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z wykorzystaniem somatycznej
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Increase of genetic variability by somatic hybridization in Gramineae
Summary

The paper reviews somatic hybridization of grasses and cereals. The follow-
ing subjects are discussed; 1) methods of somatic embryo production, 2) levels
and methods used for somatic hybrids' description 3) species participating in
hybridization programs, 4) traits used for selection of somatic hybrids in in vitro
culture, 5) agricultural traits searched in particular combination of hybridiza-
tion, 6) ploidy of somatic regenerants and their isoenzymatic variation.

Key words:
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1. Wstep

Wyjscie roslin z wody, pierwotnego $rodowiska, przyczynito
sie do rozwoju zaréwno ciata rosliny w czesci somatycznej jak
i narzadéw rozmnazania generatywnego. Proces ewolucji narza-
déw generatywnych zmierzal do jak najgtebszego zachowania
szczegblnosci komorek zenskich i wytworzenia systemu immu-
nologicznego rosliny, ktéry tylko selektywnie akceptuje ziarno
pytku i rozwijajaca sie z niego tagiewke pytkowa, zapewniajaca
dostanie sie komoérek plemnikowych do komérki jajowej. Na tej
drodze istnieje caty szereg barier, ktére nie pozwalajg na dowol-
ne czy raczej spontaniczne mieszanie sie blizej nieokreslonych
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wartosci genetycznych. Dowolno$é ta mogtaby zagrozi¢ ewolucyjnie ustalonym war-
tosciom genomow definiowanych w ramach pojecia okreslajacego gatunek. Istnie-
nie, przed- i pozygotycznych barier, ktdre obejmujg przestrzen od zajmowanych
srodowisk az po nie dorastajacg do woreczka zalazkowego tagiewke pytkowa po-
przez niesprzyjajace warunki wzrostu i rozwoju zarodka oraz zaburzonych prze-
mian otaczajgcych jego tkanek w nasieniu i owocu, stanowito pokuse rozwiniecia
systemu zapylania i zaptodnienia in vitro. Mozliwo$¢ wyizolowania samych komorek
generatywnych i manipulowanie nimi otworzyla nowg droge dla lepszego poznania
procesu zaptodnienia i pierwszych podziatéw komorkowych zygoty u roslin.
W przypadku procesu indukowanej réznymi czynnikami hybrydyzacji somatycznych
komorek diploidalnych stworzona zostala droga uzyskiwania catkowicie nowych
aranzacji genowych zb6z i traw znajdujacych zastosowanie w rolnictwie.

2. Drogi modyfikacji genomu roslinnego

Droga modyfikowania genomu jednolisciennych roslin uprawnych w miare po-
stepu naukowego i technologicznego wiodta przez nastepujace etapy: krzyzowanie
oddalone (miedzyrodzajowe i miedzygatunkowe), mutacje (chemiczne i fizyczne)
somatyczng hybrydyzacje (symetryczng, asymetryczna, hybrydyzacje chromosomow
metafazalnych i przedwczesng kondensacje chromosoméw, fuzje gamet), potacze-
nie 1-formy Bacillus subtilis z protoplastami roslinnymi oraz transformacje (posrednig
i bezposrednia).

Z chwilg, kiedy cztowiek zdat sobie sprawe, ze istnieje mozliwos¢ wptywania na
produktywno$¢ hodowanych przez niego roslin mineto wiele czasu nad wypracowa-
niem metod selekcji i krzyzowania, czy krzyzowania i selekcji. Wykorzystanie zdefi-
niowanych przez Mendla praw dziedziczenia, rozwiniecie teorii Morgana oraz usta-
lenie praw rzadzacych kodem genetycznym przyczynito sie do maksymalnego wyko-
rzystania puli genowej roslin uprawnych. Znalezienie spontanicznych mieszancéw
pszenicy i zyta byto wskazaniem, ze istnieje mozliwo$é skrzyzowania miedzyrodza-
jowego roslin nalezacych do Gramineae. Wykorzystujac kulture niedojrzatych zarod-
kéw mieszancowych uzyskano szereg w naturze nie wystepujgcych miedzygatunko-
wych i miedzyrodzajowych mieszancow generatywnych w obrebie i pomiedzy tra-
wami i roslinami zbozowymi (1).

Niektore fizyczne i chemiczne czynniki powodujg nieodwracalne uszkodzenia
kodu genetycznego, jednakze w kontrolowanych warunkach moga by¢ wykorzysty-
wane do kierunkowego wywotywania mutacji. Wyselekcjonowanie osobnikéw po-
siadajacych cechy stanowigce obiekt zainteresowania przyczynito sie do np. zasie-
dlania przez nowe odmiany nie tylko nowych, ale i catkowicie odmiennych obsza-
row kuli ziemskiej niejednokrotnie réznych od tradycyjnych terendéw uprawy. Po-
prawienie cech agrarnych roslin uprawnych jest przyktadem wykorzystania mutage-
nezy w produkcji nasiennej i poszerzenia zasobéw zywnosciowych $wiata. Utrwale-
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nie cech zainteresowania wymaga wieloletniej pracy gtownie wykorzystujacej krzy-
zowanie wsteczne w celu utrwalenia danej cechy w formie homozygotycznej. Pro-
ces ten ulegt znaczgcemu skrdceniu poprzez wykorzystanie zdolnosci komérek
szlaku generatywnego do podziatéw komdrkowych indukowanych odpowiednimi
warunkami kultury i roslinnymi regulatorami wzrostu gtéwnie auksynami i cytokini-
nami.

Haploidyzacja na drodze androgenezy (kultury pylnikéw lub izolowanych mikro-
spor), gynogenezy (kultura zenskich elementéw kwiatu) lub eliminacji chromoso-
mow to droga efektywnego uzyskiwania roslin o zredukowanej liczbie chromoso-
mow. Podwojenie liczby chromosoméw w wyniku zachodzacego spontanicznie pro-
cesu diploidyzacji wywotanym warunkami kultur in vitro lub traktowaniem zdzbet
roztworami kolchicyny znaczaco przyczynito sie do skrocenia czasu potrzebnego do
uzyskania homozygotycznosci danej cech i wyprowadzenia nowej wartosci gene-
tycznej, jakkolwiek nalezy podkresli¢, ze na tej drodze uzyskiwano caty szereg ane-
uploidalnych form, chociaz petne tetraploidalne formy mogg stanowi¢ nowe catko-
wicie nieoczekiwane wartosci hodowlane.

Somatyczna hybrydyzacja roslin wyzszych opiera sie na dwoch podstawowych
zasadach: 1) ,,dodawania” cech charakterystycznych dla dwoch partneréw fuzji, przy
czym tylko niektore z cech sg przekazywane do potomstwa lub 2) komplementarno-
sci wykorzystywanej w przypadku dalece odlegltych hybrydyzowanych form oraz
bardzo zmanipulowanych ich komoérek. Wysoce asymetryczna somatyczna hybrydy-
zacja jest najlepszym przyktadem tego typu manipulacji, w ktérej jeden z partneréw
wskutek uzycia promieni jonizujacych jest pozbawiony funkcjonalnego jadra, drugi
za$ w wyniku traktowania aldehydem jodooctowym funkcjonalnej cytoplazmy. Dal-
sza selekcja heterokarionow i rozwijajacych sie z nich kultur wraz z regeneratami
oparta jest na systemie odpornosci na chemiczne czynniki selekcji (2). Poziom asy-
metrycznej somatycznej hybrydyzacji jest efektem wspotdziatania szeregu zew-
netrznych i wewnetrznych czynnikéw, np. dawki napromieniowania protoplastéw
dawcy, filogenetycznego dystansu pomiedzy partnerami fuzji, liczbg chromosomaéw
kazdego z partneréw oraz cyklem komérkowym tgczonych na drodze fuzji protopla-
stow. Podniesienie dawki promieniowania gtdwnie powoduje wiekszg fragmentacje
i introgresje chromosomow. Przy stosowaniu réznych dawek naswietlenia UV za-
warto$¢ materialu genetycznego partneréw fuzji jest kontrolowana przez co naj-
mniej jednego z nich (3,4).

3. Metody uzyskiwania somatycznych mieszancéw

Podstawowg i jedyng metoda uzyskiwania somatycznych mieszancéw jest fuzja
dwoch nagich protoplastow pochodzacych ze znacznie réznigcych sie potencjatem
morfogenetycznym tkanek rosnacych w warunkach in vitro lub ex vitro. Czynniki fi-
zyczne i chemiczne wywotuja zmiany potencjatu elektrycznego oraz sit adhezji pta-
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zmolemm/ protoplastu. W wyniku traktowania protoplastéw pradem zmiennym
i statym, nastepuje najpierw ustawienie protoplastow w ,tafncuchy” a nastepnie
bezposrednie ich taczenie sie w heterokariony zawierajace jadra i cytoplazmy obu
partneréw (5,6). Inng droga jest dziatanie na protoplasty takimi substancjami jak
PEG (4000 lub 6000) (3,4,7), solg potasowa siarczanu dekstranu, MgClz, CaCl czy gli-
cyna o wysokim pH = 10,5 (8) powodujacymi aglutynacje, w wyniku czego powstajg
mosty plazmolemmowe pozwalajgce na potgczenie sie cytoplazm fuzjonowanych
protoplastow.

4. Gatunki roslin jednolisciennych stanowigce biorcow i dawcow

Najczedciej stosowanymi gatunkami w réznych programach hybrydyzacyjnych
sg: pszenica, ryz, trzcina cukrowa, proso, kostrzewa jako biorcy, aczkolwiek lista
gatunkdéw dawcow jest o wiele szersza. Przedstawiamy przyktady partneréw
somatycznej hybrydyzacji: T. aestivum + gatunki blizej spokrewnione (Agropyron

Rys. Schemat fuzji zielonych protoplastow mezofilu liscia i protoplastéw zawiesiny komdrkowej (A)
lub tylko zawiesiny komérkowej (C) wraz z modyfikacjami (B, C); (irradiation - traktowanie promienia-
mi X, y; JOA = amid kwasu jodooctowego, CMS-cytoplazmatyczna meska sterylnos¢.
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elongatum, Leymus chinensis, Psathycostacliys jiince czy Haynaldia villosa) (9,10) albo
T. aestivum + gatunki bardziej odlegle (Bromus inermis, Aeleuropus littorulis sinensis,
Setaria italica, Avena saliva, Lolium multiflonim lub Zea mays) (11-13) dla Oryza saliva 4-
gatunki blizej spokrewnione (0. officinalis, O. eichingeri, 0. brachyantha i 0. perreri)
(14) lub O. saliva + gatunki bardziej odlegle (Hordeum vulgare, Ecliinochloa oryzicola,
Porteresia coarctata lub Daucus carota) (15-18) lub miedzyodmianowe (19,20). Przed-
stawiono réwniez prace dotyczace pozyskiwania kolejnych mieszaricéw somatycz-
nych: Saccharum officinarum + Pennisetum amencanum (21,22), Pennisetum americanum.
-- Panicum maximum (23), Festuca arundinacea -I- Lolium multiflorum (24-26) rys.

5. Opis somatycznych mieszancow

Wykorzystanie metody somatycznej hybrydyzacji do tworzenia nowych wartosci
genomowych zachodzi na poziomie pojedynczych komdrek, ktoérych protoplasty sa
zmuszane do potaczenia sie i wymieszania swych wartosci genetycznych. Manipulo-
wanie uwolnionym protoplastem narzuca pewne poziomy analizy dla poszczegdl-
nych stadiéw rozwojowych nowo powstatej wartosci biologicznej. Pod uwage brane
sg nastepujace wielkosci: efektywnosé fuzji, wzrost heterokarionow i tkanki hybry-
dowej, ploidalnos¢ tkanki hybrydowej, przezywalno$¢ nowej kultury wobec czynni-
kéw selekcji, opisanie zdolnosci morfogenetycznych kultur w celu uzyskania roslin
hybrydowych i cybrydowych. Morfologia wraz z ptodnoscig stanowig cechy zawsze
analizowane. Okre$lana liczba chromosoméw zwykle uzupetniana jest analizg za-
wartosci i poziomem DNA w komoérkach za pomocg metody cytometrii przeptywo-
wej. Potwierdzenia hybrydowego charakteru wyprowadzonych roslin dokonuje sie
przy uzyciu analizy izoenzymatycznej peroksydaz czy dehydrogenaz. Analiza geno-
mu na poziomie molekularnym pozwala nam ostatecznie opisa¢ hybrydowy charak-
ter nowo powstatej roéliny na drodze analizy DNA: jadrowego, chloroplastowego
i mitochondrialnego.

6. Selekcja mieszarncow somatycznych

Zréznicowanie morfologiczne zielonych protoplastow komérek mezofilu liscia
oraz biatych protoplastéw embriogenicznych tkanek kalusowych czy zawiesin ko-
morkowych jest, sposrod szeregu kombinacji programow fuzji, najczesciej stosowa-
nym jej modelem. W przypadku takiej kombinacji protoplastéw zwykle jeden z part-
neréw, pochodzacy z komérek mezofilu, jest niezdolny do dzielenia sie w stworzo-
nych warunkach kultury. Przyktadem tego typu jest somatyczna hybrydyzacja po-
miedzy Oryza saliva (2n = 24) -f Porleresia coarclala (2n = 48), w ktérej regeneraty
miaty diploidalng liczbe chromosoméw 2n = 72. Uwidaczniaty sie cechy charaktery-
styczne dla obu partneréw, jak np. tolerancja na zasolenie, purpurowe pochewki lis-
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ciowe oraz erekcyjny typ wzrostu zdzbet wraz z szybkim wzrostem roélin i system
korzeniowy ryzu (17).

Hodowla in vitro stwarza réwniez mozliwosci uzyskiwania na drodze mutagene-
zy kultur odpornych na réznego rodzaju czynniki chemiczne. Analog aminokwaso-
wy 5-metylo-tryptofan (5MT) jest jednym z czynnikoéw, ktére pozwalaja na wyprowa-
dzenie zawiesin komorkowych. Protoplasty tych kultur nie posiadajg zdolnosci do
regeneracji, ale w fuzji ich heterokariony tatwo dajg sie wyselekcjonowa¢. Ich zdol-
nosci regeneracyjne ulegajg odtworzeniu na drodze komplementarnosci z drugim
partnerem. Przyktadem tego typu somatycznej hybrydyzacji jest fuzja miedzy ko-
morkami zawiesinowymi Oryza sativa i mezofllowymi protoplastami Hordeum vulgare
(15). Tworzenie wysoce asymetrycznego ptodnego mieszanca somatycznego uzy-
skano pomiedzy napromieniowanymi promieniami gamma, zielonymi protoplastami
mezofilu liscia Zezania latifolia a protoplastami ryzu o inaktywowanej amidem kwasu
jodooctowego cytoplazmie (2). W somatycznej hybrydyzacji wykorzystuje sie bar-
dziej skomplikowane systemy selekcji, u podstawy ktérych lezy opornos$¢ jednego
partnera na rézne czynniki chemiczne np. S-2-amino-etylo-L-cysteiny (AEC), za$ jego
protoplastowa cytoplazma jest inaktywowana amidem kwasu jodooctowego. Proto-
plasty drugiego partnera i heterokariony moga rozwijac¢ sie w kolonie komérkowe.
Przeniesienie ich na pozywke z AEC powoduje jedynie wzrost kultur hybrydowych,
ktére moga wykazywac zdolnosci regeneracyjne. Taki system selekcji wykorzystano
w fuzji pomiedzy Pennisetum americanum a Panicum maximum (23).

7. Uwarunkowania wykorzystania niektérych cech w somatycznej
hybrydyzacji

Przekazanie cech waznych rolniczo byto podstawowym celem omawianych eks-
perymentdw. Brano pod uwage odpornosci na choroby wirusowe, grzybowe oraz
wykorzystanie nastepujgcych cech gatunkow dawcow jak: wysoka warto$¢ ziarnia-
kéw, zdolnos$¢ do silnego krzewienia sig, czy tolerancja na zasolenie. Szczeg6lnie
ciekawym przypadkiem eksperymentowania byta préba uzyskania somatycznych
mieszancéw pomiedzy gatunkiem o typie fotosyntezy C4 Echinichloa oryzicola + Oryza
sativa 0 C3 typie asymilacji dwutlenku wegla czy Zeo mays + Triticum aestivum (16,7),
ktére analizowano tylko pod wzgledem cytogenetycznym, a nie fizjologicznym.

Regeneranty hybrydowe uzyskane z fuzji protoplastéw charakteryzuja sie wiek-
szg zmiennos$cig w poréwnaniu z roslinami otrzymywanymi drogg krzyzowania ge-
neratywnego. U podstawy tej zmiennosci leza nastepujace mechanizmy: 1) diugo-
terminowy wzrost produktéw fuzji w warunkach kultur in vitro, 2) niestabilnos¢
kombinacji jadrowych mogacych prowadzi¢ do utraty ekspresji gendw lub fizycznej
utraty czesci informacji genetycznej oraz 3) cytoplazmatyczna i jadrowa segregacja.
Efektem wspotdziatania tych trzech mechanizméw jest aneuploidalno$é hybryddéw
(cybryddw) przy bardzo znaczgcym zréznicowaniu genotypowym.
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Cytoplazmatyczna meska sterylnos¢ jest szeroko znana u roslin wyzszych. Ona
to hamuje rozwoéj dojrzatego pyiku i jest produktem niezgodnosci pomiedzy ge-
nomem jadrowym i cytoplazmatycznym. Przekazanie cechy cytoplazmatycznej me-
skiej sterylnosci (CMS) pomiedzy odmianami Oryza sativa z wykorzystaniem fuzji
protoplastéw dwoch zawiesin komdrkowych uzyskano stosujac X-napromieniowa-
nie, dezaktywL.ijgce genom jadrowy odmiany meskosterylnej oraz jodowanie (jOA
- amid kwasu jodooctowego) protoplastéw odmiany ptodnej. 80" uzyskanych na
drodze elektrofuzji roélin hybrydowych wykazywato meska sterylnosci (25) rys.
Wykazano rowniez, ze cytoplazmatyczne mieszance posiadaty rozkiad prazkow
izoenzymatycznych peroksydazy jak ptodna forma, podczas gdy w genomie mito-
chondrialnym byly cztery plazmidowo podobne DNA pochodzgce ze sterylnej for-
my A-58 CMS (26,27). Ostatecznie na podstawie analizy mtDNA cybryd wykazano
istnienie réznego od partnerdéw fuzji zestawu fragmentéw restrykcyjnych (28), zas
po analizie Southern biot wystepowanie plazmidéw mitochondrialnego DNA w in-
nej kombinacji somatycznej hybrydyzacji w przekazywaniu CMS w obrebie Oryza
sativa (5).

8. Ploidalno$¢ somatycznych regeneratéw

Warunki kultury niejednokrotnie indukujg zmiane ploidalnosci materiatu roslin-
nego, a stosowane manipulacje, ktérym poddawane sg jgdra jednego z patneréw
fuzji poszerzajg zakres zmiennosci genomu jadrowego. Zréwnowazenie materiatu
genetycznego pomiedzy partnerami fuzji jest, jak sie wydaje, wazniejsze niz abso-
lutna liczba chromosomow. Stad tez analiza produktow fuzji wymaga zastosowania
nie tylko opisu liczby i struktury chromosomow, ale réwniez okreslenia ilosci DNA
w jadrach komorek mieszancowych za pomocg cytometrii przeptywowej i tg droga
okreslenia poziomu ploidalnosci (29). U somatycznych mieszancéw Oryza sctiva (2n
= 24) -I- Porteresia coarctata (2n = 48) stwierdzono alloploidalno$¢ (2n = 6( = 72),
ktéra potwierdzita posiadanie zestawdw chromosomoéw obu partneréw fczji (17).
Manipulacje genomem jagdrowym jednego z partneréw wptynety zasadnicze na sze-
reg przemian chromosomowych, prowadzacych do uzyskania somatycznych mieszan-
cow o szerokim spektrum ploidalnosci (3,4,30,31).

9. lzoenzymatyczna zmienno$¢ somatycznych regenerantow

Do zobrazowania mieszancowego charakteru uzyskanych regeneratéw zastoso-
wano analize izoenzymatyczng szeregu enzymow: esterazy (3,9,12,14,32), peroksy-
dazy (3,11,12,15), dehydrogenazy jabtezanowej (3,30), dehydrogenezy alkdiolowej
(23,30), katalazy (10), dehydrogenazy glutaminowej (30), dehydrogenazy fosfoglu-
konianu (21), dehydrogenazy szikimowej (21), kwasnej fosfatazy (30), aminctransfe-
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razy asparaginowej (30), izomerazy glukofosforanowej (30), fosfoglukomutazy (30),
lecytynowej aminopeptydazy (16) oraz aminopeptydazy (23).

Wykorzystujac analize izoenzymoéw fosfoglukoizomerazy wykazano uzyskanie
mieszancow w obrebie gatunku Lolium perenne w przypadku fuzji majgcej na celu
przeniesienie CMS pomiedzy jego odmianami (28). Charakter mieszancowy
T. aestivLim + Haynaldia villosa potwierdzono wystepowaniem dodatkowego prazka
esterazy na zelu poliakrylowym w poréwnaniu do obu partneréw fuzji (32). 1zoenzy-
matyczna analiza T. aestivum + Avena saliva z wykorzystaniem dwaéch systemow: es-
terazy oraz peroksydazy uwidocznita zrdznicowanie wystepowania nowych praz-
kéw w przypadku badania produktéw symetrycznej i asymetrycznej fuzji (31).
W szerokim spektrum analizy izoenzymatycznej somatycznych mieszancéw pomie-
dzy dwoma liniami Oryza saliva w programie przeniesienia CMS analizowano izoen-
zymatyczny wzoOr nastepujacych enzyméw: dehydrogenezy alkoholowej, glutamino-
wej, katalazy, kwasnej fosfatazy, fosfoglukomutazy, izomerazy glukofosforanowej
i tylko peroksydaza wykazata znaczne réznice w roztozeniu prazkéw izoenzyma-
tycznych (14).

10. Podsumowanie

Somatyczna hybrydyzacja stanowi¢ moze alternatywng droge uzyskiwania mie-
szancoéw miedzygatunkowych dla zb6z i traw. Majac na uwadze, ze somatyczna hy-
brydyzacja roslin jednolisciennych, ze wzgledu na stosunkowo fatwg utrate zdolnosci
morfogenetycznych kultur w warunkach in vilro, jest skomplikowang manipulacja
nagich protoplastéw, zwrécono uwage na nastepujace problemy: metody uzyskiwa-
nia somatycznych mieszancéw, poziomy i metody analizy wykorzystywane w opisie
somatycznych mieszancow, gatunki roslin jednolisciennych stanowigce biorcow
i dawcow, cechy wykorzystywane w selekcji mieszancéw somatycznych, rolniczo
wazne cechy szczego6lnie poszukiwane w poszczeg6lnych kombinacjach somatycz-
nej hybrydyzacji oraz ploidalno$¢ regeneratéw i ich izoenzymatyczng zmiennosc.
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