DOI: 10.37317/biul-2003-0001

NR 230 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2003

ADAM J. LUKASZEWSKI
Department of Botany and Plant Sciences, University of California, Riverside, CA 92521, USA

Inzynieria chromosomowa w ulepszaniu roslin
uprawnych

Chromosome engineering in improvement of crop plants

Inzynieria chromosomowa jest dzialaniem, majacym na celu wprowadzenie do rosliny uprawnej
fragmentu chromatyny z pozadanym genem czy locus, badZ zmiang struktury chromosomow,
podwyzszajaca warto$§¢ uzytkowa. Wytworzone konstrukty chromosomowe musza kompensowaé
nieobecnos¢ oryginalnego chromosomu; aby unikna¢ wprowadzania cech sprzgzonych introgesje
z dzikich gatunkéw powinny obejmowa¢ minimalna ilo§¢ chromatyny. Techniki inZzynierii
chromosomowej obejmuja losows fragmentacje chromosoméw i samoistne faczenie fragmentow
w nowe uklady, badz wymuszong rekombinacje chromosomoéw. Fragmentacja produkuje znaczne
liczby translokacji, ale wiekszo$¢ z nich jest niekompensujaca. Rekombinacja pozwala kontrolowaé
pozycje i wielkos¢ introgresji, ale czesto wymaga selekcji z olbrzymich populacji. Dobdér metody
powinien zaleze¢ od celu zadania jak i dostepnych srodkéw.
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Chromosome engineering is an activity aiming at the introduction into crop plants of chromatin
fragments with a desirable genes or loci, or changes in chromosome structure that increase crops’ end
value. New chromosome constructs must compensate the absence of original chromosomes; to
minimize genetic drag, in introgressions from wild relatives the amounts of transferred chromatin
should be kept at minimum. The available techniques include chromosome fragmentation followed by
random fusion of fragments into chromosome structures, or induced recombination. The fragmentation
approaches produce many translocations but a majority of them are non-compensating. Recombination
offers a good measure of control of the location and size of the introgression but requires screening of
large populations. The selection of the appropriate technique should be based on specific goals and the
available resources.
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Chromosomy sa nosnikami wigkszosci informacji genetycznej obecnej w komdrkach
organizmow wyzszych. Ztego wzgledu, jakiekolwiek doswiadczenia genetyczne czy
wysitek hodowlany obejmujg, de facto, manipulacje chromosomowe. W pewnych jednak
sytuacjach, zwlaszcza, kiedy tworzy si¢ mieszance oddalone dla celow hodowlanych,
konieczne sa szczegodlne kroki, aby wymusi¢ na chromosomach specyficzne zachowania,
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badz aby stworzy¢ nowe ich warianty czy formy. Takie swiadome manipulacje
chromosomami w celu ulepszenia roslin uprawnych zostaty nazwane inzynierig chromo-
SOmMowa przez tworce tej dziedziny, E. R. Sears’a (1981).

W ciagu kilku ostatnich dziesiatkow lat hodowcy i genetycy roslin opracowali szeroki
wachlarz technik isysteméw manipulowania chromosomami, zaréwno w celach
badawczych jak i hodowlanych. Ten artykut koncentruje si¢ na technikach o bezposrednim
zastosowaniu w ulepszeniu ro$lin uprawnych; metody stosowane w badaniach naukowych,
a bez praktycznego zastosowania w hodowli roslin, nie beda tutaj omawiane. Tym samym,
gtéwnym kryterium wiaczenia do niniejszego artykutu konkretnej techniki badz systemu
manipulowania chromosomami jest zastosowanie ich/jej wynikdw w praktycznej hodowli.
Stosujac takie kryterium jako punkt wyjsciowy, mozna by sformutowaé nastepujaca
definicje inzynierii chromosomowej: $wiadome dzialanie, majace na celu
wprowadzenie z gatunku pokrewnego do uprawnego fragmentu chromatyny, ktéry
zawiera pozadany gen czy locus, badz taka zmiana struktury chromosoméw
W roslinie uprawnej, ktora podwyzsza jej wartosé¢ uzytkowa. W wiekszosci
przypadkdw, inzynieria chromosomowa ma na celu przeniesienie do gatunkéw uprawnych,
gtéwnie z nieudomowionych gatunkéw pokrewnych, genéw odpornosci na choroby,
szkodniki, badzZ niekorzystne warunki srodowiska.

Poniewaz kazda nowa odmiana musi przejs¢ przez sito Kryteribw rejestracji,
oczywistym jest, ze produktywnosc¢, szczegolnie U roslin uprawianych na ziarno, nie moze
ucierpie¢ w wyniku manipulacji chromosomowych. W dyskusjach uzywa si¢ argumentu,
ze jezeli niekorzystny czynnik stresu biotycznego czy abiotycznego uniemozliwia uprawe
danej ro$liny, wprowadzenie odporno$ci nawet przy wydatnie ograniczonej
produktywnosci jest nadal korzystne. W rzeczywistosci autorowi nie sg znane szersze
przypadki uprawy odmian o ograniczonej produktywnosci. By¢ moze, dlatego ze
optacalno$¢ uprawy takich odmian jest niska irozsadniejsza alternatywa jest uprawa
innego gatunku.

Wymog normalnej produktywnosci linii introgresywnej wprowadza dwa ograniczenia
zakresu manipulacji chromosomowych. Po pierwsze, wyprodukowany konstrukt chromo-
somowy musi by¢ genetycznie ekwiwalentny do chromosomu, ktory ma zastapi¢, czyli
musi w petni kompensowac nieobecnos¢ oryginalnego chromosomu. Po drugie, poniewaz
w wigkszosci przypadkOw dawca pozadanego genu/locus jest dziki krewny, ilos¢
chromatyny wprowadzanej do gatunku uprawnego wraz z pozagdanym genem powinna by¢
niewielka, aby unikngé tzw. genetic drag, czyli wprowadzania sprzezonych cech
z nieudomowionej puli genowej.

Nawet pobiezny przeglad literatury sugeruje, ze w introgresjach miedzygatunkowych
I migdzyrodzajowych istnieja powazne roéznice pomiedzy gatunkami poliploidalnymi
a diploidalnymi. By¢ moze bardziej prawidtowe bytoby rozgraniczenie na gatunki
autoploidalne, czyli posiadajgce kopie tego samego genomu, w tym i diploidy, oraz gatunki
alloploidalne, czyli posiadajace pary spokrewnionych, ale nieidentycznych genoméw. Te
roznice miedzy auto- ialloploidami wynikaja z oczywistego faktu, ze wylacznie
koniugacja w biwalenty zapewnia regularng mejoze, czyli wysoka skuteczno$¢ produkcji
genetycznie sprawnych gamet. Koniugacja w inne konfiguracje zawsze oznacza pewien
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stopien niestabilnosci. Z tej obserwacji wynika, ze w diploidach sprawniejsze formowanie
biwalentow jest mozliwe wtedy, kiedy kryteria doboru partneréw do koniugacji sa luzne.
Luzne kryteria pozwalajg ignorowaé pewne roéznice spokrewnionych, ale nieidentycznych
chromosomow. Nalezy oczekiwac, przeto ze jezeli kryteria koniugacji sa luzne, koniugacja
homeologow jest dopuszczalna. Poniewaz koniugacja prowadzi do rekombinacji (crossing
over), introgresja pozadanych gendw/loci nie powinna nastrecza¢ wigkszych ktopotow.
Ciekawym przypadkiem ilustrujagcym tego typu zachowanie chromosomOw sa mieszance
oddalone traw z rodzajow Lolium i Festuca, gdzie homeologi koniuguja i rekombinuja ze
sobg z niestychang wprost czestotliwoscia (Zwierzykowski i in., 1999). Dzieje si¢ tak
pomimo olbrzymich réznic chromosoméw na poziomie DNA: sg one tak duze, ze
pozwalaja na rozréznianie pochodzenia fragmentow genomu za pomoca prostych technik
hybrydyzacji in situ genomowego DNA. Sadzac z czestosci introgresji, rekombinacja
homoeologéw w mieszancach oddalonych ryzu (Jena i in., 1992), pomidoréw (Chetelat
i Meglic, 2000), ziemniakdw (Guzowska-Zimnoch, 2001), i wielu innych diploidéw
rowniez musi by¢ czgsta. W hodowli diploidalnych roslin uprawnych rutynowo stosuje si¢
krzyzowania oddalone iwyprowadza linie introgresywne bez straty nawet chwili na
wymyslne techniki manipulowania chromosomami. Nie sa one konieczne.

W gatunkach alloploidalnych sytuacja jest diametralnie rézna. Te gatunki sg
skonstruowane z wiecej niz dwoch zestawow chromosomoéw (genomow) i zazwyczaj te
genomy sa blisko spokrewnione. Tym samym, bez specjalnej kontroli spokrewnione
chromosomy miatby tendencje do koniugacji w konfiguracje obejmujace wigcej niz pary
(czyli w multiwalenty), co wydatnie obnizatoby regularno$¢ mejozy. Ten problem
wyraznie ilustrujg doswiadczenia z nowo wyprodukowanymi amfiploidami, jak pszenzyto,
ktore sa niestabilne mejotycznie i tym samym maja niska ptodnosé. W sytuacji, kiedy
w jadrze obecne sg wiecej niz dwa zestawy spokrewnionych chromosomoéw, korzystnym
z punktu widzenia sprawno$ci mejozy jest wprowadzenie sztywnych kryteriow doboru
partneréw do koniugacji. Tylko restryktywne kryteria homologii zapewniajg koniugacje¢
w biwalenty iwykluczaja koniugacj¢ homeologiczng. Doskonatym przyktadem
restrykcyjnych kryteriow homologii jest pszenica, alloploid ztozony z trzech par blisko
spokrewnionych genomoéw, A, B iD. Poza niewielkimi réznicami strukturalnymi, te
genomy sa praktycznie identyczne z punktu widzenia genetycznego (Gale i in., 1993), cho¢
fizyczne roznice w budowie chromosomow sa ewidentne. Genomy A, B i D w pszenicy
nie sg w stanie ze soba koniugowa¢, bo nie dopuszcza do tego system genetyczny Ph,
z ktorego gtowny gen Phl jest ulokowany na chromosomie 5B (Riley i Chapman, 1958;
Sears i Okamoto, 1958). System Ph1 pszenicy jest tak restrykcyjny, ze czesto koniugacja
bona fide homologdw (w mieszancach migdzyodmianowych) jest utrudniona, badz
niemozliwa (Dvorak i McGuire, 1981). Przy tak restrykcyjnych kryteriach koniugacji
praktycznie nie ma mozliwosci koniugacji homeologicznej i introgresje miedzygatunkowe
czy migdzyrodzajowe wymagaja skomplikowanych operacji. W zasadzie wyklucza to
mozliwos¢ wykonania takich introgresji w rutynowy sposob bezposrednio w programie
hodowlanym.

Pszenica nie jest jedynym alloploidem z restrykcyjnym system kontroli koniugacji
chromosoméw. Oznaki obecnosci podobnych systeméw zaobserwowano w Festuca
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arundinacea (Jauhar, 1993) i w alloploidach rodzaju Agropyron (M. Feldman, informacja
ustna). Mozna bezpiecznie zaklada¢, ze wigkszos¢, jezeli nie wszystkie, alloploidy
z biwalentng koniugacjg chromosomow w MI meiozy posiadaja diploidyzujace systemy
genetyczne podobne do systemu Ph w pszenicy, ktére rozpoznaja stopien podobienstwa
chromosomow i wykluczaja koniugacj¢ homeologdéw (Dubcovsky i in., 1995; Luo i in.,
1996).

METODY INZYNIERII CHROMOSOMOWE]

Zakres technik manipulowania chromosomami jest niezwykle bogaty, ale mozna je
zgrupowa¢ w dwie Kkategorie: metody polegajace na fragmentacji chromosomow oraz
metody polegajace na indukowanej rekombinacji. Kazda kategoria ma zalety i wady.

Fragmentacja chromosomow polega na losowym rozrywaniu i losowym taczeniu
powstatych fragmentéw w nowe kombinacje (translokacje). Rozrywanie moze odbywaé
si¢ poprzez mechanizmy genetyczne badz fizyczne. Wérdd mechanizméw genetycznych,
Masoud-Nejad i wsp. (2002) wykorzystali tzw. gametocidal chromosomes, chromosomy
obcych gatunkéw, ktérych obecnos¢ w pszenicy powoduje losowe ciecia chromatyny,
W manipulacjach zytniego ramienia 1RS. Nieco mniej losowym sposobem bytoby
wykorzystanie inwersji dla inicjacji tzw. breakage-fusion-bridge cycles w konkretnych
ramionach chromosomoéw, ale ta metoda nie byla jeszcze prébowana w celach
hodowlanych. Wéréd mechanizméw fizycznych najczesciej stosowane jest napromie-
niowanie albo catych roslin, albo ich cz¢sci, co powoduje rozrywanie wiékien chromatyny.
Laczenie rozerwanych fragmentow jest samoistne i nie wymaga specjalnych wysitkow.

Inzynieria chromosomowa oparta na fragmentacji ma szereg zalet: nie wymaga
pokrewienistwa chromosomow, specjalnych materiatow czy linii, doswiadczenia badz
wiedzy o gatunku i wymaga stosunkowo niewielkich naktadéw pracy. Jej zasadniczag wada
jest losowos¢. Biorgc pod uwage olbrzymie ilosci DNA w jadrach itym samym,
astronomiczna liczbe mozliwych punktdéw zerwania chromosomoéw, nawet jezeli nie sg one
rozmieszczone zupetnie losowo (Kiinzel i in., 2001) i jeszcze wigksza liczbe mozliwych
kombinacji taczenia zerwanych fragmentdw, prawdopodobienstwo stworzenia
kompensujacej translokacji przez losowg fragmentacje jest znikome. Tym samym, losowe
translokacje roznig si¢ wylacznie stopniem braku kompensacji. Niemniej, moze si¢
zdarzy¢, ze konstrukt chromosomowy wyprodukowany przez metody losowe nadaje sie do
wykorzystania w rolnictwie, jak zdarzyto si¢ z introgresja z Aegilops umbellulata (Sears,
1956).

Skutecznos¢ zastosowania metod fragmentacji moze by¢ r6zna w zalezno$ci 0 poziomu
ploidalnosci manipulowanego gatunku. W diploidach, selekcja gametyczna automatycznie
usuwa niekompensujgce konstrukty chromosomowe. Tym samym istnieje dobra
gwarancja, ze translokacje przekazane do nastgpnych pokolen (generatywnych) spetniaja
przynajmniej minimalne wymogi genetyczne. Dla odmiany w poliploidach, pokusa
korzystania z fragmentacji jest wigksza ze wzgledu na nizsze prawdopodobienstwo
crossing over, akompensacja dodatkowych gnoméw pozwala na przezycie
niekompensujacym translokacjom. Skutek jest taki, ze pszenica, alloploid z bardzo
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restryktywnym system kontroli koniugacji chromosomoéw, ma niekwestionowany rekord
Swiata w liczbie publikacji naukowych poswieconych translokacjom, ktére aczkolwiek
wyprowadzone do celéw czysto praktycznych, sg zupetie bezuzyteczne z praktycznego
punktu widzenia (patrz Friebe i in., 1996).

Indukowana rekombinacja homoeologiczna jest podstawowym aspektem systemu
inzynierii chromosomowej opracowanego przez E. R. Sears’a (1981). Jej wykorzystanie
zalezne jest od spetnienia kilku podstawowych wymogdéw: manipulowane chromosomy,
tzn. dawca pozadanej cechy/locus oraz jej odbiorca musza by¢ wystarczajaco blisko
spokrewnieni, aby koniugowa¢ w mejozie, nawet jezeli w minimalnym tylko stopniu;
dawca iodbiorca nie moga zasadniczo rozni¢ si¢ strukturalnie poniewaz moze to
uniemozliwi¢ inicjacj¢ koniugacji (Curtis i in., 1991; Kasha i Burnham, 1965; Nasuda i in.,
1998) oraz niezbedne sg specjalne linie/materiaty, pozwalajace na indukcje rekombinacji.
Zaleta inzynierii chromosomowej opartej na rekombinacji jest mozliwosé precyzyjnego
kontrolowania miejsca irozmiaru introgresji. Poniewaz manipulacja oparta jest na
rekombinacji, a ta z kolei mozliwa jest wytacznie, Kiedy spetnione sa pewne minimalne
wymagania podobienstwa na poziomie DNA (Shen i Huang, 1986), pozadany locus z cala
pewnoscig znajdzie sie we wiasciwym sobie miejscu w genomie, a nowy konstrukt
chromosomowy bedzie kompensujacy. Za wadg moga by¢ uznane spore naktady pracy,
jakich to podejscie wymaga.

W dwustopniowym systemie E. R. Sears’a (1981) opracowanym dla pszenicy, chro-
mosom-dawca pozadanego locus jest wprowadzony do genomu pszenicy i zmuszany do
koniugacji z wybranym odbiorca-chromosomem pszenicy. Praktycznie, to zmuszanie
odbywa si¢ przez usunigcie badz przez supresj¢ genu Phl, gtdwnego genu w pszenicy
odpowiedzialnego za restryktywna koniugacje chromosoméw. Pod nieobecnosé¢ Phl
koniugacja homoeologiczna jest dopuszczalna i moze by¢ bardzo czesta, cho¢ nawet
w obrebie jednego potencjalnego dawcy pozadanych gendw, jak zyto, potrafi by¢ bardzo
rozna dla réznych ramion chromosomoéw (Naranjo i Fernandez-Rueda, 1996) i tylko czes$¢
ztych roéznic ma podioze strukturalne (Devos i in., 1993). Wsrod potomstwa
odselekcjonowane sa zrekombinowane chromosomy. Selekcja moze by¢ cytologiczna,
badz poprzez markery genetyczne w znanych pozycjach na chromosomach dawcy
i odbiorcy, czy przez wykorzystanie markerow DNA, czy tez r6zne kombinacje tych
metod.

Z niejasnych powoddw rekombinacja homeologiczna w pszenicy ograniczona jest
prawie wytacznie do pojedynczych wymian (cross overs) na ramig (Lukaszewski, 1995).
Z tego powodu, zrekombinowane chromosomy w zdecydowanej wiekszo$ci sg jedno-
punktowymi translokacjami, w jednej z dwdch mozliwych konfiguracji: pszeniczne
chromosomy z terminalnym segmentem z chromosomu dawcy i chromosomy dawcy
z terminalnym segmentem z pszenicznego chromosomu-odbiorcy. Te chromosomy sg
zwane rekombinantami pierwotnymi (pierwszego rzedu) (Lukaszewski, 2000). Sg one
testowane na obecno$¢ pozadanego locus oraz mapowane genetycznie dla okreslenia
pozycji punktu wymiany w stosunku do pozgdanego locus. Mapowanie moze odbywac¢ sie
na kilka sposobow: tanim, cho¢ mato precyzyjnym podejSciem jest obserwacja czestosci
koniugacji z testerami; drogim, ale szybkim i precyzyjnym jest wykorzystanie markerow
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DNA. Zkazdej z dwdch konfiguracji rekombinantow pierwotnych wybrany jest taki
rekombinant, ktory posiada pozadany locus oraz ma najblizszy mu punkt translokacyjny.

W drugim etapie dwustopniowego systemu E. R. Sears’a, wyselekcjonowane dwa
rekombinanty pierwotne sa wprowadzane do jednej rosliny, ktora teraz ma normalny
poziom kontroli koniugacji (praktycznie, ma normalny gen Ph1). Obecnos¢ Phl dopuszcza
wylacznie koniugacje homologiczng. Jedynym odcinkiem homologii wspélnym dla
obydwu rekombinantéw pierwotnych jest odcinek chromosomu dawcy pomigdzy
punktami translokacyjnymi. Wymiana (crossing over) wtym odcinku homologii daje
chromosom pszenicy z interkalarng wstawka obcej chromatyny, ktora zawiera pozadany
locus oraz normalny (i nieprzydatny) chromosom dawcy.

Precyzja tego typu manipulacji, czyli wielkos¢ odcinka chromosomu dawcy
wprowadzonego do chromosomu pszenicy, zalezy od dwdch czynnikéw: od wielkosci
populacji rekombinantéw pierwotnych i od precyzji mapowania punktéw translokacyjnych
w tych rekombinantach. Z kolei wielkos¢ populacji rekombinantéw pierwotnych jest
prosta funkcja wielkosci analizowanej populacji wyjsciowej oraz skutecznosci selekcji.
Jezeli znana jest czestos¢ koniugacji chromosomu-dawcy i odbiorcy, wielkos¢ wyjsciowej
populacji, z ktérej beda selekcjonowane rekombinanty pierwotne, niezbednej dla
osiggniecia z zadowalajagcym prawdopodobienstwem pozadanej precyzji, oblicza sig¢
wedtug nastepujacego wzoru:

e log(1—0,95)
~ log(1-P)

gdzie:

n = wielko$¢ préby

P = czgsto$¢ zdarzenia, tutaj prawdopodobienstwo rekombinacji.

Z rownania wynika, ze jezeli donor i odbiorca koniuguja z czgstotliwoscia 1%, oraz
oczekuje sig, ze produkt ostateczny bedzie zawieral nie wigcej niz 1 ¢cM obcej chromatyny
wokot przenoszonego locus, konieczne jest przeselekcjonowanie populacji 29800
osobnikow dla 95% prawdopodobiefistwa uzyskania dwoch wiasciwych punktéw
wymiany w rekombinantach pierwotnych, koniecznych dla osiagnigcia celu. Jezeli
zrodtem pozadanego locus jest dziki krewny gatunku uprawnego, cel 1 ¢cM wokot
pozadanego locus nie wydaje si¢ ekstrawagancki, a 1% koniugacji dla obcych
chromosomow w pszenicy nie jest niski (patrz Naranjo i Fernandez-Ruead, 1996). Oznacza
to, ze w wigkszosci przypadkéw inzynierii chromosomowej opartej na indukowanej
koniugacji homeologicznej, trzeba sie liczy¢ z koniecznosciag selekcji w duzych
populacjach wyjsciowych.

W praktycznym zastosowaniu dwustopniowej metody E. R. Sers’a, Lukaszewski (2000)
podjat prébe manipulacji zytniego ramienia chromosomu 1RS. W translokacji 1RS.1BL to
rami¢ wprowadza do pszenicy zytnie geny odpornosci na choroby Pm8, Sr31, Lr26 i Yr9,
pozytywnie wptywa na plon (najprawdopodobniej przez zwickszanie masy korzeni, J. G.
Waines, inf. ustna), ale wydatnie obniza warto$¢ wypiekowa. Selekcja z populacji
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wyjsciowej liczacej 17006 osobnikow wyizolowata 103 rekombinanty pierwotne 1RS
z 1BS (rekombinanty 1RS z 1AS i 1DS réwniez byty obecne, ale byty nieprzydatne w tym
kontekscie). Mapowanie tych rekombinantéw wykazato, ze geny odpowiedzialne za
jakos¢: Gli-B1 i Glu-B3 pszenicy oraz Sec-1 zyta sa ulokowane w niekorespondujacych
sobie miejscach chromosoméw (odpowiednio 1BS i 1RS) idla dalszej komplikacji, sa
rozdzielone segmentem zawierajgcym wszystkie istotne geny odpornosci. To wymusito
wyprodukowanie nie tylko rekombinantow wtdérnych (z pojedynczymi interkalarnymi
wstawkami pszenicy w ramieniu zyta), ale rowniez rekombinantéw trzeciego rzedu. Te
rekombinanty sa zytnimi ramionami 1RS z dwiema wstawkami z 1BS pszenicy: wstawka
dystalna wprowadza Gli-B1 i Glu-B3; wstawka proksymalna usuwa segment 1RS z locus
Sec-1. Uzyskanie rekombinantow wtérnych wymagato selekcji sposrod 6099 osobnikdw;
uzyskanie rekombinantéw trzeciego stopnia wymagato selekcji sposrod 1043 osobnikdw.
Lacznie cate przedsigwzigcie wymagato analizy 24743 ro$lin. Ta populacja byta znacznie
mniejsza niz wskazana przez rOwnanie podane powyzej, czyli do pewnego stopnia operacja
polegata na szczesciu. Dodatkowo, w proces produkcji rekombinantow wtdérnych
wkomponowane byto mapowanie genetyczne znacznej grupy rekombinantow
pierwotnych, co 0szczedzito sporo czasu i funduszy.

Powyzsze rozwazania Ssugeruja jednoznacznie, ze duze populacje wyjsciowe
gwarantuja wigksza liczbe rekombinantdw pierwotnych, a tym samym, wyzsza precyzje
inzynierii chromosomowej. Z drugiej strony, duze liczby rekombinantéw pierwotnych
komplikuja proces mapowania punktow wymian: mapowanie staje sie trudniejsze
i drozsze, bo uzyskanie rozdzielczosci rzedu 0,5 cM zazwyczaj wymaga zastosowania
Kilku systemow markerow. Autor podejrzewa, ze w pewnym punkcie dalsze podwyzszanie
rozdzielczosci mapowania moze okaza¢ si¢ nieoptacalne iten punkt be¢dzie wyznaczat
rozsagdna wielkos¢ populacji rekombinantéw pierwotnych, atym samym wielkosé
populacji wyjsciowe;j.

Kolejnym czynnikiem ograniczajacym wielkos¢ populacji rekombinantéw pierwotnych
jest zaleznos¢ pomiedzy strukturg chromosomow, a ich zdolnoscig do koniugacji. Nawet
identyczne dtugie odcinki chromosomdw nie sg zdolne do koniugacji, jezeli zawierajace je
chromosomy r6znig sie od siebie strukturalnie w okolicach telomeru (Lukaszewski, 1997).
Poniewaz dwa rekombinanty pierwotne, wyselekcjonowane do drugiego etapu
manipulacji, majg przeciwstawna strukture w okolicach telomeru (jeden ma tam segment
pszenicy, a drugi dzikiego dawcy), ich zdolnos¢ rekombinacji we wspolnym segmencie
homologii jest zawsze powaznie ograniczona. Latwo sobie wyobrazi¢ sytuacje, kiedy
segment homologii wspdlny dla dwoch wybranych rekombinantéw jest tak niewielki, ze
albo nie bgdzie w ogdle rozpoznany jako homologiczny, badz bedzie zbyt krotki na
utworzenie chiasmy. Tym samym, otrzymanie rekombinantow wtérnych bedzie
niemozliwe.

Pytaniem, na ktore jak dotad nie ma odpowiedzi opartej na wystarczajacej liczbie
obserwaciji jest kwestia, czy wysoka precyzja inzynierii chromosomowej jest rzeczywiscie
niezbedna. Czgsto powtarzanym dogmatem jest twierdzenie, ze introgresje
z nieudomowionej puli genowej wiazg si¢ z ogélnym spadkiem stopnia adaptacji
materiatdw hodowlanych i wprowadzaja wiele cech gatunkow dzikich. Wiele obserwacji
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wydaje si¢ to potwierdza¢ (Duvick, 1990). Z drugiej strony, znane sa przypadki ilustrujace
nieoczekiwane pozytywne efekty takich introgresji. W pszenicy, introgresja segmentu
chromosomu z Agropyron elongatum, stworzona dla wprowadzenia genu Lr19, odpornosci
na rdze lisciowa, rdwniez wprowadzita bardzo niekorzystny gen Yp, zottego zabarwienia
maki, ale i wysoce pozytywny czynnik zwyzki plonu (Singh i in., 1998). Wspomniana
powyzej introgresja zytniego ramienia 1RS do pszenicy nie tylko wprowadzita szereg
gendéw odpornosci na choroby i szkodniki, ale réwniez podniosta plon, jednoczesnie
obnizajac wartos¢ wypiekowa. Introgresja segmentu chromatyny z genem Lr47 z Aegilops
speltoides do pszenicy wydaje sie zwickszaé sztywno$é stomy w pszenicy heksaploidalnej
(Dubcovsky, inf. ustna), ale w pszenicy durum zmniejsza ktos do karykaturalnych
rozmiardw. Te przyktady wskazuja, ze tzw. genetic drag wywotuje skutki nie tylko
negatywne, oraz ze moga one by¢ bardzo rozne w zaleznosci od tta genetycznego.

Poza czestoscia rekombinacji chromosomu-dawcy i odbiorcy, oraz rozdzielczosci
wybranej metody mapowania pozycji punktéw translokacyjnych w stosunku do
przenoszonego locus, w planowaniu intregresji miedzygatunkowych i miedzyrodzajowych
warto rozwazy¢ kilka dodatkowych czynnikow. W$réd nich wazne sg: stopien
pokrewiefistwa i roznice strukturalne dawcy iodbiorcy, rozmieszczenie rekombinacji
homeologicznej w stosunku do lokalizacji przenoszonego genu, réznice pomiedzy
fizycznym a genetycznym rozmieszczeniem rekombinacji, tzw. wiernos¢ (fidelity)
rekombinacji homoeologicznej (czyli sktonno$¢ chromosomu dawcy do rekombinowania
z wybranym chromosomem-odbiorca, anie innymi homeologami) oraz mozliwosci
manipulowania rozmieszczeniem rekombinacji. Kazdy ztych czynnikdw moze mieé
zasadniczy wptyw na powodzenie lub niepowodzenie podjetego zadania. Szczegdtowe
omawianie ich w tym miejscu znacznie przekroczytoby dopuszczalne rozmiary artykutu,
tym bardziej, ze zaden ztych probleméw nie zostat rozpracowany w szczegoétach
pozwalajacych na daleko si¢gajace uogolnienia.

Poza introgresjami z mieszancoéw oddalonych, ciekawym aspektem inzynierii
chromosomowej jest mozliwo$é kontrolowanego podwajania konkretnych czgéci genomu.
System ten jest dobrze opracowany w jeczmieniu; duplikacje produkuje si¢ przez
przekrzyzowania linii posiadajacych rozne translokacje tych samych par chromosoméw
i selekcje wsrod potomstwa (Hagber i Hagberg, 1991). Niektore ztakich duplikacji
spowodowaty bardzo wysokie zwyzki plondw we wstepnych testach (Hagber i Hagberg,
1991). Niestety, nalezy watpi¢, aby tego typu manipulacje zostaty wyprébowane w innych
roslinach uprawnych. Poza kukurydzg chyba Zzadna znich nie posiada zestawow
translokacji, ktore mogtyby stuzy¢ takim celom, a spadek zainteresowania cytogenetyka
nie wrozy nadziei na szybkie wyprodukowanie podobnych zestawow.

PODSUMOWANIE

Warto podkresli¢ zasadnicza roéznice w zachowaniu homeologow pomigdzy diploidami
i poliploidami. To, co w gatunku alloploidalnym wymaga skomplikowanych manipulacji
kilkoma chromosomami jednoczesnie, w gatunku autoploidalnym moze by¢ prostym
zadaniem hodowlanym, sprowadzajacym si¢ do wykonania krzyzowan i przeprowadzenia
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ostrej selekcji wsrod wielkiej populacji potomstwa. Tam, gdzie koniugacja homoeolo-
giczna moze by¢ wykorzystana, pozwala ona na precyzyjne przenoszenie fragmentow
chromatyny z gatunku do gatunku i gwarantuje wysokie prawdopodobienstwo powo-
dzenia, ale wymaga duzych naktadéw pracy. Metody oparte na fragmentacji chromo-
somow sa loteria, ale moga by¢ jedynym wyjsciem w sytuacjach, w ktorych homeologi
odmawiajg koniugacji, co wyklucza rekombinacje przez crossing over.

Ostatecznie warto pamieta¢, ze w prawie kazdej sytuacji, préby wprowadzenia nowego
locus do gatunku, mimo ze moga podlega¢ pewnym generalnym zasadom inzynierii
chromosomowej, zawsze wiaza Si¢ z wieloma niewiadomymi. Trudno jest przewidzie¢
wszystkie mozliwe zachowania mieszancéw i ich chromosoméw, wigc warto przygotowac
si¢ na sporo improwizacji. Sztywne schematyczne podejscie do problemu zazwyczaj nie
wrdzy wysokiej szansy powodzenia.
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