotujac meska sterylnos¢. W przypadku braku Rfl1, w tkankach haploidalnych,
przywracana jest ptodnos$¢. Rosliny homozygotyczne rfl1rfl1 sa letalne poniewaz nie
akumuluja ATPA w mitochondriach. Identyfikacja genu rf// byta mozliwa, poniewaz
przywracanie ptodnosci u kukurydzy (S-CMS) zachodzi w tkance haploidalnej
(pytek), w ktorej nie obserwuje si¢ dominacji 1 recesywnosci alleli.

Meska sterylnos¢ R. sativus

Megska sterylnos¢ w populacji R. sativus, po raz pierwszy zostala opisana przez
Ogura [28] w Japonii. Cecha ta ma charakter cytoplazmatyczno-jadrowy. Od momen-
tu odkrycia, system CMS R. sativus stat si¢ jednym z najczesciej badanych na Swiecie.
Badania cytologiczne wykonane przez Ogura [28] wykazaly, ze rozw06j komorek
macierzystych mikrospor przebiega prawidtowo do momentu powstania mikrospor,
ktore bardzo szybko zaczynaja zamiera¢, nie przeksztalcajac si¢ w ziarna pytku.
Obumieranie mikrospor jest w przypadku rzodkwi skorelowane z przedwczesna de-
gradacja tapetum, co prawdopodobnie prowadzi do zaburzen dostarczania skiad-
nikdéw pokarmowych dla tworzacych sig ziaren pytku. Degradacja komorek tapetum
zbiega si¢ w czasie ze zmianami morfologicznymi pylnikow, ktore znaczaco sig
zmniejszaja 1 bieleja [28].

Niezdolno$¢ roslin do wytwarzania zywotnego pytku jest wynikiem obecnosci
genu orf138 w genomie mitochondrialnym [10]. Orf138 sktadaja si¢ z dwoch ko-trans-
krybowanych otwartych ramek odczytu: orf138 1 orfB (inaczej atp8, kodujacy ésma
podjednostke syntazy ATP) [10] (rys. 2).

W odroéznieniu od wielu innych zidentyfikowanych biatek wywotujacych CMS,
ktore sktadaja sig niejako z fragmentéw innych, typowych dla mitochondriéw bialek,
polipeptyd ORF138 nie ma struktury chimeralnej. Wykazano, ze bialko to tworzy
kompleks biatkowy (homopolimer) o wielkos$ci 750kDa zintegrowany z wewngtrzna
btona mitochondrialng. Doktadny mechanizm jego dziatania nadal pozostaje nie-
okres$lony [10]. Wynikiuzyskane przez Durociin. [10, 11] pozwalaja wnioskowac, ze
w mitochondriach sterylnych roslin kompleks ORF138 peini funkcj¢ kanatu btono-

Rysunek 2. Porownanie budowy genu orf138z MS typu Ogura (A) oraz genu orf125z MS typu
Kosena (B). Kétka oznaczajg pojedyncze substytucje nukleotydowe, biate kwadraty wskazujg
delecje punktowe. Jasnoszary prostokat wskazuje miejsce delecji w genie orf125 dtugosci
39pz. Zmodyfikowano za [30].
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wego. W kilku opisanych wczesniej przypadkach, pokazano negatywny wptyw biatek
CMS, na stabilno$¢ 1/lub aktywno$¢ niektorych biatkowych kompleksow odde-
chowych u roslin MS [9, 29, 40]. W przypadku biatka ORF138 nie obserwowano
jednak negatywnego wplywu na rozmiar, stabilno$¢, czy wydajno$¢ mitochon-
drialnych kompleksow tancucha oddechowego [11]. Badania wykazaty natomiast
znaczne roznice w zuzyciu tlenu przez mitochondria. Izolowane mitochondria roslin
meskosterylnych zuzywatly ponad dwukrotnie wigcej tlenu niz izolowane mitochon-
dria roslin ptodnych. Dodatkowe analizy pozwolily postawi¢ hipotezg, ze istnieje
mechanizm, ktory w organach wegetatywnych minimalizuje toksyczne dziatanie
biatka ORF138, natomiast nie jest on wystarczajaco wydajny w pylnikach [11]. Yang
1 in. [39] wskazuja, ze zamieranie pytku w roslinach MS typu Ogura moze by¢
wynikiem zaklécenia procesu syntezy flawonoidow. Autorzy wykazali znaczne
obnizenie poziomu ekspresji syntazy chalkonowej w pylnikach R. sativus z cyto-
plazma typu Ogura, w poréwnaniu z ro$linami ptodnymi. Wyniki ré6znych ekspe-
rymentOw jednoznacznie wskazuja, ze biatkko ORF138 funkcjonuje niezaleznie od
innych (,,autonomicznie”). W $wietle uzyskanych danych bardziej prawdopodobne
wydaje sig, ze system CMS, w przypadku cytoplazmy Ogura, powstat w wyniku
,»zyskania funkcji genu” a nie dominujacej mutacji defektywnej [11].

Na podstawie sekwencji genu mitochondrialnego orf138, wywolujacego CMS
[10] zaprojektowano startery, ktore umozliwity wytypowanie nowych (innych niz te
wyodrgbnione przez Ogura) form rzodkiewki majacych sterylizujaca cytoplazme [ 36,
37]. Niektore meskosterylne ros§liny Raphanus maja w genomie mitochondrialnym
sekwencje odmienna od sekwencji specyficznej dla mitochondriow typu Ogura.
Yamagishi 1 Terachi [38] zidentyfikowali rosliny R. raphanistrum, ktore miaty gen
orfl38 rdzniacy si¢ na poziomie sekwencji nukleotydowej dwiema substytucjami.
Iwabuchi 1 in. [17] u rzodkwi odmiany ‘Kosena’ (kos) zidentyfikowali orf125
zawierajaca dwie substytucje aminokwasowe 1 39 nukleotydowa delecje w porow-
naniu z sekwencja typu Ogura. Yamagishi 1 Terachi [38] wykazali, ze ro$liny
przywracajace plodnos¢ roslinom z cytoplazma specyficzna dla R. raphanistrum,
przywracaja rowniez plodnos¢ liniom z cytoplazma typu Ogura. Podobne rezultaty
uzyskali Iwabuchi i in. [17], ktorzy badali przywracanie ptodnosci w roslinach
z cytoplazma typu ‘Kosena’. Linie przywracajace ptodno$¢ roslinom kos-CMS,
przywracaty rowniez ptodnos¢ roslinom Ogura-CMS. Wyniki te sugeruja, ze te same
lub dziatajace wymiennie restorery znosza dzialanie trzech réznych form genu
mitochondrialnego.

Drugim czynnikiem kontrolujacym ptodnos¢ rzodkiewki sa geny jadrowe. Wy-
niki uzyskane mig¢dzy innymi przez Nieuwhof [27] 1 Seok-Hyeon [31], ktorzy badali
sposob dziedziczenia meskiej sterylnos$ci w roznych populacjach R. sativus, wska-
zuja, ze w kontrolg sterylno$ci moze by¢ zaangazowany wigcej niz jeden gen jadrowy.
Geny te, prawdopodobnie, dziataja w sposob niezalezny od siebie, co sprawia, iz nie
wszystkie musza by¢ jednoczes$nie obecne w osobnikach podtrzymujacych sterylnosé
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lub przywracajacych meska ptodnos¢. Geny Rf byty opisane w réznych odmianach R.
sativus (europejskich [27], chinskich [21] 1 japonskich [38]). Wykazano rowniez, ze
wystepuja z duza czestotliwoscia w nieuprawnych formach japonskiej rzodkwi oraz
u gatunku R. raphanistrum [4].

Zwykle jeden dominujacy gen restorujacy wyjasnia wigkszo$¢ obserwowanych
w potomstwach stosunkdéw rozszczepien. Zdarzaja si¢ przypadki, gdzie model z jed-
nym genem nie wystarcza dla stosunkéw liczbowych wystepujacych w potomstwie
[4, 5, 31]. Model zaktadajacy dwa dominujace geny wspotdziatajace ze soba w przy-
wracaniu ptodnosci roslinom z CMS potwierdzili w swoich badaniach migdzy
innymi: Yamagishi i Terachi [36] oraz Koizuka 1 in. [20].

Bonnet [5] 1 Nieuwhof [27], oceniajac segregujace populacje, zaproponowali
model, w ktorym w przywrdceniu ptodnosci roslinom z CMS mogtly uczestniczy¢
dwa geny dominujace, dziatajace niezaleznie 1 jeden gen recesywny. Wickszos¢
rozbieznosci dotyczacych liczby genow wlaczonych w proces restoracji wynika
prawdopodobnie z faktu, ze linie mgskosterylne 1 dzikie formy rzodkiewki moga
potencjalnie mie¢ geny restorujace, ktdre nie sa uwidaczniane. Geny te ujawniaja si¢
dopiero w momencie, gdy do form potomnych zostanie wprowadzony nowy nieresto-
rujacy allel takiego genu pochodzacy od jednej z wykorzystanych w krzyzowaniu
form rodzicielskich.

Poza gléwnymi genami restorujacymi, Nieuwhof [27] zasugerowal istnienie
gendw modyfikatorow, ktore moga mie¢ wptyw na caty system CMS u rzodkwi.
Obecnos¢ takich genéw wedtug autora mogtaby wyjasnia¢ pojawianie si¢ mgsko-
sterylnych roslin w homozygotycznych populacjach roslin ptodnych. Udowodniono
roOwniez, ze geny modyfikatory moga zmienia¢ stabilnos¢ cechy, dziatajac odmiennie
w zalezno$ci od temperatury. W takim przypadku formy ptodne w niskich (<17°C) lub
wysokich (>20°C) temperaturach mogtyby by¢ meskosterylne.

Obecnie zidentyfikowano 1 opisano jeden sposrdéd obserwowanych gendéw jadro-
wych Rf, ktory hamujac powstawanie biatka ORF138, przywraca ptodnos$¢ roslinom
o sterylnej cytoplazmie typu Ogura [6, 8, 21]. Niemalze jednocze$nie w trzech
réznych zespolach badawczych sklonowano gen przywracajacy ptodno$¢ mesko-
sterylnym roslinom z cytoplazma typu Ogura. Sklonowany przez Koizuka 1 in. [21]
gen restorujacy pochodzacy z chinskiej odmiany ‘Yuan hong’, nazwany orf687 lub
Rfk koduje biatko z grupy PPR. Sekwencja tego genu jest identyczna z sekwencjami
genu Rfo uzyskanymi przez dwie pozostate grupy [6, 8] co pozwala przypuszczac, ze
powyzsze prace dotycza tego samego genu.

Locus Rfo, w obrebie ktorego znajduje si¢ gen restorujacy, sktada sig z trzech
gendw PPR ulozonych tandemowo, nazwanych PPR-A, PPR-B 1 PPR-C. Wielkosci
poszczegdlnych gendw sa zblizone i wynosza odpowiednio: 686, 687 1 654 kodonow.
Liczba powtorzen motywow PPR réwniez jest rdzna i1 tak PPR-A zawiera 15 po-
wtorzen, PPR-B — 16, a PPR-C — 14 powtorzen PPR (rys. 3). Wszystkie te geny
przypuszczalnie koduja bardzo podobne biatka. Analizy genetyczne potwierdzity, ze
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Rysunek 3. Schematbudowy genéw PPR-A, PPR-Bi PPR-C wchodzacych w sktad locus Rfo.
Zmodyfikowano za [9].

wlasciwym restorerem jest gen PPR-B#, ktory koduje biatko z grupy PPR, nalezace
do podrodziny biatek typu P [6, 8]. W poréwnaniu z biatkiem PPR-B, przypuszczalne
biatko PPR-A ma dluzszy C-koncowy ogon oraz czteroaminokwasowa delecje
w obrebie trzeciego motywu PPR. Gen PPR-C zawiera 17pz delecje, co prowadzi do
zmiany ramki odczytu 1 powstania przedwczesnego kodonu STOP, mniej wigcej
w potowie genu. Badania przeprowadzone przez Uyttewall 1 in. [32] potwierdzity, ze
PPR-C jest najprawdopodobniej pseudogenem. Pokazano, ze wlasciwy restorer ko-
duje 687 aminokwasowe biatko zawierajace sekwencje kierujaca do mitochondriow.
Koizuka i in. [21] sklonowali i zsekwencjonowali allel recesywny rf#, pochodzacy
z odmiany ‘Kosena’. Wykazano, ze biatko kodowane przez allel nierestorujacy od
funkcjonalnego biatka Rf r6znia cztery substytucje aminokwasowe.

Mechanizm dzialania restorujacego locus oraz funkcjonowanie opisanych biatek
PPR nie sa do konca poznane. Badania Bellaoui i in. [2] pozwolity stwierdzi¢, ze
obecno$¢ w roslinach MS genu Rfo znaczaco obniza ilo$¢ biatka ORF138 w pakach
kwiatowych. Najbardziej widoczny efekt obserwowano w tej samej fazie rozwojowe]
pylnikéw, w ktorej u roslin bez restorera uwidacznia si¢ megskosterylny fenotyp.
Pozwala to wnioskowac, ze restoracja zwiazana jest z dzialaniem na poziomie
potranskrypcyjnym, prawdopodobnie wptywajac na destabilizacje biatka ORF138.
Najnowsze badania sa dowodem na wptyw rdznego typu rearanzacji na strukture
1plastycznos$c locus Rfo [15]. Analiza wykonana dla linii nierestorujacej L7 wykazata
znaczne rearanzacje wewnatrz- i mi¢dzygenowe. Badany przez autorow allel (L7rfo)
zawieral dwa geny (PPR-1 1 PPR-2), homologiczne z trzema opisanymi wczesniej
genami PPR allelu restorujacego linii D81 (PPR-A, PPR-B, PPR-C). Dwa nowo
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Rysunek 4. Schematyczne poréwnanie 2 alleli locus Rfo. L7Rfo to sekwencja GeneBank nr
FN397617 [41] wg [28], D81Rfo- sekwencja referencyjna GeneBank nr AJ550021 [15]. Szare
prostokaty pokazujg rejony kolinearne, o wysokiej homologii. Zakreskowane prostokaty po-
kazujg rejony homologiczne, ale nie kolinearne. Biaty prostokat pokazuje region linii L7rfo, dla
ktérego nie znaleziono rejonu korespondujgcego w locus Rfo linii D81Rfo; Strzatki wskazujg
geny oraz kierunek transkrypciji

opisane geny PPR byly oddzielone od siebie innym nie zwigzanym genem, ktéry nie
wystepowat w locus D18Rfo. Autorzy na podstawie uzyskanych wynikoéw wskazuja,
ze locus Rfo 1 zawarte w nim geny PPR powstaly na skutek inter- 1 intragenowe;j
rekombinacji, czego wynikiem jest ztozono$¢ jego struktury. W cytowanej pracy
porownano sekwencje pochodzace z linii restorujacej D81Rfo 1 dopetniajacej Lrfo7
uzyskane w wyniku sekwencjonowania odpowiednich klonéw pochodzacych z bi-
bliotek genomowych uzyskanych dla obu linii wykazujac znaczne rdéznice w orga-
nizacji locus Rfo (rys. 4) [8, 15].

Produkcja odmian mieszancowych
z wykorzystaniem cechy meskiej sterylnosci

Komercyjna produkcja odmian mieszahcowych wymaga opracowania systemu
umozliwiajacego kontrolg zapylania. Rgczne kastrowanie wykorzystywane jest u nie-
wielu gatunkéw (np. papryka, pomidor), o wysokim wspotczynniku rozmnazania.
Jedyna roslina uprawna, u ktérej] mozna prowadzi¢ mechaniczna kastracje formy
matecznej na duzych areatach jest kukurydza. U innych gatunkéw w produkcji nasion
mieszancowych wykorzystywane sa takie zjawiska jak: meska sterylno$é, rozdziel-
noplciowo$¢ lub samoniezgodnos$¢ [26].

W hodowli odmian mieszancowych rzodkiewki, wykorzystujacej cechg meskiej
sterylnos$ci, niezbgdne jest posiadanie linii mgskosterylnej S(rforfo) oraz linii ptodne;j
(dopeiajacej) N(rforfo), ktéra umozliwia rozmnazanie linii mgskosterylnej. Linia
dopelniajaca powinna by¢ tak dobrana, by po skrzyzowaniu z linia ptodna w poko-
leniu potomnym wszystkie ro§liny byly megskosterylne, czyli nie moze zawieraé
gendw jadrowych przywracajacych ptodnos¢. Komponenty wykorzystywane do
krzyzowan powinny by¢ ponadto wysoce homozygotyczne, co jest warunkiem ujaw-
nienia si¢ w pokoleniu F1 efektu heterozji. Dane literaturowe wskazuja, ze wyse-
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lekcjonowanie odpowiednich materiatow, ktore moglyby by¢ nastgpnie wykorzys-
tywane w procesie tworzenia linii meskosterylnych 1 dopetniajacych, bardzo czgsto
napotyka na powazne trudnosci. Fenotypowa ocena roslin w polu oraz identyfikacja
form ptodnych 1 mgskosterylnych jest bardzo czasochtonna 1 czgsto bywa tez nie-
precyzyjna. Wskazuja na to migdzy innymi Nieuwhof [27] 1 Hossain 1 in. [16].

Podsumowanie

Cecha CMS w gatunku R. sativus wystgpuje zaro6wno u roslin w srodowisku
naturalnym jak i w odmianach uprawnych. Obecnie rosliny mgskosterylne z cyto-
plazma typu Ogura sa wykorzystywane w hodowli odmian mieszahcowych, migdzy
innymi rzodkiewki i1 rzepaku.

Zarowno w Europie jak i w Azji trwaja intensywne badania majace na celu wyjas-
nienie genetycznych mechanizméw wptywajacych na wytworzenie tej cechy. Ba-
dania przeprowadzone dotychczas wskazuja na ztozono$¢ procesow, jakie uczest-
nicza w ewolucji mitochondrialnych i jadrowych genow odpowiedzialnych za wy-
tworzenie CMS. Mitochondrialny gen orf138, charakterystyczny dla cytoplazmy
typu Ogura reguluje proces degeneracji mikrospor w pylnikach, a w konsekwencji
powstanie kwiatow meskosterylnych. Jego dziatanie znosza jadrowe geny resorujace,
majace zdolnos$¢ przywracania ptodnosci roslinom MS. Klasyczne badania genetycz-
ne wykorzystujace krzyzowanie roslin MS 1 PL wskazuja na obecnos¢ przynajmniej
czterech roznych gendéw jadrowych majacych zdolno$¢ przywracania ptodnosci. Wy-
kazano rowniez, ze geny jadrowe wspotdziataja ze soba na zasadzie komplementacji
badz epistazy, a ich dzialanie moze by¢ modyfikowane przez geny modyfikatory
oraz/lub warunki srodowiska. Na poziomie molekularnym opisano 1 scharakteryzo-
wano ztozone locus Rfo, ktore zawiera gen Rf kodujacy biatko z rodziny PPR majace
zdolno$¢ obnizania akumulacji biatka ORF138. Doktadny mechanizm dziatania
biatek 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.






