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CYTOPLAZMATYCZNA MĘSKA STERYLNOŚĆ ROŚLIN — MECHANIZMY BIOLOGICZNE
I MOLEKULARNE

WYKORZYSTANIE ROŚLIN CMS W HODOWLI

Postęp we współczesnej produkcji roślin-
nej związany jest z wykorzystaniem odmian he-
terozyjnych (mieszańcowych), które lepiej plo-
nują niż linie rodzicielskie, są odporniejsze na
choroby i niekorzystne oddziaływanie środo-
wiska, i często charakteryzują się wzmożoną
syntezą pożądanych składników, np. sacharozy
czy skrobi. Linie z cytoplazmatyczną męską
sterylnością (CMS)różnych gatunków roślin są
ważnymi komponentami odmian hetero-
zyjnych, a ich wprowadzenie do prac hodowla-
nych było istotnym przełomem w rolnictwie.

Niezdolność do wytwarzania funkcjonalnego
pyłku eliminuje bowiem konieczność prze-
prowadzania pracochłonnej, ręcznej kastracji
pylników, oraz gwarantuje, że otrzymane na-
siona są wynikiem przekrzyżowania, a nie sa-
mozapylenia. Linie CMS są obecnie znane dla
około 150 gatunków roślin (KAUL 1988), sta-
nowią cenny materiał użytkowy, jak również
materiał do badań cytologicznych, fizjologi-
cznych i molekularnych zmierzających do po-
znania mechanizmów odpowiedzialnych za
ekspresję cechy niepłodności pyłku.

POWSTAWANIE GAMET MĘSKICH ROŚLIN PŁODNYCH

Gamety męskie roślin wytwarzane są w na-
stępstwie procesów mikrosporogenezy i ga-
metogenezy, przebiegających w wyspecjalizo-
wanych organach kwiatowych — pylnikach.
We wczesnym etapie rozwoju pylnika docho-
dzi do wyróżnicowania grup komórek arche-
sporialnych, które po jednym lub kilku sukce-
sywnych podziałach mitotycznych zaczynają
dzielić się na drodze mejozy. W tej fazie są już
określane jako komórki macierzyste pyłku
(KMP), które w następstwie dalszego, skompli-
kowanego rozwoju utworzą funkcjonalne ziar-
na pyłkowe. Warstwa komórek bezpośrednio
otaczająca różnicujące się KMP — tapetum —
pełni funkcje odżywcze, jest również miejscem

wytwarzania licznych materiałów budulco-
wych” wykorzystywanych przez KMP podczas
wzrostu.

Podział mejotyczny prowadzi do redukcji o
połowę pierwotnej liczby chromosomów cha-
rakteryzującej komórki somatyczne (sporofito-
we) i do powstania tetrad haploidalnych mi-
krospor, które u większości gatunków roślin
otoczone są specjalną ścianą kalozową zbudo-
waną z polimerów �-(1�3)-glukozy. Rozpusz-
czenie ściany zachodzi w ściśle zaprogramowa-
nym momencie rozwojowym, w następstwie
działania �-(1�3)-glukanazy produkowanej
przez tapetum. Od tego momentu rozpoczyna
się bardzo intensywny wzrost mikrospor, ich
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wakuolizacja i synteza skomplikowanej ściany
komórkowej. Dojrzałe mikrospory dzielą się
mitotycznie, rozpoczynając tym samym dalszy
etap rozwoju już jako ziarna pyłku złożone z
dwóch komórek — większej wegetatywnej i
znacznie mniejszej, przyściennie położonej ge-
neratywnej. U niektórych gatunków, jeszcze
przed uwolnieniem pyłków z pylnika, komór-

ka generatywna dzieli się mitotycznie tworząc
dwie gamety męskie, natomiast w innych przy-
padkach podział ten zachodzi dopiero podczas
kiełkowania łagiewki pyłkowej na znamieniu
słupka.

CYTOLOGICZNE SYMPTOMY CMS

Cytoplazmatyczna męska sterylność obej-
muje szereg procesów prowadzących do zabu-
rzeń mikrosporogenezy, których następstwem
jest tworzenie niefunkcjonalnych mikrospor
lub ziaren pyłkowych. Nieprawidłowości
ujawniają się na różnych etapach różnicowa-
nia, najwcześniej podczas podziału mejotycz-
nego komórki macierzystej pyłku lub tuż po za-
kończeniu mejozy (BINO 1985), w stadium te-
trad (HORNER i ROGERS 1974), albo też w róż-
nych fazach rozwoju haploidalnych mikrospor
(MAJEWSKA-SAWKA i współaut. 1993).

Obserwacje cytologiczne pylników róż-
nych roślin CMS wskazują, że zaburzenia cyto-
logiczne ujawniają się przede wszystkim w
dwóch tkankach, tzn. w tapetum i KMP (Ryc. 1,
2). Symptomy nienormalnego rozwoju tape-
tum to najczęściej nadmierna wakuolizacja,
utrata charakteru komórkowego tkanki i two-
rzenie wielojądrowych syncytiów, jak również
zaburzenia czasu naturalnej degeneracji pole-
gające bądź to na opóźnionym, bądź też na
przedwczesnym obumieraniu (LASER i LERSTEN
1972, OVERMAN i WARMKE 1972, SCOLES i
EVANS 1979). Badania na poziomie subkomór-
kowym przy wykorzystaniu technik mikrosko-
pii elektronowej wskazały na nieprawidłowo-
ści struktury niektórych organelli komórko-
wych w tapetum i KMP, głównie mitochon-
driów i retikulum endoplazmatycznego. Mito-
chondria obecne w tkankach roślin płodnych
charakteryzują się doskonale rozbudowanym
systemem grzebieni wewnętrznych (cristae), a
tym samym ogromną powierzchnią membran,
w których zlokalizowane są enzymy cyklu od-
dechowego (Ryc. 3). W tapetum i mikrospo-
rach roślin CMS mitochondria często są mniej-
sze, a system grzebieni znacznie bardziej ubo-
gi, z nienaturalnymi rozdęciami membran
(Ryc. 4) (LEE i WARMKE 1979, BINO 1985,
MAJEWSKA- SAWKA i współaut. 1993). W świetle
równocześnie prowadzonych badań aktywno-

ści enzymatycznej mitochondriów oraz analiz
struktury mitochondrialnego DNA, właśnie te
organelle, będące “roślinnymi centrami ener-
getycznymi”, zostały wytypowane jako odpo-
wiedzialne za zmiany fenotypowe obserwowa-
ne w pylnikach roślin CMS.
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Ryc. 1–2. Struktura tapetum w pylnikach płod-
nych (1) i sterylnych (2) buraka cukrowego.

Symptomatyczne dla CMS jest zlewanie komórek w
syncytia zawierające liczne jądra (J) i koncentryczne
formy retikulum endoplazmatycznego (RE). (Fot. A.
Majewska-Sawka, Ryc. 2 reprodukowana z MAJEW-

SKA-SAWKA i współaut. 1990, za zgodą wydawcy.
1 – 6000x, 2 – 5000x).



GENOM MITOCHONDRIALNY ROŚLIN (mtDNA)

Mitochondrialny DNA roślin odznacza się
wysokim stopniem skomplikowania, zarówno
pod względem struktury, jak też mechanizmów
związanych z przetwarzaniem informacji gene-

tycznej. Wielkość mtDNA roślin waha się od
200 do 2400 kpz, jest to więc genom znacznie
większy niż dotąd poznane mtDNA ludzi i
zwierząt, których rozmiary wynoszą od 10 do
16 kpz (BACKERT i współaut. 1997).

Rozpatruje się cztery modele struktury
mtDNA roślin (PRING i LONSDALE 1985):

(1) genom mitochondrialny składa się z wie-
lu kolistych cząsteczek różnej wielkości. Każda
z nich zawiera pełną informacje genetyczną, ale
inaczej zorganizowaną;

(2) każda z kolistych cząsteczek zawiera tyl-
ko część informacji genetycznej, dzięki czemu

upodabniają się one do chromosomów geno-
mu jądrowego;

(3) genom mitochondrialny może wystę-
pować zarówno w postaci jednej dużej koli-
stej cząsteczki (pojedynczego chromosomu),
jak i wielu mniejszych kolistych cząsteczek za-
wierających — przynajmniej w części — takie
same sekwencje;

(4) mtDNA ma postać jednej dużej, kolistej
cząsteczki, tzw. chromosomu głównego (ang.
master chromosome).

W mitochondriach niektórych gatunków
roślin (kukurydza, sorgo, burak cukrowy,
słonecznik, różne gatunki roślin kapustnych)
stwierdzono także obecność niezależnie repli-
kujących się, niewielkich liniowych i koli-
stych cząsteczek DNA oraz dwuniciowych
cząsteczek RNA (BROWN i ZHANG 1995). Tyl-
ko nieduża część genomu mitochondrialnego
zawiera sekwencje kodujące białka (Tabela 1),
w tym nośniki oksydoredukcyjne łańcucha
oddechowego wraz ze współpracującymi z
nimi enzymami z klasy oksydoreduktaz, np.
dehydrogenazami, reduktazami, oksydazami
(SCHUSTER i BRENNICKE 1994, KUBO i
współaut. 2000). Obecność niektórych ge-
nów, np. dla podjednostki � ATPazy lub kilku
podjednostek kompleksu I, jest uzależniona
od gatunku.

MtDNA zawiera pewną liczę sekwencji,
tzw. otwartych ramek odczytu (ang. open re-
ading frames, orf), mogących potencjalnie ko-
dować geny, których funkcja pozostaje, jak
dotąd, nieznana. Analizy całkowitej sekwencji
genomu mitochondrialnego Arabidopsis i bu-
raka cukrowego ujawniły odpowiednio obec-
ność 85. i 559. sekwencji orf (UNSELD i
współaut. 1997, KUBO i współaut. 2000). Po-
nadto w mtDNA występują sekwencje homo-
logiczne z DNA jądrowym i chloroplastowym,
co może być dowodem na wymianę informa-
cji genetycznej między organellami w trakcie
ewolucji.

Istotną cechą genomu mitochondrialne-
go jest obecność małych sekwencji powtó-
rzonych (ang. small repeated sequence ) o
długości od 10 do 1000 pz (CONKLIN i
HANSON 1994, NISHIZAWA i współaut. 2000)
oraz dużych sekwencji powtórzonych (ang.
large repeated sequence) o długości od 1 do
14 kpz (IWAHASHI i współaut. 1992). Małe se-
kwencje powtórzone mogą występować sto-
sunkowo licznie, ale rzadko uczestniczą w re-
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Ryc. 3–4. Szczegóły struktury mitochondriów (M)
obecnych w tapetum pylników płodnych (3) i mę-
skosterylnych (4). 3, 4 — 33000x. (Fot. A. Majew-
ska-Sawka).



kombinacjach prowadzących do duplikacji i
delecji fragmentów mtDNA. Duże sekwencje
powtórzone występują najczęściej w dwóch,
trzech kopiach, i ze względu na swoje rozmia-
ry mogą aktywnie uczestniczyć w rekombina-
cjach homologicznych. Konsekwencją tego
zjawiska jest powstawanie form izomerycz-
nych chromosomu głównego, w których na-
stępuje inwersja fragmentu mtDNA, lub two-
rzenie się różnej liczby mniejszych cząstek ko-
listych o łącznej wielkości odpowiadającej
długości chromosomu głównego. Rekombina-
cja homologiczna dużych sekwencji powtó-
rzonych jest procesem odwracalnym, a uczest-
niczące w niej cząsteczki mtDNA są w stanie
równowagi dynamicznej. Model strukturalny
zakładający występowanie genomu mitochon-
drialnego w postaci subgenomowych cząste-
czek został zaproponowany m. in. dla petunii

(FOLKERTS i HANSON 1991), fasoli zwyczajnej
(JANSKA i MACKENZIE 1993) i kukurydzy
(FAURON i współaut. 1995). UNSELD i
współaut. (1997), uwzględniając obecność
dwóch dużych sekwencji powtórzonych przy-
jęli, że w wyniku ich rekombinacji może
nastąpić rearanżacja chromosomu głównego
Arabidopsis prowadząca do powstania jego
trzech, strukturalnie różniących się postaci
oraz dwóch subgenomowych cząsteczek.
KUBO i współaut. (1999) identyfikując w
mtDNA buraka cukrowego trzy kilkukopijne
duże sekwencje powtórzone, z których jedna
występowała w przeciwnej orientacji do po-
zostałych, zaproponowali konfigurację steryl-
nego genomu mitochondrialnego złożoną z
chromosomu głównego wielkości 481,9 kpz
oraz dwóch cząsteczek kolistych wielkości
184,9 i 296,9 kpz.

MOLEKULARNE UWARUNKOWANIA CECHY CMS

Identyfikacja regionów mtDNA związa-
nych z cechą CMS stała się możliwa dzięki po-
równaniu genomów roślin płodnych i męsko-
sterylnych przy wykorzystaniu enzymów re-

strykcyjnych i analiz hybrydyzacyjnych z son-
dami molekularnymi. Różnice strukturalne,
uwidaczniające się w odmiennych profilach re-
strykcyjnych, były obserwowane dla wielu ga-
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Tabela 1. Geny obecne w genomie mitochondrialnym roślin — na podstawie sekwencji mtDNA Arabi-

dopsis (UNSELD i współaut. 1997) i buraka cukrowego (KUBO i współaut. 2000).



tunków roślin (WEIHE i współaut. 1991,
STEINBORN i współaut. 1993, SKUZA 2000). W
celu ustalenia związku między obecnością frag-
mentów restrykcyjnych specyficznych dla ro-
ślin CMS a organizacją konkretnych sekwencji
kodujących, zastosowano metodę hybrydyzacji
produktów trawień mtDNA z sondami homo-
logicznymi lub heterologicznymi. Różniące się
profile hybrydyzacyjne wskazały na inną orga-
nizację określonych genów mitochondrial-
nych. Zmiany tego typu stwierdzono dla wielu
gatunków roślin w obrębie coxI, coxII, atpA,

atp6. HORN (2002) badając organizację
mtDNA wśród 28 typów sterylnych słoneczni-
ków zaobserwował zmiany w regionach atp6,

atp9, cob, coxI, coxII i coxIII, przy czym po-
szczególne typy wykazywały także między sobą
polimorfizm profili hybrydyzacyjnych. Dla ste-
rylnych roślin kukurydzy typu C różnice profili
opisano w regionach genów atp6, atp9 i coxII

(FRAGOSO i współaut. 1989), a dla sterylnych
buraków cukrowych w obszarach atpA, atp6 i
coxII (XUE i współaut. 1994, SADOCH i
współaut. 2003). Typowe profile restrykcyjne i
hybrydyzacyjne dla mtDNA płodnych i męsko-
sterylnych buraków cukrowych przedstawio-
no na Ryc. 5.

Analiza genów skorelowanych z cechą CMS
wykazała, że ich sekwencje nukleotydowe ule-
gają rearanżacji w regionach kodujących lub
flankujących. Sytuację taką udokumentowano
dla genów atpA, atp6, atp9 i coxII w mitochon-
driach sterylnych roślin buraka cukrowego
(XUE i współaut. 1994, SENDA i współaut.
1991), ryżu (IWABUCHI i współaut. 1993) i
słonecznika (CANAL i współaut. 2001).

W niektórych roślinach CMS zidentyfiko-
wano transkrypcyjnie aktywny, unikalny typ
genów, tzw. geny chimeryczne, będące pro-
duktami rekombinacji złożonymi z fragmen-
tów sekwencji kodujących lub flankujących
podstawowych genów mitochondrialnych i
niezidentyfikowanych sekwencji orf. Geny chi-
meryczne mogą odpowiadać za powstawanie
białek, które zakłócają prawidłowy proces pro-
dukcji pyłku.

Gen chimeryczny petuni S-pcf zawiera czę-
ść 5’ sekwencji podjednostki 9 ATPazy, frag-
menty I i II eksonu II podjednostki oksydazy cy-
tochromowej oraz niezidentyfikowanej se-
kwencji typu orf–urfS (HANSON 1991). W przy-
padku rzepaku znaleziono trzy regiony
związane ze sterylnością typu pol, nap lub ogu

(MENASSA i współaut. 1999). Dwa z nich zawie-
rają geny chimeryczne: orf224 i orf138. W

skład regionu skorelowanego z CMS typu pol

wchodzi gen orf224, którego niekodująca se-
kwencja 5’ i pierwsze 58 kodonów odpowiada
genowi ósmej podjednostki ATPazy, natomiast
orf138 odpowiada za sterylność typu Ogura.
Analiza roślin słonecznika PET1 wiąże cechę
CMS z inwersją wielkości 12 kpz oraz insercją
wielkości 5 kpz, obejmującą od strony 3’ atpA

gen chimeryczny orfH522 (KÖHLER i współaut.
1991). W mtDNA kukurydzy są obecne se-
kwencje, które mogły brać udział w rekombi-
nacjach genomu mitochondrialnego pro-
wadzących do utworzenia obszaru odpowie-
dzialnego za CMS typu T. Znajdują się w nim
dwie ramki odczytu: urf13 i orf221. Gen urf13

jest chimeryczny, zawiera fragmenty 3’ se-
kwencji flankującej i kodującej genu 26S rRNA,
podjednostkę 6 ATPazy oraz sekwencje niezna-
nego pochodzenia. Geny urf13 i orf221 ulegają
kotranskrypcji (LEVINGS 1993). Dla sterylnej
kukurydzy typu C ustalono związek między ste-
rylnością pyłku a występowaniem genów chi-
merycznych zawierających podjednostki 9 i 6
ATPazy oraz podjednostkę II oksydazy cyto-
chromowej. Dla kukurydzy typu S zidentyfiko-
wano dwie otwarte ramki odczytu o charakte-
rze chimerycznym — orf355 i orf77 — jako od-
powiedzialne za ujawnianie się cechy niepłod-
ności pyłku (ZABALA i współaut. 1997). Gen
orf355 zawiera sekwencję podobną do regio-
nu R1 mitochondriów roślin płodnych
połączoną 336 nukleotydami nieznanego po-
chodzenia. Gen orf77 składa się z sekwencji ko-
dującej genu atp9 oraz fragmentów 3’ sekwen-
cji flankującej genu orf221, charakterystyczne-
go dla cytoplazmy T kukurydzy.

Możliwość wyjaśnienia molekularnych
podstaw CMS wiąże się z poznaniem struktury
transkryptów i funkcji białek specyficznych
dla roślin sterylnych. Badania ekspresji genów
mitochondrialnych w roślinach płodnych i ste-
rylnych wskazały na istnienie różnic w struktu-
rze syntetyzowanych cząsteczek RNA, jednak
nie wszystkie ujawnione zmiany mają związek
z cechą CMS. Przykładem jest analiza transkryp-
tów sześciu genów mitochondrialnych buraka
cukrowego (coxI, coxII, atpA, atp6, rps3 i
orf324), która wykazała zmiany w profilach
RNA dla linii sterylnej w stosunku do płodnej
(KUBO i współaut. 1999), ale jedynie dla genu
coxI różnice transkrypcyjne były wykrywalne
w tkankach kwiatu.

Na podstawie badań immunochemicznych
zidentyfikowano szereg białek — produktów
genów chimerycznych. Produktem genu

Cytoplazmatyczna męska sterylność roślin 417



orf522, związanego ze sterylnością typu PET1
słonecznika, jest białko o masie 15 kDa (HORN i
współaut. 1991), a genu orf 138 sterylnej rzod-
kiewki — białko o ciężarze 20 kDa
(KRISHNASAMY i MAKAROFF 1994). Najlepiej
poznanym peptydem związanym z cechą CMS
jest URF13 o masie 13 kDa, obecny w steryl-
nych roślinach kukurydzy typu T (LEVINGS
1993). Jest on syntetyzowany we wszystkich
organach rośliny, lecz wykazuje specyficzną
toksyczność tylko w pylnikach. Pod wpływem
białka URF13 następuje rozprzęgnięcie fosfo-
ryzacji oksydacyjnej, zwiększenie przepusz-
czalności błony mitochondrialnej oraz zaha-

mowanie procesów oddechowych. W przypad-
ku petunii wykazano, że z cechą CMS skorelo-
wany jest produkt genu pcf — białko o masie 25
kDa, występujące tylko w sterylnych roślinach
(NIVISON i HANSON 1989). Genom mitochon-
drialny żyta zawiera otwartą ramkę odczytu —
pol-r — kodującą białko wysoce homologiczne
do polimerazy DNA-B kukurydzy. Sekwencje
orf odmiany płodnej i CMS są takie same w ob-
szarze 864 pz od końca 5’, natomiast końce 3’
mają inną długość. W rezultacie tworzone są
dwa różne polipeptydy o wielkości 289 i 312
aminokwasów (SKUZA 2000).

DLACZEGO CMS UJAWNIA SIĘ TYLKO W PYLNIKACH, A NIE W INNYCH ORGANACH
ROŚLINNYCH?

Próby wytłumaczenia tego zjawiska objęły
zarówno badania ekspresji genów mito-
chondrialnych, jak również pomiary poziomu

ATP i analizy aktywności enzymów w tkankach
roślin płodnych i sterylnych. Założeniem był
fakt, że różnicujące się pylniki, a w szczeg-
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Ryc. 5. Analiza RFLP (ang. restriction fragment length polimorphism) mtDNA z roślin sterylnych (S) i
płodnych (P) buraka cukrowego.

Fragmenty restrykcyjne mtDNA trawionego enzymem EcoRI poddano hybrydyzacji z sondami homologicznymi
zawierającymi częściowe sekwencje genów coxII, atpA i atp6. Wielkość charakterystycznych fragmentów re-
strykcyjnych oraz sygnałów hybrydyzacyjnych podano w tysiącach par zasad. W mtDNA roślin CMS — po trawie-
niu restryktazą EcoRI — stwierdzono, w porównaniu do mtDNA roślin płodnych, brak fragmentu wielkości 15.1
kpz. W wyniku hybrydyzacji z sondą coxII pojawiły się dodatkowe prążki hybrydyzacyjne wielkości 7.2, 5.4 i 1.6
kpz, a nie hybrydyzowały fragmenty wielkości 1.5 i 1.4 kpz. Dla sondy atpA stwierdzono dla roślin CMS dodatko-
we sygnały 5.0 i 1.7 kpz, brak natomiast sygnałów odpowiadających fragmentom 1.6 i 1.5 kpz. Z sondą atp6 hy-
brydyzowały dodatkowo dwa fragmenty – 5.1 i 1.9 kpz (Fot. Z. Sadoch).



ólności komórki linii haploidalnej (płciowej),
charakteryzują się bardzo wysokim wymagani-
ami energetycznymi ze względu na liczne po-
działy komórkowe i replikację DNA, a także z
uwagi na niezwykle szybki wzrost komórek w
stosunkowo krótkim czasie. Potwierdzeniem
powyższego przypuszczenia jest ok. 40-krotny
wzrost liczby mitochondriów zachodzący w ta-
petum pylników kukurydzy i ok. 20-krotny
wzrost w KMP, towarzyszące wczesnym sta-
diom różnicowania (LEE i WARMKE 1979). Eks-
presja genów mitochondrialnych również ro-
śnie drastycznie podczas określonych stadiów
rozwoju pylnika. Wykazano szczególnie dużą
akumulację transkryptów atp1 w KMP i tapet-
um, zarówno w fazie premejotycznej, jak też
podczas męskiej mejozy słonecznika (SMART i
współaut. 1994), petunii (CONLEY i HANSON
1994) i Arabidopsis (KALANTIDIS i współaut.
2002). Maksymalna ekspresja genów cox była

natomiast obserwowana w fazie postmejoty-
cznej (CONLEY i HANSON 1994, KALANTIDIS i
współaut. 2002).

Badania zawartości ATP i ADP w organach
kwiatowych petunii i tytoniu potwierdziły, że
pylniki męskosterylne tych gatunków produ-
kują znacznie mniej ATP, a tym samym charak-
teryzują się obniżoną proporcją ATP/ADP w
stosunku do płodnych odpowiedników (LIU i
DICKINSON 1989, BERGMAN i współaut. 2000).
Koreluje to ze stwierdzoną, mniejszą aktywno-
ścią ATPazy w sterylnych pylnikach niektórych
gatunków roślin (GUAN i współaut. 2001). Spo-
śród innych enzymów mitochondrialnych, któ-
rych aktywność podlega wyraźnemu spadkowi
w pylnikach CMS, wymienić należy oksydazę
cytochromową, co udokumentowano dla ku-
kurydzy (OHMASA i współaut. 1976), petunii
(BINO 1986) i buraka cukrowego (NAKASHIMA
1978).

GENY PRZYWRACAJĄCE PŁODNOŚĆ

Zastosowaniu linii męskosterylnych w ho-
dowli odmian heterozyjnych może towarzy-
szyć pojawienie się w pokoleniu F1 roślin, któ-
re nie wytwarzają nasion. Jest to cechą nieko-
rzystną wówczas, gdy istotnym dla rolnika jest
plon nasion, tj. w przypadku rzepaku, kukury-
dzy lub słonecznika.

Płodność mieszańców pokolenia F1, a w
konsekwencji możliwość otrzymania nasion,
uwarunkowana jest odpowiednim współdzia-
łaniem genomu mitochondrialnego i jądrowe-
go. Molekularny mechanizm kontrolowania
ekspresji genów mitochondrialnych związa-
nych z cechą CMS wymaga udziału genów
jądrowych przywracających płodność pyłku.
Proces ten zachodzi przy udziale domi-
nujących restorerów — Rf — i może być wyni-
kiem supresji lub kompensacji sterylnego ge-
nomu mitochondrialnego. Analizy genetyczne
i molekularne ujawniły dla niektórych gatun-
ków roślin kilka różnych typów sterylnych
mtDNA, przy czym każdy z typów wymaga ko-
operacji z właściwymi genami restorerami
(SCHNABLE i WISE 1989).

W przypadku kukurydzy, dla każdej z
trzech wyodrębnionych form CMS, zidentyfi-
kowano różne geny przywracające płodność
pyłku, które zlokalizowane są w innych chro-
mosomach. Typ cms-T wymaga współdziałania
z dwoma genami Rf1 i Rf2 zlokalizowanymi od-
powiednio w chromosomach trzecim i dzie-

wiątym (DUVICK 1965, LEVINGS 1993 ). Gen
Rf3 w chromosomie trzecim jest restorerem
dla formy cms-S, a z typem cms-C związany jest
gen Rf4 mapujący się w chromosomie ósmym
(WEN i CHASE 1999). Spośród trzech znanych
form cytoplazmy sterylnej rzepaku, dla dwóch
— nap i pol — udało się wyselekcjonować linie
o genotypach przywracających płodność, po-
siadające odpowiednio geny Rfn lub Rfp (FAN i
STEFANSSON 1986, FANG i MCVETTY 1989). W
większości systemów CMS w odtworzeniu
płodności udział biorą jeden lub dwa loci, jak-
kolwiek są systemy, które wymagają
współdziałania wielu genów jądrowych. W
aspekcie praktycznej hodowli wykorzystywa-
ne i rozwijane są systemy CMS, w których ze
sterylnymi mitochondriami kooperuje co naj-
wyżej kilka genów restorerów.

Mechanizm przywracania płodności rośli-
nom męskosterylnym wiąże się najczęściej ze
zmianą ekspresji genów mitochondrialnych
warunkujących sterylność pyłku, powodo-
waną działaniem restorerów. Wyjątkiem jest
sytuacja w mtDNA fasoli, gdzie pvs związany z
cechą CMS jest eliminowany z genomu w obec-
ności jądrowego genu Fr (HE i współaut.
1995). Zmiana ekspresji genów mitochondrial-
nych odbywa się najczęściej posttranskrypcyj-
nie lub posttranslacyjnie. WISE i współaut.
(1989) stwierdzili, że obecność genu jądrowe-
go Rf1 powoduje zmniejszenie zawartości
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dwóch transkryptów genu T-urf13 w steryl-
nych roślinach kukurydzy typu T. W wyniku tej
zmiany następuje obniżenie o ok. 80% pozio-
mu białka URF13 toksycznego dla pylników
(KENNELL i PRING 1989).

Posttranskrypcyjne redagowanie RNA może
także odgrywać rolę w przywracaniu płodności.
Proces ten polega na wymianie cytozyny na ura-
cyl, co bezpośrednio wpływa na powstawanie
nowych kodonów „start” i „stop”, a tym samym
na zmianę długości ORF związanych z cechą
CMS (HERNOULD i współaut. 1998).

Interesujące jest, że zmiany w poziomie
transkryptów oraz białek związanych z sterylno-
ścią mogą zachodzić tylko w niektórych orga-
nach rośliny. MENASSA i współaut. (1999) opisa-
li różnice w poziomie transkryptu orf224/atp6

obecnego w organach kwiatowych roślin mę-
skosterylnego rzepaku typu pol i roślin z przy-
wróconą płodnością. W wyniku działania genu
jądrowego Rfp zawartość transkryptu orf224/

atp6 obniża się szczególnie wyraźnie w płat-
kach korony, słupkach i w pylnikach.

TWORZENIE ROŚLIN CMS METODAMI INŻYNIERII GENETYCZNEJ

Rośliny męskosterylne, ze względu na sze-
rokie zastosowanie w pracach hodowlanych,
są obecnie tworzone w laboratoriach, przy wy-
korzystaniu co najmniej kilku metod inżynierii
genetycznej:

(1) posttranskrypcyjne wyciszanie genów
w roślinach transgenicznych za pomocą kon-
struktów genowych zawierających sekwencje
antysensowne w stosunku do badanych,
działające pod promotorami specyficznymi dla
pylnika lub tapetum (GOETZ i współaut. 2001,
PEREZ-PRAT i VAN LOOKEREN CAMPAGNE 2002).
W większości przypadków prace te dotyczą
jednak genów jądrowych, chociaż ekspresja fe-
notypowa męskiej sterylności zachodzi oczy-
wiście w pylnikach;

(2) posttranskrypcyjne wyciszanie genów
mitochondrialnych za pomocą konstruktów
zawierających sekwencje antysensowne w sto-
sunku do odpowiednich genów mtDNA,
działające pod promotorami specyficznymi dla
tapetum. Przykładem może być zablokowanie
ekspresji dehydrogenazy pirogronianowej w
tapetum pylnikowym tytoniu, czego wynikiem
jest nadmierna wakuolizacja i rozrost tapetum
oraz zaburzenia w formowaniu ściany mikro-
spor (YUI i współaut. 2003). Jako modyfikację
tej metody można uznać transformacje mito-
chondriów tytoniu niezredagowaną formą
atp9 cDNA. Ekspresja transgenu prowadzi do
akumulacji nienormalnych transkryptów RNA,
a następnie syntezy niefunkcjonalnych białek i
zaburzenia procesu mikrosporogenezy
(HERNOULD i współaut. 1998);

(3) transformacja roślin konstruktami za-
wierającymi geny chimeryczne, działające pod
promotorami specyficznymi dla pylnika

(MARIANI i współaut. 1991), czy nawet pod
promotorem specyficznym dla męskich gamet
(SINGH i współaut. 2003). Znane są też przy-
padki kosupresji genów specyficznych dla ta-
petum działających pod promotorem 35S wi-
rusa mozaiki kalafiora (CaMV 35S), powo-
dującej śmierć komórek tapetum i zaburzenia
w rozwoju ściany ziaren pyłkowych petunii
(KAPOOR i współaut. 2002);

(4) asymetryczna fuzja protoplastów, tzw.
cybrydyzacja, czyli łączenie genomu jądrowe-
go jednego gatunku z genomem cytoplazma-
tycznym (mitochondria, chloroplasty) drugie-
go gatunku lub linii genetycznej. W ten sposób
przeniesiono mitochondria z roślin CMS do ro-
ślin płodnych, wprowadzając tym samych ce-
chę niepłodności pyłku do nowych linii czy od-
mian (SAKAI i IMAMURA 1990, WALTERS i
współaut. 1992, AKAGI i współaut. 1995). Inna
możliwość to uzyskiwanie za pomocą tej tech-
niki zupełnie nowych roślin CMS, wyka-
zujących unikalną organizację mtDNA.
Przykładem może być fuzja genomu jądrowego
pomidora (Lycopersicon esculentum) i geno-
mu mitochondrialnego ziemniaka (Solanum

tuberosum lub Solanum acuale), w wyniku
której otrzymano szereg roślin cybrydowych o
fenotypie pomidora, charakteryzujących się
zróżnicowanym poziomem ekspresji cechy
CMS. Wykazują one obecność licznych rekom-
binacji w obrębie mtDNA, czego wynikiem
było utworzenie kilku nowych genomów, róż-
niących się organizacyjnie od mtDNA form ro-
dzicielskich (MELCHERS i współaut. 1992). Zna-
ne są również męskosterylne odmiany tytoniu,
które powstały w wyniku połączenia jąder Ni-

cotiana tabacum i cytoplazmy innych gatun-
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ków rodzaju Nicotiana, i charakteryzują się
obecnością wielu transkryptów mitochon-

drialnego genu atp1, nie spotykanych w rośli-
nach płodnych (BERGMAN i współaut. 2000).

CYTOPLASMIC MALE STERILITY OF PLANTS — BIOLOGICAL AND MOLECULAR MECHANISMS

S u m m a r y

Cytoplasmic male sterility (CMS), the trait result-
ing in the formation of non-functional microspores or
pollen grains, is commonly used by plant breeders for
hybrid seeds production. Numerous studies aimed at
the explanation of both biological and molecular
mechanisms leading to the pollen abortion have been
carried out in the past thirty years. Among the cytologi-
cal events accompanying CMS, the most pronounced
one concerns the tapetum — tissue surrounding differ-
entiating pollen mother cells (PMC) — and involves its
abnormal vacuolization, fusion of cells into
multinuclear syncytia, and disturbances in the time of
the programmed tapetum death. Development of
PMC, depending upon the species, is arrested either
during meiosis or in postmeiotic phase, and is usually
related to the failure in the deposition of the
microspore (pollen) wall. Ultrastructural and
morphometric analysis clearly showed that mitochon-
dria in both tapetum and PMC are seriously affected in
CMS plants, which is reflected in changes of their num-
ber, size and structure.

Molecular analyses indicated that several struc-
tural features of mitochondrial DNA (mtDNA) might
be related to CMS expression. The results of RFLP stud-
ies and of hybridizations with specific mitochondrial
probes revealed, that the organization of several genes
such as atpA, atp6, atp9, coxI, coxII, coxIII and cob is
different in sterile plants in comparison with their fer-
tile counterparts. Despite that the altered mitochon-
drial organization typifies all plant tissues, the distur-
bances in development could only be detected in an-
thers. This probably results from exceptionally high
energetic demand of anther tissues due to the numer-
ous subsequent cell divisions accompanied by several
cycles of DNA replication.

The wide interest of breeders in the application of
CMS plants led to the development of several tech-
niques of male sterility induction, including the pro-
duction of transgenic plants with altered expression of
either nuclear or mitochondrial genes, the transfer of
mitochondria from sterile to fertile plants, and forma-
tion of new “cybrid” plants with rearranged mtDNA.
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