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Celem badan bylo opracowanie efektywnej platformy markerowej do identyfikacji alleli
restorerowych w materialach hodowlanych buraka cukrowego, jak réowniez identyfikacja zmian
struktury transkryptomu i proteomu zwigzanych z obecnoscig alleli restorerowych.

Analizom poddano linie CMS wraz z odpowiadajacymi im liniami dopetniajacymi (liniami O)
oraz populacje roslinne otrzymane w wyniku krzyzowan typu: obiekt meskosterylny (MS) x kandydat
na lini¢ dopetniajgca, segregujace na rosliny meskoptodne (MP) oraz meskosterylne.

Do opracowania markerow molekularnych wykorzystano techniki RAPD-PCR, SSR, CAPS
oraz DArT. W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano trzy markery typu RAPD, trzy
markery typu SSR, trzy markery typu CAPS oraz 44 markery typu DArT sprz¢zonych z locus
restorera Z/Rf2 oraz dwa markery typu DArT i jeden marker typu RAPD sprzezony z locus restorera
XIRf1. Sposérdéd opracowanych nowych markeré6w najscislejsze sprzezenie z restorerem Z/Rf2
zaobserwowano dla FDSB1023, ppr821/FspBl, ppr681/Hpall oraz ppr681/FspBl. W zwigzku z
niedoskonato$ciami procesu fenotypowania roslin rzeczywiste odleglosci genetyczne pomiedzy loci
tych markeréw i locus Z/z (Rf2/rf2) sa zapewne mniejsze od odleglosci wykazanych na sporzadzonej
mapie sprzezen (6,4 — 18,2 cM).

W celu poznania proceséw molekularnych zwigzanych z ekspresja cechy cytoplazmatycznej
meskiej sterylnosci u buraka wykonano sekwencjonowanie transkryptoméw roslin meskosterylnych
oraz z przywrdcong ptodnoscig. Z uzyskanych danych RNA-seq wynika, iz obecno$¢ restorera Z/Rf2
byla zwigzana z podwyzszong eckspresja genow jadrowych, ktorych produkty biatkowe sa
zaangazowane w metabolizm reaktywnych form tlenu (ROS), rozpad $cian komodrkowych oraz
regulacje ekspresji genow. Restorerowi Z/Rf2 towarzyszyta podwyzszona ekspresja czterech genow
PPR z chromosomu 4. Sposrod tych genow dwa — 104890821 i 104890681 (NCBI GenelD) — koduja
biatka zawierajace sekwencje kierujace do mitochondriow.

Proteom mitochondrialny cytoplazmy S charakteryzuje si¢ obecnos$cig biatkowego produktu
ekspresji presekwencji genu atp6 — preSATP6. Poziom akumulacji tego biatka jest zwigzany z
plazmotypem i nie jest modyfikowany obecno$cig allelu restorerowego. Bialko to prawdopodobnie
odgrywa rol¢ mitochondrialnej determinanty CMS, wptywajacej na zaburzenia sktadania/stabilnosci
kompleksu V. Prowadzi to do nadprodukcji ROS oraz wzrostu poziomu ekspresji genu atp9.

Analiza danych transkryptomicznych wykazala wyzszy poziom ekspresji  gendow
plastydowych, kodujacych niektére podjednostki fotosystemow oraz biatka rybosomalne u roslin

meskosterylnych niz u roslin z przywrécona ptodnoscig. U ro§lin CMS odnotowano réwniez



podwyzszong ekspresje kilku mitochondrialnych otwartych ramek odczytu o nieustalonej funkcji oraz
genow mitochondrialnych kodujacych niektore podjednostki kompleksoéw tancucha oddechowego oraz
biatka rybosomalne. W przypadku mitochondrialnego genu atp9 podwyzszona akumulacja jego
mRNA korelowata z podwyzszong akumulacja odpowiedniego produktu biatkowego. Z badan
proteomicznych wynika, iz u roslin meskosterylnych podwyzszona akumulacja homooligomerycznej
formy biatka ATP9 moze pochodzi¢ z indukowanego przez mitochondrialng determinantg CMS,
rozpadu kompleksu V, badz z niewykorzystanej do jego sktadania puli tego oligomeru. Zaburzenia w
metabolizmie kompleksu V (nasilony rozktad Iub utrudnione sktadanie) mozna wytlumaczy¢
wptywem mitochondrialnej determinanty sterylnosci — biatka preSATP6, ktérego akumulacj¢ u roslin
z cytoplazmg S tez wykryto w toku analiz proteomicznych. Zaburzenia w stabilnosci/sktadaniu
kompleksu V zostaly takze wykazane w toku analiz zymograficznych. Poza obnizong aktywnoscig
kompleksu V, rosliny meskosterylne charakteryzowaly si¢ réwniez silniejszym sygnatem dwodch
dodatkowych stref aktywnosci, ktore odpowiadaly kompleksom o nizszej masie czasteczkowe;.

Linie megskosterylne (z cytoplazmg S i allelami dopetniajacymi) charakteryzowata obnizona
akumulacja reduktazy glutationowej (GR) oraz wyzej wspomniana podwyzszona akumulacja
homooligomerycznej formy bialtka ATP9. Z kolei obiekty z cytoplazma S (meskosterylne oraz z
ptodnoscia przywrocona genem X/Rfl) cechowala podwyzszona akumulacja mniejszej
(heptamerowej) formy biatka HSP60 oraz wyzej wspomniana obecnos$¢ biatka preSATP6. W liniach z
cytoplazmg N (dopelniajacych) dominowata wigksza (tetradekamerowa) forma HSP60. Linie te
cechowat takze brak biatka preSATP6. Dla obiektow z plodno$cig przywrocona genem X/Rfl
charakterystyczna byta podwyzszona akumulacja manganozaleznej dysmutazy ponadtlenkowej.

Na podstawie otrzymanych wynikéw zaproponowano model tlumaczacy mechanizmy
molekularne odpowiedzialne za ekspresj¢ cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci u buraka. Wedlug
tego modelu, mitochondrialna determinanta CMS — preSATP6 — wplywa na zaburzenia
sktadania/stabilnosci kompleksu V skutkujac sterylizacja roslin. Kompensacja tych zaburzen wymaga
obnizenia poziomu akumulacji pier§cienia ATP9. Restorer X/Rfl (z chromosomu 3) obniza te
akumulacj¢ dzialajac na poziomie biatka. Z kolei restorer Z/Rf2 (z chromosomu 4) obniza tg
akumulacj¢ poprzez zmniejszenie iloSci transkryptu. Proponowany mechanizm dziatania restorera
Z/Rf2 znajduje poparcie w fakcie, iz chromosom 4 (w ktorym jest zlokalizowany gen Z/Rf2) cechuje
nagromadzenie genow kodujacych biatka PPR, o ktorych wiadomo, iz kontroluja metabolizm
organellowych RNA. By¢ moze ktorys z tych genow pelni funkcje restorera. Z przeprowadzonych
badan wynika, iz najlepszym kandydatem na restorer Z/Rf2 jest jakas forma alleliczna genu
104890821 — cechuja go spodziewane dla restorera podwyzszona ekspresja u roslin z przywrocona

ptodnoscia oraz kosegregacja z fenotypem meskiej ptodnosci.



