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Somatic hybridization between wild and cultivated Solatium species
Summary

Many of the wild species of Solanum possess high level of disease resistance
to viruses, bacteria and pathogenic fungi that could be useful in potato breed-
ing. Somatic hybridization technique enables introgression of those traits from
related wild species into cultivated potato and appears to be very a useful
means by which the sexual incompatibilities might be bypassed. The article dis-
cusses some aspects of potato somatic hybridization.
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1. Wprowadzenie

Poziom odpornosci roslin na chorobotwdrcze wirusy, bakte-
rie i grzyby jest zréznicowany i zalezy od ich cech dziedzicz-
nych. Podwyzszenie tego poziomu uzyskuje sie na drodze gene-
ratywnego krzyzowania. Droga ta jest jednak kosztowna i cza-
sochtonna, a jej zastosowanie ogranicza sie do krzyzéwek w ob-
rebie tego samego lub wysoce spokrewnionych gatunkéw.
W ostatnim dwudziestoleciu bariery niekrzyzowalnosci zostaty
przetamane dzieki metodom inzynierii genetycznej (transforma-
cja) oraz fuzji protoplastow (hybrydyzacja somatyczna).

W procesie transformacji mozemy wprowadzi¢ do genomu
rosliny dowolny gen o znanej sekwencji. Do tej pory poznano se-
kwencje szeregu gendw (geny R) warunkujagcych odpornosé na
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patogeny roslinne (1). Jednak wektorowa transformacja genomow organelli cytopla-
zmatycznych nie jest jeszcze praktycznie mozliwa do wykonania. Natomiast przeno-
szenie genéw droga hybrydyzacji somatycznej pozwala na wyeliminowanie niekté-
rych niedogodnosci zwiazanych z metodami transformacji oraz na wykorzystanie ol-
brzymich zasobow genowych roslin dziko rosngcych z pominieciem barier gatunko-
wych.

Rodzaj Solanum zawiera okoto 900 dzikich gatunkoéw, z ktérych 235 wytwarza
bulwy (2). Wiele z tych gatunkéw posiada cechy odpornosci na choroby oraz szereg
innych cech szczeg6lnie uzytecznych w uprawie ziemniaka (Solanum tuberosum)
(2,3). Od ponad dwudziestu lat prowadzone sg, z réznym powodzeniem, préby uzy-
skiwania mieszancéw powstatych w wyniku fuzji protoplastéw izolowanych z S. tu-
berosum z protoplastami otrzymywanymi z dzikich gatunkéw takich jak Solanum ni-
grum, S. brevidens, S. acaule, S. etuberosum, S. bulbocastanum, S. commersonii, S. pinnati-
sectum, S. chacoense, S. phureja, S. papita i in. (4). Gatunki te moga by¢ dawca cech od-
pornosci na wirusy PLRV, PVY i PVX (5,6), bakterie Erwinia spp. (7) i Ralstonia solana-
cearum. (8) oraz zaraze ziemniaczang (Phytophthora infestans) (9-11).

W pracy przedstawiono mozliwosci przenoszenia cech odpornosci na choroby
z gatunkéw dzikich do ziemniaka uprawnego metodami hybrydyzacji somatycznej.

2. Techniki stosowane w hybrydyzacji somatycznej

Zaréwno uprawne jak i dzikie gatunki ziemniaka charakteryzuja sie duzg zmien-
noscig ploidalnosci; od wystepujacych w wiekszosci diploidow (2n = 2x = 24) do
heksaploidéw (2n = 6x = 72) (2). Ta heterogenno$¢ prowadzi do bardzo zréznico-
wanej zdolnosci do regeneracji In vitro. Zdolno$¢ ta jest wiasciwoscig zmienng i za-
lezy od gatunku, odmiany, linii, a nawet od warunkéw hodowli roslin rodzicielskich
i rodzaju tkanki uzytej do izolacji protoplastow. Z tego wzgledu procedury stosowa-
ne w procesie hybrydyzacji ziemniaka sg opracowywane eksperymentalnie dla wy-
branych gatunkéw i tkanek ziemniaka.

Glownymi etapami hybrydyzacji somatycznej sa:

IZOLACJA PROTOPLASTOW Z FORM RODZICIELSKICH
FUZJA PROTOPLASTOW 1? SELEKCJA MIESZANCOW
KULTURA MIESZANC!OW | REGENERACJA
ANALIZA MIESZANCOWII DZIEDZICZENIA CECH
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Izolacja protoplastow nie stanowi obecnie wiekszych probleméw metodycz-
nych. Mozna je otrzymywac¢ z dowolnej tkanki ziemniaka przy zastosowaniu opty-
malnych dla niej warunkéw izolacji, sktadu i stezern enzymow trawigcych $ciany ko-
morkowe (12,13). Protoplasty uzywane do fuzji czesto izoluje sie z mezofilu lisci
ziemniaka. Z tkanki tej mozna uzyska¢ wysokg wydajnos¢ (ok. 1XX10” komorek/l g
Swiezej tkanki) zywotnych protoplastéw, co jest istotne w procesie fuzji (13,15).
Proces ten wymaga zapewnienia fizjologicznych warunkéw fuzji (odpowiednie ste-
zenia soli), optymalnej gestosci protoplastow (10710 komorek/l ml mieszaniny)
i czynnikow indukujacych tgczenie komoérek. Ze wzgledu na te czynniki wyroznia sie
dwie podstawowe metody fuzji: chemiczng, z uzyciem fuzjogennego dziatania gli-
kolu polietylenowego (PEG) i fizyczna, wykorzystujaca dziatanie pola elektrycznego
- elektrofuzja (5,14,15).

W procesie fuzji otrzymujemy mieszanine komorek nie potagczonych, homoka-
rionéw i heterokarion6w. Liczba powstatych heterokariondw wynosi zwykle od kil-
ku do kilkunastu procent uzytych do fuzji protoplastow. Powstaje zatem koniecz-
nos¢ ich selekcji z uzyciem metod wykorzystujacych réznice w zabarwieniu i fluore-
scencji (barwniki naturalne i przyzyciowe), zr6znicowanego wzrostu na pozywkach
selekcyjnych, cytometrii przeptywowej itp. (16). W pdzniejszych stadiach kultury fu-
zantobw mozna prowadzi¢ ich selekcje na podstawie réznic morfologicznych i wigo-
ru kaluséw. W identyfikacji i analizie mieszaficéw komorek i rodlin stosuje sie¢ mar-
kery DNA z uzyciem technik RFLP {Restriction Fragment Length Polymorphism - poli-
morfizm dtugosci fragmentdw restrykcyjnych) i RAPD {Random Amplified Polymorphic
DNA - losowo wzmacniany polimorfizm DNA), wzory izoenzymatyczne (zymogra-
my), oraz analize morfologiczng uzyskanych roélin (16,17).

Postep w uzyskiwaniu mieszancéw somatycznych jest uzalezniony gtdéwnie od
rozwoju technik in vitro. Wszystkie prace zwigzane z fuzjg protoplastéw, kulturg fu-
zantéw i regeneracjg mieszancOw sa prowadzone metodami in vitro. Z wielu dzikich
gatunkow ziemniaka jest niezmiernie trudno uzyska¢ kulture kalusa, a nastepnie
jego réznicowanie w rosling. Trudnosci te sg wynikiem r6znego poziomu totipoten-
cji komérek rodzicielskich oraz nieoptymalnego sktadu pozywek i regulatoréw wzrostu
(17). Formy rodzicielskie ziemniaka, zaréwno gatunkéw uprawnych jak i dzikich,
wymagajg zatem ich doktadnej charakterystyki genetycznej oraz potencjatu regene-
racyjnego in vitro. Genomy mieszancéw zawierajg bowiem nie tylko interesujace nas
cechy wartosciowe (np. odpornos$¢ na choroby), ale réwniez i cechy niepozadane
w hodowli. Kolejne etapy badan polegajg zatem na analizie i eliminacji cech nega-
tywnych z zachowaniem cech pozytywnych dla rosliny uprawne;j.

3. Mieszance somatyczne ziemniaka

W 1977 r. po raz pierwszy Butenko i wsp. (18) oraz Shepard i Toten (19) przepro-
wadzili udang probe izolacji protoplastow z mezofilu lisci ziemniaka i regeneracje
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z nich roslin. W rok pézniej Melchers i wsp. (20) dokonali fuzji protoplastow izolo-
wanych z S. tuberosum, a w 1979 r. Hermsen i Taylor (21) uzyskali mieszance soma-
tyczne drogg fuzji protoplastow izolowanych z dzikich gatunkéw ziemniaka (S. etu-
berosum + S. pinnatisectum). Z kolei Binding i wsp. (22) uzyskujac przeniesienie ce-
chy odpornosci na herbicyd atrazyne z dzikiego gatunku S. nigrum do S. tuberosum,
wskazali na potencjalne znaczenie fuzji protoplastow w hodowli ziemniaka. Poja-
wita sie zatem szansa przenoszenia gendw, odpowiedzialnych za wiele cech pozytyw-
nych bez szczegdtowej ich charakterystyki molekularnej.

Istotnym elementem fuzji jest réwniez mozliwos¢ wymiany organelli cytopla-
zmatycznych. Podczas tgczenia sie dwu protoplastéw, a przed pierwszym podziatem
mitotycznym, zachodzg procesy rekombinacji i, w ré6znym stopniu, eliminacji chro-
mosomoéw obu partneréw. W tym samym czasie nastepuje rowniez proces segrega-
cji organelli tgcznie z, lub bez rekombinacji DNA tych struktur cytoplazmatycznych.
Kemble i wsp. (23) w 1986 r. wykryli nowe fragmenty restrykcyjne mtDNA w mieszan-
cu S. tuberosum + S. brevidens, ktére nie wystepowaty w mitochondriach rodziciel-
skich. Wyniki te wskazywaly na wystepowanie podczas fuzji rekombinacji mtDNA.
Pojawita sie mozliwo$¢ tworzenia nie tylko mieszancOw symetrycznych i asyme-
trycznych, lecz réwniez i cybrydéw, ktdre zawieraja genom jadrowy jednego partne-
ra i mieszaning plastydéw i mitochondrii drugiego partnera (16). Tworzenie nowych
kombinacji jadrowych, jgdrowo-cytoplazmatycznych i cytoplazmatycznych, z pomi-
nieciem pre- i postzygotycznych barier wystepujgcych podczas krzyzowania genera-
tywnego dzikich i uprawnych gatunkéw ziemniaka, dotyczy przede wszystkim pro-
by uzyskania mieszaricéw odpornych na choroby wirusowe, bakteryjne i grzybowe.

3.1. Patogeny ziemniaka

Wirusy takie jak PRLV, PVY, PVX i PVM wywotujg liczne choroby ziemniaka. Od-
miany ziemniaka i jego linie filogenetycznie starsze charakteryzujg sie wyzszym po-
ziomem odpornosci na patogeny, gdyz czesto byty one produktem krzyzéwek z for-
mami dzikimi (24). Geny odpornosci u gatunkow dzikich sg zatem przedmiotem ich
celowego wprowadzania do genomu ziemniaka uprawnego.

Wykazano, ze S. demissum i S. acaule posiadajg geny warunkujgce odporno$é typu
HR (Hypersensitive Response - nadwrazliwos¢) przeciw wirusowi PRLV, a odporno$é
poligeniczna na ten wirus wystepuje w S. etuberosum i S. brevidens. Z kolei gatunki
S. phureja, S. chacoense, S. demissum i S. stoloniferum posiadaja geny odpornosci prze-
ciw PVY i PVA. Cechy odpornosci na wirusy PVX i PVM wystepujg w takich gatunkach
jak S. chacoense, S. acaule, S. microdontum i S. andigena (24).

Bakterie wywotujace choroby ziemniaka sa reprezentowane przez trzy grupy: Er-
winia (E. carotovora i E. chrysanthemi), Ralstonia solanacearum (poprzednia nazwa Pseu-
domonas) i Clavibacter michiganensis. Do tej pory nie jest jasny mechanizm odporno-
éci ziemniaka na te bakterie. Wiadomo jednak, ze takie gatunki jak S. phureja.
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S. sparsipilum, S. chacoense, S. microdontum i S. brevidens wykazuja cechy odpornosci
na niektdre szczepy tych bakterii (25).

Zaraza ziemniaczana jest chorobg lisci i bulw ziemniaka wywotang przez grzyb
Phytophthora infestans. Grzyb ten jest znany juz od potowy XIX w. i jest on najlepiej
poznanym czynnikiem chorobotworczym ziemniaka. W okoto 100 dzikich gatun-
kach Solanum wykazano odpornos¢ na P. infestans (3). Z dotychczasowych prac wyni-
ka, ze mechanizmy odpornosci na ten grzyb sg wielorakie. Wykazano zaréwno od-
pornosc¢ typu HR jak i odpornos¢ poligeniczng. Poznanie interakcji patogen - ziem-
niak oraz molekularnych mechanizméw odpornosci komplikuje ogromna zmiennos$é
réznych izolatdow patogena jak rowniez réznice w ploidalnosci ziemniaka. Wykorzy-
stanie tu hybrydyzacji somatycznej przyczynia sie zatem zaréwno do poznania me-
chanizmoéw odpornosci jak i wzbogacenia genomu ziemniaka o warto$ciowe cechy
istotne w jego uprawie.

3.2. Odpornos¢ na patogeny w mieszancach somatycznych ziemniaka

Wprowadzanie cech odpornosci z gatunkéw dzikich do uprawnych, droga hybry-
dyzacji somatycznej, podejmuje sie stale w wielu laboratoriach swiatowych, jednak-
ze liczba uzyskiwanych mieszancow somatycznych ziemniaka, z potwierdzong cechg
odpornosci, jest niewielka w porownaniu z iloscig przeprowadzonych eksperymen-
téw. Liczba gatunkdw dzikich uzywanych jako dawcy cech odpornosci jest nielicz-
na. Wiekszos¢ z tych gatunkéw posiada geny odpornosci jednocze$nie przeciw kil-
ku patogenom. Uzyskane dotychczas mieszance somatyczne ziemniaka zawierajg
cechy odpornosci na wiekszo$¢ znanych chordb wywotanych przez wirusy, bakterie
i grzyby (tab. 1).

Uzyskanie mieszancéw somatycznych ziemniaka z tak duzg liczbg cech warto-
Sciowych jest niewatpliwym osiagnieciem wielu grup badawczych. W procesie fuzji
przenoszone sg jednak z gatunkow dzikich réwniez cechy nieprzydatne w hodowli.
Eliminacje tych negatywnych cech mozna prowadzi¢ poprzez tzw. krzyzowanie wstecz-
ne (back-crossing) ziemniaka uprawnego z uzyskanym mieszaficem, o ile nie jest on
sterylny. Stosuje sie rowniez metode ograniczonego przenoszenia genomu jadro-
wego z gatunkow dzikich (fuzja asymetryczna) poprzez naswietlanie promieniami
jonizujacymi ich protoplastow przed fuzja. W wyniku fuzji takich protoplastéw, ze
zdegradowanym czesciowo DNA, z protoplastami S. tuberosum mozna uzyska¢ mie-
szafice 0 ograniczonej zawartosci genomu gatunkéw dzikich (36).

Gatunki dzikie ziemniaka o nizszej ploidalnosci (diploidy) sa bardziej preferowa-
nym partnerem fuzji, niz gatunki o wysokiej ploidalnosci. W naszych badaniach uzy-
skaliSmy jednakze mieszance somatyczne heksaploidalnego S. nigrum z dwoma di-
ploidalnymi liniami (ZEL-1136 i H-8105) i tetraploidalng odmiang Bzura S. tuberosum.
S. nigrum jest bardzo odporny na P. infestans, podczas gdy linie S. tuberosum sg wrazli-
we na ten grzyb. Uzyskano szereg mieszancow, potwierdzonych molekularng analiza
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RAPD, ktére posiadaty wysokg odpornos¢ na P. infestans. Mieszarice te zawigzywaly
réwniez struktury bulwopodobne, pomimo ze S. nigrum nie zawiazujg bulw (32,33).
Wyniki te wskazujg na mozliwos¢ konstruowania mieszancow miedzygatunkowych,
bez wzgledu na ich poziom ploidalnosci, o wysokiej odpornosSci na patogeny.

Postep w hybrydyzacji somatycznej jest uwarunkowany poznaniem lokalizacji
genéw niosacych cechy, np. odpornosci na patogeny oraz poznaniem molekular-
nych mechanizméw obronnych rosliny wywotanych atakiem patogena lub czyn-
nikami stresowymi (37,38).

Tabela 1

Cechy odpornosci mieszancéw somatycznych otrzymanych w wyniku fuzji protoplastéw izolowanych z S. tu-
berosum i gatunkéw dzikich

Gatunki rodzicielskie Odporno$é Literatura
S. tuberosum -L S. brevidens na wirus PRLV (5)
na wirus PRLV, PVY, PVX (26,27)
S. tuberosum -I- S. etuberosum na wirus PVY (28,29)
S. tuberosum -L S. acaule na wirus PVX (6)
S. tuberosum -f S. brevidens na bakterie Erwinia spp. (7,30)
S. tuberosum -L S. commersonii na bakterie Ralstonia solanacearurn (8)
S. tuberosum -I- S. brevidens na P. infestans (10,31)
S. tuberosum -L S. bulbocastanum na P. infestans (11,32)
S. tuberosum ®¥ S. circaeifolium na P. infestans 9)
S. tuberosum -L S. nigrum na P. infestans (32,33)
S. tuberosum -L S. nigrum na herbicyd atrazyne (22)
S. tuberosum -l- S. bulbocastanum na nicienie (34)
S. tuberosum  S. commersonii na przymrozki (35)

4, Podsumowanie

1. Hybrydyzacja somatyczna jest drogg umozliwiajgca przenoszenie cech wartos-
ciowych, takich jak odpornos¢ na choroby, z gatunkéw dzikich do ziemniaka upraw-
nego z pominieciem krzyzowania generatywnego.

2. Uzyskanie mieszancow somatycznych zalezy od uzytych gatunkéw oraz opra-
cowania optymalnych dla nich warunkoéw izolacji i kultury protoplastow, fuzji i se-
lekcji oraz regeneracji roslin.
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