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FUZJA PROTOPLASTOW ROSLINNYCH
I JEJ] PRAKTYCZNE ZNACZENIE

The plant protoplasts fusion and its practical significance

Ireneusz SLESAK

Summary. The article reviews methods used for the isolation and fusion of plant protoplasts. Protoplasts can be released
from the cell wall either mechanically or enzymatically. The mechanical approach involves cutting a plasmolyzed tissue in
which the protoplasts have shrunk and have been pulled away from the cell wall. In enzymatic methods, the cell wall is
digested by special enzyme mixtures containing cellulases, pectinases and hemicellulases. After isolation, protoplasts may
be induced to fuse in the presence of chemical fusogens (e. g. polyethylene glycol — PEG) or by electric field (electrofusion).
Protoplasts containing nonidentical nuclei are referred to as heterokaryocytes. The fusion of genetically identical protoplasts
results in homokaryocytes. If one nucleus completely disappears, the cytoplasms of the two parental protoplasts are still
hybridized, and the fusion product is known as a cybrid (cytoplasmic hybrid). Somatic hybrids can be selected by using the
following methods: 1) complementation selection of mutants, 2) fluorescent methods (e. g. fluorescence-activated cell
sorters (FACS)), 3) isoenzyme analysis, 4) nuclear DNA analysis, 5) chloroplast and mitochondrial DNA analysis, 6)
cytological changes in hybrids. In many cases, somatic hybrids that cannot be produced by conventional plant genetics
because of sexual or physical incompatibility can be formed only by somatic cell fusion. Agriculturally useful characters (e.
g. pathogen resistance) can be selected by somatic hybridization.
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Obecnie coraz cze¢sciej udoskonala sig rozne
gatunki ro§lin uprawnych w celu zwigkszenia

Termin protoplast zostal wprowadzony do
literatury w 1880 roku przez Hansteina [wg 55]

ich produktywnosci, zawartosci biologicznie
czynnych substancji, czy wyhodowania gatun-
k6w oporniejszych na réznego rodzaju czynniki
natury biotycznej — zakazenia grzybicze, bakte-
ryjne, wirusowe oraz na czynniki fizyczne i che-
miczne np. niska czy wysoka temperature, zaso-
lenie gleby, herbicydy, metale cigzkie, zanie-
czyszczenia atmosferyczne.

Manipulacje z wykorzystaniem protoplastow
roslinnych okazaly si¢ wygodnymi technikami,
alternatywnymi wzgledem metod hodowlanych
genetyki klasycznej, pozwalajacymi na uzyski-
wanie roslin o nowych pozytecznych cechach.

i ta nazwa okreéla si¢ komodrke roslinng pozba-
wiong $ciany komoérkowej. Innymi stowy, w
sktad protoplastu wchodza wszystkie struktury
komérkowe z wylaczeniem Sciany komoérkowe.

Znaczny postgp w badaniach nad protopla-
stami notuje si¢ od poczatku lat 60. naszego stu-
lecia: w 1960 roku Cocking wyizolowal proto-
plasty na drodze enzymatycznego trawienia
$ciany komérkowej [8]. Proces izolacji proto-
plastéw jest silnie stresogenny. Komorki traca
tzw. informacje pozycyjna (ang. positional in-
formation) na skutek przerwania ciagtosci pota-
czen miedzykomoérkowych poprzez plazmodes-
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Tabela 1. Wybrane metody wprowadzania obcego DNA do materiatu roslinnego (z wyjatkiem fuzji somatycznej protopla-

stow).

Table 1. Selected methods of the foreign DNA transfer into the plant material (with the exception of protoplast somatic hybri-

dization).

| Metoda wprowadzania obcego DNA

Method of the foreign DNA transfer

Gatunek rosliny/grupa roslin
Species/group of plants

Autorzy
Authors

transformacja* protoplastéw lub dyskow
lisciowych przez plazmid Ti z
Agrobacterium tumefaciens
itransformation of protoplasts or leaf discs
by Ti plasmid from Agrobacterium
tumefaciens;

Nicotiana tabacum
dwuliscienne ( Dicotyledones)

Marton et al. 1979 [44]

Horsch et al. 1985 [36]

elektroporacja zawiesiny protoplastéw
electroporation of protoplast suspension

Zea mays
Lactuca sativa

Zhang i Wu 1988 [84]
Chupeau et al. 1989 [7]

makroinjekcja plazmidu z genem opornosci | Secale cereale
na kanamycyng

macroinjection of a plasmid with
kanamycin resistance gene

the

de la Pena et al. 1987 [wg 42]

mikroiniekcja plazmidu Ti
microinjection of Ti plasmid

Medicago sativa

Reich et al. 1986 [59]

‘ .bombardowanie” komérek ,biorcéw”
“mikropociskami (np. ztota) optaszczonymi

i DNA

. bombardment” of ,acceptor” cells by
microprojectiles (e.g. gold) coated by DNA

Allium cepa
Glycine max

Klein et al. 1987 [37]
Mc Cabe et al. 1988 [46]

przeniesienie i inkorporacja obcego DNA z organizmu ,,dawcy” do organizmu ,,biorcy”.

my. Odmienna jest powierzchnia i objetosé ko-
morki, a tym samym zmienia si¢ dostepnosé
substancji odzywczych oraz struktura cytoszkie-
letu [42]. Na temat samych protoplastéw, jak
réwniez technik ich otrzymywania i hodowli
ukazato si¢ dotychczas wiele opracowan, za-
réwno w piSmiennictwie krajowym [3, 49, 55]
jak i zagranicznym [8, 12,42, 62, 67]. Jednym z
najpowszechniejszych praktycznych zastoso-
wan protoplastéw stala si¢ tzw. hybrydyzacja
somatyczna, polegajaca na taczeniu (fuzji) ko-
morek roznych gatunkéw roélin, prowadzaca do
otrzymania mieszaincOw (hybryd somatycz-
nych), ktére tacza w sobie cechy organizméw
wyjsciowych. Technika ta jest pozaplciowa dro-
ga krzyzowania, czasami odlegltych taksonomi-
cznie gatunkéw. Ze wzgledu na pochodzenie fu-
zjowanych protoplastéw, mozna wyréznié tzw.
mieszance migdzygatunkowe (ang. interspecific
hybrids) lub mieszafice miedzyrodzajowe (ang.

intergeneric hybrids). W tym drugim przypadku
szczegllna zaleta metody polega na mozliwosci
krzyzowania roélin, ktérych uzyskanie na dro-
dze piciowej byloby niemozliwe [9, 53]. W arty-
kule niniejszym przedstawiono techniki izolacji
1 fuzji protoplastéw, a takze biotechnologiczne
znaczenie hybrydyzacji somatyczne;j.

PREPARATYKA PROTOPLASTOW

Sciana komérkowa stanowi istotna prze-
szkode we wprowadzaniu do wnetrza zywej ko-
morki roslinnej wielkoczasteczkowych zwigz-
kéw chemicznych. Uniemozliwia takze swo-
bodne przenoszenie wiasnego lub obcego mate-
riatu genetycznego z jednej komérki do drugiej.
Bez pokonania tej bariery uzyskiwanie roslin
transgenicznych o nowych cechach jest znacz-
nie utrudnione. Sytuacja zmienia si¢ z chwilg,
gdy komérke sztucznie pozbawimy $ciany ko-
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MATERIAL ROSLINNY
Plant material

|

ROZTWOR ENZYMOW ROZKEADAJACYCH
SCIANE KOMORKOWA
{odpowiednie osmotikum)

Enzyme solution disintegraiting the cell wall

(respective osmoticurn)

|

OCZYSZCZANIE PROTOPLASTOW
Purification of protoplasts

}

1. OCENA 2YWOTNOSCI
Determination of viability
2. OBLICZANIE WYDAJNOSC! IZOLACJH

Calkeutation of i
DOSWIADCZENIA NAD HYBRYDYZACJIA ZALOZENIE HODOWLI
(FU2JE) Start of cuiture
Experi with hybridization {fusions) l
REGENERACJA CALYCH ROSLIN

Regeneration of whole plants

Ryc. 1. Uproszczony schemat postgpowania przy hybrydy-
zacji somatycznej in vitro z zastosowaniem protoplastéw.

Fig. 1. A simplified scheme of procedure somatic hybridiza-
tion of protoplasts in vitro.

mérkowej. Wowczas wprowadzanie obcych ge-
néw staje si¢ znacznie prostsze. Dzigki temu za-
biegowi mozna bylo zastosowaé technike ele-
ktroporacji 1 uzyskiwaé transgeniczne gatunki
np. Brassica napus [30}, Lactuca sativa [7],
Orvza sativa [68], czy Zea mays [60]. Stosowa-
no takze transformacjg protoplastéw plazmidem
Ti Agrobacterium tumefaciens [44]. Wybrane
metody wprowadzania obcego DNA zebrano w
tabeli 1. Usunigcie sciany komérkowej jest row-
niez warunkiem, ktéry decyduje o powodzeniu
dalszych eksperymentéw nad fuzja protoplastéw.

W metodyce uzyskiwania protoplastéw wy-
réznia si¢ kilka etapéw, a dokladne przepisy i
porady praktyczne mozna znaleZzé w opracowa-
niach, ktére cytowano we wstepie.

Materialem wyjsciowym (ryc. 1), z ktérego
otrzymuje si¢ protoplasty moga by¢ zaréwno
hodowle tkanek in vitro — przewaznie kalus oraz
komérki z hodowli zawiesinowych (ang. su-
spension cell culture) [29, 42, 58]. Moga by¢
nim réwniez tkanki z organéw roslinnych oraz

wyspecjalizowane grupy komérek, jak: korze-
nie, pedy, fragmenty kwiatu, ziarna pytku, apa-
raty szparkowe. Najpowszechniejszym Zrodiem
protoplastéw jest mezofil lisci [14, 35, 47]. Gdy
celem izolacji jest zalozenie kultury sterylnej
oraz do§wiadczenia nad fuzja protoplastéw, naj-
lepiej wykorzystywad liscie z mtodych ro§lin je-
szcze przed okresem kwitnienia. Gwarantuje to
duza aktywno$¢ podziatlowa wyizolowanych
protoplastéw [20].

Jesh materiatem wyjsciowym jest organ lub
tkanka z hodowli in vitro nie ma koniecznosci
sterylizacji materialu przed izolacja protopla-
stow. Inaczej rzecz si¢ ma z ro§linami hodowa-
nymi w warunkach quasi-naturalnych. Wtedy
wymagane jest uprzednie staranne wysterylizo-
wanie materiatu przed przystapieniem do izola-
cji protoplastéw [20]. Najpowszechniej uzywa-
nym $rodkiem dezynfekujacym jest podchloryn
sodu lub jego handlowe ekwiwalenty, np. Clo-
rox, Domestos itp. Przewaznie do roztworu de-
zynfekujacego dodaje sie detergent np. Tween
80, ktéry polepsza warunki sterylizacji. Opty-
malne st¢zenia substancji dezynfekujacej dobie-
ra si¢ eksperymentalnie, w zaleznosci od rodza-
ju tkanki. Chodzi o dobranie takich warunkéw,
aby tkanka poddana dziataniu toksycznego dla
komérek Srodka dezynfekujacego nie ulegta cat-
kowitemu obumarciu, przy jednoczesnym za-
chowaniu zdolnosci podziatowej komorek.

Kolejnym etapem postgpowania jest elimi-
nacja $cian komérkowych. Moga by¢ one usu-
wane mechanicznie lub na drodze trawienia
enzymatycznego. [zolacja mechaniczna polega
na preplazmolizie komérek w roztworze hiper-
tonicznym wybranego osmoprotektanta (patrz
nizej), a nastepnie na rozdrobnieniu (np. w
homogenizatorze) tkanki [72]. W rezultacie
splazmolizowane komérki (protoplasty) opusz-
czaja uszkodzong tkanke i moga by¢ wykorzy-
stywane w dalszych etapach omawianej proce-
dury. Metody mechaniczne stosowane sa nieco
rzadziej, cho¢ dla specyficznego materiatu ro-
slinnego (np. kukurydza) charakteryzuja si¢ po-
réwnywalna wydajnoscia jak techniki z zastoso-
waniem enzymow [72]. W metodach enzymaty-
cznych stosuje si¢ enzymy z grupy celulaz, he-
micelulaz i pektynaz, otrzymywanych z grzy-
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béw Trichoderma viride, Aspergillus niger i
Rhizopus.sp [8, 67]. Metody enzymatyczne sa
obecnie powszechnie stosowane. Do ich podsta-
wowych zalet naleza: 1) wysoka wydajno$é izo-
lacji, 2) uszkodzenie znacznie mniejszej liczby
komoérek niz w metodach mechanicznych [2].
Proces hydrolizy $ciany przeprowadza si¢ w
eksperymentalnie ustalonych warunkach: stgze-
nie enzymoéw przewaznie 0,2-3 %, czas inkuba-
cji rzedu kilku do kitkunastu godzin, catkowita
ciemnosé, wzglednie stabe Swiatlo rozproszone;
optymalna temperatura w zakresie 23-30°C, pH
5,5-5,8. Firmowe preparaty enzymoéw rozklada-
jacych Sciang komérkowa sa przewaznie w
mniejszym lub wigkszym stopniu zanieczysz-
czone innymi enzymami m. in. proteinazami,
ktére moga uszkadza¢ biatka plazmolemowe
podczas izolacji protoplastéw. Dlatego do mie-
szanin trawiacych dodaje si¢ zwiazki ostonowe,
takie jak albumina wolowa (BSA — ang. bovine
serum albumin), DTT (ditiotreitol) lub inhibito-
ry proteinaz np. PMSF (fenylo-metylo-sulfony-
lofluorek) [21]. Bardzo istotne jest zapewnienie
izoosmotycznosci roztworu izolacyjnego wzgle-
dem wnetrza protoplastu. Zadanie to spetniaja
stabilizatory osmotyczne (osmoprotektanty) ta-
kie jak: sacharoza, sorbitol i mannitol (zakres
stosowanych stezeri od 0,4 do 0,8 M). Alkoholo-
we pochodne cukréw, sorbitol i mannitol, w bar-
dzo niewielkim stopniu wnikaja do wnetrza pro-
toplastéw i sa praktycznie metabolicznie nie-
aktywne 1 dlatego czesto sig je stosuje [43]. Jako
dodatkowego czynnika stabilizujacego proto-
plasty uzywa si¢ zwiazkéw zawierajacych jony
Ca®* lub Mg?* (steZenia: 1-2 mM) [41, 62, 67].

OCZYSZCZANIE

Zawiesina uzyskana po trawieniu enzymami
zawiera oprocz nieuszkodzonych protoplastéw,
réwniez niestrawione fragmenty tkanki, uszko-
dzone protoplasty, oraz fragmenty komérek. W
celu pozbycia sie enzyméw i zanieczyszczen
stosuje si¢ réznorodne metody oczyszczania
pierwotnej zawiesiny protoplastéw. Najprostsze
polegaja na kilkakrotnym przemywaniu §wiezej
zawiesiny, buforem o pH powyzZej optimum
aktywnosci enzymoéw rozktadajacych $ciane ko-
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Zawinszons w 0.5 M sacharone //
contaminated protopinsty suspended in 0. 8 M sucrose
i -

and of,

Ryc. 2. Przykladowy gradient stosowany do czyszczenia
protoplastéw [wg 41, zmienione].

Fig. 2. A gradient for purification of protoplasts [after 41,
modified].

moérkowa, potaczonym z odwirowywaniem pro-
toplastow lub rozdzielaniem za pomoca siatek o
odpowiedno dobranej wielkosci ,,oczek™ [41].
Ostatnio coraz czesciej stosuje si¢ metody wiro-
wania w gradientach gestosci ciagtych (percoll,
ficoll) lub skokowych (np. sacharoza + sorbitol).
W metodach tych wykorzystuje si¢ réznice we
flotacji pomigdzy calymi protoplastami a zanie-
czyszczeniami (ryc. 2) [3, 41, 67].

OCENA ZYWOTNOSCI

Nieuszkodzone  protoplasty  przyjmuja
ksztalt kulisty wskutek dziatania sit napigcia
powierzchniowego. Bardzo wazna jest ocena
zywotnoSci (ang. viability) uzyskanego materia-
tu. Powszechnie stosowanymi ,,szybkimi”
wskaZnikami zywotnosci sa barwniki, wnikaja-
ce do nieuszkodzonych komérek np. czerwien
obojetna, ktéra gromadzi si¢ w wakuolach zy-
wych protoplastéw, natomiast w martwych pro-
toplastach nie obserwuje si¢ jej akumulacji. Inne
barwniki: blekit trypanu, bigkit Evansa, czy
fenosafranina penetruja tylko do wngtrza mar-
twych komorek [6, 12]. Innym powszechnie sto-
sowanym wskaZnikiem jest dioctan fluoresceiny
(FDA). FDA wnika do wnetrza protoplastu, a
esterazy cytoplazmatyczne uwalniaja, w ZzZy-
wych komérkach na drodze hydrolitycznej fluo-
resceine, ktéra po wzbudzeniu §wiattem niebie-
sko-fioletowym emituje zielonozétte $wiatto
fluorescencyjne [6]. W ocenie zywotnosci za-
stosowanie znalazt takze kalkofluor (ang. calco-
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fluor white (CW)) — wskaZnik fluorescencyjny,
wigzacy si¢ specyficznie z mikrofibrylami celu-
lozowymi na powierzchni protoplastu. Kalko-
fluor daje obraz niebieskawo-zéttego pierscie-
nia wokét protoplastu, ktdry resyntetyzuje Scia-
n¢ komodrkowa [6,16]. Metoda ta jest na tyle
czula, ze juz po kilku godzinach od momentu
wyizolowania protoplastéw, mozna zaobserwo-
wacé wyrazng reakcje CW z celulozg [4]. Uzyte-
cznymi wskaZnikami zywotnosci moga by¢ tak-
7e parametry fizjologiczne, takie jak aktywnos¢
fotosyntetyczna lub oddechowa [6]. Na podsta-
wie oceny zywotnosci okrefla sie¢ wydajnosc
izolacji jako liczbe nieuszkodzonych protopla-
stéw przeliczona na jednostke $wiezej masy
tkanki [3].

7 hodowlanego punktu widzenia najistot-
niejszym wyznacznikiem witalnosci protopla-
stéw jest przetamanie latencji podziatowej i od-
zyskanie zdolnosci do regeneracji calej rosliny
lub jej organéw. Uzyskanie zdolnosci podziato-
wej przez pojedyncze protoplasty, jak réwniez
otrzymane na drodze fuzji hybrydy somatyczne,
jest punktem krytycznym dla wyhodowania no-
wych, dojrzatych roslin [16, 27].

FUZJA

NATURALNA FUZJA PROTOPLASTOW

W warunkach naturalnych fuzja zachodzi
podczas tworzenia si¢ zygoty, gdy taczg si¢ ga-
mety w odpowiednim momencie cyklu ptciowe-
go ro$liny [4]. Ponadto protoplasty roslin wy-
7zszych w obrgbie jednego organizmu tworza
tzw. symplast, podobnie jak continuum celulo-
zowe $ciany komérkowej buduje apoplast. Cia-
gltos¢ symplastu zapewniajg plazmodesmy, kté-
re powstaja w rezultacie cytokinezy i tworza si¢
w obrebie tkanek podczas rozwoju rosliny. Za-
tem protoplasty poszczegdlnych komérek pozo-
staja w organiZzmie ro§linnym jak gdyby w sta-
nie permanentnej, ograniczonej fuzji na pozio-
mie plazmodesmalnym [4]. Fuzja zachodzi tak-
7e podczas powstawania tzw. heteroplazmatycz-
nych plazmodesm, ktére tworza si¢ pomiedzy
komérkami pasozytniczych grzybéw, a komér-
kami rosliny-gospodarza [4, 38].

Z zasygnalizowanych powyzej przykladow
wynika, ze zjawisko fuzji miedzykomérkowej w
$wiecie roslin nie jest niczym nadzwyczajnym.
Nawet w populacji §$wiezo wyizolowanych pro-
toplastéw moze dochodzi¢ do ich spontaniczne-
go taczenia sig, choé wydajnos¢ spontanicznej
fuzji jest bardzo niska. Przyczyng tego jest obe-
cno$¢ ujemnego tadunku elektrycznego na po-
wierzchni protoplastu. Ladunek ten sprawia, ze
protoplasty wykazuja raczej tendencje do odpy-
chania sie, niz taczenia. Pokonanie sit elektro-
statycznego odpychania pozwala indukowaé
proces fuzji w warunkach eksperymentalnych.

EKSPERYMENTALNE METODY FUZJOWANIA
PROTOPLASTOW

Istotna rzecza, na ktéra nalezy zwrécic¢ uwa-
ge jeszcze przed rozpoczeciem fuziji, jest stopied
oczyszczenia materialu. Zawiesina protopla-
stéw powinna zawiera¢ mozliwie niewielkie ilo-
$ci wszelkich niepozadanych elementéw, takich
jak uszkodzone protoplasty, fragmenty komérek
itp., ktére moga wchodzi¢ w interakcje z proto-
plastami ,,zdrowymi” i tym samym zaburzaé
prawidtowos¢ catego procesu fuzji. Drugi nie-
zwykle wazny czynnik stanowi czas jaki uptynat
pomigdzy wyizolowaniem i oczyszczeniem pro-
toplastéw, a wlasciwg fuzja [4]. Zwiazane jest to
z bardzo szybka resynteza mikrofibryl celulozo-
wych $ciany komdrkowej, ktére utrudniajg 13-
czenie si¢ protoplastéw. Na przyktad drastyczny
spadek wydajnosci fuzji stwierdzono juz po 15
min. od momentu strawienia $ciany komoérko-
wej. Po dwoch godzinach liczba taczacych sie
protoplastéw spadata z 9 % (po 5 min. od wyizo-
lowania czystych protoplastow) do 1 % [80].
Wydajnos¢ fuzji (ang. fusion frequency, FF)
okres$la zaleznos¢ [wg 3]:

_ liczba zfuzjowanych protoplastow X100
catkowita liczba wprowadzonych protoplastéw

Laczenie ulatwiaja substancje zwane sty-
mulatorami fuzji tzw. fuzogeny (Tab. 2.). Naj-
czgsciej w tym celu uzywa sig glikolu polietyle-
nowego (PEG) [10, 47, 73] lub przeprowadza
si¢ elektrofuzje (szok elektryczny) [32, 58, 69,
85].
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FUZJA INDUKOWANA CHEMICZNIE

Dziatanie stymulatoréw takich jak PEG, kt6-
ry jest slabym, niejonowym S$rodkiem powie-
rzchniowo czynnym (surfaktantem), polega na
usuwaniu lub zmniejszaniu sit odpychania mie-
dzy protoplastami poprzez neutralizacje uje-
mnego tadunku powierzchniowego plazmolemy
[4]. W efekcie neutralizacji, protoplasty moga
sie¢ wzajemnie zlepia¢ (aglutynowac), a naste-
pnie dochodzi do wytworzenia integralnych po-
faczen pomiedzy blonami zaglutynowanych
protoplastéw. Warto wspomnieé, ze PEG stoso-
wano jako czynnik ulatwiajacy bezposrednie
wprowadzanie obcego DNA do protoplastow
[39]. Szerokie zastosowanie znajduje takze se-
kwencyjne dodawanie réznych fuzogendw
(Tab. 2). Przyktadowo: na poczatku protoplasty
inkubuje si¢ kilka minut w obecnosci PEG, a na-
stepnie PEG wyptukuje si¢ buforem o wysokim
pH (9-11), z duza zawartoscia jonéw Ca* (10—
50 mM). W rezultacie mozemy uzyskaé wydaj-
nos¢ fuzji w zakresie od 1-10 % [42].

Tabela 2. Fuzogeny chemiczne.

Table 2. Chemical fusogens.

glikol polietylenowy (PEG)
polvethyleneglycol (PEG)

PEG + wysokie pH i Ca*
PEG + high pH and Ca**

PEG + DMSO (dimetylosulfotlenek)
PEG + DMSO (dimethy! sulfoxide)

| wysokie pH (9-11) i sigzenie Ca®* (10-50 mM)
Chigh pH (9-11) and Ca*" concentration {10~50 mM)

| alkohol poliwinylowy
‘ polyvinyl alcohol

I
i siarczan dekstranu
dextran sulphate

zwiazki polikationowe, np. poli-L-lizyna
plycations, e.g. poly-L-lysine

jroztwory soli, np. KNO;, NaNO,
salt solutions, e.g. KNO;, NaNO,

ELEKTORFUZJA

Elektrofuzja ma miejsce po zastosowaniu
pola pulsujacego o wysokim napigciu (rz¢du
kV - cm‘l) i krétkim (rzedu Us) okresie trwania
[76]. Na poczatku protoplasty sa umieszczane w
$rodowisku o niskiej opornosci. Pomigdzy ele-
ktrodami wytwarza sie zmienne pole elektrycz-
ne o wysokiej czestotliwosci (0.5-1.5 MHz).
Dzi¢ki procesowi tzw. diaelektroforezy docho-
dzi do polaryzacji tadunku powierzchniowego
protoplastéw. Spolaryzowane komoérki zacho-
wuja sie jak dipole i migruja do obszaréw o naj-
wigkszym natgzeniu pola elektrycznego. Pod-
czas wedrowki protoplasty ustawiaja si¢ wzdtuz
linii pola, a jednoczesnie stykaja sie wzajemnie i
formuja taficuchy (ang. ,,pearl chains”). Ich dtu-
go§¢ zalezy m. in. od ggstosci protoplastéw, na-
tezenia pola elektrycznego oraz czasu jaki upty-
nat od momentu wlaczenia pradu. W drugim eta-
pie protoplasty poddaje si¢ dziataniu krétkich (10—
200 ps) impulséw pradowych (1-3 kVem'!). W
wyniku takiego traktowania dochodzi do odwra-
calnej perforacji blony komérkowej, co prowadzi
do fuzjowania bton stykajacych si¢ ze soba pro-
toplastow [42]. Jedna z korzysci jakie daje ele-
ktrofuzja, w poréwnaniu do fuzji indukowanej
chemicznie jest precyzyjniejsza kontrola parame-
réw (np. wielkosci i czasu trwania impulséw pra-
dowych), ktére moga decydowac o wydajnosci fu-
zji [42]. Wydajnos$¢ elektrofuzji zalezy od Zrédta
protoplastéw. Na przykiad protoplasty wyizolo-
wane z mezofilu liScia Solanum brevidens fuzjo-
waly miedzy soba 2-krotnie efektywniej, niz pro-
toplasty o identycznym genotypie (z tej samej ro-
sliny) otrzymane z hodowli zawiesinowej [74]. O
wydajnosci fuzji decyduje takze Srodowisko w ja-
kim protoplasty wczesniej przebywaty. Ilos¢ fu-
zjujacych protopastow z hodowli zawiesinowej
Solanum brevidens rosnie, jesli protoplasty oprocz
standardowego mannitolu (0.5 M) potraktuje si¢
wezesniej sperming (jedna z naturalnych polia-
min) lub elektrofuzje przeprowadza si¢ w obecno-
$ci 1 mM CaCl, [75]. Modyfikacja elektrofuzji
jest taczenie protoplastéw technika elektroaku-
styczna, gdzie impulsy elektryczne w polaczeniu z
ultradZzwickami wyraZnie zwigkszaja ilos¢ fu-
zjowanych komérek [81].
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FORMY MIESZANCOWE

W wyniku fuzji dochodzi do potaczenia si¢
cytoplazmy dwéch oddzielnych protoplastow.
Wowcezas moze dojs$é do zlania si¢ jader fuzjuja-
cych komérek, przy czym fuzji moga ulegac
wigcej niz dwa protoplasty. Ponadto, zaréwno
podczas izolacji oraz procesu fuzjowania proto-
plastéw, moga powstawac tzw. subprotoplasty,
zawierajace: 1) jadro komérkowe (tzw. minipro-
toplasty), 2) plastydy, 3) mitochondria. Dwa
ostatnie rodzaje subprotoplastow czesto okresla
sie jako cytoplasty [4, 42]. Podstawowym zada-
niem fuzji jest ,,zmieszanie” dwdch odmiennych
,programéw genetycznych” zawartych w geno-
mie jadrowym (nDNA). Jezeli geny cytopla-
zmatyczne (tzw. geny plazmonu): DNA mito-
chondrialne (mtDNA) i DNA plastydowe
(gtéwnie chloroplastowe, cpDNA) nie sa zréz-
nicowane u form rodzicielskich, to w wyniku fu-
zji otrzymujemy homoplazmatyczny heteroka-
riocyt. Formy mieszaficowe, ktdre nie réznig si¢
informacja genetyczna zawarta w jadrze komor-
kowym, natomiast réznia si¢ genami zawartymi
w plazmonie, okre§lane sg jako heteroplazmaty-
czne homokariocyty [53]. W przypadku genomu
jadrowego po fuzji mozna otrzymac tzw. mie-
szafice symetryczne z pelna zawartoscia geno-
méw obojga rodzicéw lub mieszarice niesyme-
tryczne, gdzie kazdy z wyjsciowych protopla-
stéw wnosi nieréwnomierny udzial genetyczny
w uktad mieszaficowy [3, 27]. Potomstwo mie-
szafdc6w niesymetrycznych oprécz niepeinego
genomu jadrowego jednego z rodzicéw (obe-
cno$é pojedynczych chromosoméw lub ich frag-
mentéw), posiada réwniez geny plastomu. Geny
te segreguja niezaleznie od genomu jadrowego i
w rezultacie fuzji powstaja rozmaite uklady
mtDNA i cpDNA. W koiicu moze dojsé do sytu-
acji, gdzie jadrowy materiat genetyczny jednego
gatunku ulegnie catkowitej degeneracji. Takie
formy mieszaficowe okresla si¢ mianem cybryd
(ang. cybrids) [27, 53, 42]. Wszystkie mozliwe
warianty sumarycznie zestawiaryc. 3.

Dotychczas niewiele wiadomo na temat na-
tury czynnikéw decydujacych o tym, czy fuzja
jadrowego materiatu genetycznego w ogdle zaj-
dzie i jak bedzie wygladala ostateczna segrega-

heterokanocyt (A-B)
heterokanocyte (A-B)

Ryc. 3. Fuzja dwdch genetycznie réznych protoplastéw; a i
b: hybrydy asymetryczne [wg 42, zmodyfikowane].

Fig. 3. Fusion of two genetically-different protoplasts; a and
b: asymmetrical hybrids [after 42, modified].

cja i rozmieszczenie chromosoméw rodziciel-
skich [27]. Niektérzy badacze przypuszczaja, ze
istotnym czynnikiem jest m. in. rozlokowanie
chromosoméw rodzicielskich w tzw. plytce me-
tafazowe] pierwszego podzialu mitotycznego
formy mieszanicowej [25]. Stopiet zachowania
wyjsciowego genomu w protoplastach po fuzji
zalezy od gatunkéw jakie ulegaja polaczeniu,
warunkow izolacji i fuzji protoplastéw. Zmiany
w obrebie genomu protoplastéw oraz wyprowa-
dzonych z nich roslin moga réwniez zachodzi¢
w trakcie hodowli in vitro (tzw. zmienno$¢ so-
maklonalna) [27, 50, 57]. Na przyktad Schna-
belrauch i wsp. (1985) opisali spontaniczne
zmiany w stabilnoéci genetycznej pomiedzy
réznymi, somatycznymi hybrydami Petunia pa-
rodii + P. inflata [64]. Sihachakr i wsp. (1989)
znaleZli réznice w stabilno$ci pomig¢dzy liniami
mieszancowymi Solanum melongena + S. tor-
vum [69]. Podobne réznice zaobserwowano w
migdzygatunkowych krzyzéwkach somatycz-
nych ziemniaka [78], w uktadach miedzyrodza-
jowych Brassica napus + Eruca sativa [17], Du-
boisia hopwodii + Nicotiana tabacum [15]. Za-
zwyczaj cze$é form mieszaicowych traci w tra-
kcie réznicowania komoérek wiekszo$¢ chloro-
plastéw 1 mitochondriéw nalezacych do jednego
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zrodzicéw. Najczesciej dochodzi do tego juz po
pierwszych podziatach mitotycznych. Podobnie
jak w wypadku spontanicznej degeneracji cate-
€0 lub czesdei genomu jadrowego jednego gatun-
ku, tak i w wypadku gendw plastomu nie potra-
fimy jednoznacznie wyttumaczy¢ przyczyn pro-
wadzacych do powstania okreslonego uktadu
genetycznego u form mieszancowych [4]. Jesli
chcemy uzyskaé cytologicznie tatwo rozpozna-
walne hybrydy komérkowe, to do otrzymywa-
nia mieszaficéw niesymetrycznych, gléwnie cy-
bryd, czesto stosuje sie technike naswietlania
protoplastéw jednego gatunku promieniami X
lub y. W produktach fuzji z protoplastami niena-
Swietlanymi otrzymujemy woéwczas formy o
czgsciowo lub catkowicie zinaktywowanym geno-
mie jadrowym tego gatunku [18, 19, 26, 66, 83].

SELEKCJA MIESZANCOW

W mieszaninie protoplastow dwéch gatun-
kéw rodlin A i B bedzie dochodzi¢ do fuzji: A-
A, B-B i A-B. Z teoretycznego i praktycznego
punktu widzenia interesujgce sa tylko hybrydy
migdzygatunkowe lub miedzyrodzajowe typu
A-B. W praktyce trzeba stosowaé rozmaite
w~markery” hybrydyzacji pozwalajace z calej
masy zfuzjowanych protoplastéw wybraé te
wlasciwe (A-B). Czasami dopiero w hodowli in
vitro lub nawet w zregenerowanych roslinach
mozna wykry¢ cechy mieszaficowe [42, 53].
Metody wykrywania hybryd protoplastowych
zaraz po fuzji mozna podzieli¢ na kilka grup,
ktdre zostana oméwione ponizej.

SELEKCJA OPARTA O ZJAWISKO
KOMPLEMENTACII

Zasada tej metody opiera si¢ na tym, Ze pro-
toplasty mutanta A beda rosty tylko na pozywce
A’, zawierajacej czynnik selekcyjny A’. Moze
to by¢ herbicyd, na ktéry mutant A jest odporny
lub substancja odzywcza niezbedna dla wzrostu
mutanta A. Mutant B reaguje podobnie na inny
czynnik (B’). Protoplasty mutantéw po hybry-
dyzacji (A-B) beda si¢ rozwijac tylko na pozyw-
ce zawierajacej obydwa czynniki selekcyjne: A’
+ B’ [42]. Metoda ta z powodzeniem stuzy do
wykrywania hybryd somatycznych takze na dal-

szych etapach hodowli. Selekcje¢ oparta o zjawi-
sko komplementacji stosuje si¢ do$¢ powszech-
nie, a najczesciej wykorzystywanymi mutanta-
mi s3:

1. Mutanty bezchlorofilowe (brak zdolnosci
do syntezy chlorofilu) [13, 22, 24, 65].

2. Mutanty auksotroficzne [33, 34] np. nie-
zdolne do syntezy reduktazy azotanowej [18,
26, 32, 45].

3. Mutanty niewrazliwe na pewne zwiazki
chemiczne. Moze to by¢ opornos¢ na antybioty-
ki jednego z wyjsciowych gatunkéw [1] np. na
streptomycyne [32, 48], linkomycyne [11], ka-
namycyne [35], czy herbicydy np. atrazyne [54,
317 lub toksyny grzybicze np. tentoksyne [22].

Czgstos¢ wystepowania produktéw fuzji za-
wierajacych nowy uktad cech jest bardzo zmien-
na. Kiedy wykorzystuje sie selekcje polegajaca
na komplementacji, wydajnos$¢ fuzji okresla sie
jako liczbe kolonii z badang wiasciwoscia przy-
padajaca na ogdlna liczbe potaczonych proto-
plastéw lub podaje si¢ procentowy udziat roslin
0 odmiennym niz rodzice fenotypie w ogélne;j li-
czbie zregenerowanych ro§lin pierwszego poko-
lenia [42, 53].

METODY FLUORESCENCYINE

W metodach fluorescencyjnych korzysta sie
z cytometrow przeplywowych typu FACS (ang.
Fluorescence Activated Cell Sorter). Urzadzenia
te rutynowo wykorzystuje si¢ do sortowania
réznych rodzajow komoérek zwierzecych. Dwie
populacje komorek, ktére chcemy rozdzielié
znakuje si¢ innymi znacznikami fluorescen-
cyjnymi np. fluoresceing i rodamina. Urzadze-
nie indukuje silny strumien odpowiedniego roz-
tworu, w ktérym znajduja si¢ komérki. Jedno-
czesnie Swiatlo laserowe wzbudza fluorescencije
barwnikéw. Odmiennie wyznakowane i elektro-
statycznie natadowane jednokomorkowe kro-
pelki zawiesiny sa odchylane w sterowanym po-
lu elektrostatycznym i automatycznie kierowane
do dwéch sterylnych pojemnikéw. W zaleznosci
od rodzaju cytometru przeplywowego mozemy
takze mierzy¢ réznice w intensywnosci fluore-
scencji wyznakowanych komérek. Formy mie-
szaficowe charakteryzuje sumaryczna fluore-
scencja sktadnikéw wyjsciowych. W przypadku
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materialu ro§linnego naturalnym znacznikiem
jest czerwona autofluorescencja chlorofilu. Pro-
dukty fuzji protoplastéw mezofilu liScia z proto-
plastami z bezbarwnej linii komérkowej moze-
my wykry¢ i rozdzieli¢ dzicki powyzszej techni-
ce [5, 42]. Zmudna i rzadziej stosowang metoda
jest mikroskopia fluorescencyjna i bezposre-
dnie wyszukiwanie odpowiednio wyznakowa-
nych hybryd protoplastowych. Wada metod
fluorescencyjnych jest szkodliwo$¢ fluorochro-
mow dla komorek, stad czesto stosuje si¢ ja tyl-
ko we wstepnych do§wiadczeniach w celu okre-
§lenia optymalnych warunkéw fuzji [53].

IZOLACJA MECHANICZNA MIESZANCOW

Produkty fuzji mozna takze rozdziela¢, ko-
rzystajac z mikroskopu $wietlnego oraz mikro-
pipety potaczonej ze strzykawka o odpowiednio
dobranym tempie zasysania ptynu. W tej meto-
dzie badacz bezposrednio rozdziela zfuzjowane
komérki, kierujac si¢ cechami wizualnymi jed-
nego z gatunkéw. Giéwnie obecno$¢ natural-
nych markeréw komoérkowych, takich jak: chlo-
roplasty, ziarna skrobi, obecno$¢ barwnikéw
antocyjanowych itp. utatwia wyszukanie form
mieszancowych (A-B) [4, 42].

CHARAKTERYSTYKA HYBRYD
SOMATYCZNYCH

Opisane wczesniej metody odrdzniania form
mieszaincowych od form rodzicielskich dotycza
najwcze$niejszego etapu otrzymywania mie-
szaficéw somatycznych, wystgpujacego bezpo-
$rednio po zainicjowaniu fuzji protoplastow. W
trakcie dalszej hodowli hybrydowych tkanek, po
indukcji pedu, czy korzenia, zestaw cech, ktore
moga stuzy¢ do oceny wydajnosci fuzji znacz-
nie si¢ powigksza.

ANALIZA IZOENZYMOWA

Zasada metody polega na tym, ze enzymy
danego gatunku charakteryzuja si¢ okreslong ru-
chliwoscia elektroforetyczng w zelu (np. polia-
krylamidowym), w zalezno$ci od masy czaste-
czkowej i tadunku rozdzielanego biatka. Jesli u
mieszanca (A-B) dojdzie do ekspresji obu ge-
néw odpowiedzialnych za synteze enzymu,

paemse— zoenzym gat. A
isoanzyme of A sp.
pmemsm—— izOcnZym gat. B
isoenzyme of B sp.
gat A gat. 8 hybryda A-B
. A sp. B hybrid A-8

Ryc. 4. Wykrywanie form hybrydowych poprzez rozdzial
elektroforetyczny izoenzymow.

Fig. 4. Detection of hybrid forms using electrophoresis of
isoenzymes.

katalizujacego tg samg reakcje, to na zelu po-
winnismy wykry¢ dwa pasma wskazujace na en-
zym pochodzacy z gat. A i B (Ryc. 4). Najcze-
$ciej analizowanymi enzymami sa: amylazy,
esterazy, peroksydazy, fosfoglukomutazy, amino-
transferazy [27, 42, 52]. Czasami dodatkowe pas-
ma biatkowe na Zelu nie odpowiadaja wzorowi
izoenzymowemu uzyskanemu dla form rodziciel-
skich, dlatego niekt6rzy autorzy uwazaja, ze sa to
artefakty [40]. Mozliwe jest réwniez, ze to tzw.
,milczace geny” (ang. silent genes) ulegaja de-
represji w hybrydach somatycznych na skutek
zupelnej zmiany §rodowiska genetycznego [23].

ANALIZA JADROWEGO DNA

DNA z organizméw wyjsciowych (rodzi-
cielskich) jest izolowane, a nastepnie cigte przez
odpowiednie enzymy restrykcyjne. Nastgpnie
fragmenty DNA sg rozdzielane elektroforetycz-
nie na zelu. Tak rozdzielone DNA jest przeno-
szone na odpowiednie membrany (np. nitrocelu-
lozowe). Wczesniej sporzadzone i wyznakowa-
ne np. izotopami 353, 3H sondy DNA, o znanej
sekwencji nukleotydéw, beda hybrydyzowaé z
komplementarnymi, badanymi (rodzicielskimi)
fragmentami DNA. W rezultacie autoradiogra-
my DNA pochodzacego od mieszaricow soma-
tycznych (A-B) powinny charakteryzowac sig
pasmami, ktore beda zawieraly DNA obydwu
form rodzicielskich [42].



72

L Slesqlf

ANALIZA CHLOROPLASTOWEGO
I MITOCHONDRIALNEGO DNA

W przywypadku genomu pozajadrowego,
DNA po izolacji takze poddaje si¢ fragmentacji
przez odpowiednie restryktazy. W przypadku
chloroplastowego i mitochondriainego DNA,
nie tylko w ,.$wiezo” otrzymanych mieszari-
cach, ale czgsto takze juz w trakcie dalszej ho-
dowli tkanek hybrydowych dochodzi spontani-
cznie do czeSciowej lub catkowitej utraty jedne-
go z wyjSciowych zestawéw chloroplastéw i mi-
tochondriéw, razem z odpowiadajacym im ze-
stawem gendw [42]. Elektroforeza zelowa
otrzymanych fragmentéw cpDNA i mtDNA z
sondami DNA pozwala oszacowac stopiefi ,,wy-
mieszania” pozajadrowego materiatu genetycz-
nego dla form wyjSciowych i mieszaficowych
(A-B).

ANALIZA CYTOLOGICZNA

Obserwacje mikroskopowe rozwijajacych
si¢ tkanek hybrydowych pozwalaja $ledzi¢
zmiany zachodzace zaréwno na poziomie geno-
mu jadrowego jak i pozajadrowego [42]. Przede
wszystkim, w zaleznosci od zachowania chro-
mosoméw rodzicielskich, mozemy uzyskiwaé
formy o réznym stopniu ploidalnosci. Do anali-
zy zmian w obrebie chromosoméw stosuje sie
rozmaite metody barwienia. Stwierdzenie sto-
pnia wzajemnej inkorporacji jadrowego mate-
rialu genetycznego jest najwygodniejsze, jezeli
np. chromosomy gatunkéw rodzicielskich
wyraznie réznia si¢ rozmiarami i ksztaltem

{41

PRAKTYCZNE ZNACZENIE HYBRYDYZACJI
SOMATYCZNE]

Hybrydyzacja somatyczna jest, jak dotych-
czas, jedyng metoda pozwalajaca na ominiecie
pre- i postzygotycznych barier wystepujacych w
procesie seksualnego krzyZzowania ro§lin [5, 27,
53]. Dodatkowo umozliwia ona otrzymywanie
mieszafcéw pomiedzy odleglymi gatunkami, a
nawet rodzajami roslin, co prowadzi do powsta-
nia unikalnych kombinacji cech lub uzyskania
cech nowych, wynikajacych z oddzialywan po-
migdzy wyjsciowymi genomami [9, 27]. Na

drodze hybrydyzacji somatycznej prébuje sie
takze modyfikowac rosliny bezptodne lub cze-
$ciowo bezptodne, ktére dotychczas rozmnaza-
no tylko na drodze wegetatywnej oraz gatunki o
bardzo dtugim cyklu rozwojowym [5].

Tak zwane mieszaice niesymetryczne, la-
czace pelny genom jednego i czes$é genomu dru-
giego gatunku, zaréwno na poziomie jadrowym
jak 1 cytoplazmatycznym, moga znale7é zasto-
sowanie w genetycznej analizie komérek soma-
tycznych, analogicznie do metod opracowanych
dla komoérek zwierzecych [27, 51]. Hybrydyza-
Cja somatyczna, jak juz wspomniano wyzej, jest
technika uzyskiwania mieszadicéw pomiedzy
formami bezptodnymi [27]. Schieder (1978) ja-
ko jeden z pierwszych otrzymat plodne mie-
szance Datura innoxia + D. discolor oraz D. in-
noxia + D. stramonium przez fuzje protoplastéw
z mezofilu liscia. Konwencjonalne krzyzowanie
na drodze piciowej pomiedzy tymi gatunkami
jest niemozliwe. Zregenerowane hybrydy ro-
Slinne produkowaty o okoto 20-25 % alkaloi-
déw wigcej niz formy rodzicielskie, w tym sko-
polaming majaca zastosowanie farmaceutyczne
[63]. W wyniku hybrydyzacji somatycznej Sola-
num tuberosum, ktéry jest wrazliwy na wirusa
PLRYV (ang. potato leaf roll virus) i wirusa typu Y
(PVY) z opornym dzikim typem Solanum brevi-
dens, otrzymano niewrazliwe i ptodne mieszari-
ce. Rowniez w tym przypadku uzyskanie opor-
nego mieszafica na drodze klasycznej jest nie-
mozliwe [42]. Dzigki potaczeniu protoplastéw
Brassica napus + B. nigra uzyskano ro$line
oporna na pasozytniczego grzyba Phoma lingam
[70, 71]. Metode fuzji somatycznej z powodze-
niem zastosowano do otrzymywania korzyst-
nych z hodowlanego punktu widzenia ro$lin z
rodzaju Citrus [77]. Innym przykladem moze
by¢ réwniez przeniesienie cech opornosci na pe-
stycydy pomiedzy gatunkami tytoniu [9].

PODSUMOWANIE

Otrzymano ponad 60 nowych roélin zre-
generowanych z protoplastéw na drodze fuzji
migdzygatunkowej i migdzyrodzajowej (wybra-
ne przyklady podaje tabela 3). Wykorzystanie
techniki fuzjowania protoplastéw w tworzeniu
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Tabela 3. Wybrane przyktady przeprowadzonych w ostatnich latach fuzji miedzygatunkowych i miedzyrodzajowych, ktére za-

konczyly si¢ uzyskaniem catych roélin lub pedéw.

Table 3. Selected examples of recently performed interspecific and intergeneric fusions, which succeeded in whole plants or

shoots regeneration.

Fuzje migdzygatunkowe i migdzyrodzajowe
Interspecific and intergeneric fusions

Autorzy
Authors

i

Nicotiana plumbaginifolia + N. silvestris

Famelaer et al. 1989 [18]

Brassica campestris + B. napus

T

Rosen et al. 1988 [61]

Solanum tuberosum + S.brevidens

Preszner et al. 1992 [56]

Solanum melongena + S.torvum

Sihachakr et al. 1989 [69]

Petunia hybrida + N. plumbaginifolia

Hinnisdaels et al. 1991 [35]

Severinia disticha + Citrus sinensis

Grosser et al. 1988 [29]

Lycopersicon esculentum + S. tuberosum

iSchoenmakers etal. 1993 [65]

materialéw wyjsciowych do hodowli jest ogra-
niczone przede wszystkim dlatego, ze u wielu
gatunkéw nie udato si¢ zregenerowad roslin z
protoplastow. Na przyklad duzo probleméw
sprawiaja roSliny straczkowe (Fabaceae) oraz
jednoli$cienne (Monocotyledones). Dane przed-
stawione w niniejszym artykule upowazniaja do
stwierdzenia, ze technika fuzjowania protopla-
stow pozwala na uzyskiwanie nowej zmiennosci
genetycznej takich cech roslin dwulisciennych
(Dicotyledones) — przede wszystkim nalezacych
do rodziny Solanaceae — ktére moga by¢ wyko-
rzystane przez hodowcéw roslin [42, 53, 79].
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