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MECHANIZMY SAMONIEZGODNOSCI U ROSLIN KWIATOWYCH

WSTEP

Procesy plciowe zabezpieczaja réznorod-
noS¢ osobnicza wszystkich gatunkow zasie-
dlajacych Ziemie¢. Aby zwigkszyC szans¢ na
zmiennoS¢ osobnicza, laczace sie podczas
zaplodnienia gamety nie powinny pochodzi¢
od tego samego osobnika. Krzyzowe zaptod-
nienie, dzieki ktoremu nastepuje stata wymia-
na genoéw miedzy genetycznie odmiennymi
osobnikami, warunkuje bowiem wieksza pla-
stycznosSc¢ gatunku i umozliwia przystosowanie
sic do zmiennych warunkow Srodowisko-
wych. Dlatego tez w toku ewolucji przewage
uzyskaly te organizmy, ktore rozmnazaja si¢
ptciowo droga zaptodnienia krzyzowego. U
wickszosci zwierzat miedzyosobnicze zaptod-
nienie zapewnia rozdzielnoptciowos¢, ktora u
wyzej stojacych w drabinie ewolucyjnej takso-
now jest jedynym sposobem rozmnazania.
Dzieki niej meskie i zenskie gamety produko-
wane s3 przez odmienne genetycznie organi-
zmy. Rozdzielnoptciowos¢ nie wystepuje jed-
nakze az u ok. 70% okrytonasiennych. Zatem
przewazajaca liczba najbardziej zawansowa-
nych w rozwoju roslin wytwarza obuplciowe
kwiaty, w ktorych produkowane sa zaréwno
zefiskie, jak i meskie gamety. Skad zatem bierze
si¢ duze, umozliwiajace sukces ewolucyjny,
zroznicowanie osobnicze gatunkéw Angio-
spermae? U wiekszoSci obuptciowych roslin
kwiatowych powstaly mechanizmy, ktore
stuza do zabezpieczenia przed samozaplodnie-

niem. Jednym z najpowszechniejszych mecha-
nizméw jest samoniezgodnos¢ (DE NET-
TANCOURT 2001). Dzieki samoniezgodnosci
(SD) shupek rozpoznaje czy zostal zapylony
pylkiem z wlasnego kwiatu (wsobnie), czy tez
pylkiem od genetycznie innego osobnika
(krzyzowo). W zaleznoSci od mechanizmu SI
zahamowanie wsobnego (niezgodnego) pytku
nast¢puje na powierzchni znamienia lub w
szyjce stupka. Jako zgodny rozpoznawany jest
pylek pochodzacy z zapylenia krzyzowego i tyl-
ko ten wyrasta w lagiewke pytkowa, ktora po
przerosnieciu szyjki stupka przenosi meski ma-
terial genetyczny do woreczka zalazkowego.

Szacuje sie, ze ponad 250 000 gatunkow An-
giospermae posiada system samoniezgodno-
Sci, ktory jest determinowany przez jeden lub
wiecej loci (patrz BEDNARSKA 1992). Ogoélnie
samoniezgodnos¢ dzieli sie¢ na heteromor-
ficzna i homomorficzna. Typ heteromorficzny
wystepuje u roslin produkujacych obuptcio-
we, lecz zr6znicowane morfologicznie kwiaty,
np. u Primula. SamoniezgodnoS¢ homomor-
ficzna posiadaja rosliny, ktorych wszystkie
osobniki wytwarzaja identyczne kwiaty. W
obecnym artykule zostanie omowiona samo-
niezgodnos¢ homomorficzna.

Badania genetyki klasycznej wykazywaly,
ze samoniezgodnos$¢ homomorficzna jest kon-
trolowana przez jeden wieloalleliczny gen S,
ktory ulega ekspresji w organach generatyw-
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nych, decydujac o fenotypie stupka i pytku. W
przypadku, gdy zapylenie prowadzi do spotka-
nia si¢ pytku i stupka o tym samym fenotypie
SI nastepuje zahamowanie rozwoju meskiego
gametofitu. Przez dziesieciolecia trudno bylo
wyjasni¢ w jaki sposob biatka bedace produk-
tem ekspresji tego samego genu prowadza do
rozpoznania i odrzucenia niezgodnego pytku.
W potowie ubieglego wieku zaobserwowano,
ze droga mutagenezy mozna uzyskac niezale-
znie samozgodne mutanty zefiskie (mutanty
L,shupkowe”), czyli produkujace niezgodny
pytek, lecz pozbawione zdolnosci jego zahamo-
wania, oraz samozgodne mutanty me¢skie, tj.
wytwarzajace stupki zdolne do dyskryminacji

pylku i samozgodny pylek (mutanty
~pytkowe”). Aby wyjasni¢ to zjawisko zato-
zono, ze gen § zbudowany jest z trzech obsza-
row: (1) wspolnego dla pytku i stupka, ktory
jest odpowiedzialny za zréznicowanie allelicz-
ne genu, (2) specyficznego dla pytku i (3) spe-
cyficznego dla stupka, ktore ulegaja ekspresji
tylko w meskim lub zefiskim organie rozmna-
zania (KNOX 1984). Jednakze dopiero rozwoj
metod biologii molekularnej pozwolit na po-
znanie genetycznej kontroli SI oraz przyblizyt
zrozumienie ztozonych mechanizmow funk-
cjonowania tego procesu.

GENETYCZNA DETERMINACJA SAMONIEZGODNOSCI

Badania samozgodnych ,stupkowych” i
»pytkowych” mutantéw oraz eksperymenty na
roSlinach transgenicznych ujawnity, ze fenoty-
py SI pylku i stupka sa determinowane przez
rozne geny zlokalizowane w jednym locus
(Ryc. 1). Obecnie wiadomo, ze w locus S wyste-
puja co najmniej dwa wieloalleliczne geny, z
ktorych jeden determinuje fenotyp S stupka, a
drugi-pytku. W odcinku locus S wystepuje su-
presja segregacji, zatem wszystkie geny dzie-
dzicza si¢ jako jedna jednostka. Z tego tez po-
wodu nie byly wykrywane przy zastosowaniu

metod genetyki klasycznej. Poniewaz locus S
jest kompleksem wielogenowym, na okresle-
nie jego roznych wariantoOw wprowadzono po-
jecie ,haplotyp”. Terminu ,allel” uzywa si¢ na-
tomiast dla rozréznienia wariantow poszcze-
g0lnych genoéw obecnych w locus § (MCCU-
BBIN i KAO 2000).

Fenotyp S stupka determinowany jest przez
podwojny  haplotyp, bowiem ekspresja
stupkowego genu § ma miejsce w diploidalny-
ch komorkach szlaku transmisyjnego. Wyste-
puja tam zatem typowe zaleznoSci dominaciji,

GAMETOFITOWA SI SPOROFITOWA SI
tapetum
haplotyp 8%1 P1

fenotyp
S S
2

stupek

Ryc. 1. Genetyczna determinacja samonie-
zgodnosci (SI) obuplciowych roslin kwia-
towych.

Za SI odpowiada wielogenowy kompleks zloka-
lizowany w locus S, ktory funkcjonuje jako poje-
dynczajednostka dziedziczna. Rozne S-loci nazy-
wane sa haplotypami, termin allele uzywa si¢ do
okreSlenia roznych wariantOw pojedynczego
polimorficznego genu obecnego w locus S. Di-
ploidalne komorki stupka oraz pylnika wyposa-
zone sa w podwojny haplotyp S, w komorkach
pomejotycznych (pylku/tagiewce pyltkowej)
wystepuje haplotyp pojedynczy. W locus S obec-
ne sa co najmniej dwa geny: pierwszy ulega eks-
presji w diploidalnych komérkach stupka (Sh) i
determinuje fenotyp S zefiskiego organu roz-
mnazania, drugi (P), ktory determinuje fenotyp
S meskiego gametofitu, podlega ekspresji badz
w pylku/tagiewce pyltkowej —samoniezgodnos¢
gametofitowa (GSI), badz w diploidalnych ko-
morkach pylnika — samoniezgodnosc sporofito-
wa (SSI) (wg MCCUBBINA i KAO 2000).
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wspoldominacji i recesji poszczegolnych ha-
plotypow S. Bardziej skomplikowana sytuacja
wystepuje w sposobie determinacji fenotypu S
pytku (Ryc. 1). Decyduje o nim badz diploi-
dalny genotyp roSliny macierzystej, badz ha-
ploidalny genotyp ziarna pytku. Biorac pod
uwage sposob determinacji fenotypu S pytku
samoniezgodnoS¢ dzieli sie na gametofitowa
(GSD) i sporofitowa (SSI). Samoniezgodnos¢ ga-
metofitowa wystepuje u tych gatunkow roslin,
u ktorych fenotyp pylku jest wynikiem eks-
presji genu § wystepujacego w pojedynczym
haplotypie pylku. Natomiast w samon-
iezgodnosci sporofitowej fenotyp pytku de-
terminuje ekspresja obydwu alleli genu S,
obecnego w podwojnym haplotypie sporofito-
wych tkanek pylnika, gléwnie w tapetum. W

tym przypadku o fenotypie pylku decyduje, po-
dobnie jak w shupku, zjawisko dominacji i
wspoldominacji haplotypow S.

W artykule przedstawiono molekularne
podstawy rozpoznania i odrzucenia niezgod-
nych ziaren pytkowych u obuptciowych roslin
kwiatowych, u ktérych wystepuje homomor-
ficzny typ samoniezgodnosci. Dotychczasowe
badania pozwolily pozna¢ funkcjonowanie
trzech roznych sposobow dyskryminacji wsob-
nych ziaren pytkowych. U roslin posiadajacych
gametofitowa SI opisano dwa mechanizmy
okreslane jako: (1) typ Solanaceae i (2) typ Pa-
paveraceae, natomiast u roslin ze sporofitowa
SI znany jest jeden mechanizm wystepujacy u
Brassicaceae.

SAMONIEZGODNOSC GAMETOFITOWA

TYP SOLANACEAE

Samoniezgodnos¢ typu Solanaceae zostala
dotad opisana u 3 rodzin Angiospermae: Rosa-
ceae, Solanaceae i Scrophulariaceae. Ten typ

GAMETOFITOWA SI

fenotyp pytku

samoniezgodnosci jest prawdopodobnie naj-
starszym mechanizmem dyskryminacji wsob-
nych ziaren pytku, pojawit sie bowiem bardzo
wczesnie u przodkéw obecnie zyjacych roslin
kwiatowych.

SPOROFITOWA SI

fenotyp pytku

S,S8

374 S1 S3

Sy

Ryc. 2. Rozpoznanie i hamowanie niezgodnych ziaren pytkowych.

A. W GSI jako niezgodny rozpoznawany jest pylek, ktorego haplotyp S (i tym samym fenotyp) jest identyczny jak
jeden z dwu haplotypow S stupka (§;S,). W GSI typu Solanaceae (pytek S;) zahamowanie rozwoju meskiego ga-
metofitu ma miejsce dopiero w gornej czesci szyjki stupka, natomiast w typie Papaveraceae (pytek S,)-juz w zna-
mieniu. W stupku rosna tylko te ziarna pytkowe, ktorych haplotyp (S3) jest r6zny od obydwu haplotypow stupka
(8,S,). B. W SSI za niezgodny uznany zostaje pylek wytworzony przez rosling, ktora posiada co najmniej jeden ha-
plotyp (§,53) tozsamy z jednym z dwu haplotypow stupka (S,S,). Zahamowanie rozwoju pytku odbywa si¢ na po-
wierzchni znamienia, fagiewka nie wrasta do stupka. Stupek penetruja tagiewki ziaren pytkowych produkowa-
nych przez roSling, ktorej obydwa haplotypy (5554) sa rozne od haplotypow stupka (wg DE NETTANCOURTA

2001).
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Mechanizm rozpoznania i dyskryminacji
pylku w gametofitowej samoniezgodnoSci
typu Solanaceae funkcjonuje w gornej czesci
szyjki stupka (Ryc. 2A). Po zapyleniu na zna-
mieniu kietkuje zarowno pylek zgodny, jak i
niezgodny — wszystkie tagiewki wrastaja do
szyjki stupka. Jednakze juz w podznamienio-
wej czeSci szyjki rozpoczyna sie¢ hamowanie
wzrostu fagiewek, ktore maja ten sam haplotyp
co stupek i sa rozpoznane jako niezgodne. Za-
trzymanie ich wzrostu jest efektem dziatania
produktu genu § stupka, ktory ze szlaku trans-
misyjnego wnika do cytoplazmy tagiewek
pytkowych.

Determinanty samoniezgodnoSci

W locus S roslin posiadajacych GSI typu So-
lanaceae zlokalizowano jak dotad dwa geny-je-

A

|

plotype specific F-box protein) (USHIJIMA i
wspotaut. 2003). Produktem genu § pylku jest
cytozolowe biatko funkcjonujace prawdop-
odobnie jako inhibitor RNazy.

Bialko specyficzne dla stupka, ktore segre-
guje zgodnie z haplotypem S i determinuje jego
fenotyp samoniezgodnoSci zostalo zidentyfi-
kowane juz w 1986 r. (ANDERSON i wspotaut.
1986). Aktywnos$¢ stupkowych biatek S w
wywolywaniu samoniezgodnoSci zostata wie-
lokrotnie potwierdzona eksperymentalnie. Za-
rowno oczyszczone biatka S, jak i wyizolowane
ekstrakty stupkowe w sposob specyficzny dla
haplotypu hamuja rosnace in vitro tagiewki
pylkowe (MCCUBBIN i KAO 2000).

Obecnie znanych jest kilkadziesiat biatek S
bedacych wynikiem ekspresji wielu alleli genu
S u réznych gatunkow, m.in. Nicotiana alata,
Petunia inflata, Solanum tuberosum, Lycop-
ersycon peruvianum, Prunus dulcis (MCCU-

B
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Ryc. 3. Schemat budowy locus § i biatek S u roslin posiadajacych GSI typu Solanaceae.

A. W locus S zlokalizowane sa dwa geny, aktywny w stupku gen S-RNazy oraz ulegajacy ekspresji w pylku gen SFB.
Strzaltki pokazuja kierunek transkrypcji. B. Gen S-RNazy koduje biatko zawierajace peptyd sygnatowy (PS), 5 do-
men konserwowanych (C1-C5), z ktorych dwie (C2 i C3) odpowiadaja centrum aktywnemu RNazy oraz dwa re-
giony wysoce zréznicowane (HVa i HVb) odzwierciedlajace alleliczny polimorfizm genu. C. W genie SFB wy-
roznia si¢ konserwowane sekwencje kodujace domene F-box oraz dwa regiony wysoce zréznicowane, prawdo-
podobnie uczestniczace w rozpoznaniu S-Rnazy (wg MCCUBBINA i KAO 2000, USHIJIMAY i wspotaut. 2003).

den determinuje fenotyp S stupka, drugi —
pytku (Ryc. 3A). Stupkowy gen § koduje wy-
dzielnicze bialko o aktywnoSci rybonukleazy,
stad nosi nazwe S-RNazy. Gen ten zidentyfi-
kowano u wszystkich do tej pory badanych ro-
Slin (MCCUBBIN i KAO 2000). S-haplotypowa
specyficzno$¢ pytku kontroluje odkryty do-
piero w tym roku u dwu gatunkow Prunus
gen, ktory nazwano SLF (ang. S-locus F-box)
(ENTANT i wspotaut. 2003) lub SFB (ang. S-ha-

BBIN i KAO 2000, CERTAL i wspotaut. 2002).
Gen S ulega ekspresji w komorkach transmis-
yjnych szyjki stupka, a dojrzate biatka S lokali-
zuje si¢ na terenie apoplastu szlaku transmis-
yjnego, gtownie w gornej czesci stupka, tj. na
drodze wzrostu lagiewek pylkowych w strefie
ich hamowania (MCCUBBIN i KAO 2000).
Bialka S sa wysoce polimorficzne, ich masa
czasteczkowa u Solanaceae waha sie od 22 kDa
do 34 kDa (MCCUBBIN i KAO 2000), a u Prunus
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dulcis ok. 40 kDa (CERTAL i wspotaut. 2002).
Porownanie r6znych bialek S ujawnito, ze zroz-
nicowanie ich sekwencji aminokwasowych
moze by¢ bardzo duze, wynosi bowiem od 4%
do 65% (MATTON i wspotaut. 1997). Co cieka-
we, biatka S r6znych gatunkow moga byc¢ bar-
dziej podobne do siebie anizeli biatka S tego sa-
mego gatunku.

Pomimo tak duzego zréznicowania ogolny
plan budowy bialek S jest podobny (Ryc. 3B).
Wszystkie biatka S sa zasadowymi N-glikozylo-
wanymi glikoproteinami, w ktorych wyréznic
mozna 5 regionow konserwowanych i 1 lub 2
regiony wysoce zroznicowane. Na N-koncu
wystepuje krotki peptyd sygnatlowy, ktory jest
nieobecny w dojrzatym biatku, co wskazuje, iz
sa to biatka o charakterze wydzielniczym (KAO
i HUANG 1994, MATSUURA i wspolaut. 2001,
ZUCCHERELLI i wspoétaut. 2002).

Wyodrebnione regiony konserwowane
okresla si¢ jako: C1, C2, C3, C4 i C5. Wickszos¢
obecnych tam aminokwasow ma charakter hy-
drofobowy i prawdopodobnie tworza one
czeS¢ rdzeniowa dojrzatego biatka. Dokladna
analiza sekwencji aminokwasowej ujawnita, ze
w konserwowanych regionach C2 i C3 zlokali-
zowane sa sekwencje, ktore wystepuja w cen-
trum aktywnym grzybowego enzymu rybon-
ukleazy Rh, nalezacego do rodziny T2 RNaz
(MCCLURE i wspotaut. 1989, KAO i HUANG
1994, MATSUURA i wspoétaut. 2001, CERTAL i
wspotaut. 2002). W regionach C2 i C3 zlokal-
izowane sa dwie reszty histydyny, ktore sa od-
powiedzialne za katalityczna funkcje RNazy.
Zatem produktem genu S stupka, ktory determ-
inuje jego fenotyp S, jest biatko posiadajace ak-
tywnoS¢ RNazy. Dalsze badania ujawnily, ze
aktywnosS¢ RNazowa biatek S jest konieczna do
wywolania reakcji samoniezgodnosci. Eksper-
ymenty ze zmodyfikowanymi biatkami S, w
ktorych regiony odpowiedzialne za ich enzym-
atyczna funkcje zostaly zmutowane, pokazaty
ze bialka pozbawione rybonukleazowej aktyw-
nosci nie sa zdolne do wywotania odpowiedzi
samoniezgodnosci. Mutanty Petunia inflata
transformowane genem S;, w ktorym kodon hi-
stydyny odpowiedzialnej za funkcje katality-
czne RNazy zostal zmieniony na kodon aspar-
aginy, nie byly zdolne do zahamowania wzro-
stu niezgodnych tagiewek pytkowych, tj. o ge-
notypie S; (HUANG i wspotaut. 1994,
MCCUBBIN i wspotaut. 1997).

Ktory z RNA tagiewki pytkowej jest substra-
tem dla S-RNAzy nie zostalo jeszcze ostatecznie
wyjasnione. Bierze si¢ pod uwage zarOwno

rRNA, jak i mRNA (MCCUBBIN i KAO 2000). Ist-
nieja dowody, iz tagiewki pytkowe nie syntety-
zuja rRNA oraz, ze ich wzrost nie wymaga tran-
skrypcji nowego mRNA. Synteza biatek oparta
jest na skladnikach, ktére powstaja podczas
dojrzewania pytku w pylniku (MASCARENHAS
1993). W sytuacji braku nowych transkryptow
degradacja ktoregokolwiek z RNA prowadzi do
zatrzymania biosyntezy biatek i zahamowania
wzrostu tagiewki.

Regiony wysoce zréznicowane S-RNazy od-
zwierciedlaja alleliczney polimorfizm genu S i
sa odpowiedzialne za haplotypowa specyficz-
nos¢ stupka (MCCUBBIN i KAO 2000, MATSUURA
i wspotaut 2001). U Solanaceae wstepuja dwa
takie regiony (nazywane HVa i HVb, ang. hy-
pervariable), natomiast u Rosaceae jeden (od-
powiadajacy sekwencja aminokwasowa HVa
Solanaceae). Wystepujace tam dodatnio nata-
dowane aminokwasy sa silnie hydrofilowe,
dzieki czemu moga by¢ eksponowane na po-
wierzchni dojrzatego biatka S. Obecnos¢ hy-
drofilowych, wysoce zréznicowanych se-
kwencji na powierzchni biatka S stupka zostata
ostatnio potwierdzona metodami krystalogra-
ficznymi u Prunus dulcis (MATSUURA i
wspotaut 2001). Taka lokalizacja regionow HV
sugeruje, ze odgrywaja one wazna role w inter-
akcji z produktem genu S pytku i uczestnicza w
jego rozpoznaniu w sposob zalezny od haplo-
typu. Dowody na to, iz regiony HV sa odpo-
wiedzialne za haplotypowa specyficznosc re-
akcji samoniezgodnoSci pochodza z badan ros-
lin transgenicznych. RoSliny, ktore transfor-
mowano chimerycznym genem $-RNazy, tj. po-
siadajacym regiony HVa i HVb innego allelu
anizeli allel wyjSciowy, uzyskiwaty fenotyp od-
powiadajacy sekwencji nowo wprowadzo-
nych regionow HV. Na przyktad rosliny z chi-
merycznym genemS;, ;3, w ktorym regiony HV
pochodzily od allelu §;;, a pozostala czesc¢
biatka od allelu §;;,, zatrzymywaly wzrost
lagiewek pytkowych o haplotypie S, lecz nie
hamowaly pytku S, ; (VERICA i wspotaut. 1998).
W haplotypowej specyficznosci S-RNazy nie
uczestnicza reszty cukrowe glikoproteiny. Wy-
miana glikozylowanej asparaginy na aminokw-
as nie podlegajacy glikozylacji nie miata zad-
nego wplywu na rozpoznanie i odrzucenie nie-
zgodnych ziaren pytkowych (KARUNANANDAA
i wspotaut. 1994).

Zrozumienie molekularnego mechanizmu
dzialania stupkowej S-RNazy w dyskryminacji
wsobnego pylku wymagalo poznania pro-
duktu genu § pylku. Probujac wyjasni¢ udziat
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biatek S pytku w funkcjonowaniu opartego na
RNazie systemu samoniezgodnoSci stworzono
dwa hipotetyczne modele (MCCUBBIN i KAO
2000). Model pierwszy zaktadat, ze produktem
genu S pylku jest zlokalizowany w blonie
lagiewki transblonowy receptor/przenosnik,
ktory w haplotypowo specyficzny sposob
transportuje S-RNaze¢ do tagiewki pylkowe;.
Wedtug drugiego, alternatywnego modelu pro-
dukt genu § pytku funkcjonuje jako cytoplaz-
matyczny inhibitor hamujacy aktywnoS¢
wszystkich S-RNaz, ktore nie pochodza od tego
samego haplotypu. Wyjasnienie, ktory z tych
modeli jest prawdziwy nie bylo mozliwe przed
identyfikacja i charakterystyka genu S pytku.
Zalozono, ze poszukiwany gen musi: (1) byc¢
zlokalizowany w locus S, (2) segregowac zgod-
nie z haplotypem S, (3) posiada¢ wysoce zroz-
nicowane sekwencje specyficzne dla haplo-
typu S, (4) jego ekspresja powinna byc¢ specy-
ficzna dla pylku. Pierwsze proby odnalezienia
genu § w pytku podjeto u Petunia hybrida
(SIMS i ORDANIC 2001). W poblizu genu
S$-RNazy ujawniono gen, ktory ulegal specy-
ficznej ekspresji tylko w pylku. Kodowane
przez niego biatko nazwano PhSBP1 (ang. Pe-
tunia hybrida S-binding protein). Biatko to
wiazato sie z duza specyficznoscia ze stupkowa
S-RNaza, co sugerowalo ze moze uczestniczyc
w reakcji SI. Wiazanie PhSBP1 z S-RNaza nie
bylo jednakze haplotypowo specyficzne. Ten
fakt raczej wyklucza, iz jest to produkt genu §.
Byc¢ moze biatko to pelni role pomocnicza w re-
gulacji S-RNazy stupkowe;j.

Identyfikacja genu § pyltku zakonczyla si¢
sukcesem dopiero w tym roku u dwu gatun-
kéw Prunus (USHIJIMA i wspotaut. 2003,
ENTANI i wspotaut. 2003). W odcinku DNA za-
wierajacym locus S udatlo sie¢ odnalez¢ gen, kt-
ory spetniat wszystkie kryteria genu S (gen
SLF/SFB). Prawdopodobny pylkowy gen § zlo-
kalizowany jest wewnatrz locus S i w za-
leznosci od haplotypu jego fizyczna odlegtos¢
od genu S-RNazy wynosi od 1.6 kb do > 10 kb.
W kodowanym przez niego biatku nie ziden-
tyfikowano peptydu sygnatowego, co wska-
zuje, iz jest to biatko funkcjonujace na terenie
cytozolu (Ryc. 3B). W kierunku N-konca biatko
SLE/SFB posiada jeden konserwowany region
zawierajacy charakterystyczny motyw zwany
F-box. Biatka z motywem F-box sa sktadnikami
enzymu ligazy E; typu SCF i wchodza w skiad
kompleksu, ktory katalizuje ubikwitynacje
biatek przeznaczonych do trawienia w proteo-
somach. Obecnos¢ motywu F-box stanowi

mocny argument na rzecz hipotezy, ze biatko S
pylku funkcjonuje jako inhibitor S-RNazy,
uczestniczac w jego degradaciji.

Analiza wydedukowanej sekwencji amino-
kwasowej ujawnila wysoki, porownywalny do
S-RNazy, polimorfizm biatka kodowanego
przez gen SFB. Specyficzne dla haplotypu zroz-
nicowanie sekwencji wynosito od 22,6% do
31,6%. Na tak wysoki polimorfizm biatek kodo-
wanych przez rozne allele S pytku sktada sie
szereg krotkich, zréznicowanych sekwencji
znajdujacych si¢ w calym tancuchu oraz,
przede wszystkim, obecnos¢ dwu wysoce zroz-
nicowanych regionow w kierunku C-konca
biatka. Regiony te sa zapewne odpowiedzialne
za alleliczng specyficznos¢ biatek S pytku. Ich
rola wydaje si¢ by¢ zatem porOwnywalna do re-
gionow HV w S-RNazie. Zawierajace hydrofilo-
we aminokwasy regiony wysoce zroéznicowane
biatka SFB s3 prawdopodobnie wyeksponowa-
ne na powierzchni pofatldowanego bialka i od-
grywaja istotna rol¢ w rozpoznaniu S-RNazy.

Gen SLE/SFB ulega specyficznej ekspresji w
dojrzewajacych i kietkujacych ziarnach pyiko-
wych badanych gatunkow Prunus. W innych
organach, np. w stupku czy liSciach, gen nie
jest aktywny (ENTANI i wspotaut. 2003,
USHIJIMA i wspotaut. 2003). Pozostaje to w zgo-
dzie z wczeSniejszymi obserwacjami, ze u tych
roslin fenotyp S pytku jest determinowany ga-
metofitowo. Zatem na obecnym etapie badan
gen SLE/SFB jest najpowazniejszym kandyda-
tem na gen § pytku w samoniezgodnoSci opar-
tej na S-RNazie. Dowodow na taka jego funkcje
moga dostarczy¢, podobnie jak w przypadku
S-RNazy, badania z uzyciem ro$lin transgenicz-
nych.

Model molekularnego funkcjonowania GSI typu
Solanaceae

Informacje dotyczace budowy locus S oraz
udowodnione (w przypadku S-RNazy) i przy-
puszczalne (dla biatka SFB/SLB) dziatanie pro-
duktow stupkowego i pytkowego genu S, staly
sie podstawa do stworzenia hipotetycznego
modelu molekularnego funkcjonowania SI
typu Solanaceae (MCCUBBIN i KAO 2000,
USHIJIMA i wspotaut. 2003). Model zaktadajacy,
ze produkt genu § jest zlokalizowanym w
btonie tagiewki receptorem/przenosnikiem
S-RNazy opierat si¢ na zalozeniu, ze jej wnika-
nie do tagiewki jest specyficzne dla haplotypu i
stupkowa S-RNaza penetruje tylko niezgodne
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tagiewki pytkowe (Ryc. 4A). Po wniknieciu do
cytoplazmy enzym degraduje RNA tagiewki
pytkowej i dochodzi do zatrzymania jej wzro-
stu. Jednak badania immunocytochemiczne
ujawnily, ze stupkowa S-RNaza jest pobierana
przez kazda tagiewke pylkowa, ktora roSnie w
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wych. W cytoplazmie tagiewki obecny jest pro-
dukt genu § pylku, ktory ma wlasciwosci odroz-
niania i regulacji aktywnoSci S-RNazy. Produk-
tem tym jest biatko SLF/SFB, posiadajace dome-
ne specyficzna dla haplotypu (regiony wysoce
zroznicowane) oraz domene inhibitorowa,

C

Ryc. 4. Molekularny mechanizm hamowania niezgodnego pytku w GSI typu Solanaceae.

A. Model receptorowy. Pobieranie S-RNazy do tagiewki pylkowej jest allelo-specyficznie i ma miejsce tylko w
przypadku, gdy haplotyp stupka i pytku sa takie same. Pytkowy produkt genu § funkcjonuje jako blonowy recep-
tor (Rg)), ktory rozpoznaje stupkowa S-RNaze (S;-RNaz¢) i uczestniczy w jej transporcie do cytoplazmy niezgod-
nej lagiewki. Efektem aktywnoSci stupkowej S-RNazy jest degradacja RNA tagiewki i zatrzymanie jej wzrostu. B,
C. Model inhibitorowy. Stupkowa S-RNaza wnika niespecyficznie do cytoplazmy tagiewki, zarowno zgodnej (B),
jak i niezgodnej (C). B. Gdy haplotyp stupka (§;S,) jest inny anizeli pytku (S,), produkt genu § pytku dziata jako in-
hibitor S-RNazy (SFB,), ktory uczestniczy w ubikwitynozaleznej lizie S;-RNazy (dRNaza-zdegradowana S-RNa-
za). C. Jezeli slupkowa S-RNaza i pytkowy inhibitor (SFB,) sa wynikiem ekspresji genow tego samego haplotypu
(8,) enzym pozostaje aktywny i dochodzi do degradacji RNA tagiewki pytkowej (wg MCCUBBINA i KAO 2000,

USHIIMAY i wspotaut. 2003).

szlaku transmisyjnym szyjki stupka, tj. bez
wzgledu na to czy jest to tagiewka wsobna, czy
tez zgodna (LUU i wspoétaut. 2000). Zatem wy-
niki tych badan raczej wykluczaja taki sposob
rozpoznawania i hamowania wsobnych tagie-
wek pytkowych.

Obecnie najbardziej prawdopodobny wy-
daje si¢ by¢ model, w ktorym biatko S pytku
dziala jako inhibitor aktywnoSci S-RNazy
stupkowej (Ryc. 4B, C). Tuz przed otwarciem
kwiatu do apoplastu szlaku transmisyjnego
szyjki stupka wydzielana jest S-RNaza wyposa-
zonaw specyficzne dla allelu domeny (domeny
HV) rozpoznawane przez biatko S pytku. Po za-
pyleniu stupkowa S-RNaza wnika niezaleznie
od haplotypu do wszystkich tagiewek pylko-

uczestniczaca w hamowaniu aktywnoSci RNa-
zy (F-box). Po zapyleniu zgodnym do tagiewki
whnika RNaza bedaca produktem innego haplo-
typu anizeli haplotyp pytku (Ryc. 4B).W tym
przypadku allelo-specyficzne regiony pytko-
wego i stupkowego produktu genu § nie wigza
sie wcale lub w sposob, ktory nie zmienia inhi-
bitorowej aktywnoSci biatka SFB. Aktywne
biatko SFB, dzieki obecnosci domeny F-box,
uczestniczy w ubikwitynacji ,toksycznej”
S-RNazy — enzym zostaje skierowany na droge
proteosomalnej degradacji. Zdegradowane
biatko nie wplywa na metabolizm lagiewki,
ktora kontynuuje wzrost w kierunku zalazni.
Sytuacja radykalnie zmienia si¢ po zapyle-
niu wsobnym, gdy haplotyp pytku jest taki sam
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jak stupka (Ryc. 4C). Specyficzne dla haplotypu
domeny biatka SFB i region HV S-RNazy
wchodza w interakcje, ktora prowadzi do zaha-
mowania inhibitorowej aktywnosci biatka SFB.
Niewykluczone, ze odbywa si¢ to na drodze za-
blokowania domeny F-box, co uniemozliwia
ubikwitynacje S-RNazy. Nie ulegajaca degrada-
cji S-RNaza powoduje rozpad RNA tagiewki
pytkowej (rRNA, mRNA?), w efekcie czego na-
stepuje zatrzymanie jej wzrostu.

TYP PAPAVERACEAE

Mechanizm samoniezgodnoSci typu Pa-
paveraceae zostal opisany u dziko rosnacego
maku, w populacji ktorego wystepuje 40-50
roznych haplotypow S§ (MCCUBBIN i KAO
2000). U tego gatunku rozpoznanie i odrzuce-
nie niezgodnych ziaren pytkowych odbywa si¢
juz w znamieniu, niezgodne lagiewki nie pene-
truja shupka (Ryc. 2A).

Do tej pory udato si¢ sklonowac i poznac
budowe niektorych biatek S produkowanych
przez komorki znamienia. Znany jest zatem de-
terminant samoniezgodnoSci shupka. Jakie
biatka sa wynikiem ekspresji genu § w ziarnie
pylkowym jeszcze nie wiadomo.

Prowadzone w ciagu ostatniej dekady bada-
nia zespohu Franklin-Tong dostarczyly przeko-
nujacych dowodow, ze u Papaver rhoeas roz-
poznanie i odrzucenie samoniezgodnego
pylku oparte jest na reakcji typu sygnal-rece-
ptor i wlacza wapniowa droge przekazywania
informacji. Od dawna wiadomo, zZe jony Ca**
petnia kluczowa role w regulacji kietkowania
pytku i wzroScie lagiewek pytkowych (patrz
BEDNARSKA i LENARTOWSKA 2000a). Wiele pro-
cesOw uczestniczacych w ukierunkowanym
wzroscie lagiewki, m.in. funkcjonowanie cy-
toszkieletu, fuzja pecherzykéw budujacych
btong i Sciane¢ tagiewki pytkowej, sa regulowa-
ne przy udziale jonow Ca*". Utrzymanie pod-
wyzszonego stezenia Ca’® w wierzchotku
lagiewki (tzw. ang. tip-focused gradient ca®)
jest konieczne do prawidlowego wzrostu
lagiewki, natomiast lokalne zmiany stezenia
Ca®" w cytozolu sa kluczowe dla ukierunkowa-
nia wierzchotka tagiewki (patrz BEDNARSKA i
LENARTOWSKA 2000b).

Ta powszechna droga regulacji wzrostu
fagiewki “zostala wykorzystana” w mechani-
zmie funkcjonowania samoniezgodnosci u ga-
tunkow Papaver. W ztozony uklad sygnaliza-
cyjny wlaczone sa: czasteczki sygnalowe, ktore

wydzielane sa z komorek znamienia (biatka S
znamienia), receptory obecne w blonie ziarna
pylkowego/lagiewki pylkowej (biatka S pytku)
oraz aktywowana kompleksem ligand-recep-
tor kaskada wewnatrzkomérkowych proce-
soOw, prowadzaca do zahamowania niezgod-
nych tlagiewek pylkowych (patrz RUDD i
FRANKLIN-TONG 2003).

Determinanty samoniezgodnoSci

Syntetyzowane w komorkach znamienia
czasteczki sygnalowe (ligandy) sa to male
(~15kDa) bialka, ktorych synteza jest wyrazem
ekspresji genu $ znamienia. Udzial biatek S zna-
mienia w wywolywaniu reakcji samo-
niezgodnosci zostal udowodniony w warun-
kach eksperymentalnych. Dodanie do pozywki
biatek S, ekstrahowanych ze znamienia o tym
samym haplotypie co hodowane in vitro
tagiewki pylkowe, powoduje gwaltowne za-
trzymanie ich wzrostu (FOOTE i wspotaut.
1994).

Biatka S maja charakter wydzielniczy, loka-
lizowane sa w matriks zewnatrzkomorkowej
znamienia (RUDD i FRANKLIN-TONG 2003). Po-
rownanie sekwencji nukleotydowych, a na-
stepnie aminokwasowych roznych biatek S
znamienia ujawnilo, ze sa to biatka wysoce po-
limorficzne. Zréznicowanie sekwencji amino-
kwasowych w obr¢bie poroGwnywanych biatek
wynosito od 51,3% do 63,7% (KURUP i
wspotaut. 1998, MCKUBBIN i KAO 2000). Je-
dnakze w przeciwienstwie do bialek S Solana-
ceae, stupkowe biatka S Papaver nie posiadaja
wyraznie wyodrebnionych, wysoce zroznico-
wanych sekwengcji specyficznych dla poszcze-
g0lnych alleli genu $ znamienia. Decydujace o
odmiennosci allelicznej sekwencje aminokwa-
sowe odnajdywano w calym biatku. Pomiedzy
nimi znajduja si¢ liczne, krotkie odcinki kon-
serwowane, odpowiedzialne za ogolny mecha-
nizm funkcjonowania SI u maku (FOOTE i
wspotaut. 1994). Pomimo tak duzego zréznico-
wania biatka S znamienia posiadaja identyczna
strukture trzeciorzedowa. Badania mutantow
wskazuja, ze za ich funkcjonowanie jako
czastek sygnatowych odpowiada jedna z hy-
drofilowych domen, w obre¢bie ktorej znajduje
sie kilka wysoce konserwowanych aminokwa-
sOw (KAKEDA i wspotaut. 1998).

Niektore z poznanych biatek S znamienia sa
N-glikozylowane, jednakze reszty cukrowe nie
wydaja si¢ mie¢ znaczenia w ich funkcjonowa-
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niu. W warunkach eksperymentalnych hamo- gandy znamienia sa to proteoglikany o masie
wanie wzrostu lagiewek pytkowych obserwo-  czasteczkowej od 70 do 120 kDa, ktore nazwano
wano zarOwno po dodaniu ,dzikich” bialek wy-  SBP (ang. S-binding protein). W interakcji z li-
ckstrahowanych ze znamienia, jaki pododaniu  gandem istotna rol¢ pelni czes¢ weglo-
bialek zrekombinowanych, pozbawionych wodanowa proteoglikanu, bowiem ekstrakcja
reszt cukrowych (FRANKLIN-TONG i wspotaut.  reszt cukrowych zapobiega powstawaniu kom-
1995). pleksu biatko S znamienia-SBP pylku (JORDAN i

Powszechnie przyjmuje si¢, ze sygnalowe wspotaut. 1999). Powstanie takiego kompleksu
biatka S znamienia — w sposob specyficzny dla  jest konieczne do wywolania S-specyficznej od-
haplotypu — wchodza w interakcj¢ z receptora- powiedzi, tj. do zahamowania wzrostu tagiewki
mi, ktorych produkcja jest wynikiem ekspresji  pylkowej. Czy bialka SBP funkcjonuja jako
genu S pytku. Jednakze jak dotad obecnosci re- btonowe receptory — nie wiadomo. Okazato si¢
ceptorowych biatek S w blonie ziarna pylko- bowiem, ze wiazanie bialek S znamienia z SBP
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Ryc. 5. Molekularny mechanizm rozpoznania i hamowania niezgodnego pytku w GSI typu Papaveraceae.

Komorki znamienia produkuja i wydzielaja biatka S (S,), ktore petnia role czastek sygnalnych (ligandow) rozpo-
znawanych przez przypuszczalne blonowe S receptory pylku/tagiewki pytkowej (S, receptor). Pytkowymi recep-
torami sa prawdopodobnie proteoglikany, ktorych czes¢ cukrowa-przy udziale biatka pomocniczego SBP —
wigze sie specyficznie z sygnalem znamienia. Powstanie kompleksu S + R uruchamia kaskade zdarzen pro-
waquc% do transdukcji sygnatu i odpowiedzi komorkowej. Kaskada sygnalizacyjna obejmuje: (1) wzrost pozio-
mu [Ca™ |;w wyn12ku uwalniania jondw zmagazynowanych w organellach komorkowych i poblezrama zewnatrz-
komorkowych Ca™ przez kanaly wapniowe, (2) aktywacje zaleznych od kalmoduliny i/lub Ca™ kinaz biatko-
wych, ktore reguluja specyficzne dla SI biatka docelowe. Szybka, odwracalna odpowiedzia niezgodnego pyiku
jest zahamowanie wzrostu tagiewki pytkowej, czemu towarzysza takie zjawiska jak: (1) rozpad gradientu Ca™
(2) depolimeryzacja aktyny, (3) hamowanie syntezy zwiazkoOw koniecznych do wzrostu wierzcholka lagiewki.
Nieodwracalna, p6zna odpowiedzia jest uruchomienie zjawiska programowanej Smierci komorki (PCD) i frag-
mentacja DNA jader pylkowych. K-Sciana kalozowa, kw-kanal wapniowy, g-komorka generatywna, jw-jadro
wegetatywne, sa-wtokna aktynowe (wg RUDDA i FRANKLIN-TONGA 2003).

wego/tagiewki pylkowej nie udalo sie¢ zi- pylku nastepuje nie tylko w przypadku samo-
dentyfikowac. Badania prowadzone metodami niezgodnoSci partnerow, nie jest wi¢c haplot-
Western blott dostarczyly dowodow, ze biatka S ypowo-specyficzne. Obecnie przypuszcza sig, ze
znamienia (ligandy) wiaza si¢ do niektorych  SBP petnia raczej role pomocnicza, uczestniczac
transbtonowych biatek ekstrahowanych z blony w wiazaniu bialka S znamienia z miejscem re-
ziarna pylkowego/tagiewki pytkowej (HEARN i  ceptorowym biatka S pytku/tagiewki pytkowe;j
wspotaut. 1996). Biatka pylku, ktore wiaza S1i- (RUDD i FRANKLIN-TONG 2003).
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Model molekularnego funkcjonowania GSI typu
Papaveraceae

Powstanie specyficznego dla samoniezgod-
nych haplotypéw przypuszczalnego kom-
pleksu S-ligand znamienia + S-receptor pytku
uruchamia szereg procesOw na terenie cyto-
plazmy, prowadzac ostatecznie do zatrzymania
wzrostu lagiewki pytkowej (Ryc. 5). Kaskada
sygnalizacyjna obejmuje takie procesy ziilki
— wzrost poziomu cytozolowego [Ca™ ];.

— aktywacje zaleznych od Ca*" kinaz biafko-
wych;
— fosforylacje specyficznych dla SI biatek.

Efektem uruchomienia tej drogi sygnaliza-
cyjnej jest szybka, bo obserwowana juz po kil-
kudziesieciu sekundach, odpowiedz niezgod-
nego pylku. Odpowiedz ta ujawnia si¢ rozpa-
dem cytoszkieletu aktynowego oraz przypusz-
czalnym zahamowaniem syntezy biatek btono-
wych i weglowodanowych polimerow Sciano-
wych, ktore to procesy w ciagu 1-2 min. pro-
wadza do zatrzymania wzrostu tagiewki. Odpo-
wiedzia pozna, ktora jest indukowana juz po
zatrzymaniu wzrostu tagiewki (240-400 s. po
wywolaniu smoniezgodnoSci), jest wejscie
kietkujacego pytku na droge programowane;j
smierci komorki (PCD) (MCCUBBIN i KAO
2000, RUDD i FRANKLIN-TONG 2003).

W warunkach eksperymentalnych proces
SI najprosciej indukuje si¢ poprzez dodanie do
hodowli tagiewek pytkowych oczyszczonych
niezgodnych bialek S z ekstraktow znamienia.
Jako kontrole stosuje si¢ dodatek zgodnych
biatek S, badZ niezgodnych denaturowanych
wysoka temperatura. Pierwszym rejestrowa-
nym zjawiskiem po indukcji SI jest przejsciowy
wzrost poziomu Ca** w cytozolu lagiewek
pylkowych (FRANKLIN-TONG i wspotaut.1995,
STRAATMAN i wspotaut. 2001). W ciagu sekund
nastepuje podwyzszenie poziomu [Ca%]i do
ok. 1,5 uM w podwierzchotkowym regionie
fagiewki, gdzie znajduje si¢c komorka generaty-
wna i jadro wegetatywne. W warunkach nie-
indukcyjnych tak wysoki poziom [Ca®*'];, wy-
stepuje tylko w regionie apikalnym lagiewki,
natomiast w strefie podwierzcholkowej po-
ziom ten jest wielokrotnie nizszy, tj. 0,1-0,2 uM
(patrz BEDNARSKA i LENARTOWSKA 2000Db).
Podwyzszony poziom [Ca”]i utrzymuje si¢
przez ~10 min., po czym wraca do wartosci
podstawowych. Podobnych zmian nie obser-
wowano po podaniu zgodnych lub denaturo-
wanych niezgodnych biatek S. Dowodzi to, iz
obserwowany proces jest specyficzny dla SI.
Przeprowadzone badania pozwalaja stwier-

dzi¢, ze u Papaver rhoeas jony Ca>* petnia role
wtornego przekaznika w kaskadzie transdukcji
sygnalu samoniezgodnosSci (FRANKLIN-TONG i
wspotaut. 2002). Podwyzszony poziom [Ca®'];
bezposrednio lub w sposob zalezny od kalmod-
uliny stymuluje aktywacje specyficznych kinaz
biatkowych, co — poprzez kaskade dalszych
procesOéw biochemicznych — prowadzi do od-
powiedzi komorkowe;j.

Wysoki, oscylujacy poziom [Ca2+]iwystf;pu-
je w wierzchotku kazdej prawidlowo rosnacej
tagiewki pytkowej (patrz BEDNARSKA i LENAR-
TOWSKA 2000a, b). Powszechnie przyjmuje sig,
ze to w btonie wierzchotka funkcjonuje mecha-
nizm odpowiedzialny za regulacje poziomu
[Ca2+]i—tam zlokalizowane sa kanaly wapnio-
we oraz pompy jonowe. Co jest zatem zZrodiem
gwaltownego wzrostu [Caz+]i w strefie oddalo-
nej od wierzchotka nawet o 100 um? Na obec-
nym etapie badan uwaza si¢, ze podczas induk-
¢ji SI nastepuje zaroOwno uruchomienie wew-
natrzkomorkowej puli Ca*" zmagazynowanej
w organellach komorkowych, jak i pobieranie
jonow  egzogennych  (FRANKLIN-TONG i
wspotaut. 2002). Przypuszcza sie, ze kompleks
biatek S znamienia i pytku reguluje aktywnos¢
kanalow wapniowych obecnych w podwierz-
chotkowej plazmolemie tagiewki oraz blonie
organelli sekwestrujacych Ca*".

Badania z zastosowaniem jono-selektyw-
nych mikroelektrod ujawnily, ze indukcja SI
prowadzi do ponad 13-krotnego wzrostu po-
bierania egzogennych Ca*''w miejscu oddalo-
nym ok. 50 um od wierzchotka tagiewki
(STRAATMAN i wspotaut. 2001). W tej strefie
Sciana tagiewki posiada warstwe kalozowa,
ktora uwaza si¢ za barier¢ w swobodnym
przeptywie jonoéw. Nasze ostatnie badania u
Petunia hybrida wykazaly, ze w kalozowej
Scianie lagiewki wystepuje biatko kalretikuli-
no-podobne (LENARTOWSKA i wspotaut. 2002).
Kalretikulina jest biatkiem wiazacym i magazy-
nujacym Ca®’, gléwnie w $wietle ER (patrz
LIBIK 1998). Niewykluczone zatem, ze zlokali-
zowane w Scianie kalozowej biatko kalretiku-
lino-podobne jest Zrodlem egzogennej puli
Ca*', ktére moga by¢ pobierane do cytozolu
tagiewki pytkowej. Podwyzszenie [Ca’'], w
podwierzchotkowej strefie tagiewki pytkowe;j
staje sie poczatkiem kaskady zjawisk, ktore u
Papaver rhoeas ostatecznie prowadza do
Smierci niezgodnego pytku. Wkrotce po wzro-
scie [Ca*"], nastepuje rozpad gradientu wapnia
i gwaltowne zatrzymanie wzrostu lagiewki
(FRANKLIN-TONG i wspotaut. 2002). To wcze-
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sne hamowanie tagiewek jest odwracalne. Po
wyptukaniu niezgodnych bialek S znamienia
lagiewki kontynuuja wzrost. W warunkach po-
nadoptymalnego poziomu [Ca2+]i, prawdopo-
dobnie juz w strefie podwierzchotkowej, na-
stepuje inaktywacja aneksyn, ktore sa koniecz-
ne do fuzji pecherzykow z apikalna btona
tagiewki (patrz BEDNARSKA i LENARTOWSKA
2000b).

Dobrze udokumentowanym zjawiskiem in-
dukowanym wzrostem [C:f*]i po wywolaniu
SI jest gwaltowna zmiana w funkcjonowaniu
cytoszkieletu aktynowego. W ciagu 1-2 min.
nastepuje depolimeryzacja F-aktyny i rozpad
cytoszkieletu tagiewki (SNOWMANN i wspotaut.
2002, STAIGER i FRANKLIN-TONG 2003). Proces
ten rozpoczyna si€ w czasie hamowania wzro-
stu tagiewki, mozna wiec uznac, ze ,odpo-
wiedz aktynowa” jest jedna z przyczyn
gwaltownego zatrzymania rozwoju niezgod-
nych ziaren pytkowych.

Ca*" dziatajace jako wtorny przekaznik, ak-
tywuja zalezne od Ca®" kinazy biatkowe, w
efekcie czego nastepuje przejsciowa fosforyla-
cja specyficznych dla SI biatek. Do tej pory zi-
dentyfikowano kilka biatek pylkowych, kto-
rych fosforylacja jest stymulowana przez nie-
zgodne bialka S (biatko p26, p68 i p52), praw-
dopodobnie za posrednictwem zaleznej od
Ca” kinazy bialkowej (CDPK) (RUDD i
FRANKLIN-TONG 2003). Badania genu oraz
biatka p26 ujawnily, Ze jest to rozpuszczalna
nieorganiczna pirofosfataza. Zalezna od Ca®’
fosforylacja tego enzymu prowadzi do jego in-
aktywacji i zaburzen w metabolizmie ATP.
Uwaza sie¢, ze zjawisko to ma miejsce podczas
indukcji SI u Papaver. Rezultatem jest hamo-
wanie zaleznej od ATP syntezy biopolimerow
takich jak fancuchy weglowodanowe (np. pek-
tyny) oraz biatka, ktore sa niezbedne do wzro-
stu blony i Sciany tagiewki pyltkowej (RUDD i
wspotaut. 1996).

Innym biatkiem, ktorego aktywnosSc regulo-
wana jest na drodze sygnatowania wapniowego
podczas SI u Papaver rhoeas, jest pytkowe
biatko p52. Dowody biochemiczne wskazuja, ze
p52 jest homologiem kinaz biatlkowych, ktore

sa powszechnie aktywowane u roslin w odpo-
wiedzi na stres i nazywane sg MAPK (ang. mito-
gen-activated protein kinase). Aktywacje pytko-
wego biatka p52 obserwowano zarOwno w wa-
runkach in vitro, tj. po indukcji niezgodnosci za
pomoca biatek S znamienia, jak i po niezgod-
nym zapyleniu in vivo. Maksymalna aktywacje
tej kinazy biatkowej stwierdzono dopiero 10
min. po indukgji SI, zatem juz po zatrzymaniu
wzrostu tagiewki pytkowej. Wskazuje to, ze nie
odgrywa ono istotnej roli we wczesnych, od-
wracalnych zjawiskach hamowania pytku. Do
tej pory nie wiadomo jaka funkcje petni biatko
p52 w mechanizmie odpowiedzi SI. Z badan na
innych modelach komérkowych wiadomo, ze
klasa MAPK bialek odgrywa wazna role w indu-
kowaniu programowanej Smierci komorki
(PCD) podczas odpowiedzi na stres (YANG i
wspotaut. 2001). Aczkolwiek brak na to bezpo-
srednich dowodow sugeruje si¢, ze podobnie
jak biatka MAPK, biatko p52 wlaczone jest w in-
dukowanie PCD niezgodnego pytku Papaver
(RUDD i FRANKLIN-TONG 2003).

Najnowsze badania dostarczyty wielu argu-
mentow, iz ostatecznym celem kaskady sy-
gnatlowania wapniowego podczas SIu Papaver
rhoeas jest indukcja programowanej Smierci
komorki. Wiadomo, ze pomimo réznic w me-
chanizmie i regulacji PCD u zwierzat i roSlin
(JACKOWSKI 1997) proces ten prowadzi do
specyficznej fragmentacji jadrowego DNA, tj.
pociecia go na oligosomalne fragmenty
(WIDLAK 2002). JORDAN i wspotaut. (2000) wy-
kazali, ze indukcja SI u Papaver rhoeas prowa-
dzi do Smierci lagiewek pytkowych, z ktora
zwiazana jest fragmentacja DNA jadrowego.
Specyficzna dla SI fragmentacjec DNA mozna
bytlo wykry¢ dopiero wiele godzin po
wywolaniu tego zjawiska. Poniewaz ciecie
DNA jest jednym z poznych zjawisk PCD, nale-
zy zatem przypuszczac, ze indukcja programo-
wanej Smierci komorki nastepuje duzo wcze-
Sniej. Wejscie lagiewek pylkowych na droge
PCD jest zapewne zjawiskiem, ktore prowadzi
do nieodwracalnego zahamowania niezgod-
nych ziaren pylkowych.

SAMONIEZGODNOSC SPOROFITOWA

Wystepujacy u Brassicaceae system samo-
niezgodnoSci sporofitowej jest jednym z najle-
piej poznanych. W tym typie samoniezgodno-
§ci rozpoznanie i odrzucenie niezgodnych zia-

ren pylkowych odbywa sie na powierzchni
znamienia (Ryc. 2B). Niezgodne ziarna
pylkowe najczesciej wcale nie kietkuja, badz —
w przypadku uruchomienia kielkowania —
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krotkie lagiewki nie penetruja znamienia. Cy-
tologicznym efektem zahamowania niezgod-
nych ziaren pytkowych jest tzw. odpowiedz ka-
lozowa. W aperturze pytku lub na wierzchotku
kietkujacej tagiewki oraz w Scianie papili, do
ktorej przylega ziarno pylku syntetyzowana
jest kaloza (DE NETTANCOURT 2001).

Dzieki badaniom molekularnym u Brassica-
ceae scharakteryzowano zaré6wno geny obec-
ne w locus §, jak i biatka bedace efektem ich
ekspresji. Okazalo si¢, ze zenskim determinan-
tem samoniezgodnosci jest biatko obecne w
blonie papili znamienia, natomiast meskim —
biatko wystepujace w tzw. oplaszczeniu pytku
(TAKAYAMA i ISOGAI 2003). Rozpoznanie i od-
rzucenie niezgodnych ziaren pytkowych opar-
te jest-podobnie jak u Papaveraceae — na reak-
¢ji typu ligand-receptor. Jednakze u Brassica-
ceae ligandem jest biatko pylku, natomiast re-
ceptorem — biatko znamienia. Do tej pory nie
udato si¢ natomiast jednoznacznie okresli¢ ja-
kie wewnatrzkomorkowe mechanizmy pro-

A B

PS DS DT DK
[z3 [T T 111 [::] ]

] + \ regiony wysoce
@lﬂl / zréznicowane
[3] [T T 111 ]

SRK

SCR

<>

SLG

Ryc. 6. Schemat budowy locus S i biatek S u Bras-
sicaceae.

A.Wlocus S obecne sa trzy geny — SRK, SCRiSLG. SRK
i SLG ulegaja ekspresji w znamieniu, SCR — gtownie w
tapetum pylnika. strzatki pokazuja kierunek tran-
skrypgcji. B. Gen SRK koduje biatko transbtonowe zbu-
dowane z 3 domen: (1) poprzedzonej peptydem sy-
gnatowym (PS) zewnatrzkomorkowej domeny S (DS),
ktora zawiera trzy wysoce polimorficzne regiony od-
zwierciedlajace zroznicowanie alleliczne genu, (2)
krotkiej domeny transbtonowej (DT) oraz (3)
wewnatrzkomorkowej, konserwowanej domeny
(DK) o wlasciwoSciach serynowo-treoninowej kinazy
biatkowej. Gen SLG koduje biatko wydzielnicze, ktore
jest w wysokim stopniu homologiczne do zewnatrzko-
morkowej domeny genu SRK — posiada odcinany pep-
tyd sygnatowy (PS) oraz trzy regiony wysoce zroznico-
wane. Aktywny w pylniku gen SCR koduje mate biatko
wydzielnicze lokalizowane w optlaszczeniu pytku, w
ktorym jedynymi konserwowanymi cechami jest
obecnos¢ 8 cystein (pionowe kreski) oraz glicyna na
C-koficu (wg SCHOPFERA i wspotaut. 1999, MCCUBBINA
i KAO 2000).

wadzace do zahamowania pylku uruchamia
powstanie kompleksu ligand-receptor.

DETERMINANTY SAMONIEZGODNOSCI

W locus S u Brassica zlokalizowane sa trzy
wieloalleliczne geny, z ktorych dwa ulegaja
ekspresji w znamieniu, trzeci — w pylniku
(Ryc. 6A). Caly locus S jest wysoce polimorfi-
czny, np. u B. campestris ujawniono wiecej niz
100 ro6znych haplotypow (NOU i wspotaut.
1993). Geny, ktorych ekspresja ma miejsce w
komoérkach znamienia to SRK (ang. S-locus re-
ceptor kinase) i SLG (ang. S-locus glycoprote-
in). Pomiedzy nimi zlokalizowany jest gen SCR
(ang. S-locus cysteine-rich protein), ktory jest
aktywny tylko w pylniku (TAKAYAMA i ISOGAI
2003). Wszystkie geny obecne w S-locus ko-
duja biatka posiadace na N-koncu krotki pep-
tyd sygnalowy, co Swiadczy, iz sa to biatka o
charakterze wydzielniczym.

Gen SRK koduje transbtonowa glikoprote-
ine, ktora funkcjonuje jako serynowo-treoni-
nowa kinaza receptorowa w papilach znamie-
nia (TAKASAKI i wspotaut. 2000). Biatko to zbu-
dowane jest z 3 domen-zewnatrzkomorkowej,
transblonowej i wewnatrzkomorkowej. W do-
menie zewnatrzkomorkowej, poza wycinanym
peptydem sygnatlowym, wyrdznia si¢ trzy re-
giony wysoce polimorficzne, 12 konserwowa-
nych reszt cysteinowych w kierunku konca C
oraz miejsca N-glikozylacji, ktore wiaza si¢ z
resztami cukrowymi. Trzy regiony wysoce
zroznicowane, ktore poprzedzielane sa se-
kwencjami bardziej konserwowanymi, odpo-
wiadaja za alleliczne zréznicowanie genu SRK.
Glikozylowana domena zewnatrzkomorkowa
nazywana jest S-domena, ktora rozpoznaje i
wiaze ligand pytkowy. Reakcja ta jest allelo-spe-
cyficzna, tak ze do powstania kompleksu S+R
dochodzi tylko w przypadku, gdy zenski i me-
ski determinant samoniezgodnos$ci pochodza z
tego samego haplotypu (KACHROO i wspotaut.
2001, TAKAYAMA i wsp. 2001). Za krotkim od-
cinkiem transbtonowym wystepuje domena
wewnatrzkomoéorkowa, ktéra ma wlaSciwoSci
serynowo-treoninowej kinazy biatkowe;j.

Drugim genem ulegajacym ekspresji w zna-
mieniu jest gen SLG. Koduje on wysoce poli-
morficzne biatko o charakterze wydzielniczym
(KEMP i DOUGHTY 2003). Poréwnanie sekwen-
¢ji genu SRK i SLG ujawnito, ze glikoproteina
SLG jest w wysokim stopniu homologiczna do
zewnatrzkomorkowej domeny SRK. Posiada od-
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cinany peptyd sygnalowy, trzy regiony wysoce
zroznicowane oraz konserwowane reszty cCy-

steinowe i miejsca N-glikozylacji. Biatko SLG
jest wydzielane do Sciany papili znamienia i —
jak na to wskazuja badania immunocytochem-
iczne —jest go 10-100 razy wieccej anizeli biatka
SRK. Do tej pory nie wiadomo jaka ostatecznie
role pelni biatko SLG w reakcji samo-
niezgodnoSci. Okazato si¢ bowiem, ze nie jest
ono absolutnie konieczne do zahamowania nie-
zgodnego pytku. Opisano 3 haplotypy B. oler-
acea, ktore nie produkuja glikoproteiny SLG, a
mimo to funkcjonuje u nich sprawny system
rozpoznania i odrzucenia niezgodnego pylku
(SuzuKI i wspotaut. 2000). Na podstawie zgro-
madzonych dowodow, pochodzacych gtéwnie
z badan roSlin transgenicznych, wskazuje si¢ na
4 przypuszczalne funkcje biatka SLG, ktore
moga by¢ odmienne u réznych haplotypow
Brassica. Bialka SLG moga: (1) by¢ koniecznym
sktadnikiem kompleksu receptorowego, (2)
uczestniczy¢ w post-transkrypcyjnym dojrze-
waniu SRK, (3) bra¢ udziat w adhezji pytku do
znamienia, (4) funkcjonowac jako przenos$nik
liganda pytkowego.

Aczkolwiek SRK jest jedynym znanym
biatkiem znamienia absolutnie koniecznym do
wywolania samoniezgodnoSci, uwaza si¢, ze
wspoldzialaja z nim inne biatka, z ktorymi SRK
tworzy funkcjonalny kompleks receptorowy. Ba-
dania na mutantach i roSlinach transgenicznych
dowodza, ze u wickszosci haplotypow Brassica
to wilasnie glikoproteina SLG tworzac kompleks
z receptorem SRK umozliwia wiazanie pylko-
wego liganda (TAKAYAMA i wsp. 2001).

Istnieja tez dowody na udziat SLG w doj-
rzewaniu SRK. Droga mutagenezy uzyskano
roSliny Brassica, ktore posiadaly aktywny gen
SRK i uszkodzony gen SLG. Pomimo, ze u tych
ro$lin transkrypcja genu SRK byta na normaln-
ym poziomie, roSliny nie wytwarzaly doj-
rzatlych biatek SRK i byly samozgodne. Praw-
dopodobnie przyczyna samozgodnoSci byt
brak SLG, ktore sa konieczne do post-tran-
skrypcyjnego dojrzewania receptora SRK
(DIXIT i wspotaut. 2000).

Adhezja pylku do powierzchni papili zna-
mienia jest pierwszym etapem prowadzacym
do zgodnego zapylenia, tj. do jego hydratacji i
kietkowania tagiewki pyltkowej. Na udziat SLG
w tym procesie wskazuja eksperymenty z za-
stosowaniem specyficznych przeciwcial an-
ty-SLG. Sila adhezji miedzy pylkiem a paplila
ulegata znacznej redukcji w przypadku, gdy
znamiona przed zapyleniem byly traktowane

specyficznymi dla haplotypu S anty-SLG.
Uwaza si¢, ze przyczyna tego zjawiska byto za-
maskowanie przez przeciwciala pewnych spe-
cyficznych miejsc w SLG, ktore wiaza si¢ z
pytkowymi molekulami uczestniczacymi w ad-
hezji. Jedna z takich molekut jest biatko PCP-A1
(ang. pollen coat protein-Al), ktore w warun-
kach in vitro wiaze si¢ z SLG. Wiazanie to jest
jednakze niezalezne od haplotypu, zatem pro-
ces ten nie wydaje si¢ by¢ w sposob bezposred-
ni wlaczony w zjawisko SI (KEMP i DOUGHTY
2003).

Funkcja SLG jako przenosSnika molekular-
nego dla liganda pyltkowego byta sugerowana
od dawna. Wystepujace wolno w Scianie papili
biatko SLG, dzi¢ki swej wysokiej homologii z
S-domena SRK, moze wigzac sie z pytkowym li-
gandem i przenosi¢ go do zakotwiczonego w
blonie receptora. Badania S haplotypu Bras-
sica ujawnily, ze istotnie pytkowy ligand wiaze
sie z biatkiem SLG w sposob allelo-specyficzny,
co wskazuje na fizjologiczny charakter reakcji.
Wiazanie liganda pytkowego z SLG jest znacz-
nie stabsze anizeli z receptorem SRK. Wydaje
sie to dodatkowo potwierdzad, iz SLG funk-
cjonuje jako czasteczka posSredniczaca miedzy
ligandem a receptorem (KACHROO i wspotaut.
2001).

Po scharakteryzowaniu zlokalizowanych w
locus S genow znamienia i odkryciu receptoro-
wej funkcji biatka SRK, stalo si¢ jasne, ze me-
skim determinantem samoniezgodnoSci bedzie
czasteczka sygnatowa. Od dawna zakladano, ze
ligandem dla SRK jest molekula obecna w
oplaszceniu pyltku, bowiem w testach iz vitro to
ckstrakty sporodermy zdolne byly do
wywolania reakcji samoniezgodnoSsci. Dlatego
tez badania zmierzajace do poznania meskiego
determinanta samoniezgodnoSci zostaly skon-
centrowane na odnalezieniu specyficznego dla
pylnika, polimorficznego genu obecnego w lo-
cus S, ktory koduje pytkowe biatko segregujace
zgodnie z haplotypem S. Gen odnaleziono
dzicki wyizolowaniu i zsekwencjonowaniu
dhugiego odcinka locus S, w ktorym poza ge-
nami SRK i SLG znajdowaly si¢ dodatkowe jed-
nostki transkrypcyjne, w tym jedna spelniajaca
kryteria biatka S. Odkrycia dokonano w 1999 r.
jednoczeSnie w USA i Japonii. Gen kodujacy me-
ski determinant samoniezgodnoSci nazwano
SP11 (ang. Slocus protein 11) (SUZUKI i
wspotaut. 1999) lub SCR (ang. S-locus cysteine
rich protein) (SCHOPFER i wspoétaut. 1999). Wy-
soce polimorficzny gen SPI11/SCR koduje
male, bogate w cystein¢ bialtko zbudowane z
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50-66 aminokwasow (6-8 kDa). Jedynymi
konserwowanymi cechami dojrzatego biatka
wiekszosci S-haplotypow jest obecnoS¢ 8 reszt
cysteiny i glicyny (Ryc. 6B). Reszty cysteiny od-
powiedzialne sa za powstawanie wewnatrzmo-
lekularnych mostow dwusiarczkowych
(TAKAYAMA i wspotaut. 2001) i niewykluczone,
ze jedna lub wiecej reszt cysteinowych
uczestniczy tez w tworzeniu homodimeréw
bialka SCR (KACHROO i wspotaut. 2001).
Biatko SCR/SP11 posiada odcinana sekwencje
sygnatlowa, lokalizuje si¢ je na powierzchni
ziarna pytkowego, w lipidowym optlaszczeniu
pytku (SHIBA i wspotaut. 2001). Pomimo iz
biatko funkcjonuje w pytku, miejscem ekspres-
ji genu SCR/SP11 sa przede wszystkim sporo-
fitowe komorki tapetum, skad biatko jest eks-
portowane do sporodermy (SHIBA i wspotaut.
2002). Tylko w niektorych haplotypach Bras-
sica (np. Sg) gen SP11, obok ekspresji tapet-
alnej, ujawnial rOwniez ekspresje gametofi-
towa, tj. w mikrosporze (TAKAYAMA i wspotaut.
2000). Wykazanie za pomoca metod biologii
molekularnej, ze gen SCR/SP11 u wszystkich
haplotypow S Brassica ulega ekspresji w tapet-
um potwierdzilo badania genetyki klasycznej,
iz fenotyp samoniezgodnosci u tych roSslin jest
determinowany sporofitowo.

Sporofitowa determinacja fenotypu samo-
niezgodnosSci u Brassicaceae rodzi pytanie do-
tyczace wzajemnych relacji miedzy haplotypa-
mi obecnymi w diploidalnych komoérkach, w
ktorych dochodzi do ekspresji genow S. Wia-
domo, ze zar6wno w znamieniu, jak i w ziarnie
pylkowym bardzo powszechna jest kodomina-
cja haplotypow, aczkolwiek wystepuja tam tez
zwiazki dominujace. Co ciekawe, poziomy do-
minacji poszczegolnych haplotypow sa nieza-
lezne i r6znie regulowane w pylniku i znamie-
niu, np. haplotyp Ss, jest dominujacy w pylniku,
lecz kodominujacy w znamieniu (TAKASAKI i
wspotaut. 1999, UYENOYAMA 2000). Badania
molekularne wykazaty, ze w pylniku zwiazki do-
minacji miedzy haplotypami regulowane sa na
poziomie transkrypcji RNA. Dominujacy allel
genu SCR powoduje supresje transkrypgji allelu
recesywnego (SHIBA i wspotaut. 2002, KUSABA i
wspoétaut. 2002). Natomiast w znamieniu, bez
wzgledu na poziom dominacji, transkrybowane
sa obydwa haplotypy (HATAKEYAMA i wspotaut.
2001). Wskazuje to, iz dominacja genu SRK re-
gulowana jest post-transkrypcyjnie, niewy-
kluczone, ze dopiero podczas dojrzewania lub
funkcjonowania biatka SRK.

MODEL MOLEKULARNEGO FUNKCJONOWANIA
SSI U BRASSICACEAE

Zapylenie inicjuje bezposredni fizyczny
kontakt miedzy sporoderma ziarna pytkowego
a Sciang papili znamienia (Ryc. 7). W ciagu mi-
nut ze sporodermy uwalniane jest lipido-
wo-biatkowe optaszczenie — miedzy pyltkiem a
powierzchnia papili tworzy si¢ tzw. stopka od-
powiedzialna m.in. za adhezj¢ i uwodnienie
pylku (DICKINSON 1995). Wraz z zawartoScig
optaszczenia do stopki sptywaja biatka
SCR/SP11, ktére przez mikrokanaty w kutikuli
znamienia bardzo szybko wchodza do Sciany
papili i docieraja do kompleksu receptorowe-
go znamienia. Zwykle w ciagu 45 min. nastepu-
je odrzucenie niezgodnego pytku. Wskazuje to,
iz jest to wystarczajacy czas do zajScia takich
procesow jak powstanie kompleksu ligand-re-
ceptor, rozpoznanie pylku, transdukcja sy-
gnatu i uruchomienie kaskady zdarzen wewna-
trzkomorkowych prowadzacych do zahamo-
wania lub promocji rozwoju pylku.

Specyficzna dla haplotypu interakcja mie-
dzy pytkowym ligandem (biatko SP11/SCR) a
receptorem znamienia (biatko SRK) jest u
Brassica dobrze udokumentowana. Jednakze
dalsze etapy kaskady sygnalizacyjnej w ko-
morkach znamienia nie sa jeszcze w pelni po-
znane. Nie wiadomo w jaki sposob interakcja
miedzy SCR/SP11 a SRK prowadzi do aktywacji
receptora i wywotania samoniezgodnosci. Ist-
nieja dowody biochemiczne, iz po zwiazaniu
sie S-domeny SRK z ligandem pytkowym na-
stepuje autofosforylacja wewnatrzkomorko-
wej domeny receptora. Autofosforylacja uakty-
whnia kinazowa funkcje receptora, dzigki cze-
mu moze dojs¢ do fosforylacji i regulacji aktyw-
noSci innych wewnatrzkomorkowych biatek
docelowych. Zatem zjawisko autofosforylacji
SRK uwazane jest za inicjacje transdukcji sy-
gnalu na inne wewnatrzkomorkowe molekutly
(SCHLESSINGER 2000).

Poniewaz zasadnicza role w indukcji sa-
moniezgodnoSci u Brassica odgrywa fosforyla-
cja SRK, w komorkach znamienia musi fun-
kcjonowac precyzyjny mechanizm regulujacy
ten proces. Niekontrolowana fosforylacja, po-
wodujaca konstytutywna aktywnos¢ receptora
SRK, prowadzitaby bowiem do hamowania ta-
kze zgodnych ziaren pytkowych, w efekcie cze-
go rosliny takie bytyby bezplodne. Eksperyme-
ntalne badania ujawnily, ze w warunkach in
vitro SRK moze ulegac¢ autofosforylacji takze
w nieobecnosci pytlkowego liganda (GIRAN-



439

Mechanizmy samoniezgodnosci u roslin kwiatowych

ZIARNO PYLKU

sporoderma

biafko SPTI/SCR glikoproteina SLG

\/

$ciana kom.
receptor
SRK

fosforylacja bialek
docélowych

1 —2
inhibitor (B)

btona kom.

autofosforylacja

ﬁ\\SA

o

2 (5 G

proteosom

0%
I
*a

cytoplazma degradacja substratow

niezbednych'do rozwoju pylku

odrzucenie niezgodnego pylku

Ryc. 7. Molekularny mechanizm hamowania niezgodnego pyltku w SSI typu Brassicaceae.

Zapylenie prowadzi do uwolnienia ze sporodermy pytku sygnatowego biatka SP11/SCR (liganda), ktore przy
udziale “ruchomej” glikoproteiny SLG wchodzi w interakcje z S-domena receptora SRK (1). Interakcja ta jest spe-
cyficzna dla haplotypu i ma miejsce tylko w przypadku zapylenia pytkiem o tym samym fenotypie co stupek.
Efektem zwiazania pytkowego liganda jest oddysocjowanie od SRK inhibitora fosforylacji, co prowadzi do auto-
fosforylacji wewnatrzkomorkowej, kinazowej domeny receptora SRK (2). Dzi¢ki temu kinazowa domena SRK
staje si¢ aktywna i moze-poprzez fosforylacje-regulowac funkcjonowanie innych, docelowych dla SI biatek (3).
Takim docelowym biatkiem jest przenoszace ubikwityne biatko ARC1, ktore ulega fosforylacji po zwiazaniu si¢ z
kinazowa domena SRK (4). Ufosforylowane, aktywne biatko ARC1 wiaze inne cytozolowe biatka, ktore sa nie-
zbedne do rozwoju pylku (5). Zwiazane z ARC1 biatka ulegaja ubikwitynacji (Ub), (6) i przemieszczaja si¢ do pro-
teosomow, gdzie ulegaja degradacji (7). Brak substratow koniecznych do kietkowania pytku prowadzi do jego

odrzucenia (wg NASRALLAHA 2000, STONE'A i wspotaut. 2003).

TON i wspotaut. 2000). Dlatego tez sadzi sie, ze
w komorkach niezapylonego znamienia kinaz-
owa aktywnoSC receptora jest hamowana
przez specyficzne czynniki biatkowe, takie jak
fosfatazy bialkowe czy opisane ostatnio dwie
tioredoksyny (THL1 i THL2) (KEMP i DOUGHTY
2003). Hamowanie kinazowej aktywnosci SRK
jest odwracalne i regulowane w sposob zalez-
ny od haplotypu przez biatka optaszczenia
pyltku (CABRILLAC i wspoétaut. 2001).

Jedyna do tej pory dobrze scharakteryzo-
wana molekula wewnatrzkomorkows, ktora
wspotdziata z SRK jest biatko ARC1 (ang. arm re-
peat-containing protein 1). Biatko to w sposob
specyficzny wigze sie z kinazowa domeng SRK,
a jego ekspresja ograniczona jest do komorek
znamienia (STONE i wspotaut. 2003). Udziat
ARC1 w procesie samoniezgodnoSci potwier-

dzily badania roSlin transgenicznych. RoSliny,
ktore nie produkowaly biatka ARC1 stawaly si¢
samozgodne (STONE i wspoétaut. 1999).

Biatko ARC1 jest rozpuszczalnym biatkiem
cytozolowym, ktore dzicki obecnosci sekwencji
sygnalowych moze przemieszczaé sie miedzy
jadrem a cytoplazma (STONE i wspotaut. 2003).
W biatku obecna jest tzw. domena U-box, ktora
funkcjonuje jako przenosnik ubikwityny. Wska-
zuje to, iz ARC1 moze uczestniczy¢ w proteoso-
malnej degradacji bialek. Poznanie i charaktery-
styka biatka ARC1 pozwolila na postawienie hi-
potezy, iz kaskada wewnatrzkomorkowej sy-
gnalizacji inicjowana kompleksem SCR+SRK
prowadzi do proteosomalnej degradacji specy-
ficznych bialek obecnych w papili znamienia
(Ryc. 7). Zgodnie z hipoteza STONE i wspotaut.
(2003) aktywacja SRK przez ligand pylkowy
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(SCR/SP11) prowadzi do odblokowania recep-
tora, czego efektem jest autofosforylacja jego
domeny kinazowej. Nastepnie do ufosforylowa-
nej domeny SRK przylacza si¢ cytozolowe
biatko ARC1. Dzi¢ki kinazowej aktywnosci SRK
dochodzi z kolei do fosforylacji ARC1. Ufosfory-
lowane, aktywne bialko ARC1 wedrujac przez
cytozol wiaze specyficzne dla SI substraty, ktore
ulegaja ubikwitynacji. Przylaczanie ubikwityny
stanowi proces ,napictnowania” biatek prze-
znaczonych do pozalizosomalnej degradaciji.
Powstaly kompleks bialkowy przemieszcza sie
do proteosomOw znajdujacych si¢ na cytozolo-
wej powierzchni ER. Tam z kolei ARC1 uczest-

niczy w degradacji bialek, ktore s3 uznawane za
docelowe w kaskadzie transdukcji sygnatu sa-
moniezgodnosci. Substraty, w ktorych ubikwi-
tynacji i degradacji uczestniczy biatko ARCI1 nie
sa znane. Sugeruje si¢, ze moga to by¢ stupkowe
biatka, ktore sa niezbedne do zgodnego zapyle-
nia. Efektem degradacji czynnikéw bioracych
udziat w promocji hydratacji i kietkowania
pylkujest zatem zablokowanie rozwoju tych zia-
ren pytkowych, ktore w wyniku powstania spe-
cyficznego dla haplotypu kompleksu SCR+SRK
zostaly rozpoznane jako samoniezgodne.

UWAGI KONCOWE

Zjawisko samoniezgodnoSci przyczynito
sie do sukcesu ewolucyjnego roslin Angiosper-
mae. Mechanizmy rozpoznania i odrzucenia
wsobnego pytku zabezpieczaly obuptciowe ro-
Sliny kwiatowe przed samozaplodnieniem.
Dzicki temu mozliwa byla duza zmiennoS¢
osobnicza, ktéra umozliwiala roslinom zaro6w-
no przystosowanie do zmieniajacego si¢ Srodo-
wiska, jak i postep ewolucyjny.

Na podstawie badan filogenetycznych
ocenia sie, ze system SI pojawil sic u wspol-
nego przodka Angiospermae ok. 70 mln. lat
temu. W tzw. proto-S locus obecny byl gen
S-RNazy, ktorego ekspresja przyczynita sie do

powstania najstarszego mechanizmu SI. W
toku ewolucji system SI oparty na RNazie byt
kilkakrotnie ,gubiony” i zastepowany innymi
mechanizmami. Swiadczy o tym fakt, iZ u
obecnie zyjacych Angiospermae samoniezgod-
noS¢ zarOwno na poziomie genetycznym, jak i
molekularnym jest determinowana roznie u ro-
znych roslin. W kazdym przypadku nowy sys-
tem SI rozwijal si¢ w oparciu o geny, ktore juz
byly obecne w genomie i determinowaly inne
procesy, takie jak np. przekazywanie infor-
macji droga wapniowa czy przy udziale recep-
torowych kinaz biatkowych.

SELF-INCOMPATIBILITY IN FLOWERING PLANTS

Summary

Many hermaphrodite flowering plants possess the
mechanisms called self-incompatibility (SI), which
prevent self-fertilization and promote out-crossing. SI
enables the pistil to distinguish between self (geneti-
cally related) and non-self (genetically unrelated) pol-
len. Self pollen is rejected either at the stigma surface
or in the style. Non-self pollen is accepted and its tube
grows down through the style to reach the ovary
where fertilization takes place. In most species the
self/non-self recognitin in SI is controlled by a single
S-locus containing two or more separate polymorphic
genes, one determining the female and the other the
male S-haplotype specificity. Because the S-locus is a
multigene complex, the term haplotype is used to de-
note variants of the locus, and the term allele to denote
variants of each gene in the S-locus.

There are two major types of SI systems,
gamatophytic and sporophytic. In gametophytic SI,
the phnotype of pollen is determined by its own
S-haplotype and pollen is recognized by pistil as self
when the haploid pollen matches either of the two
S-haplotypes of the diploid pistil. In sporophytic SI, the

phenotype of pollen is determined by the S-haplotype
of its diploid parent. The pollen is recognized by the
pistil as self if either of the two S-haplotypes carried by
its parent matches one of the two S-haplotypes carried
by the pistil.

Although SIis controlled by a single S-locus, in the var-
ious plants the mechanisms employed are different. So
far, three distinct systems have been characterized in
some detail at the molecular level in widely divergent
plant families. This article describes molecular SI mecha-
nisms in Solanaceae and Papaveraceae that possess ga-
matophytic self-incompatibility (GSI), and in Brassicaceae
that possess sporophytic self-incompatibility (SSD).

Self-incompatible members of the Solanaceae spe-
cies reject pollen via the action of a style S-locus-en-
coded ribonuclease (S-RNase). This S-RNase is held to
degrade RNA molecules present in incompatible pol-
len tubes, which leads to an arrest of pollen tube in the
style. In Papaveraceae, SI operates through a cal-
cium-dependent signal transduction pathway located
in the pollen that involves also phosphorylation of
downstream proteins. Activation of this signalling cas-
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cade leads to the arrest of pollen tube growth on the
stigma. The SI system in members of the Brassicaceae
is based on the interaction between stigmatic
plasma-membrane receptor (SRK) and pollen ligand

(SCR). The signalling process downstream in the pistil
causes pollen rejection on the stigma surface.
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