Z. Przybecki Molekularne podstawy zmiennosci

S. Malepszy somaklomainej u rosiin

Katedra Gnetyki i Hodowli
Roslin Ogrodniczych SGGW
Warszawa

1. Wstep

Istnienie zmiennosci genetycznej i niegenetyczne] wystepujacych przewaznie z bardzo duza
czestotliwoscig zostato stwierdzone juz na przetomie lat szes¢dziesigtych (36,37). Zmiennos¢
pojawiajaca sie w wyniku stosowania przede wszystkim takich technik kultur in vitro, ktére
zawierajg faze kalusa uznano za oddzielny rodzaj. W celu odréznienia jej od dotychczas po-
znanych nazwano ja ,zmiennoscia somaklonalng” (56), w przypadku gdy materiatem
wyjsciowym do kultury byty komoérki somatyczne oraz ,,zmiennoscig gametoklonalng”, gdy
materiatem wyjSciowym byly gamety. Zmienione klony powstate w wyniku kultury komorek
somatycznych okreslono jako ,,somaklony", a w wyniku kultury protoplastéw ,,protoklony”.

2. Mechanizmy zmiennosci somaklonalnej

Fakty dotyczace zmiennosci indukowanej w kulturach in vitro przedstawiono w licznych
publikacjach (13,48,56,81). Sugerujg one, ze u jej podioza lezg zaréwno trwate zmiany w ma-
teriale genetycznym jadra i organelli, jak réwniez zmiany epigenetyczne. Zmiany te moga
utrzymywac sie dtuzej lub krécej, prawdopodobnie w zaleznosci od mechanizméw, ktoére je
wywotujg. Zmiennos¢ indukowana w kulturze in vitro ma wiasciwosci, ktére w sposéb zdecy-
dowany odrézniajg ja od zmiennosci indukowanej metodami mutagenezy klasycznej. Nalezg
do nich: 1) nieprzewidywalnos¢ co do czestotliwosci i spektrum zmian w kolejnych powto6rze-
niach (w czasie i przestrzeni); 2) czeste wystepowanie ,masywnej” zmiennosci cech
iloSciowych juz u zregenerowanych roslin, polegajacej nie tylko na zwiekszeniu wariancji, ale
czesto rOéwniez zmianie $rednich (26,48,83). Sa one czesto przekazywane na nastepne poko-
lenia; 3) pojawianie sie homozygotycznych mutacji juz w zregenerowanych roslinach (25,31);
4) pojawianie sie zmiennosci zachowujacej sie jak dominujgca i zanikajgca po diuzszym tub
krotszym czasie; 5) pojawianie sie zmian tkankowo specyficznych (sprzecznos¢ z punktem
1 jest pozorna); 6) duza liczba zmian epigenetycznych.

Tak duze réznice efektow miedzy tymi dwoma metodami indukowania zmiennosci wynikaja
z réznic w ogo6lnych mechanizmach indukcji. Mutageny, najogdlniej méwiac, dziataja poprzez
bezposrednig reakcje z réznymi komponentami komoérki, w szczegélnosci DNA, co prowadzi
do zmian pewnej czesci tych skladnikéw. Zmiany te moga by¢ naprawione lub nie, i wtedy sa
przetworzone na mutacje. W ich wyniku komérka nie zmieni swego charakteru, czyli np. ko-
morka apikalna stozka wzrostu jest nig nadal, chociaz moze sie wolniej dzieli¢ lub przy
ciezszych uszkodzeniach w ogole zaniecha¢ podziatdw. Losowos¢ zmian moze prowadzi¢ na-
wet do ciezkich uszkodzenn komorki, jednak na ogdt nie zmienia to jej szlakéw rozwojowych.
Inaczej jest w przypadku kultury in vitro. Czynniki kultury, same najczesciej nie bedac mutage-
nami, sterujg rozwojem komoérek i powodujg zmiany lub wigczenie nowych, niezgranych z doty-
chczasowymi, ciggéw metabolicznych i rozwojowych komoérki. Powstata dysharmonia prowadzi
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do pojawiania sie duzej liczby zmian, ktére mogg byc¢ utrzymywane krocej lub dtuzej
w zaleznosci od ich charakteru (genetyczny lub epigenetyczny).

Zmiany te sg bardzo réznorodne co wynika z olbrzymiej liczby czynnikéw odciskajacych
swe pietno na tak labilnym uktadzie jakim jest kultura in vitro. Moga mie¢ one charakter trwatych
zmian w materiale genetycznym lub tylko dotyczy¢ ekspresji gendw. Duza labilno$¢ w kulturze
in vitro moze wynika¢ ze zmniejszenia homeostazy eksplantatu. Organizm jako catos¢ gwaran-
tuje znacznie lepsza stabilno$¢ poszczegdélnym swoim czesciom niz warunki kultury (im mniej-
sza czes¢ organizmu jest uzyta jako eksplantat tym wieksza jest jego wrazliwo$s¢ na czynniki
zewnetrzne - mniejsza homeostaza). Dlatego tez sugerowane mechanizmy zmiennosci soma-
klonalnej sg dotychczas wysoce hipotetyczne. Wielorakos¢ skutkow wywotanych przez skiadnik
kultury wskazuje na istnienie duzej liczby mechanizméw molekularnych prowadzgcych do
zmiennosci genetycznej i zmian w ekspresji genéw.

2.1. Opdzniona replikacja heterochromatyny (ORH)

ORH wg Lee i Phillipsa (60) jest jedna z najwazniejszych przyczyn aberracji chromosomo-
wych. W cytogenetyce znany jest od dos¢ dawna fakt, ze w fazie S cyklu komérkowego re-
giony heterochromatynowe chromosomoéw (szczegodlnie heterochromatyna konstytutywna) sa
p6zniej replikowane niz euchromatynowe (64). Zjawisko to ma zwiazek z wiekszg czesto-
tliwoscig aberracji w chromosomach zawierajgcych heterochromatyne konstytutywna
w szczegolnosci zas wewnatrz tych regionéw lub w ich poblizu. Zaktécenia w przebiegu cyklu
komoérkowego, a w szczegdlnosci fazy S mogg potegowac ryzyko tych zmian. Warunki kultury
in vitro, a w szczegoélnosci sktad pozywki i fluktuacja jej sktadu miedzy pasazami - musza
prowadzi¢ do zmian metabolicznych komoérek, w tym réwniez licznych przypadkéw rozsyn-
chronizowania przebiegu fazy S cyklu mitotycznego dzielacych sie komérek. W przypadku du-
zych zakiécen w fazie S moga by¢ szczegdlnie narazone na niedokonczenie syntezy DNA
regiony heterochromatyny. Wyniki licznych prac popierajg te sugestie. Juz w 1971 r. Sacristan
(88) stwierdzita, ze w 82% przypadkoéw zmian chromosomoéw punkty pekniecia byly ulokowane
w regionach z p6zna synteza DNA. Réwniez u owsa stwierdzono, ze duza liczba telocentrycz-
nych chromosomoéw powstajacych w kulturach in vitro byta spowodowana op6znieniem repli-
kacji pericentrycznych regionéw heterochromatyny (46,47,74). Lee i Phillips (60) przyjeli dla
kultur jako jeden z mozliwych model zdarzerh zaproponowany wczesniej przez Rhoadesa i De-
mpseya (86). W wyniku ,,niedokonczenia” replikacji DNA w regionie heterochromatynowym two-
rzy sie w anafazie most chromatynowy. Pekniecia w homologicznych chromosomach mogtyby
prowadzi¢ do duplikacji i deficjencji, natomiast w niehomologicznych do wzajemnej wymiany.
Tak zatem w modelu tym zaklada sie rozktad preferencyjnych miejsc aberracji chromosomo-
wych w kariotypie zalezny od rozktadu blokéw heterochromatyny. Model ten ttumaczytby ob-
serwowany rozktad zmian chromosomalnych w kulturach tkankowych w wielu pracach
(2,3,9,10,55,77,91).

2.2. Niezbalansowanie puli nukleotydowej (NPN)

Zjawisko to moze byc¢ jedna z powazniejszych przyczyn zaktécen metabolizmu kwasow
nukleinowych, a w konsekwencji prowadzi¢ do prawie wszystkich mozliwych typéw zmian ge-
netycznych (60). Dezoksyrybozotréjfosforany (dNTP) biorg udziat w licznych procesach pod-
stawowych dla zycia komorki - replikacja, transkrypcja, reperacja, rekombinacja i inne. Tewari
i inni (98) u Nesokia indica, a Jackey i inni (43) w limfocytach cztowieka stwierdzili, ze niedobér
w pozywce kwasu foliowego i tymidyny prowadzity do pojawiania sie ,famliwych miejsc" na
chromosomach, tj. miejsc nie barwigcych sie. Miejsca te byly wyjatkowo podatne na pekniecia.
Jackey i inni (43) wykazali, ze pojawianie sie ,tamliwych miejsc" jest spowodowane redukcja
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AMP W péznej fazie syntezy DNA. Kunz i Haynes (53) stwierdzili réwniez zwiekszong wrazliwos¢
komérek na mutageny i wiekszg czestotliwos¢ transformacji nowotworowych, jako wyniki nie-
zbalansowania puli dNTP.

Komoérki roslinne sg w znacznie wiekszym stopniu samowystarczalne jesli chodzi o dNTP,
jednakze mozna sie spodziewac, ze warunki kultury, a w szczegdélnosci sktadniki pozywki mogg
ingerowa¢ w biosynteze nukleotydéw, powodujac miedzy innymi jej wieksze niezbalansowanie.
Bardzo istotnym czynnikiem, jak sie wydaje, sg zmiany sktadu pozywki miedzy pasazami -
wywotane z jednej strony wyczerpywaniem sie sktadnikéw pozywki, a z drugiej nagromadza-
niem sie metabolitéw. Wazny moze by¢ réwniez pasaz stanowiacy rodzaj szoku.

2.3. Rekombinacja mitotyczna (RM)

Dla kultur tkankowych RM, jak sie wydaje, jest unikatowym Zzroédiem zmiennosci. Dotyczy
to komérek somatycznych, z ktérych najczesciej regeneruje sie rosliny. By¢é moze dlatego,
mechanizm ten jest czesto uwazany za unikatowe zrodio zmiennosci dla kultur, mimo stosun-
kowo matej liczby dowodéw na jego powszechno$¢, nawet w kulturach. Rekombinacja mito-
tyczna obejmuje trzy typy zjawisk - mitotyczny crossing over (MCO), wymiane chromatyd sio-
strzanych (SCE) i konwersje genéw (GC). Jedno z najbardziej przekonujacych dos$wiadczen,
potwierdzajacych istnienie MCO, wykonali Lérz i Scowcroft (61). Uzywajac protoplastow me-
zofilu N. tabacum heterozygotycznego w loci aurea (lub sulfur). W swoich badaniach nad
udokumentowaniem wystepowania MCO w kulturach in vitro Loh i inni (66), regenerowali rosliny
pomidoréw z linii zawierajacej az 5 gendéw w stanie heterozygotycznym. Okazato sie, ze okoto
30% zregenerowanych roslin zawieratlo zrekombinowane ukltady gendéw. Autorzy sugerujg row-
niez, ze MCO jest odpowiednim narzedziem do tamania Scistych sprzezen w obszarach hete-
rochromatyny lub jej poblizu. Wyniki potwierdzajace wystepowanie MCO uzyskata rowniez Gaj
(30) u Arabidopsis thaliana. Sugerowane przez niektorych autoréw (56,57,60) SCE i GC, jako
mechanizmy kreacji r6znego typu i rozmiaréw przebudowy chromosomoéw, ttumacza czes-
ciowo uzyskane w niektérych przypadkach wyniki.

Konwersja genéw i MCO nalezg do grupy mechanizméw niewzajemnego transferu genéw
prowadzacego do zwiekszenia homozygotycznosci. Wiadomo, ze GC wystepuje wewnatrz
chromosomoéw i miedzy chromosomami homologicznymi (52) oraz miedzy powtérzonymi ge-
nami niehomologicznych chromosomoéw podczas mitozy (80,105). W zwigzku z tym autorzy
sugeruja, ze prawdopodobienistwo zajscia GC jest proporcjonalne do liczby powtérzen genu.
W przypadku takich genéw, jak np, gliadynowe, moze wobec tego zachodzi¢ dos$¢ czesto
i prowadzi¢ do homozygotycznosci zmutowanych gendéw (57), jak réwniez do translokacji. Co-
raz czesciej wyrazany jest poglad, ze unifikacja sekwencji powtarzalnych jest podtrzymywana
dzieki zjawisku GC (59,80). W zwigzku z tym GC mogtoby by¢ mechanizmem ograniczajgcym
zmiennos¢. W odcinkach o duzej homologii (powyzej 90%) szczegdlnie czesto dochodzi do
niesymetrycznego MCO, jak réwniez GC z przesunieciem. Konwersja z przesunieciem prowadzi
do duplikacji i ujednolicenia genéw nieallelicznych, co umozliwialoby tzw. zgrang ewolucje
{concerted evolution) gendw nieallelicznych i sekwencji powtarzalnych DNA (84). Czestotliwos¢
tych zjawisk wydaje sie niemata i u drozdzy czestos¢ GC miedzy nieallelicznymi genami his4
- wprowadzonymi sztucznie - byta o rzad wielkosci wieksza niz niz crossing over (42).

2.4. Transpozony

Wydaje sie, ze stanowig one udokumentowang przyczyne zmiennosci somaklonalnej (cho-
ciaz w dalszym ciagu wzbudzajg kontrowersje). Mozna je rozpozna¢ poprzez wyszukiwanie
cech wysoce niestabilnych (czestotliwos¢ rewersji jest prawie rowna czestotliwosci jej pojawia-
nia sie), i analize molekularna takich loci. Peschke i inni (79), krzyzowali zregenerowane rosliny
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zawierajace ten element z roslinami otrzymywanymi z nasion zawierajgcymi element Ds, chcac
wykaza¢ aktywujacy wptyw kultury in vitro na element Ac u kukurydzy. Rosliny zregenerowane
byly formami ojcowskimi. Z okoto 3% kaluséw uzyskano rosliny z aktywnym elementem Ac.
Aktywnos¢ tego elementu w kulturach in vitro obserwowali réwniez Evola i inni (28). Stwierdzili
oni takze aktywnos¢ elementu Spm wsréd potowy zregenerowanych roslin. Jednakze analiza
restrykcyjna w loci Sh u szesciu mutantdw nie wykazata réznicy w poréwnaniu z kontrola.
Autorzy uwazaja ponadto, ze analiza restrykcyjna jest zbyt mato doktadng metoda do wykrycia
tego typu zmian. Mutacja bowiem moze by¢ spowodowana krétkg duplikacjg (kilku nukleoty-
déw) lub delecja podczas wycinania transpozonu. Istnieje rowniez sugestia, ze zjawiska
niestabilnosci alleli, typowe dla aktywnych transpozonéw, powodowaty zmiany pigmentacji
u petunii (34,35,58), ksztattdw i struktury powierzchni blaszki lisSciowej u ogérkéw (68) przez
nie znane jeszcze dotad transpozony.

Spos6b w jaki transpozony moga dziata¢ jako czynniki wywotujace zmiany genetyczne byt
juz wielokrotnie omawiany (29,73). Skutkami procesu transpozycji moga by¢ rézne typy i roz-
miary zmian chromosomoéw, mutacje punktowe, zmiany w ekspresji genéw przez regulacyjny
wplyw transpozonéw na sasiadujgce geny, zmiane schematu metylacji DNA. Trudniejszym pro-
blemem, jak sie wydaje, jest kwestia okreslenia jakiego typu bodzce (pochodzace z kultury)
powodujg uruchomienie ,milczagcych” dotychczas transpozonéw. McClintock (72) oraz Lee
i Phillips (60) uwazajg, ze jednym z powazniejszych czynnikéw uruchamiajgcych transpozony
moga by¢ pekniecia i przebudowa chromosoméw. Sa to zdarzenia czesto wystepujace w ko-
morkach in vitro. Jako jeden z mozliwych scenariuszy proponuja oni sekwencje zdarzen; pézna
replikacja heterochromatyny - most, pekniecie -» przebudowa -* aktywacja transpozonu -»
insercja i wyciecie mutacja. Przy takim scenariuszu powinny by¢ gtéwnie uruchamiane ele-
menty w obszarach heterochromatyny i jej poblizu. Schemat ten sugeruje réwniez korelacje
miedzy zmiennoscig fenotypowg a aberracjami chromosomowymi. Mozliwos¢ uchwycenia ta-
kiej korelacji uzalezniona jest od udziatu zmiennosci wywotanej transpozycjami indukowanymi
wg tego schematu w ogdlnej puli zmiennosci somaklonalne;j.

Wiasciwym czynnikiem uruchamiajgcym transpozony, jak sie wydaje, sg zmiany w sche-
macie metylacji DNA. Znana jest rola metylacji DNA w ekspresji niektorych transpozonéw ba-
kteryjnych, np. w transpozonie TnlO (51), polegajaca na blokowaniu ekspresji transposazy.
By¢ moze pekniecia uruchamiajgce procesy reperacji i rekombinacji zmieniaja, w obszarze
w ktorym zachodza, schemat metylacji i uruchamiajg lezacy w tym obszarze transpozon.
Zmiane schematu metylacji w wyniku kultury wykazali Lorz i Brown (62). Znane sg réwniez
inne czynniki uruchamiajace transpozony i jednoczesnie prowadzace do zmiany schematu me-
tylacji (promieniowanie, chemiczne czynniki mutagenne). Za czynnik mutagenny uwazany jest
2,4-D (62). Tak zatem jezeli zmiany metylacji w kulturach in vitro bylyby zjawiskiem powszech-
nym, to moglyby by¢é one waznym czynnikiem transpozycji. McClintock (71), uwaza, ze do
uruchomienia transpozonu jest potrzebny stres. Wydaje sie, ze umieszczenie komoérki na po-
zywce, a nastepnie pasaze mogg by¢ wystarczajgcymi czynnikami uruchamiajgcymi procesy
- gtéwnie demetylacji (11) - prowadzace do transpozycji.

2.5. Amplifikacja i deamplifikacja DNA

Amplifikacja gendéw jest procesem prowadzacym do zwielokrotnienia liczby kopii odcinka
DNA w komorce. Kopie te moga tworzy¢ tandemowo utozone powtdrzenia wewnatrz chromo-
somu lub minichromosomy bez centromeréw. Amplifikacja prowadzi na ogét do czasowego
zwiekszenia liczby kopii tak, ze nawet wielokrotnie powtdrzone sekwencje wewnatrz chromo-
somoéw moga ulega¢ deamplifikacji. Prawdopodobnie ta czasowos¢ wynika z tego, ze na ogo6t
jest to reakcja na bodziec pochodzacy ze $rodowiska, a zatem jest najprawdopodobniej spo-
sobem regulacji funkcjonowania genéw. Mechanizm ten jest wigczany wtedy, gdy komodrka
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potrzebuje duzej ilosci produktu genu, a zwiekszenie jego produkcji przez przyspieszenie trans-
krypcji jest niemozliwe. Brown (13), wyrazit poglad, ze kazdy gen, ktérego ekspresji nie mozna
modulowag, jest kandydatem do amplifikacji, w obecnosci odpowiedniego czynnika selekcjo-
nujagcego. Dlatego mozliwe jest, ze niektoére parametry podczas hodowli kultury dziatajg jak
czynniki selekcyjne. Cytologicznym przejawem takiej amplifikacji jest najczesciej pojawienie sie,
w powiekszonych chromosomach jednolicie barwigcych sie regionéw (4). Czesto wystepuje
tez translokacja amplifikowanych genéw do innych chromosoméw. Pojawiajg sie takze niesta-
bilne linie komérkowe z minichromosomami {doubleminutes). Poniewaz obrazy te sa tak rézne,
to zaklada sie co najmniej kilka mechanizméw amplifikacji. Schimke i inni (89), ktorzy badali
amplifikacje genu reduktazy dihydrofolanowej (DHFR), nadajgcego komdérkom opornos¢ na
metotreksaty, proponowat kilka mechanizméw; 1) segmentalna nadreplikacja {overreplikation)
z rekombinacja lub bez; 2) miejscowo-specyficzna integracja pozachromosomalnego DNA
z zabitych komoérek; 3) nieréwna wymiana siostrzanych chromatyd. Szostak i Wu (97), wykryli
udzial nieréwnego MCC w amplifikacji genéw rRNA u drozdzy. SCE i MCC z jednej strony
prowadza do amplifikacji, a z drugiej - do deamplifikacji. Borisjuk i inni (7), jako mozliwa
przyczyne amplifikacji przyjmuja podjednostki regionu intergenowego rRNA u mieszancoéw so-
matycznych N. tabacum i Atropa belladonna. Wymieniajg réwniez tzw. mechanizm zgranej ewo-
lucji, ktérego gtéwng skiadowg jest konwersja genow.

Amplifikacja jako mechanizm reakcji na stres srodowiskowy w bardzo przejrzysty sposob
zostat wykazany w Inie przez Cullis (18) oraz Cullis i Charlton (19). Stosujgac rézne warunki
wzrostu roslin stwierdzili, ze iloS¢ ogdlnego DNA moze sie zwieksza¢ do 15%, w szczegdlnosci
na skutek amplifikacji genéw rRNA. Ta zwiekszona ilos¢ DNA byta przekazywana na pokolenia
Fa i Fa. Analiza zmiennosci 5s rRNA w Inie w r6znych genotrofach (Srodowiskowo indukowane
trwate zmiany) wykazatla, ze zmiany te sg sterowane w tym sensie, ze amplifikacji ulegajg tylko
okreslone fragmenty DNA, prawdopodobnie zaleznie od czynnika i genotypu rosliny (90).

Lin i inni (65), znalezli nowe miejsca restrykcyjne w regionie miedzygenowym genéw rRNA,
powstate i powielone na skutek amplifikacji u mieszancéw kukurydzy i Tripsacum. Czesto réw-
niez wystepowata deamplifikacja genéw rRNA lub regionu miedzygenowego (geny NOR). Bret-
tell i inni (9, 10), odnotowali 80% redukcje diugosci regionu intergenowego rDNA u Triticale w
chromosomie IR. Zmiana ta okazata sie dziedziczna. Breiman i inni (8), badali loci NOR w po-
tomstwie roslin trzech odmian pszenicy {Triticum aestivum) zregenerowanych z kalusa skute-
lum. Dwie odmiany nie wykazywatly zadnych zmian. Natomiast, w trzeciej - u trzech roslin -
nastapita redukcja odcinkéw miedzygenowych. Landsman i Uhng (54), badali zawarto$¢ rRNA
i strukture rDNA w Solanum tuberosum. W dwéch z dwunastu roslin stwierdzono 70% obnize-
nie liczby gendéw 25 S rRNA. Wystapita réwniez amplifikacja DNA.

Czesto w kulturach uzyskiwano wzrost opornosci na okreslony czynnik selekcyjny np. her-
bicyd. Moze on wynika¢ ze wzrostu liczby kopii genu, ktérego produkt jest inaktywowany przez
herbicyd. Najczesciej taka amplifikacja jest jednak niestabilna. Pierwsze doniesienie na ten temat
przedstawit Donn i inni (24). Wyselekcjonowli oni linie komdérek lucerny o odpornosci na
dziatanie herbicydu fosfinotrycyny (TTC) 20-100 razy przewyzszajace forme kontrolng. Komoérki
oporne miaty 3-7 razy podwyzszony poziom enzymu syntetazy glutaminowej (GS). Formy te
miaty 4-11-krotng amplifikacje genu GS i wytwarzaly 8 razy wiecej mRNA tego genu niz forma
dzika. Jednoczesnie komorki te stracity zdolnos¢ do regeneracji. U petunii uzyskano 20-krotnag
amplifikacje genu syntazy 5-endopirogrono-szikimo-3-fosforanowej (EPSP), co spowodowato
opornos¢ na herbicyd glyfosat (Steinrucken i inni (95)). Xiao i inni (103), badali opornos¢ ko-
morek Datura inoxia w zawiesinach na herbicyd chlorosulfuron (CS). Atakowanym enzymem
byla syntaza acetonomleczanowa (ALS). Wyselekcjonowali oni linie komoérek wysoce opornych
na CS, u ktérych byta ona wywotana amplifikacjg tandemowo utozonych kopii genu ALS. Z linii
tej uzyskano w wyniku dalszej kultury i selekcji, nastepna, dajaca inny kalus, ale réwniez
oporna. Linia ta nie miata jednak segmentu, w ktdrym byly zwielokrotnione kopie genu ALS.

BIOTECHNOLOGIA 3 (18) '92



MOLEKULARNE PODSTAWY ZMIENNOSCI SOMAKLONALNEJ U ROSLIN 35

Autorzy zaproponowali nastepujace wyjasnienie problemu. W amplifikowanym odcinku dos$¢
czesto zachodzg mutacje powodujace brak powinowactwa (opornos¢) enzymu do CS.
Obecnosc¢ herbicydu sterowata tak, ze w wyniku nieréwnych SCE zachodzgcych w tym regio-
nie wyeliminowane zostaly (deamplifikacja) wszystkie kopie genu dzikiego jako zbedne,
a pozostata tylko kopia genu kodujacego ALS, niewrazliwe na CS.

Zupetnie nieznane sa przyczyny amplifikacji w kulturach in vitro - powtarzalnych czesto
gatunkowo - specyficznych, niekodujacych sekwencji DNA. Zheng i inni (104), stwierdzili nawet
75-krotne zwiekszenie liczby kopii badanych przez nich 10 sekwencji DNA. DePeape inni (22),
badali dziedziczenie jakosciowych i ilosciowych zmian DNA jadrowego homozygotycznych
diploidalnych roslin N. syivestris, otrzymanych z ciagtej kultury. Liczba kopii wzrastata z kazdym
cyklem. Z przegladu tego wynika, ze deamplifikacja jest mechanizmem gtéwnie regulacji eks-
presji gendéw, chociaz czasami jej efekty moga by¢ utrwalone. Czesciej jednak bywajg utrwalone
efekty deamplifikacji. Amplifikacja nie ma nic wspdlnego ze zmiang liczby chromosomoéw, jed-
nak czesto moze powodowac zmiany ich struktury, poniewaz towarzysza jej pekniecia chro-
mosomow. Jednakze nie jest pewne czy sg one skutkiem czy tez przyczyna amplifikacji. Windle
i inni (102), zaobserwowali, ze w indywidualnych komérkach CHO, w ktérych zaszta amplifika-
cja, zachodzity réwniez pekniecia chromosoméw w poblizu genu amplifikowanego (DHFR)
i delecja genu wraz z DNA flankujgcym. W zwigzku z tym autorzy uwazali, ze centralng role
w procesie amplifikacji odgrywato tu pekniecie chromosomu, ktére powodowatoby: 1) tworze-
nie produktow posrednich (amplikonéw), ktére sg poczatkowo acentryczne i prowadza do
zwiekszenia liczby kopii poprzez nierébwna segregacje w kolejnych mitozach; 2) kreowanie
atelocentrycznych konicéw, ktore byty albo niecatkowicie replikowane, albo obcinane przez
egzonukleazy, dajac delecje; 3) tworzenie rekombinogennych koricéw, ktére bytyby preferowa-
nymi miejscami w relokalizacji amplikonéw (jednostka DNA ulegajaca amplifikacji). Nie wiado-
mo jednak jak po stalo pekniecie. Gdyby to byt jedyny mechanizm amplifikacji to wéwczas
w przypadku sterowanej amplifikacji, przypadkowe pekniecie chromosomu musiatoby zosta¢
zastgpione cieciem endonukleazy. Powstaje zatem pytanie jak regulowana bylaby woéwczas
dtugos¢ amplikonu? Niektdrzy badacze wyrazajg poglad, ze amplifikacja w kulturach zachodzi
tak fatwo dlatego, ze mechanizmy kontrolujgce zmiennos¢ DNA in vivo, na skutek ich rozchwia-
nia przez kulture, nie spetniajg swej roli.

2.6. Mechanizmy epigenetyczne

Ekspresja genow, jak sie wydaje, jest istotng przyczyna zmiennosci somaklonalnej, gdyz
razem z amplifikacjg genéw jest odpowiedzialna za zmienno$¢ przejs$ciowa, ktéra stanowi okoto
30% zmiennosci somaklonalne;.

Od dawna znana jest rola metylacji jako czynnika kontrolujacego ekspresje genéw. Lo6rz
i Brown (62) dostarczyli dowoddéw, ze kultura in vitro zmienia rozktad metylacji w DNA, ktory
moze utrzymywac¢ sie nawet w R2. W swoim doswiadczeniu uzyli oni kukurydze, linii
A 188. DNA roslin zmienionych (albinotycznos$¢, kartowatos$é, pasiastosc lisci) jak i nie zmie-
nionych oraz kontroli bylo trawione izoschizomerycznymi restryktazami Hpall i Mspl. Obie te
restryktazy rozpoznawaty sekwencje CCGG. Pienwsza z nich byla jednak niezdolna do ciecia
CmCGG, a druga mCCGG. Natomiast, zadna z nich nie cieta sekwencji mCmCGG. Okazato
sie, ze DNA z roslin zmienionych, jak i niezmienionych, wykazywato inng podatnos¢ na trawie-
nie tymi enzymami niz rosliny kontrolne (nie przeszty przez kulture).

2.7. Zmiany tkankowo-specyficzne

Mechanizm zmian tkankowo-specyficznych jest jak dotad zupetnie nie znany. Spostrzezenie,
ze takie zjawisko wystepuje, zrobit ostatnio Evans (27). Polega ono na tym, ze pewne typy
zmian z wysoka czestotliwoscia mozna uzyskac¢ tylko woéwczas, gdy donorem eksplantatu jest
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tylko okreslona tkanka. Sree Ramolu (92) uzyskat z duza czestotliwoscia pewne allele
samoniezgodnosci (Sl) u Lycopersycon peruvianum tylko wtedy, gdy regenerowat rosliny z kul-
tury pylnikow. Zadna inna droga nie doprowadzita do uzyskania tych alleli. Podobnie Staehr
i inni (94), uzyskiwat z duzg czestotliwoscia, pewne typy zmian struktury kwiatu u Populus tylko
u roslin powstatych droga kultur pylnikowych. W obydwu przypadkach zmiany dotyczty orga-
néw, z ktérych pochodzit eksplantat. Gdyby zbieznos¢ byta nieprzypadkowa a zjawisko po-
wszechniejsze, wowczas bytaby mozliwos¢ - w pewnym stopniu - sterowania zmiennoscia.

W Swietie przeprowadzonych prac nad amplifikacjig DNA w Inie (102) czy w komoérkach
CHO (33), oraz nad metylacjg (40, 90) zjawiska takie mogtyby by¢ wywolywane sterowanag
amplifikacjg DNA, lub nawet sterowang transpozycja jak to bylo w przypadku Cyanobacterium
(32), czy Podospora anserina (50). Takie sterowanie amplifikacja mogtoby polega¢ na
dopuszczalnosci amplifikacji w okreslonej tkance zdefiniowanych odcinkéw DNA. Mogtyby to
tez by¢ epimutacje wywotane tkankowo specyficzng zmiang schematu metylacji. Mogtby tez
istnie¢ zwigzek przyczynowo-skutkowy miedzy takag tkankowo-specyficzng metylacja a ampli-
fikacja odcinka ze zmienionym schematem metylacji, lub jego otoczenia.

Mutacje tego typu sa tym bardziej interesujace, ze wiadomo, iz brak jest jakichkolwiek regut
co do czestotliwosci i spektrum zmiennosci po kulturze.

2.8. Metylacja

Rola modyfikacji DNA, w szczegdélnosci zas zmiany metylacji (hypo/hyper metylacja), w in-
dukowaniu zmian przez kulture in vitro wydaje sie tak wielka, ze Phillips i inni (81), postawili
teze, ze cala zmienno$¢ ma z nig bezposredni lub posredni zwigzek. Czy rzeczywiscie tak jest
zweryfikujg przyszie badania. Jednak dotychczasowe prace, szczego6lnie z ostatnich kilku lat
wskazuja, na wzrastajaca zalezno$¢ miedzy zmianami schematu metylacji, a innymi zmianami
zachodzacymi w komodrkach rosnacych w warunkach in vitro. Tym samym wskazuje to na
rosnaca role tego zjawiska w zmianach komaérkowych. Wynika to z bardzo istotnych funkcji
przypisywanych metylacji DNA, a w szczegdlnosci cytozyn w sekwencji CpG, a u roslin takze
CpNpG, w organizacji i ekspresji materialu genetycznego. Ocenia sie, ze okoto 8% cytozyn
u zwierzat i 32% u roslin jest zmetylowanych (39).

Wykazano, ze metylacja cytozyny w pozycji 5 w komoérkach eukariotycznych w ww. sek-
wencjach ma zwigzek z dwoma pierwszymi poziomami regulacji ekspresji genéw, tj. 1) strukturg
chromatyny i 2) poziomem inicjacji transkrypcji (40,41). Rozklad sekwencji 5'mCpG
i 5’mCpNpG tworzy osobniczy schemat, ktory jest przekazywany przez gamety do kolejnych
pokolen. W kolejnych pokoleniach komérek, moze by¢ on przekazywany dzigki zdolnosci 5'-
metylotransferazy do odtwarzania schematu metylacji DNA po replikacji na matrycy DNA hemi-
metylowanego. Jednakze, w trakcie rozwoju osobniczego, w wyniku proceséw rdznicowania,
starzenia, onkogenezy, czy streséw Srodowiskowych, schematy metylacji ulegaja mniej lub
bardziej trwatym zmianom. Sg reakcjg na bodzce sterujgce ekspresja genow. Jej regulacja
odbywa sie albo poprzez zmiane powinowactwa czynnikdéw transkrypcji, w szczegoélnosci
w miejscach wystepowania tzw. ,,wysp CpG" w obrebie promotoréw, wzglednie poprzez zmiane
struktury chromatyny w obrebie genu (40,41). Do inicjacji transkrypcji najczesciej potrzebna
jest demetylacja tych miejsc (dlatego geny okreslane jako housekeeping najczesciej sa trwale
zdemetylowane, przynajmniej w koricu 5’), chociaz stwierdzono, ze w niektérych przypadkach
transkrypcja genu moze przebiega¢ przynajmniej okresowo, przy zmetylowanym promotorze
(49). Czesto zmiany metylacji, jezeli zdarzg sie w komorkach linii generatywnej, to mogg by¢
przekazywane na potomstwo (62,63), wywotujac tzw. epimutacje. Niekiedy jednak, pewne geny
(fragmenty DNA) sa zmetylowane w gametach zeriskich, natomiast zdemetylowane w game-
tach meskich - jest to zjawisko tzw. imprintingu (96). Jezeli takimi zdemetylowanymi odcinkami
sg transpozony, to poprzez uruchomienie ich moze dojs¢ do wystgpienia licznych mutacji,
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ktére niekiedy moga mie¢ charakter syndromu, jak to wykryto u Drosophila melanogaster i na-
zwano ,,hybrydowa dysgenezg” (12). Zjawisko bardzo przypominajace ,,hybrydowa dysgeneze"
zaobserwowano réwniez prowadzac badania w ogoérkach (69).

Opré6cz normalnej regulacji, zmiany schematu metylacji sg reakcjg na stresowe czynniki
Srodowiska, ktore dziatajg jak ogolne regulatory typu hormondéw, o ktorych zdolnosci do zmian
metylacji wspomniano wczesniej. Kultura in vitro spetnia warunki czynnika stresogennego, ktéry
dodatkowo zawiera zmienne ilosci regulatoréw wzrostu. W kilku ostatnich latach badane byly
zmiany schematéw i ilosci metylacji na réznych etapach kultury in vitro i u regenerantéw, jak
réwniez pokoleniach dalszych, metodami HPLC, analizy najblizszego sasiada i analizy restry-
kcyjnej DNA po cieciu restryktazami izoschizomerycznymi, wrazliwymi na metylacje. Uzyskane
wyniki nie dajg jednak na razie jednolitego obrazu zmian metylacji i jej roli w poszczegoélnych
etapach kultury in vitro i tworzeniu zmiennosci, chociaz mocno popieraja sugestie Phillipsa
i wspotpracownikéw (81). Wiekszos¢ prac wykazuje indukcje zmian metylacji w trakcie kultury
i ich korelacje ze zmiennoscig pojawiajaca sie w zregenerowanych roslinach.

Zmiany metylacji DNA indukowane podczas kultury in vitro mozna wg (2) podzieli¢ na dwa
typy; 1) odwracalne, 2) genetycznie stabilne. LoSchiavo i inni (67), wykazali, ze w kulturze
zawiesinowej marchwi embriogeneza mogta zachodzi¢ tylko przy pewnym poziomie metylacji.
Czasowe jej zwiekszenie poprzez dodanie auksyny (zwiekszenie 5’mC z 15 do 70%) przerywato
embriogeneze. Roéwniez hypometylacja otrzymana poprzez dodanie czynnika blokujgcego
metylacje blokowata embriogeneze. Usuniecie czynnikdw zmieniajgcych metylacje powodowato
przywrécenie ,podstawowego poziomu" (raczej podstawowego schematu) metylacji
i indukowato embriogeneze. W péznym stadium embriogenezy jednak poziom metylacji
wzrastat. Vergara i inni (99) wykazali, ze podczas embriogenezy nastepowaty zmiany metylacji
obydwu cytozyn w sekwencji CpCpG, dwdch z 25 klonéw wybranych z biblioteki DNA mar-
chwi. Natomiast, Morrish i Vasil (75) nie znalezli zadnych zmian ilosciowych i jakosciowych w
kalusie embriogenicznym i nieembriogenicznym w poréwnaniu do eksplantatéw lisciowych po-
branych z trzech miejsc 3, 5i 7 liscia u Pennisetum purpureum. Prawdopodobnie zastosowano
metode o zbyt matej rozdzielczosci (analiza DNA wybarwionego bromkiem etydyny na zelu
agarozowym po cieciu restrykazami Mspl, Hpall, EcoRlIl i BstNI).

Dos¢ intensywnie badany jest stan zmetylowania podczas kultury, powtarzalnych sekwencji
DNA, a szczegOllnie satelitarnego. Blundy i inni (6) wykazali, ze rDNA komorek kalusa w Inie
miato trzy stany zmetylowania, w tym jeden zerowy. Wielkos¢ klasy rDNA niezmetylowanego
byta niezalezna od liczby kopii genéw, ktéra byta zmienna w kulturze. W ten sposéb utrzymy-
wany byt staly poziom rRNA, niezaleznie od liczby kopii genéw. Grisvard i inni (33), badajac
stan metylacji jednej, powtarzalnej sekwencji DNA satelitarnego i dwéch powtarzalnych sekwen-
cji rozproszonych z lisci kultury Cucumis melo stwierdzili, ze stopien metylacji sekwencji sate-
litarnej nie zmieniat sie, natomiast sekwencje rozproszone ulegaly demetylacji, ale liczba ich
kopii zmiejszala sie bardzo mocno. Te dwie prace wskazujg na zwigzek przyczynowy miedzy
stopniem metylacji a redukcjg liczby kopii genéw. Anderson i inni (1), badali stan metylacji
gendw 18S-25S rRNA w réznych czesciach roslin, kalusie z lisci i zregenerowanych roslinach.
WsSrdd organdw roslinnych tylko korzenie réznity sie stopniem metylacji (hypometylacja). Kultura
bardzo zmieniata schematy metylacji, ale utrzymywaly sie one podczas pd&zniejszych etapéw
kultury niezmienione. Autorzy wyrazili poglad, ze krytycznym momentem dla stanu metylacji
rDNA komoérek byt pierwszy podziat. Twierdzg, ze wtedy ustalat sie schemat metylacji, ktory
potem juz nie zmieniat sie. Komérki w ktérych wystepowata hypometylacja regenerowaty, ale
liscie regenerantéw miaty znéw normalny poziom metylacji tych gendw.

Istnieje jednak wiele przykladéw, ze powstate w kulturze schematy metylacji DNA przeka-
zywane sg nastepnym pokoleniom. Niektére z nich omoéwine zostaty wczesniej. Phillips i inni
(81), uzywajac jako sond losowo wybrany klon DNA i ADH1 do analizy RFLP DNA dwunastu
somaklonéw R2 linii Al88 kukurydzy, cietego restrykazami Hpall i Mspl, stwierdzili, ze w przy-
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padku sondy losowej, tylko jeden somaklon byt identyczny z forma wyjSciowa, natomiast
w przypadku ADH1 - osiem. Wszystkie somaklony pochodzity z jednego eksplantatu (zarodek).
Wszystkie te rosliny byly jednak fenotypowo normalne. Nie wykazywaly one réwniez polimor-
fizmu po cieciu restryktazami niewrazliwymi na metylacje. Deumling i Clermont (23) oproécz
redukcji o ponad 25% satelitarnego DNA u triploidalnej formy Scilla siberica, stwierdzili réwniez
u regenerantéw redukcje metylacji cytozyn, nie bylo jednakze znacznych zmian sekwencji za-
sad GC. Natomiast Rode i inni (87), stwierdzili brak zmian metylacji rDNA regenerantéw psze-
nicy. Brown i inni (15), badali zmienno$¢ wsrdéd roslin ryzu pochodzacych z protoplastow.
Analiza poréwnawcza RFLP DNA, cietego restrykazami wrazliwymi i niewrazliwymi na metylacje
wykazata, ze caly polimorfizm nie moze by¢ spowodowany tylko zmianami metylacji DNA.

Wydaje sie, ze regulacyjna rola metylacji DNA w kulturach in vitro bezposrednio zostata
wykazana w pracach nad transpozonami i formami transgenicznymi. Brettell i Denis (11), do-
starczyli dowodow, ze kultura zmienita status metylacji uruchamianego elementu Ac. Aktywnos¢
elementu mierzono iloscig wycietych elementéw Ds. Zmieniony schemat metylacji elementu byt
dziedziczony (stabilnie przekazywany przez mejoze). Autorzy obserwowali w regenerowanych
roslinach tylko tendencje do demetylacji, natomiast nie bylo tendencji do metylacji (inaktywacji)
elementu Ac. Inaczej reagowat transpozon Mn. Kultura nie uruchamiata elementéw niektywnych
(negatywna korelacja - 15), ale zwiekszata aktywnos¢ juz aktywnych (44,82).

Hapburn i inni (38), stwierdzili, ze linia FT37/1 Agrobacterium tumefaciens, wprowdzala do
Inu 22 - 24 kopii DNA, ktére byly w skrajnie wysokim stopniu zmetylowane w zréznicowany
spos6b. Metylacja byta skorelowana ze skrajnie niska ekspresjg syntazy nopalinowej. Trakto-
wanie 5-azacytydyna w stezeniu 3 x 10~@M powodowato demetylacje Srednio jednej kopii genu
na komoérke. Demetylacji towarzyszyt wzrost transkrypcji genu. Wysoki stopien metylacji komé-
rek tumorow, jak sie wydaje, jest zgodny z wczesniejszym stwierdzeniem, ze hormony zmieniajg
poziom metylacji DNA, lub moze by¢ to blokowanie ,,niepotrzebnego” DNA, jak o tym wspo-
mniano w przypadku rDNA.

Interesujacym przyktadem regulacji genéw wydaje sie wykluczanie ekspresji T-DNA obec-
nego w komoérce po wprowadzeniu droga powtérnej transformacji innego T-DNA. Obecnosc¢
nowego T-DNA powodowata zmetylowanie starego i jego zablokowanie. Usuniecie po&zniej
wprowadzonego T-DNA powodowato demetylacje i ekspresje wczesniejszego (70).

W komérkach roslinnych rosnacych in vitro w odréznieniu od zwierzecych metylowana
moze by¢ nie tylko cytozyna. Dhar i inni (21), stwierdzili, ze w ryzu, w wysokim stopniu tkan-
kowo specyficznie, metylowana rowniez byfa adenina nukleotyd, ktdry normalnie w tkance nie
jest metylowany. Miiller i inni (76), wykazali w tym przypadku wyrazna korelacje miedzy iloscia
6mA w zregenerowanych roslinach a iloscia zmian DNA. Modyfikacja ta wydaje sie niefizjolo-
giczng, dlatego by¢ moze autorzy moga uwaza¢ miejsca te jako tzw. hot spots mutacji, mimo
ze ta modyfikacja nie jest wymieniana jako produkt dziatania ktéregos$ z wazniejszych mutage-
now (45). Wynikatoby, ze modyfikacja adeniny w pozycji 6 destabilizuje ja, a reperacja nie
zawsze jest doktadna, wzglednie zmienia komplementacje. Modyfikacja cytozyn w pozycji 5
okazuje sie wysoce mutagenna, poniewaz zmetylowane cytozyny bardzo szybko droga oksy-
datywnej deaminacji ulegaja przemianie w tyminy, jednak w warunkach in vivo stata aktywnosc¢
wysoce wyspecjalizowanych uktadéw reperacyjnych selektywnie naprawiajacych niewtasciwe
TG do CG utrzymuje DNA w nie zmienionym stanie (100,101). W warunkach in vitro nie mozna
jednak wykluczy¢ tej drogi mutacji.

Z przedstawionego przegladu wynika, ze kultura prawie zawsze zmieniata metylacje DNA
komoérkowego, przy czym najczesciej byta to hypometylacja. Status metylacji mogt ulega¢ zmia-
nie pod wptywem niektérych czynnikéw Srodowiska, np. auksyny podwyzszajg poziom mety-
lacji DNA natomiast cytokininy (2) i wiele innych, powodowato jego hypometylacje. Efekt wielu
czynnikoéw, ktore majg bardzo duzy wptyw na kulture, np. ciSnienie osmotyczne, zawarto$¢
i forma azotu itd., nie byt badany. Czesto nowe schematy metylacji byly stabilne.
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Metylacja zdaje sie spetniac¢ role zaréwno regulacji ekspresji gendéw (transpozony, T-DNA,
blokowanie rDNA), jak i chronigca cate odcinki DNA przed degradacjg (rDNA, T-DNA). Ten typ
zmian mozna uwazac za epimutacje. W przypadku T-DNA i rDNA metylacja, jak sie wydaje,
wystepuje dopiero po amplifikacji. Nie wykluczone, ze ilos¢ zamplifikowanego DNA zalezy od
rozmiaréw metylacji. Niemetylowane ,,nieczynne"” kopie moga by¢ usuwane, jak w przypadku
rozproszonych elementéw, u C. melo (33). Wobec tego zmiana stanu metylacji DNA bytaby
wynikiem jego przebudowy (amplifikacji) lub przyczyna, zaleznie od okolicznosci. Czy metylacja
moze wywotywaé¢ amplifikacje? Arnholdt - Schmitt i inni (3), nie stwierdzili takiego zwigzku.
Z kolei wyniki Reeda i Wernsmana, (85) wykazujace amplifikacje DNA pod wptywem auksyn
sugeruja istnienie takiego zwigzku.

W wyniku kultury in vitro zachodzg zjawiska, ktorych wyjasni¢ inaczej jak zmianami metylacji
(ewntualnie niekiedy amptifikacjg) na razie sie nie da. Nalezg do nich, wspomniana juz masowa
zmiennosc¢ cech ilosciowych polegajaca na zwiekszeniu zaréwno wariancji, jak rowniez srednich
w somaklonach (nagta jednorazowa zmiana) i to czesto w pokoleniu regenerantéw, pojawianiu
sie z bardzo duza czestotliwoscig mutacji dominujacych, homozygotycznych, uzyskiwanie zja-
wiska heterozji w krzyzéwkach somaklonéw z formami wyj$Sciowymi, jak sie przypuszcza, w wy-
niku aktywacji dominujgcych lub epistatycznych alleli (78,81), pojawianie sie bialek genéw nor-
malnie zablokowanych (17 i 20, za 81), Metylacja, jak sie wydaje, jest przyczyng regulacji
genéw, epimutacji i bezposrednig lub posrednig przyczyng wielu mutacji.
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Summary

The variability, to be appeared as an in vitro culture result has been called somaclonal variation, and
occured to be serious problem for wide sense biotechnology of plants. The variability has been obtained,
can be both, geneticai or epigenetical nature. The wide changes induced by in vitro culture factors have
been causes of that fenomenon, mainly during “unorganized"” growth faze. The advances in molecular in-
vestigations of somaclonal variation, to be obtained for the last few years, allowed to find some processes
could be responsible for somaclonal variation appearing. At present, the main fenomenons leading to ap-
pearance of the somaclonal variation have been thought: changes of methylation pattern, amplification
and deamplification of DNA, nucleotide pull imbalance, late replication of chromatin, transpozons, and dif-
ferent type of recombinations.
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