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Heteroplasmy in plants
Summary

Heteroplasmy is the state characterised by the presence of more than one
type of mitochondrial or chloroplast genome in one organism. Infrequent re-
combinations across short repeated sequences often lead to heteroplasmy in
higher plant mitochondria. Different Pbaseolus species have been examined in
order to understand the dynamics of heteroplasmy originating through recom-
bination mediated by the 314 bp repeated sequence. Two techniques were ap-
plied to detect heteroplasmy: Southern hybridization with prolonged autora-
diography and PCR amplification followed by hybridization or reamplification.
In all examined genomes the four recombination forms were detected. However,
these forms do not occur in the same relative amounts. Moreover, in the exami-
ned genomes different recombination forms exist at the predominant/substo-
ichiometric level, but always only two of them are predominant. Based on these
results and the previous data, we suggest that the changes in the heteroplasmic
population of mitochondrial molecules in plants may offer the source of genetic
variation in the course of evolution.

Key words:
heteroplasmy, plant mitochondria, bean.

1. Wprowadzenie

Heteroplazmia to stan charakteryzujacy sie obecnoscig wiecej
niz jednego typu DNA mitochondrialnego lub chloroplastowego
w organizmie. Zjawisko to jest obecnie intensywnie badane u lu-
dzi, poniewaz towarzyszy wielu powaznym chorobom neuro-
degeneracyjnym powodowanym mutacjami w mitochondrialnym
DNA (mtDNA) (1). Stwierdzono, ze wystgpienie symptoméw scho-
rzenia jest zalezne od poziomu ilosciowego zmutowanego DNA
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w stosunku do normalnego. Natomiast wystepowanie heteroplazmii u zdrowych
0s0b jest ciagle kwestig sporna. Niektorzy uwazaja, ze zdrowi ludzie posiadajg tylko
jeden typ mtDNA, natomiast inni, iz rzadka identyfikacja heteroplazmii u zdrowych
ludzi jest wynikiem zbyt malej czutosci wykorzystywanych metod. Stosowane do
niedawna, czesto reczne sekwencjonowanie DNA, nie pozwala na wykrycie obu ty-
pow mtDNA, jesli udziat jednego z nich nie przekracza 20% (2). Znacznie mniej wia-
domo o heteroplazmii - jej genezie, zmiennosci i konsekwencjach - u roslin.

2. Powstawanie heteroplazmii

w poréwnaniu ze zwierzecymi genomy mitochondrialne roslin sg znacznie wigk-
sze i charakteryzujg sie innym tempem mutacji punktowych (3-5). U ludzi wiekszo$¢
identyfikowanych mutacji to mutacje punktowe i najczesciej to one sg odpowie-
dzialne za tworzenie nowych typow mtDNA, a w konsekwencji za powstawanie he-
teroplazmii. Szacuje sig, ze tempo mutacji punktowych u roslin jest 40-100 razy
wolniejsze niz u zwierzat (4). Natomiast zmienno$¢ organizacyjna spowodowana
czestymi mutacjami rearanzacyjnymi jest tak duza u roslin, ze nie znaleziono dwéch
gatunkdw, u ktérych kolejnos¢ gendw bylaby taka sama (4). Z badan wynika, ze za
tworzenie nowych czasteczek mtDNA u roslin sg najczesciej odpowiedzialne rzad-
kie i nieodwracalne rekombinacje krétkich jednostek powtdrzonych (do 1000 pz)
(6). Prowadza one do powstania nowego typu mtDNA w ilosciach substechiome-
trycznych w stosunku do genomu dominujgcego. Takie czasteczki noszg nazwe sub-
limonéw. Moga one by¢ utrzymywane przez wiele pokolen na niskim poziomie ilo-
sciowym. Zgodnie z podang wczesniej definicjg heteroplazmii, genomy mitochon-
drialne roélin, w ktérych identyfikuje sie obok genomu dominujgcego czgsteczki
mtDNA w $ladowych ilosciach (formy substechiometryczne lub sublimony) sg w isto-
cie genomami heteroplazmatycznymi.

3. Identyfikacja heteroplazmii

Do wykazania obecnosci sublimondw stosuje sie dwie techniki: hybrydyzacje
z przedtuzong ekspozycig autoradiogramoéw (okoto tygodnia) oraz tancuchowsg re-
akcje polimerazy potaczong z hybrydyzacjg lub reamplifikacjg. Za pomocg PCR ilo-
sciowego okreslono, ze liczba czasteczek form dominujacych moze by¢ stokrotnie
(7), a nawet tysigckrotnie wyzsza od liczby czasteczek form substechiometrycznych (5).

Badajac geneze krotkiej jednostki powtdrzonej o dhugosci 314 pz, przypuszczal-
nie rekombinacyjnie aktywnej, w genomach mitochondrialnych roslin z rodzaju Pha-
seolus (2 linie z gatunku P. vulgaris, po jednej z gatunku P. polyanthus, P. coccineus]
stwierdzilisSmy, ze wszystkie te genomy sa heteroplazmatyczne. Za pomocg odpo-
wiednich kombinacji starterow amplifikowaliSmy jednostke powtdrzong zlokali-
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Rys. 1. Detekcja czterech form rekombinacyjnych (FI, F2, F3, F4) w genomach P. vulgaris linii CMS-
Sprite (1), linii POP (2), P. polyanthus (3), P. coccineus (4).

A: Obraz elektroforez w zelu agarozowym z bromkiem etydyny produktéw amplifikacji krotkiej jed-
nostki powtorzonej w czterech otoczeniach genomowych. Startery zaprojektowano w ten sposéb, aby
otrzymane produkty miaty te sama wielko$¢. Na kazda Sciezke nanoszono 1/10 objeto$ci mieszaniny po

reakcji PCR.

B. Autoradiogramy otrzymane po hybrydyzacji radioaktywnie znakowanej jednostki powtdrzonej
do biotu zawierajgcego produkty amplifikacji form rekombinacyjnych u CMS- Sprite (1) i P. coccineus (4).
W przypadku form dominujacych nanoszono 1/50 mieszaniny reakcyjnej, natomiast w przypadku form
substechiometrycznych - cato$¢ mieszaniny reakcyjnej.

zowang w obrebie czterech mozliwych form rekombinacyjnych (Fl, F2, F3, F4). W prze-
prowadzonych reakcjach PCR nie zastosowano warunkow, ktdére pozwolityby trak-
towac je jako PCR ilosciowy, ale ilos¢ otrzymanych produktow w przyblizeniu odpo-
wiada poziomowi stechiometrycznemu, na jakim wystepuje dana forma rekombina-
cyjna. We wszystkich badanych genomach wykrylismy cztery formy rekombinacyjne,
ale tylko dwie amplifikowaly sie z wiekszg intensywnoscig (rys. 1). W zaleznosci od
gatunku i linii z wiekszg intensywnoscig powielane byly inne formy. Tak, dla linii
CMS-Sprite P. vulgaris dominujgce sg formy FI i F3, a dla gatunku P. coccineus formy
F2 i F4. Dla linii POP P. vulgaris i gatunku P. polyanthus wszystkie formy byly widocz-
ne w zelu po amplifikacji, ale zawsze dwie byty mocniej amplifikowne: u linii POP
formy FI i F2; u gatunku P. polyanthus formy F3 i F4. Produkty amplifikacji form F2
i F4 u linii CMS-Sprite P. vulgaris oraz form FI i F3 u P. coccineus nie byly widoczne po
elektroforezie w zelu agarozowym (rys. 1A). Obecnos¢ tych form wykryliSmy hybry-
dyzLijac znakowang radioaktywnie jednostke powtdrzong do biotu zawierajgcego
produkty PCR (rys. IB). Otrzymane wyniki potwierdzilisSmy za pomoca hybrydyzacji
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typu Southern. Hybrydyzujac trawione restryktazami preparaty mitochondrialnego
DNA badanych gatunkdéw fasoli ze znakowang jednostkg powtorzong i eksponujac
autoradiogramy w warunkach standardowych (catonocna ekspozycja) obserwowalis-
my jedynie formy dominujace. W przedtuzonej ekspozycji ujawniono réwniez stab-
sze pasma odpowiadajace niektdrym formom substechiometrycznym.

4. Zmiany stechiometryczne w genomach heteroplazmatycznych jako
zrodto zmiennosci roslinnych genoméw mitochondrialnych

Pod koniec tat osiemdziesigtych zaczeto sugerowaé, ze zmiany stechiometryczne
w heteroplazmii moga by¢ odpowiedzialne za pojawianie sie¢ nowych genoméw mi-
tochondrialnych (8). Prace te dotyczyly najczesciej zmian obserwowanych w kultu-
rach tkankowych i dotyczyty fragmentéw mtDNA. Ostatnio opublikowane przez nas
wyniki badan sa pierwszym doniesieniem o zmianach stechiometrycznych w hetero-
plazmii odpowiedzialnych za pojawienie si¢ in vivo dwdch nowych genoméw mito-
chondrialnych u fasoli zwyklej: genomu warunkujgcego cytoplazmatyczng meska ste-
rylnos¢ i genomu jej ptodnego rewertanta (9). WykazaliSmy, ze pojawienie sie geno-
mu warunkujacego istotng w hodowli roslin ceche cytoplazmatycznej meskiej steryl-
nosci byto zwigzane z selektywna amplifikacjg sublimonéw obecnych w mitochon-
driach bezposredniego ptodnego przodka linii meskosterylnej. Jednoczesnie liczba
kopii genomu linii ptodnej ulegta redukcji do poziomu substechiometrycznego. Co
wiecej, okazato sie, ze przywrocenie ptodnosci - tak jak pojawienie sie meskiej ste-
rylnosci - miato rowniez charakter zmian ilosciowych w heteroplazmatycznej popu-
lacji czasteczek mt DNA. Opisane zmiany nastepowaty w bardzo krétkim czasie, w o-
brebie bardzo blisko spokrewnionych roslin i dotyczyty ujawnienia badz utraty spe-
cyficznego fenotypu. Z rezultatéw przedstawionych na rysunku ! wynika, ze zmiany
ilosciowe w heteroplazmatycznej populacji czasteczek mtDNA roélin sg zjawiskiem
uniwersalnym i sg odpowiedzialne za ujawnianie zmienno$ci tych genomdéw. Zmiany
te sg odwracalne, co ilustruje przyktad formy rekombinacyjnej F3 (rys. |1A). Badane
gatunki fasoli tworza wspolny kompleks filogenetyczny, ale P. polyanthus jest blizej
spokrewniony z P. vulgaris niz P. coccineus (10). Natomiast linia POP P. vulgaris jest
ptodnym przodkiem meskosterylnej linii CMS-Sprite (9). Forma F3, obecna w ilo-
Sciach sLibstechiometrycznych u gatunku P. coccineus, jest natomiast dominujgca
u P. polyanthus, po czym powraca na poziom substechiometryczny u linii POP P. vulga-
ris, aby nastepnie stac sie dominujaca u linii meskosterylnej CMS-Sprite.

5. Podsumowanie

Dziedziczenie mateczne mtDNA wyklucza zmienno$¢ wynikajgcg z rekombinacji
DNA pochodzacego od obojga rodzicdw. W tej sytuacji w genomach mitochondrial-
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nych muszg istnie¢ inne Zrédta zmiennosci. W przypadku roslin gtéwnym mechani-
zmem generujgcym zmienno$¢ sq rekombinacje. Natomiast za ujawnienie sie tej
zmienno$ci odpowiadajg zmiany iloSciowe w genomach heteroplazmatycznych.
Z przedstawionych badafn wynika, ze komdrki roslinne dysponuja alternatywnymi
wobec genomu dominujacego typami mtDNA. Heteroplazmia stanowitaby zatem
Zrédto zmiennosci genomu mitochondrialnego i zapewniataby elastyczno$¢ w re-
agowaniu na zmiany w genomie jagdrowym oraz prawdopodobnie na stres wyni-
kajacy ze zmian w Srodowisku.
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