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Zastosowanie techniki protoplastow in vitro
w hodowli roslin — osiagniecia, problemy

i perspektywy*

1. Wstep

Izolacja protoplastéw w wyniku enzymatycznego trawienia tkanek roslinnych
stala sig rutynowa procedura laboratoryjna we wczesnych latach sze§édziesiatych [5].
Zastosowanie enzymow pochodzenia grzybowego wplyneto na tatwosé uzyskiwania
duzej liczby protoplastéw, a w konsekwencji umozliwito intensyfikacje badan nad ich
regeneracja w warunkach in vitro. Pierwsze normalnie wyksztatcone ro§liny otrzy-
mano z mezofilowych protoplastow tytoniu [46], co stanowilo istotny przelom w
konwencjonalnych metodach hodowli roslin. W kolejnych latach prowadzono zatem
intensywne zabiegi selekcyjne zmierzajace do pozyskiwania totipotentnych protopla-
stéw poszczegblnych gatunkéw i ich regeneracji w warunkach in vitro. Przewidywa-
no, ze kultura protoplastéw stanie si¢ nie tylko metoda odtwarzania okreslonych
genotypow na skalg masowa, ale przede wszystkim pozwoli na zwigkszenie zmien-
nosci genetycznej form uprawnych na skutek indukcji zmian dziedzicznych w fazie
in vitro [24, 25, 34, 39]. Zakladano réwniez, ze procedura ta przyczyni si¢ do
uzyskania roslin poliploidalnych poprzez spontaniczne fuzje protoplastéw lub poli-
ploidyzacj¢ tkanki kalusowej [23, 51]. W ciagu kolejnych lat liczba gatunkéw, dla
ktérych uzyskano regeneranty z protoplastéw, sukcesywnie wzrastata. Do potowy lat
80. opracowano warunki somatycznej embriogenezy lub morfogenezy z protoplastéw
okofo 100 gatunkow [24], a na-poczatku lat 90. lista ta objeta juz ponad 300 roslin
[48]. Sukcesy w badaniach in vitro stworzyly duze nadzieje na wykorzystanie kultury
i fuzji protoplastéw w pracach nad uzyskaniem nowych form uprawnych [8, 9].

Rezultaty wieloletnich badaf wykazaty jednak, ze czg$¢ roslin odtworzonych z
protoplastéw wykazuje niepozadana zmiennoS¢ somaklonalng lub inne zaburzenia
natury fizjologicznej, ktore uniemozliwiaja ich wykorzystanie w pracach hodowla-
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nych. NieprawidlowosSci rozwojowe obejmuja m.in. powstawanie rolin albinotycz-
nych, karfowatych czy nieptodnych [48, 50, 51]. Dodatkowym problemem okazata
si¢ niemoznos¢ indukcji embriogenezy czy morfogenezy z tkanek kalusowych uzy-
skanych z protoplastow niektorych gatunkéw [21, 24, 48]. Obiecujacym materialem
wyjSciowym do modyfikacji genetycznych okazaly si¢ natomiast liczne rosliny w
obrgbie Solanaceae, Gramineae, Cruciferaea i Citrus. Izolacja protoplastow z wyty-
powanych gatunkéw i ich regeneracja w rosliny nie byta jednak ostatecznym zamie-
rzeniem, lecz stanowita niezb¢dny punkt wyjsciowy do dalszych prac genetycznych
z zastosowaniem technik hybrydyzacji somatycznej [34, 37]. Liczne prace ekspery-
mentalne skoncentrowaly si¢ zatem na pozyskaniu totipotentnych protoplastéw, ktére
moglyby zosta¢ wykorzystane do fuzji migdzygatunkowych. W ostatnich 20 latach
przeprowadzono wiele eksperymentéw w tej dziedzinie, a niektdre z podjetych préb
zostaly uwieficzone powodzeniem, doprowadzajac do wytworzenia roslin o charakte-
rze mieszaficowym [14, 27].

Lata osiemdziesiate i dziewi¢Cdziesiate to okres intensywnych badai zmierzaja-
cych do wykorzystania techniki protoplastéw w konkretnych programach hodowla-
nych [30, 34, 36, 48], ktorych giéwne cele obejmuja; ~
— synteze¢ poliploidéw o dobrych cechach uzytkowych,

— wytwarzanie form alloploidalnych o szerszej bazie genetycznej niz formy wyj-

Sciowe,

— wprowadzanie cech kodowanych w genomie mitochondrialnym i chloroplasto-
wym innych gatunkéw,

— przenoszenie do genomu biorcy pojedynczych chromosoméw lub ich fragmentow
zawierajacych geny odpornoSci na choroby czy stresowe warunki Srodowiska.

2. Hybrydyzacja somatyczna

Technika ta pozwala na taczenie protoplastéw pochodzacych z dowolnych komé-
rek somatycznych dwdch roslin rodzicielskich o réznej przynaleznosci taksonomicz-
nej, zatem juZz w zatozeniu umozliwia stworzenie mieszancéw zawierajacych bogatszy
zestaw gendéw niz w wypadku faczenia komérek ptciowych. Fuzja moze miec€ chara-
kter symetryczny, gdy obejmuje dwa pelne genomy rodzicielskie, lub asymetryczny,
kiedy nastepuje taczenie pelnego genomu jednego z rodzicéw z niepelnym genomem
drugiego albo tez taczenie dwoch niepelnych genoméw. Powodzenie hybrydyzacji
somatycznej zalezne jest od wielu czynnikéw, przede wszystkim od odleglosci
taksonomicznej dzielacej rodzicielskie gatunki ro$lin.

2.1. Hybrydyzacja symetryczna

Liczne przykiady literaturowe dokumentuja, iZ nastgpstwa symetrycznej fuzji
protoplastéw sa trudne do przewidzenia, a uzyskiwane efekty nie zawsze sa zgodne
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z oczekiwaniami. Stosunkowo nieczesto zdarza sie, ze dwa potaczone w wyniku fuzji
genomy zostaja na stale zintegrowane ze soba, a wytworzone mieszafice sa formami
w pefni poliploidalnymi lub alloploidalnymi. Przyktadem efektywne; hybrydyzacji
somatycznej pozwalajacej na przelamanie niezgodnosci piciowej jest fuzja protopla-
stow Petunia hybrida (2n = 14) + Petunia variabilis (2n = 18) i wytworzenie
amfidiploidalnych roslin mieszaficowych (2n = 32) o nowym kolorze kwiatéw i
odmiennej morfologii ptatkéw korony [45]. Udato si¢ réwniez otrzymac syntetyczna
form¢ Brassica carinata (2n = 34) w wyniku fuzji protoplastéw Brassica nigra
(2n = 16) i Brassica oleracea (2n = 18). Formy B. carinata, odporne na susze i infekcje
grzybowe, wystepuja co prawda w warunkach naturalnych w Kenii i Etiopii, sa jednak
mato zréZnicowane genetycznie i zawsze zawieraja cytoplazme B. nigra [33]. Wwielu
wypadkach efektem przeprowadzonej fuzji symetrycznej byto wytworzenie zrézni-
cowanych form mieszaficowych, wéréd ktérych spotykano zaréwno czyste poliploidy,
jak tez formy o nieco wyzszej lub nieco nizszej liczbie chromosoméw niz suma
chromosoméw gatunkéw wyjsciowych. Przyktady obejmuja liczne rosliny z rodziny
Solanaceae, Cruciferaea i Citrus[15, 19,22, 29,43, 50]. W wyniku fuzji protoplastéw
Solanum tuberosum (2n = 24) + Solanum phureja (2n = 24) uzyskano zaréwno
tetraploidy (o charakterze hybrydowym i jednorodzicielskim), jak tez liczne rosliny
0 wyzszym stopniu ploidalnosci. Jeden z tetraploidalnych klonéw hybrydowych
charakteryzowat sig trzykrotnie wyzszym plonem bulw ziemniacznych w stosunku
do obydwu form rodzicielskich i stanowi obecnie obiecujacy materiat hodowlany [26].

Hybrydyzacja somatyczna gatunkéw znacznie oddalonych taksonomicznie czesto
wiaze sig z czgSciowa lub catkowity eliminacja chromosoméw jednej z form rodzi-
cielskich [37]. Kierunek tej eliminacji jest trudny do przewidzenia, a liczba odrzuco-
nych chromosoméw jest zmienna w réznych klonach powstatych w wyniku tej samej
fuzji. Stanowi to powazne utrudnienie w pracach nad ukierunkowanymi modyfika-
cjami genetycznymi. Przykladem jest powstanie mieszaficéw aneuploidalnych
(2n = 52) w wyniku fuzji Dianthus chinensis (2n = 30) i Dianthus barbatus (2n = 30),
ktore poza zaburzeniami w plodnosci pytku charakteryzowaty si¢ réwniez niekorzy-
stnymi cechami rozwojowymi, tzn. kartowatym wzrostem i przyspieszonym kwitnie-
niem w fazie in vitro [31]. Podobne nieprawidlowosci wykazywaly tez mieszafice
Dianthus barbatus i Gypsophilia paniculata [32]. W wypadkach skrajnych eliminacji
ulega prawie caty genom jednej z form wyjSciowych, jak np. w wyniku fuzji Nicotiana
tabacum (2n = 48) i Atropa belladonna (2n = 72), gdy poza mieszaficami symetrycz-
nymi otrzymano réwniez liczne rosliny o morfologii N. tabacum zawierajace jeden
dodatkowy chromosom z A. belladonna [2]. Rzadziej zdarza si¢, ze wyeliminowane
zostaja pojedyncze chromosomy obydwu gatunkéw wyjsciowych, jak np. w wyniku
fuzji Solanum tuberosum (2n = 24) i Nicotiana plumbaginifolia (2n = 20) [12].
Okazato sig réwniez, ze uzyskane klony hybrydowe byly niestabilne genetycznie i w
czasie hodowli in vitro wykazywaty stopniowe zmiany kariotypowe [13].
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Niepozadane efekty towarzyszace symetrycznej hybrydyzacji somatycznej obej-
muja zatem wiele elementéw natury genetycznej, ktére wiaza sie z niezgodnoscia
genomow jadrowych i cytoplazmatycznych. W konsekwencji powoduja zaburzenia
ptodnosci mieszaficéw lub ich catkowity sterylno$é, niemoznosé wyeliminowania
cech niepozadanych poprzez krzyZzowanie wypierajace, a czesto takze niestabilnos$é
genetyczng [3]. Problemy te, jak réwniez niemozno$é przewidzenia efektéw fuzji
symetrycznej staty si¢ powodem poszukiwania nowych rozwiaza, ktére zapewnityby
bardziej ukierunkowany i kontrolowany przebieg hybrydyzacji somatycznej, a w
rezultacie — tworzenie wigkszej liczby mieszaficéw o pozadanych cechach uzytko-

wych.

2.2. Hybrydyzacja asymetryczna

Mozliwos¢ ukierunkowane;j eliminacji chromosoméw stwarza metoda fuzji asy-
metrycznej, polegajaca na taczeniu niepelnych genoméw form rodzicielskich i rege-
neracji roslin cybrydowych. Efekt eliminacji materiatu jadrowego uzyskuje sig stosu-
jac kilka metod: (1) naswietlanie protoplastéw donorowych promieniami X, y lub UV
[17, 18, 37], (2) wirowanie protoplastéw w eksperymentalnie dobranym gradiencie
cukréw badz tez (3) plazmolizg protoplastéw podczas izolacji [44]. Promieniowanie
jonizujace (X, y) i niejonizujace (UV) wywotuje uszkodzenia DNA, a w nastepstwie
usunigcie poszczegblnych chromosoméw lub ich fragmentéw podczas kolejnych
podzialéw mitotycznych. O ile metoda ta zapewnia eliminacj¢ jadrowego DNA w
protoplastach wybranej formy rodzicielskiej, o tyle nie pozwala przewidzie¢ stopnia
eliminacji chromosoméw. Proces ten nie jest bowiem skorelowany z intensywnoscia,
czy czasem naswietlania, a ponadto jego przebieg rzni si¢ w kolejnych powtdrze-
niach eksperymentu [3]. Przydatno$¢ metody fuzji asymetrycznej musi byé zatem
okreslona eksperymentalnie, na podstawie analizy kariotypu i ekspresji cech uzytko-
wych w konkretnych mieszanicach. Znane sa liczne przyktady zaréwno pozytywnych,
jak tez negatywnych efektéw taczenia protoplastéw jednego gatunku zasymetryczny-
mi protoplastami lub cytoplastami drugiego.

Préba przeniesienia odpornosci na niska temperaturg — kodowanej w genomie
chloroplastowym Brassica oleracea — do cytoplazmatycznie meskosterylnej (CMS)
formy kalafiora zostata uwieficzona powodzeniem. Zastosowanie promieni y spowo-
dowato catkowitg eliminacj¢ jadrowego DNA B. oleracea, a wytworzone cybrydy
byty diploidami, ktére zawieraty mitochondria warunkujace cechg CMS i chloroplasty
z genami odpornosci na niska temperaturg. Obydwie cechy byly przekazywane
potomstwu [49].

Pozytywne rezultaty uzyskano réwniez w wyniku fuzji asymetrycznych protopla-
stow transgenicznej linii Brassica nigra niosacej geny odpornosci na dwa patogeny —
Phoma lingam i Plasmodiophora brassicae —z protoplastami Brassica napus. Ponad
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52% zregenerowanych mieszafic6w charakteryzowalo si¢ odpornoscia na P. lingam,
a 23% —na P. brassicae [11].

Innym przyktadem doskonatych efektéw praktycznych, bedacych wynikiem fuzji
asymetrycznej, jest przeniesienie odpornosci na kite kapusciana z Raphanus sativus
(2n = 18) do Brassica oleracea (2n = 18). Zregenerowane rosliny zawieraly od 35 do
62 chromosomow, wiele z nich okazalo si¢ jednak czystymi tetraploidami (2n = 36)
odpornymi na Kitg i wykazujacymi posredni ksztatt li§ci i znacznie wigksze kwiaty
niz formy rodzicielskie. Mieszafice te zawiazaty nasiona —zaréwno w wyniku samo-
zapylenia, jak tez krzyZzowania wstecznego — ktére po wykietkowaniu daly poczatek
normalnym roslinom [16].

Wytworzono réwniez mieszafice somatyczne ziemniaka, ktére wykazywaty od-
pornos¢ na bakterie z rodzaju Erwinia. Linie hodowlane powstale na bazie tych
mieszaficGw sa aktualnie wykorzystywane w Wielkiej Brytanii, Francji i Stanach
Zjednoczonych [22].

Dobre rezultaty uzyskano w pracach nad indukcja cytoplazmatycznej meskiej
sterylnosci w roslinach ptodnych lub nad przeniesieniem tej cechy z innych gatunkéw.
Procedura uzyskiwania nowych roslin CMS wymaga inaktywacji jadrowego DNA
(promienie X, y lub UV) w protoplastach jednego z rodzicéw i chemicznej inaktywacji
organellowego DNA w protoplastach drugiej formy rodzicielskiej, a nastgpnie fuzji
asymetrycznych komponentoéw i regeneracji cybrydéw [6]. Meskosterylne rosliny
pomidora powstaty W nastepstwie asymetrycznej fuzji protoplastéw dwéch ptodnych
form, tzn. Lycopersicon esculentum (2n = 24) i Solanum acaule (2n = 4x = 48) oraz
Lycopersicon esculentum i Solanum tuberosum (2n = 4x = 48). Wytworzone cybrydy
nie réznity si¢ morfologicznie, fizjologicznie i pod wzgledem liczby chromosoméw
od wyjSciowych form pomidora, wykazywaty natomiast zré6znicowane symptomy
mgskiej sterylnosci. Analiza mtDNA mieszaficéw potwierdzita, Ze jest on odmienny
od mtDNA rodzicéw [28].

Przeniesienie CMS z gatunkéw dzikich lub uprawnych do ich ptodnych odpo-
wiednik6w opisano u kilku gatunkéw roslin z rodziny Cruciferae, Solanaceae i
Gramineae [20, 35, 42]. Fuzja cytoplastéw meskosterylnej formy Raphanus sativus i
protoplastéw Brassica napus doprowadzita do wytworzenia diploidalnych lub aneu-
ploidalnych roslin mieszaficowych, wséréd ktérych znaleziono réwniez sterylne, o
nowych wzorcach mtDNA [40]. Na podobnej zasadzie wprowadzono cechg¢ CMS do
kilku odmian ryzu, m.in. Sasanishiki, uzyskujac jej stala ekspresj¢ w kolejnych
pokoleniach roslin [1]. W niektorych wypadkach otrzymano jedynie tkanke kalusowa
o charakterze hybrydowym lub cybrydowym [6, 55].

Préby przeniesienia odpornosci na choroby wirusowe z dzikiego gatunku ziemnia-
ka Solanum brevidens (2n = 20) do Solanum tuberosum (2n = 24) nie przyniosty jak
dotad zadowalajacych rezultatéw. Pomimo stosowania r6znych typéw promieniowa-
nia (y, X) powstate mieszarce posiadaty zr6znicowang liczb¢ chromosoméw —od 31
do 64 — i byly genetycznie niestabilne [10, 38, 53, 54]. Nieliczne formy wykazujace
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odpornos¢ na infekcje wirusem Y charakteryzowaly si¢ bardzo stabym wzrostem
korzeni i brakiem bulw [53]. Trwaja jednak prace nad okre$leniem stopnia odpornosci
innych mieszafncéw ziemniaka na choroby wirusowe. Byé moze pozwola one na
wylonienie nowych cennych dla hodowli materiatéw [29, 30].

Negatywne efekty obserwowano takze w wypadku faczenia niepelnego genomu
zmutowanej, odpornej na herbicydy formy Arabidopsis thaliana z protoplastami
Brassica napus. Powstate mieszafice wykazywaty, co prawda, odporno$¢ na herbicy-
dy, wytwarzaty jednak nienormalne kwiaty i byly calkowicie sterylne [4].

3. Osiggnigcia, problemy i perspektywy

Postgp w pracach nad modyfikacja genetyczna protoplastéw ro§linnych zaznaczyt
sig szczegllnie wyrazZnie w ostatnim dziesiecioleciu. Stat si¢ mozliwy dzigki opraco-
waniu licznych system6w regeneracji dla gatunkéw uznawanych przez dugi czas za
niezwykle trudne pod wzgl¢dem manipulacji in vitro. Do spektakularnych osiagni¢é
w tym zakresie nalezy opracowanie efektywnej metody regeneracji protoplastéw
pszenicy [47], niektorych roslin motylkowych [48], a takZe gatunkéw drzewiastych
[7, 34, 37]. W wielu wypadkach procedura ta stala si¢ rutynowym elementem
szerszych programéw badawczych obejmujacych wewnatrz- i migdzygatunkowa
hybrydyzacj¢ somatyczna [30, 34, 48]. Odnotowano tutaj wiele sukceséw, szczeg6l-
nie w odniesieniu do przelamywania barier niekrzyzowalnosci i wytwarzania nowych
form poli- lub alloploidalnych o korzystniejszych cechach uzytkowych. Naleza do
nich rosliny ozdobne o nowej barwie kwiatéw [34, 45], tetraploidalne mieszafice
ziemniaka charakteryzujace si¢ bardzo wysokim plonem bulw [26, 48] czy mieszafice
roslin cytrusowych stanowiace komponenty triploidalnych odmian bezpestkowych
[15, 34]. Ponadto w wielu wypadkach opracowano szczegétowe protokoty przeno-
szenia do roslin uprawnych genéw jadrowych, chloroplastowych i mitochondrialnych
z innych gatunkéw lub form dzikich. Modyfikacje takie staly si¢ mozliwe dzigki
rozwojowi metod fuzji asymetrycznej. Zaowocowaly wytworzeniem roslin odpo-
rnych na patogeny oraz stresowe warunkiSrodowiska. Uzyskano takze wiele mieszai-
cOw cytoplazmatycznie me¢skosterylnych, stanowiacych cenne komponenty w ho-
dowli heterozyjnej. Wiodace prace w tej dziedzinie obejmuja gtéwnie gatunki z
rodziny Solanaceae, Cruciferae i Gramineae [30, 37, 48].

Z drugiej strony nie mozna pomina¢ licznych danych eksperymentalnych wska-
zujacych, iz uzyskiwane efekty modyfikacji genetycznych protoplastéw nie zawsze
odpowiadaja teoretycznym zatoZeniom [52]. Giéwne problemy dotycza roslin mie-
szaficowych o zaburzonej ptodnosci pytku lub tez calkowicie sterylnych [3, 49].
Powszechnym zjawiskiem jest réwniez powstawanie hybrydéw o nieustabilizowanej
liczbie chromosoméw [3] oraz prezentujacych gorsze walory uzytkowe niz formy
rodzicielskie.



Zastosowanie techniki protoplastow ... 9

Mozna przypuszczaé, ze przyszle badania dotyczace modyfikacji genetycznej
roSlin b¢da zmierzaly do rozwoju alternatywnych metod wprowadzania DNA do
genomu biorcy [41] i ich lepszego dostosowania do wymagai poszczeg6inych gatun-
kéw. Szeroki zakres prac przy zastosowaniu tradycyjnych metod zaowocuje prawdo-
podobnie wigkszg liczbg gatunkéw zmienionych genetycznie. Postgp w badaniach
podstawowych, wykorzystujacych nowoczesne metody biologii i genetyki moleku-
larnej, przyczyni si¢ z pewnoscia do lepszego poznania mechanizméw uczestnicza-
cych w integracji genoméw w nastepstwie hybrydyzacji somatyczne;j.
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Application of protoplast technique in plant breeding:
achievements, problems and perspectives

Summary

The recent progress in techniques related to the culture and fusion of plant
protoplasts has permitted to perform genetic modifications of numerous crops. Both
inter- and intraspecific somatic hybridization have led to the production of many
hybrids which display higher ploidy level and more valuable agricultural traits than
donor plants. Asymmetric hybridization, which permits to combine only part of the
parent genomes, has enabled the introduction of some desirable traits from wild
species into cultivated varieties, e.g. new sources of cytoplasmic male sterility and
resistance to pathogens or low temperatures. The spectacularachievements in this field
involve the species from the Solanaceae, Gramineae, Cruciferaea and Citrus families.

On the other hand, the culture and fusion of protoplasts have caused some
problems which are difficult to overcome. They are related to the appearance of
albinotic or dwarf plants, formation of sterile hybrids or genetically instable ones, and
also production of hybrids displaying undesirable agricultural characteristics.



