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Identification of plant distant hybrids — methods review

Krzyzowanie migdzygatunkowe i migdzyrodzajowe jest wazng metodg we wspotczesnej hodowli.
Celem tego krzyzowania jest najczesciej wlaczenie gendéw z form nieuprawnych do materiatu
hodowlanego, warunkujacych lepsza zdolno$¢ przystosowawcza do niesprzyjajacych warunkdw
uprawy i odpornos¢ na czynniki patogeniczne. W wyniku krzyzowania oddalonego moga zaistnie¢
warunki do powstawania zarodkéw apomiktycznych oraz do eliminacji catego lub czesci genomu
jednego, albo obojga partnerow. Dlatego jest wazne, aby jak najwczesniej zweryfikowac status
genetyczny powstajacych siewek lub zregenerowanych roslin. Weryfikacje mozna prowadzi¢
wykorzystujac uprzednio opracowane markery. W tej pracy omowiono metody testowania mieszancow
oddalonych na podstawie markeréw morfologicznych, cytologicznych i molekularnych.

Slowa Kkluczowe: identyfikacja, markery cytologiczne, markery molekularne, markery
morfologiczne, mieszance oddalone

Interspecific and intergeneric hybridization is a method of high importance in modern plant
breeding. The goal of distant hybridization is introduction of genes to breeding materials from wild
species, which code for resistance to non-favourable agricultural conditions and to pathogenic factors.
In course of distant hybridization conditions may occur for formation of apomictic embryos, as well as
for elimination of the whole genome of one partner or a part of chromosomes of one or both partners.
For this reason, it is important to verify genetic status of arising seedlings or regenerants as early as
possible. Such verification can be performed using markers established earlier by means of diverse
methods. In this paper several methods of verification are discussed based on morphological,
cytological and molecular markers.
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WPROWADZENIE

Krzyzowanie roslin jest podstawowg metodg w tworzeniu nowych odmian. Lepsze
poznanie i mozliwos¢ kontrolowania biologii zapylenia i zaptodnienia znacznie zwickszyty
skuteczno$¢ krzyzowania generatywnego odlegtych taksondéw. Dzigki tej wiedzy mozna w
znacznym stopniu ingerowa¢ w proces zaptodnienia i omija¢ naturalne bariery niezgodnosSci
przez usuwanie znamienia lub skracanie stupka, nanoszenie pytku na kanal stupka lub
bezposrednio do zalazni, inaktywacje enzymow znamienia w wysokiej temperaturze, aplikacje
regulatorow wzrostu (auksyny, gibereliny Iub cytokininy) na znamie¢ lub zalazni¢, wreszcie
przez umozliwienie rozwoju wyizolowanego zarodka w warunkach in vitro (Zenkteler, 2001).
Inng metoda omijania barier krzyZzowania jest faczenie protoplastow (komorek wegetatywnych
albo generatywnych pozbawionych $cian) lub fragmentow komorek w warunkach in vitro. W
ten sposob mozna otrzyma¢ mieszance somatyczne lub gametosomatyczne.

Krzyzowanie wspolczesnych odmian z formami dziko rosngcymi tego samego lub
pokrewnego gatunku jest wazna metoda, dzigki ktorej mozna otrzymaé materiat hodowlany
posiadajacy geny zwigzane z odpornoscig na patogeny i niesprzyjajace warunki uprawy. Geny
te, obecne w gatunkach nie udomowionych, ktére w wielu przypadkach wchodzity w sktad
mieszancow pierwotnych — przodkéw dzisiejszych odmian, zostaty wyeliminowane w drodze
dotychczasowej jednostronnej selekcji, ukierunkowanej na wydajno$¢ poszczegdlnych
organow lub sktadnikow suchej masy oraz na jako$¢ zewnetrzng. Literatura na temat
krzyzowania oddalonego jest bogata. Zostala zebrana m.in. w opracowaniu ksigzkowym Belea
(1992). Obszeme opracowania w literaturze polskiej znajduja si¢ m.in. w publikacjach
Niemirowicz-Szczytt i Malepszego (1989) oraz Kucharskiej i Orlikowskiej (1997).

Nie wszystkie siewki lub pedy zregenerowane z kalusujacego zarodka otrzymanego z
krzyzowania sg mieszancami. Niektore rodzaje i gatunki, np. Lilium regale (North i Wills,
1969), Manihot esculentum (Nassar i in., 1998), Ribes (Keep, 1975) sg sktonne do apomiksji
— rozwoju zarodka z matecznych komorek woreczka zalazkowego, szczegdlnie w wyniku
zapylania pytkiem niezgodnym lub nieptodnym. Mozliwo$¢ wystapienia apomiksji, nie-
kontrolowanych zapylen, ktore moga zdarzy¢ si¢ nawet przy stosowaniu bardzo restrykcyjnych
procedur krzyzowania oraz powstawanie homokariocytow w wyniku fuzji protoplastow,
powoduja potrzebe potwierdzenia mieszancowego charakteru pojedynkéw, przeznaczonych do
dalszych prac hodowlanych. W wielu przypadkach mieszancowy charakter siewek mozna
rozpozna¢ dzieki markerom morfologicznym, ujawniajacym si¢ we wczesnym stadium
rozwoju. Czasem jednak identyfikacja mieszancoéw jest mozliwa dopiero na podstawie
zachowania roslin ujawniajacego si¢ w reakcji na specyficzne warunki lub na podstawie cech
kwiatow lub owocow. W przypadku roslin o dlugim okresie juwenilnym oznacza to kilkuletnig
lub nawet wieloletnig bezowocna pielegnacje roslin, ktore nie sg spodziewanymi mieszancami.
Ich identyfikacje mozna prowadzi¢ na podstawie cech markerowych form rodzicielskich,
obserwowanych na réznych poziomach organizacyjnych roslin — morfologicznym,
cytologicznym lub molekularnym. Zostang one kolejno oméwione W tym opracowaniu.
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MARKERY MORFOLOGICZNE

Identyfikacja mieszancéw na podstawie markeréw morfologicznych to sposdb najbardziej
oczywisty 1 najlatwiejszy pod warunkiem, ze cechy morfologiczne (np. kolor okrywy nasien-
nej, liscieni, kwiatu, ksztatt lisci, pokrdj i wysoko$¢ roslin, powierzchnia lisci lub pedow) sa
wyraznie zroznicowane u krzyzowanych partneréw, co czgsto wystepuje w grupach oddalo-
nych systematycznie. Takiego zrdznicowania mozna spodziewa¢ si¢ nie tylko w odrebnych
gatunkach lub rodzajach, ale takze pomiedzy znacznie réznigcymi si¢ grupami odmian, np.
pomiedzy liliami azjatyckimi i orientalnymi. Przekonujagcym dowodem na charakter mieszan-
cowy ro$lin z krzyzowania generatywnego jest przede wszystkim odziedziczenie cech
charakterystycznych dla formy ojcowskiej albo wystgpienie ich w formie posrednie;j.
Markerami dla mieszancéw somatycznych muszg by¢ cechy obojga rodzicéw lub posrednie.
W tabeli 1 podano przyktady zastosowania morfologicznych cech markerowych, uzywanych
do wyselekcjonowania mieszancoéw oddalonych generatywnych i somatycznych.

Tabela 1
Dziedziczenie cech morfologicznych w mieszancach oddalonych
Inheritance of morphological traits in distant hybrids
Formy rodzicielskie Dziedziczenie cech markerowych Autorzy
Parental forms Inheritance of marker traits Authors
posrednie po matce po ojcu
intermediate maternal paternal
1 2 3 4 5
Acer griseum x powierzchnia i ksztatt lisci luszczenie kory szeroko$¢ i dtugosé lisci,  Joung i in.
A. maxi leaf shape and area bark peeling off przebarwienie jesienne lisci (2001)
mowitchianum leaf width and length
autumn colour change
Aegilops (3 species) x  morfologia roslin omszenie doktosia Wojciechowska
Secale cereale plant morphology neck pubescence (1996)
Avena strigosa x ksztalt wiechy, kolor plewy liczba ptodnych kwiatkéw liczba kwiatkow w ktosku  Ladizinsky
A. magna panicle shape, lemma colour w ktosku number of flowers per (2000)
number of fertile flowers  spikelet
per spikelet
Brassica carinata x ~ morfologia lisci, kwiatostandw i Momotaz i in.
Sinapsis turgida kwiatow, budowa epidermy (1998)
morphology of leaves,
inflorescences and flowers,
structure of epidermis
Brassica oleracea+  szerokos¢ lisci Hansen (1998)
Camelina sativa leaf width
Brassica oleracea+  morfologia rosliny i kwiatu Sigareva i Earle
Capsella bursa-pastoris _plant and flower morphology (1999)
Brassica oleracea + morfologia kwiatostanu  morfologia ogonkéw Navratilova i in.
Armoratia rusticana inflorescence morphology lisciowych (1997)
petiole morphology
Cucurbita pepo x morfologia lisci i kwiatow leaf odporno$¢ na maczniaka  Metwally i in.
C. martinezii and flower iCMV (1996)
morphology mildew and CMV mildew
and CMV
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c.d. Tabela 1
1 2 | 3 4 5
Dianthus chinensis + barwa i wzor platkow zdolnos¢ do regeneracji po D. Nakano i Mii
D. barbatus kwiatowych chinensis regeneration (1993 a)
color and pattern of petals capacity after D. chinensis
Erucastrum morfologia lisci barwa kwiatow Sarmah i Sarla
abyssinicum x leaf morphology flower color (1998)
Brassica oleracea
Glycine max x morfologia lisci plozacy pokroj Chung i Kim
G. tomentella leaf morphology decumbent habit (1990)
Helianthus annuus + wysoko$¢ pedu, morfologia  ksztalt nasion, ksztatt wieloletnio$¢ po Henniin.
H. maximiliani lisci, wielko$¢ kwiatostanu kwiatow jezyczkowych H. maximiliani (1998)
shoot lenght, leaf morphology, po H. anuus perennial character after
inflorescence size seed shape, shape of ligular ~ H. maximiliani
flowers after H. annus
Hordeum vulgare + morfologia rosliny po Kisaka i in.
Daucus carota Daucus carota (1998 a)
plant morphology after
Daucus carota
Hydrangea morfologia pedu, budowa Kudo i Niimi
macrophylla x epidermy (1999)
H. arborescens stem morphology, epidermal
structure
Impatiens wielko$¢ roélin morfologia kwiatu Avrisumi (1980)
hookeriana x plant size flower morphology
1. campanulata
Lilium longiflorum x  wielko$¢ kwiatow barwa platkow Rohiiin. (1996a)
L. callosum flower size petal color
Lilium nobilissimum  morfologia lisci, termin morfologia ogonka Obata i in.
x L. regale wybijania pedow i zakwitania lisciowego, ustawienie  (2000)
leaf morphology, term of shoot horyzontalne kwiatu
sprouting and flowering petiole morphology,
horizontal flower
attachement
Lilium lankongense x pokrdj pedu owlsienie brzegow lisci ~ North i Wills
L. davidii shoot habit hairy leaf margins (1969)
Limonium sinuatum  morfologia lisci i kwiatow leaf wysokos¢ i pokrdj roéliny barwa okwiatu Morgan i in.
x L. perezii and flower morphology plant habit and hight flower color (1998)
Lycopersicon morfologia liscia, kwiatu i Gavrilenko i in.
esculentum kwiatostanu (1992)
+ Solanum leaf, flower and inflorescence
etuberosum morphology
Oryza sativa + morfologia rosliny po Oryza  szeroko$¢ lisci po Kisaka i in.
Hordeum vulgare sativa Hordeum vulgare (1998 b)
plant morphology after Oryza leaf width after Hordeum
Sorghum bicolor x  dtugos¢ lisci, liczba ksztalt jezyczka, dlugo$¢  ogdlna morfologia Nair (1999)
Saccharum migdzywezli migdzywezli, obecno$é general morphology
officinarum leaf length, no. of internodes  korzeni powietrznych
ligular shape, length of
internodes, presence of
aerial roots
Vigna unguiculata x  ksztalt lisci, kolor straka owlosienie pedow, lisci  Gomathina-
V. vexillata i okrywy nasiennej i strakow yagamiin.
leaf morphology, pod and seed stem, leaf and pod (1998)
coat colour hairiness
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Szczegdlnym przypadkiem jest weryfikacja mieszancoOw na podstawie wysokiego potencjatu
regeneracyjnego ro$lin mieszancowych, obserwowanego w warunkach in vitro. W rodzaju
Helianthus jest on dziedziczony po dziko rosnacych gatunkach, takich jak H. mollis, H.
giganteus, H. strumosus, H. decapetalus (Weber i in., 2000). Mieszance odmian uprawnych
skrzyzowane z tymi gatunkami wytwarzaly pedy o bardzo wysokiej zdolnosci do regeneracji
zarowno pedow katowych, jak 1 przybyszowych.

MARKERY CYTOLOGICZNE

Cechami markerowymi, obserwowanymi w preparatach mikroskopowych, moga by¢:
wielko$¢ catego genomu, liczba, wielko$¢ i morfologia chromosoméw, zdolno$¢ do barwienia
jader ziaren pytku, konfiguracje mejotyczne i hybrydyzacja DNA jadrowego z sondami
specyficznych frakcji DNA lub DNA ogolnego.

Wielko$¢ genomu, liczba i morfologia chromosomoéw mitotycznych

Podstawa identyfikacji mieszancow Brassica napus x B. juncea (Bajaj i wsp., 1986),
Aegilops sp. (2n = 28) x Secale cereale (2n = 14) (Wojciechowska, 1996) oraz Limonium
perezii (2n = 14) x L. sinuatum (2n = 16) (Morgan i wsp., 1998) byta liczba chromosomoéw,
oznaczona w merystemach wierzchotkowych korzeni. Byto to mozliwe, poniewaz formy
rodzicielskie mialy r6zne poziomy ploidalnosci lub rézne liczby podstawowe chromosomow.
Mieszance generatywne F1 powinny posiada¢ sume chromosoméw komorek gametycznych,
natomiast mieszance somatyczne sume¢ chromosoméw wystepujacych w protoplastach. Liczba
chromosomow wigksza od spodziewanej w mieszancach generatywnych jest rezultatem
sporadycznie wystepujacego braku redukcji liczby w gametach. Taki przypadek opisano dla
krzyzowania Lilium longiflorum z L. concolor (2n = 24), gdzie otrzymano mieszance
diploidalne i triploidalne (Fernandez i in., 1996). Mieszaniec somatyczny Hordeum vulgare (2n
= 14) + Oryza sativa (2n = 12) posiadat 26 chromosomoéw (Kisaka i in., 1998 b,) natomiast w
wyniku potaczenia komorek somatycznych N. tabacum (2n = 4x = 48) z gametami N. glutinosa
(n = x = 12) otrzymano rosliny gametosomatyczne o 60 chromosomach (Giddings i Rees,
1992). Czesto jednak liczba chromosomoéw jest znaczaco rozna od spodziewanej. Dla
przyktadu, w komoérkach mieszanca Hydrangea macrophylla (2n = 52) x H. arborescens (2n
= 38) stwierdzono 2n = 42 chromosomy (Kudo i Niimi, 1999). W tym przypadku
aneuploidalnos¢ mogla by¢ spowodowana destabilizacja kalusa (otrzymanego z
wyizolowanego zarodka), z ktorego mieszaniec zostat zregenerowany. Eliminacja chromoso-
mow w kolejnych podziatach komoérek powstatych z fuzji protoplastow roslin odleglych
filogenetycznie jest zjawiskiem czestym, zwigzanym ze zroznicowang ditugoscia cyklu
komoérkowego lub/i brakiem powinowactwa do wrzeciona podzialowego (Rogalska, 1999). W
wielu przypadkach u mieszancéw somatycznych stwierdzano mniej chromosomow niz wynosi
suma chromosoméw partnerskich. Dla przyktadu, mieszaniec powstaly z potaczenia
protoplastow komérek somatycznych Dianthus chinensis (2n = 30) + D. barbatus (2n = 30)
posiadat 2n = 52 chromosomy (Nakano i Mii, 1993 a). Mieszance Medicago truncatula (2n =
16) + M. scutellata (2n = 30) miaty liczb¢ chromosoméw 2n = 16 lub 2n = 26, a ich fenotyp
przypominat M. truncatula (Tian i Rose, 1999). Catkowita eliminacja chromosomow jednego
z partnerdéw, prowadzaca do otrzymania czystych haploidéw jednej z form rodzicielskich, moze
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by¢ spowodowana genetycznymi wlasciwo$ciami i najlepiej zostata poznana w krzyzowaniach
z Hordeum bulbosum (Jensen, 1977).

Do weryfikacji mieszancow moze takze stuzy¢ pordéwnanie wielkosci genomoéw,
oznaczanych w jadrach 2C, za pomoca np. cytometrii przeptywowej. W mieszancach
generatywnych mozna spodziewac si¢ wartosci posrednich DNA. W cytowanej powyzej pracy
Morgan i wsp. (1998) analiza wielko$ci genoméw wykazata dla L. perezii, L. sinuatum i
mieszanca kolejno 8,69, 6,42 i1 7,59 pg DNA. W mieszancu somatycznym Camelina sativa +
Brassica oleracea ilos¢ DNA w jadrach 2C byta sumg ilosci DNA charakterystycznego dla
jader komoérek wegetatywnych form rodzicielskich — 1,52, 1,29 i 2,83 (Hansen, 1998).

Przy niezréznicowanej liczbie chromosomoéw, identyfikacj¢ mieszancéw mozna prowadzié
na podstawie rozmiaréw chromosoméw. Dla przyktadu, chromosomy jeczmienia sg kilka razy
dtuzsze niz ryzu, co utatwito potwierdzenie prawdziwosci mieszanca Oryza sativa + Hordeum
vulgare (Kisaka i in., 1998 b) oraz mieszanca Cucurbita pepo x C. martinezii, cho¢ w tym
przypadku réznice pomigdzy chromosomami sg znacznie mniejsze (Metwally i in., 1996). Przy
niewielkich réznicach, ktore sg charakterystyczne np. dla gatunkoéw tytoniu, porownywano
catkowitg dtugos¢ wszystkich chromosomoéw nalezacych do genomoéw partnerskich (Giddings
i Rees, 1992).

Chromosomy niektérych gatunkéw wykazuja duze zrdznicowania morfologiczne,
wynikajgce z potozenia przewezenia pierwotnego — centromeru, dzielagcego chromosom na
ramiona réznej dlugosci oraz z obecnosci 1 potozenia przewgzen wtornych, oddzielajacych
odcinki satelitarne na ramionach. Te cechy byly uwzgledniane przy sporzadzaniu kariotypéw
form rodzicielskich, stuzacych do identyfikacji mieszancéw miedzygatunkowych w rodzajach
Lilium (Uhring, 1968; Fernandez i in., 1996; Obata i in., 2000; Marasek i Orlikowska, 2001);
Alstroemeria (Rustanius i in., 1991) i Clivia (Ran i in., 1999).

Konwencjonalne techniki barwienia (odczynnik Shiffa, orceina, karmin) nie ujawniaja
roznic pomigdzy morfologicznie podobnymi lub matymi chromosomami, gdzie pozycje
przewezen sg trudne do obserwacji, jak np. w rodzaju Citrus (cyt. za Miranda i in., 1997) czy
Ribes (Keep, 1962; Marasek i Orlikowska, inf. ustna). Rozwo¢j technik umozliwiajacych
réznicowanie podtuzne chromosomow przez ujawnianie intensywnie wybarwionych prazkow
poprzecznych dostarczyl dodatkowych markerow, utatwiajacych identyfikacje genotypdw.
Jedna z nich jest technika prazkoéw Ag-NOR (nucleolus organizer), ktdra polega na wybar-
wianiu solami srebra regionéw jaderkotworczych (Hizume i in. 1980). Prazki Ag-NOR sa
zlokalizowane na ogét w miejscach przewezen wtornych (Matsui i Sasaki, 1973). Zrdznico-
wanie Ag-NOR byto wykorzystane m.in. do identyfikacji mieszancoéw migdzygatunkowych
lilii (Smyth i in., 1991), passiflory (Barbosa i Vieira, 1997) i chromosomowych linii addycyj-
nych zboz (Santos i in., 1984).

Najczesciej stosowang metoda wyznaczania pojedynczych chromosoméw markerowych
jest analiza obecnosci i polozenia prazkéw C. Powstaja one w wyniku usuniecia niektorych
frakcji chromatyny przez wytrawianie zasadami, kwasami lub DNAzg i wybarwienie pozo-
statej tresci chromosomow odczynnikiem Giemsy. W ten sposob identyfikowano np.
mieszance lilii (Smyth i Kongsuwan, 1980; Smyth, 1991; Marasek i Orlikowska, 2001),
chromosomy zyta w liniach addycyjnych pszenzyta (Darvey i Gustafson, 1975) oraz analizo-
wano kariotypy gatunkdw rodzaju Clivia (Ran i in., 1999). Metoda prazkoéw C jest szczegdlnie
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przydatna w badaniach nad mieszancami Zyta z pszenica, poniewaz wzory prazkowe tych
gatunkéw znacznie si¢ r6znig (Rogalska, 1999). Inng metoda réznicowania chromosomow jest
wybarwianie pragzkéw N, ktore podobnie jak prazki C odzwierciedlaja lokalizacje
heterochromatyny konstytutywnej (Gill i in., 1991). Duzy postep w badaniach nad matymi i
niezréznicowanymi morfologicznie chromosomami nastapil w wyniku zastosowania barwief
fluorescencyjnych, generujacych prazki Q (po barwieniu quinakryng), DAPI (barwienie 4'-6-
diamidyno-2-fenylindolem) lub CMA (chromomycyng A3), ktore tak jak prazki C sg
specyficznie rozmieszczone na chromosomach poszczegolnych genotypéw i moga stuzy¢ do
ich identyfikacji. Barwienia fluorescencyjne wykorzystano, m.in. do analizy cytogenetycznej
gatunkéw Brassica (Hasterok i Matuszynska, 1997) oraz do weryfikacji i charakteryzacji
mieszancow miedzygatunkowych w rodzaju Citrus (Miranda i in., 1997).

Konfiguracje mejotyczne i plodno$¢ pytku

Chromosomy mieszancow miedzygatunkowych na ogoét wykazuja brak lub niewielka
homologig¢, co utrudnia lub uniemozliwia ich koniugacje w mejozie. W metafazie obserwuje
si¢ wowczas obecno$¢ uniwalentow, a w anafazie chromosomy op6znione. Nieprawidlowos$ci
w podziale mejotycznym byly podstawg do identyfikacji mieszancéw Vigha unguilata x V.
vexillata (Gomathinayagam i in., 1998), Cucurbita pepo x C. martinezii (Metwally i in., 1996),
Erucastrum abyssinicum x Brassica oleracea (Sarmah i Sarla, 1998), Aegilops sp. x Secale
cereale (Wojciechowska, 1996). Zaklocenia w przebiegu mejozy prowadzg do powstawania
nieptodnego pytku i jest to kolejna cecha, ktora pomaga zweryfikowa¢ mieszance oddalone
(Arisumi, 1985; Wojciechowska, 1996; Ha i in., 1998; Morgan i in., 1998; Sarmah i Sarla,
1998; Choudhary i in., 2000). W przypadku, gdy krzyzowane genotypy wykazuja duza
homologi¢ chromosomow, w mejozie obserwuje si¢ asocjacje biwalentne, a w mieszancach
somatycznych biwalentne, tetrawalentne lub triwalentne (w zalezno$ci od poziomu
ploidalnosci partneréw), a ptodno$¢ pytku moze nie by¢ znaczaco obnizona (Barbosa i Vieira,
1997).

Hybrydyzacja in situ

Metoda taczaca techniki molekularne i cytologiczne jest hybrydyzacja in situ. Metoda ta
polega na przylaczaniu sondy DNA do homologicznego dla niej DNA w komodrkach
osadzonych na szkietkach mikroskopowych (fluorescent in situ hybridization — FISH). Sondy
sporzadza si¢ z dowolnych fragmentow DNA lub z catkowitego DNA partneréw (genomic in
situ hybridization — GISH). Znakowanie wykonuje si¢ najczesciej barwnikami
fluorescencyjnymi, ktore wiazg si¢ bezposrednio z nukleotydami — rodaming, kumaryna,
fluoresceing, 4’-6-diamidyno-2-fenyloindolem (DAPI), chromomycyng lub quinakryna, a
miejsca hybrydyzacji mozna obserwowa¢ w mikroskopie fluorescencyjnym, stosujac filtry
wilasciwe dla danego barwnika. DNA mozna takze znakowa¢ biotyng lub digoksygening,
woéwczas miejsca hybrydyzacji s wykrywane za pomocg awidyny lub antydigoksygeniny,
potaczonych z czasteczkami fluoryzujacymi lub enzymami wytracajagcymi chromogeniczny
substrat (Schwarzacher i in., 1994). Ta metoda pozwala na okreslenie liczby chromosomoéow
kazdego z partnerow, a w kolejnych pokoleniach generatywnych takze obecnosci oraz pozycji
translokacji (Zwierzykowski i in., 1998; Molnar-Lang i in., 2000). Do weryfikacji mieszancow
pierwotnych wystarcza analiza jader pdznej profazy, w ktorych wida¢ obecno$é koloréw
sondy. Mieszance pierwotne lub wtdérne weryfikowano w ten sposéb w krzyzowaniach
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migdzygatunkowych w obrebie rodzajow Allium (Khrustaleva i Kik, 1998), Lilium (Lim i in.,
2000; Marasek, i in., inf. ustna) oraz miedzyrodzajowych Hordeum chilense x Secale
africanum (Anamthawat-Jonsson i in., 1990)

MARKERY MOLEKULARNE

Markerami molekularnymi mogg by¢ zwigzki chemiczne, ktorych obecno$é lub ilo§¢ w
tkankach jest charakterystyczna dla genotypu. Mogg to by¢ specyficzne biatka Iub izoformy
biatek, a szczegodlnie izoenzymy (Gavrilenko i in., 1992), cukry (Roh i in., 1996 b), fenole (Li
i in., 1995) lub olejki lotne (Rodov i in., 1996). Mechanizm powstawania biatek enzyma-
tycznych sterujacych biosyntezg analizowanych zwigzkow jest uruchamiany przez sekwencje
rozwojowe lub w wyniku zaindukowania czynnikami zewnetrznymi. Z tego powodu nie-
dogodnoscia wykorzystywania markeréw bedacych rezultatem aktywnosci genow jest uza-
leznienie wyniku badania od warunkéw wzrostu, rodzaju tkanki, stadium rozwoju i stanu
fizjologicznego rosliny. Radykalnym sposobem weryfikacji jest stosowanie markerow DNA
(Pinto i in., 1995) — zwiazku przenoszacego informacj¢ genetyczng, ktory jest najbardziej
staly, obecny w kazdej komorce i ktory nie musi by¢ aktywny w czasie analizy.

Markery oparte na analizie cukrdw i fenoli

Zawarto$¢ monocukréw mannozy i galaktozy w wydzielinie znamienia byla cecha
markerowg w identyfikowaniu mieszancow Lilium longiflorum x L. x elegans. W mieszancu
stwierdzano warto$ci posrednie pomiedzy formami rodzicielskimi, ale tylko wtedy, gdy analize
wykonywano na kwiatach z duzych cebul (Roh i in., 1996 b). Z tego powodu metoda ta byta
nieprzydatna do wczesnej identyfikacji mieszancow. Przeciwnie, analiza flawonoidow za
pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w potomstwie w/w partnerow
wykazata, ze profile mieszancow rdznity si¢ znacznie od rodzicielskich, a analiza mogta by¢
wykonana w kazdej fazie rozwoju roslin lilii — w liSciach, a nawet kalusie, z ktorego
mieszance zregenerowaly. Markerem stuzacym do odréznienia mieszancow irysa byly
proporcje barwnikow malwidyny i petunidyny. W formach rodzicielskich — Iris ensata
i 1. laevigata proporcje tych antocjanéw oscylowaty wokot 1:1, podczas gdy w mieszancach
autoallotetraploidalnych wynosily 2:1 (Yabuya i Noda, 1998). Mieszance somatyczne
Medicago sativa + Onobrychis vicifolia weryfikowano na podstawie obecno$ci w liSciach tanin
skondensowanych (Li i in., 1995). Zwiazki te wystepuja naturalnie w sparcecie, a pozadane sa
takze w lucernie. Analiza ilo$ciowa tanin byta mozliwa w wyniku barwienia lisci aldehydem
dwumetylo-aminocynamonowym (DMACA), a nastepnie pomiaréw spektrofotometrycznych.
Polifenole wykazuja duzg zmienno$¢ strukturalng i ilosciowg nawet w ré6znych tkankach tej
samej rosliny. Dlatego wazne jest okreslenie, ktory organ najlepiej charakteryzuje sktad fenoli.
Dla sliw moga to by¢ liScie i owoce (Groh i in., 1994), dla pelargonii liscie, a dla r6zy kora
(Bauer, 1993). Analiza wymienionych zwigzkow moze by¢é wykonana za pomoca
chromatografii cieczowej, spektrofotometrii UV lub magnetycznego rezonansu jadrowego.
Technike wykorzystujaca magnetyczny rezonans zastosowano do odrdzniania gatunkow i
mieszancow lilii na podstawie stopnia uwodnienia tusek cebulowych (Roh i in., 1996 a).
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Markery oparte na analizie bialek konstytutywnych i enzymatycznych

Typowanie markeréw na podstawie wiasnosci fizyko-chemicznych bialek polega na
rozdzieleniu elektroforetycznym ekstraktu bialkowego i poréwnaniu obrazu rozdzialu form
rodzicielskich i badanego przypuszczalnego mieszanca. W przypadku wystapienia na $ciezce
elektroforetycznej weryfikowanego genotypu prazkoéw charakterystycznych dla formy
ojcowskiej, mozna wykluczy¢ zjawisko apomiks;ji 1 potwierdzi¢ status mieszancowy. Analiza
fazeoliny byla np. zastosowana do wykrywania przekrzyzowan w populacjach fasoli (Ferreira
i in., 2000). Obecnos$¢ enzymu chitynazy byta podstawa do potwierdzenia mieszancowosci
kalusa, powstatego z potgczenia protoplastow cytryny i mieszanca pomaranczy z mandarynka,
dawcy genu kodujacego odporno$é¢ na choroby grzybowe (Deng i in., 1994).

Jako markery sa najczesciej typowane te enzymy, wsrdd ktorych obserwuje si¢ duzy
polimorfizm. Wynika on z tego, ze enzymy sa kodowane przez wigcej niz jeden gen. Wraz ze
wzrostem liczby genow kodujacych dany enzym, wzrasta prawdopodobienstwo wystgpienia
mutacji, ktora powoduje zmiang w sktadzie aminokwasowym bialka. Nawet jeden aminokwas
w lancuchu peptydowym moze spowodowac zmian¢ konformacji natywnego biatka i zmieni¢
jego mobilnos¢ w czasie elektroforezy. Enzymy o tych samych zdolnosciach katalitycznych,
ale roznigce si¢ wlasciwosciami fizykochemicznymi, nazywane sg izoenzymami (izozymami).
Réznice w zestawie izoenzymow pozwalaja na wyodrebnienie jednostek markerowych dla
genotypow rodzicielskich 1 mieszanca, powstalego zarowno z krzyzowan oddalonych, jak i
wewnatrzgatunkowych. Warunkiem koniecznym, aby mozna bylo zastosowac t¢ metode, jest
obecnos¢ w formach rodzicielskich réznych wariantéw allelicznych i1 ekspresja u
spodziewanego mieszanca obu tych bialtek (Szklarczyk, 1996). Metwally i wsp. (1996)
wykazali, ze do weryfikacji mieszanca na podstawie polimorfizmu peroksydazy i albuminy
konieczne jest nagromadzenie w tkance wystarczajacej ilosci enzymu, ktdry na dodatek nie
moze posiada¢ wysokiego stopnia zakonserwowania ewolucyjnego.

Czynnikiem decydujacym o wyborze konkretnych enzyméw do analizy, jest ich rola w
metabolizmie rosliny i1 powszechno$¢ wystgpowania. Do identyfikacji mieszancow
migdzygatunkowych Lilium (Fernandez i in., 1996), Vigna (Gomathinayagam i in., 1998),
migdzyrodzajowych Erucastrum abyssinicum x Brassica oleracea (Sarmah i Sarla, 1998) oraz
Brassica i Sinapsis (Momotaz i in., 1998) stosowano rozdzial izoenzyméw esterazy,
peroksydazy i kwasnej fosfatazy. Rozdzial oksydaz polifenolowej i amonowej oraz liazy
fenyloalaninowe]j zastosowano do weryfikacji mieszancow Vigna (Gamathanayagan i in.,
1998), dehydrogenazy maleinianowej i izomerazy fosfoglukonowej do weryfikacji mieszan-
cow 1oz (Kim 1 Byrne, 1996), a dehydrogenazy glutaminianowej do weryfikacji mieszanca
somatycznego gozdzika i gipséwki (Nakano i Mii, 1993 a).

Analiza polimorfizmu enzymow jest metoda wiarygodna i skuteczng w wielu przypadkach.
Warunkiem powodzenia jest wyizolowanie ekstraktu biatkowego z tych czesci ro$lin, w
ktérych nastepuje ekspresja gendw kodujacych interesujacy nas enzym oraz znalezienie roznic
pomiedzy badanymi obiektami. Jednakze, aby oceni¢ aktywno$¢ i polimorfizm danego
enzymu, trzeba zapewni¢ poréwnywalne warunki, w jakich wzrastajg badane rosliny oraz
izolowaé enzymy z takich samych tkanek, w tym samym stadium rozwoju, chociaz zakres tego
wymogu jest uzalezniony od roli okreslonego enzymu w metabolizmie (Weeden i Lamb, 1985;
Bell i Simpson, 1994).
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Technikg stosowang do rozroézniania allelicznych form enzymu jest ogniskowanie izo-
elektryczne. Metoda ta wykorzystuje zmiany w wypadkowym ladunku elektrycznym biatek
(powstale np. w wyniku zamiany jednego aminokwasu na inny, gdy ich tancuchy boczne
posiadaja inng wartos¢ fadunku), ktore ujawniaja si¢ w wyniku elektroforetycznego rozdziatu
w gradiencie pH. W ten sposob identyfikowano odmiany i mieszance lilii (Okazaki i in., 1994;
Booy i in., 1998), mieszance migdzyrodzajowe Hibiscus rosa-sinentis i Lavatera thuringiaca
(Vazquez-Thello i in., 1996) oraz mieszance Brassica i Sinapsis (Momotaz i in., 1998).

Markery DNA uzyskiwane za pomocg enzymow restrykeyjnych i hybrydyzacji

Najstarszg technikg wyznaczania markerow DNA jest polimorfizm dtugosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP). Genomowe DNA pociete enzymami restrykcyjnymi na fragmenty o
roznej dtugosci jest rozdzielane elektroforetycznie, przenoszone na membrany i hybrydyzo-
wane ze specyficznymi sondami DNA (metoda Southerna). Metoda identyfikacji hybrydyzu-
jacych fragmentow zalezy od sposobu wyznakowania sondy (radiografia, luminescencja lub
reakcja barwna). Obraz rozdziatu i hybrydyzacji DNA réznych genomow moze by¢ odmienny
nawet w przypadku jednonukleotydowej roznicy, jesli powoduje ona powstanie lub zanik
sekwencji rozpoznawanej przez restryktazg. Markery RFLP zastosowano m.in. do weryfikacji
asymetrycznego mieszanca somatycznego Lycopersicon esculentum + L. peruvianum
(Wijbrandi i in., 1990, cyt. Wolters i in, 1994), somatycznego mieszanca jeczmienia i marchwi
(Kisaka i in., 1998 a), mieszancéw somatycznych ryzu i jeczmienia (Kisaka i in., 1998 b), do
potwierdzenia statusu mieszancowego kalusa powstatego z polaczenia protoplastdw Dianthus
caryophylus i Gypsophila paniculata (Nakano i Mii, 1993 a) oraz Dianthus chinensis i D.
barbatus (Nakano i Mii, 1993 b), do potwierdzenia mieszancowosci siewek ze skrzyzowan
gatunkdw Citrus (Moriguchi i in., 1997), do badania udzialu mitochondriow i plastydéw
partnerskich w somatycznych mieszancach Diplotaxis catholica + Brassica juncea (Mohapatra
i in., 1998), do analizy mieszancow pochodzacych z krzyzowania Brassica oleracea i
Armoracia rusticana (Navratilova i in., 1997) oraz do weryfikacji mieszanca somatycznego
lucerny ze sparceta (Li i in., 1995). Wykorzystujac hybrydyzacje DNA do sondy sporzadzonej
z calkowitego DNA genomowego sparcety autorzy mogli wykry¢ obecno$¢ pojedynczych
chromosomoOw sparcety w mieszancu. Sondy genetyczne sporzagdzone z fragmentow
restrykcyjnych byly uzywane do weryfikacji mieszancow somatycznych Solanum tuberosum
z wieloma gatunkami pokrewnymi (Helgeson i Haberlach, 1999).

Markery generowane technikg RFLP sg szczegolnie przydatne do badania obecnosci DNA
cytoplazmatycznego wystepujacego w duzej liczbie kopii, co powoduje, ze polimorfizm
widoczny jest juz po rozdzieleniu elektroforetycznym i uzycie sondy oraz hybrydyzacja nie sg
konieczne (Masoj¢, 2001). Wada tej metody jest wysoki koszt enzyméw restrykcyjnych oraz
koniecznos¢ pracy z duzg iloscig dobrze oczyszczonego i nieuszkodzonego DNA.

Markery oparte na technice powielania DNA

Odkrycie w 1985 roku tancuchowej reakcji z polimeraza (PCR) stanowilo milowy krok w
zastosowaniu markeréw DNA. Technika ta pozwala na namnozenie w krotkim czasie matych
fragmentow DNA do iloSci wykrywalnych na Zelu po wybarwieniu bromkiem etydyny lub
solami srebra. Produktami powielania sg r6znej dtugosci fragmenty DNA, rozpoczynajace si¢
od sekwencji zastosowanego startera. Startery dobierane sa losowo, bez wczesniejszego roz-
poznania sekwencji nukleotydowej badanego genomu. Technika powielania wystgpuje w
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wielu wersjach, a gléwne roznice dotycza dhugosci startera (Bednarek i Chwedorzewska,
2001). Technika RAPD, najczeSciej stosowana do identyfikacji mieszancéw, polega na
powielaniu fragmentow genomu, rozpoczynajacych si¢ od sekwencji losowo dobranego star-
tera o dhugosci 8-12 nukleotydoéw. Starter przylacza si¢ do komplementarnego zdenaturo-
wanego genomowego DNA. Obrazy elektroforetyczne tak namnozonego DNA uzyskuje si¢
poprzez rozdzial w zelu agarozowym i barwienie bromkiem etydyny. Do reakcji wystarcza 10—
50 ng wstepnie oczyszczonego DNA, a nawet fragment zywej tkanki.

Techniki wykorzystujace amplifikacje materiatu genetycznego cechuje krotki czas analizy
oraz prostota metod. Technike te zastosowano, m.in. do analizy mieszancéw miedzy-
gatunkowych Lactuca (Maisonneuve i in., 1995), Manihot (Nassar i in., 1998), Helianthus
(Henn, i in., 1998), Solanum (Hu i in., 1993, Rokka i in., 1998; Helgeson i Haberlach, 1999),
Lilium (Obata i in., 2000, Wiejacha i in., 2001a), Alstroemeria (de Benedetti i in., 2000), a takze
do weryfikacji mieszancéw w obrgbie rodzajow Acer (Joung i in., 2001) oraz Ribes (Wiejacha
iin., 2001 bic).

Mieszane techniki markeréw DNA

Sprzezenie techniki PCR z RFLP pozwala na tworzenie nowych metod genotypowania. W
weryfikacji mieszancow oddalonych stosowano np. technike polimorfizmu dlugosci
amplifikowanych fragmentéw (AFLP). W pierwszym etapie genomowe DNA jest trawione
restryktaza, a do powstatych fragmentéw przylgcza si¢ po obu stronach 20-30-nukleotydowe
sekwencje adaptorowe. Takie konstrukcje analityczne (adaptor — fragment restrykcyjny —
adaptor) stuzg jako matryca w reakcji amplifikacji, gdzie starter jest komplementarny do
adaptora na koncu 5°, natomiast na koncu 3’ posiada kilka dodatkowych nukleotydow, ktore
pehnig role selekcyjng (Marczewski, 1997). Przyktadem wykorzystania tej techniki moze by¢
identyfikacja asymetrycznych mieszancow, uzyskanych w wyniku fuzji protoplastow
Medicago truncatula i M. scutellata (Tian i Rose, 1999) oraz Cucurbita pepo i C. maxima
(Pfosser i in., 2000).

WERYFIKACJA MIESZANCOW NA PODSTAWIE OBECNOSCI GENOW MARKEROWYCH
WPROWADZONYCH METODA TRANSFORMACJI GENETYCZNE]

Uprzednie wprowadzenie metodg transformacji genetycznej chimerycznych genow mar-
kerowych, kodujacych np. synteze barwnika, odporno$¢ na antybiotyk lub herbicyd umozliwia
weryfikacje mieszancow juz w najwczesniejszym stadium. Selekcja na podstawie odpornosci
na dwa antybiotyki zostala zastosowana do weryfikacji somatycznych mieszancow Hibiscus
rosa-sinentis + Lavatera thuringiaca (Vazquez-Thello i in., 1996).

UWAGI KONCOWE

Status mieszancowy mozna weryfikowaé w rozny sposob, badajac cechy charakterystyczne
form rodzicielskich, obserwowane lub analizowane na réznych poziomach organizacji ro$lin.
Najbardziej cenne sa metody najmniej kosztowne i mozliwe do wykonania w najkrotszym
czasie 1 w jak najwcze$niejszym stadium rozwoju siewki. Szczegdlnie istotne jest
wykorzystanie cech markerowych zwigzanych z regeneracjg, poniewaz juz na poziomie
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kultury mozna wykona¢ selekcje. Taki sposob zastosowano przy wyprowadzaniu mieszancow
miedzygatunkowych pomidora z pomocg kultury zarodkéw in vitro (Chen i Adachi, 1996),
gdzie potencjal regeneracyjny byt dziedziczony po formie ojcowskiej. Jesli nie mozna
wykorzysta¢ zroznicowania morfologicznego siewek nalezy, w zaleznosci od mozliwosci
technicznych i specyfiki roslin, selekcjonowac¢ rzeczywiste mieszance za pomocg uprzednio
opracowanych markeréw cytologicznych lub molekularnych. Markery cytologiczne mogg
mie¢ zastosowanie przede wszystkim przy zréznicowaniu liczby lub morfologii chromosomoéw
form partnerskich. W przypadku gatunkéw o krotkim okresie juwenilnym weryfikacje
mieszancéw mozna prowadzi¢ na podstawie przebiegu pierwszej mejozy 1 plodnosci pytku.
Gdy markery cytologiczne nie majg zastosowania mozna poshuzy¢ si¢ metodami moleku-
larnymi, polegajacymi na stwierdzeniu obecnosci lub ilosciowym okresleniu roznych zwigz-
kéw specyficznych dla form partnerskich, jak barwniki, taniny, olejki eteryczne lub nie-
specyficznych, jak biatka konstytutywne, enzymatyczne lub fenole. Markery te sg jednak
zalezne od ekspresji gendw, poprzedzajacej izolacje zwiazku. Coraz powszechniejsze stajg si¢
techniki markerowania DNA. Zostaly one opisane m.in. w nastepujacych publikacjach
przegladowych: Bednarek i Chwedorzewska (2001), Marczewski (1997), Masoj¢ (2001),
Stomski 1 wsp. (1998), Wolko i Kruszka (1997). Wyjatkowa zaleta tych technik jest wysoka
czutos¢, korzystanie z prob niewielkich ilosci materiatu roslinnego, co umozliwia analize we
wczesnym stadium rozwoju oraz skraca czas weryfikacji. Materiatem wyjsciowym do analiz
jest DNA, ktore wystepuje w kazdej komorce, a wiec metody te sg niezalezne od czynnikow
zewnetrznych, wptywajacych na ekspresje genow. Podobnie jak w przypadku markeréw izo-
enzymatycznych, réznicowanie poszczeg6dlnych odmian i gatunkdéw oparte jest na roznicach w
genomie, ktore mogly powsta¢ na drodze ewolucji w wyniku mutacji punktowych. Jednak za
pomocg markeréw DNA nie bada si¢ produktow kodowanych przez geny, lecz samg matryce
niosgca informacje o produktach. Bardzo spektakularnym potwierdzeniem tego moze by¢
praca Cubero i wsp. (1996), gdzie przedstawiono poréwnanie markeréw izoenzymatycznych z
molekularnymi. Sposrod 11 badanych systemow enzymatycznych tylko jeden nadawat si¢ do
réznicowania odmian r6zy, podczas gdy kazdy z 8 przetestowanych starterow uzytych do
amplifikacji DNA byt do tego celu uzyteczny.

Nie ulega watpliwosci, ze zastosowanie skutecznych, szybkich i tatwych metod
identyfikacji mieszancow moze znacznie zwigkszy¢ efektywnos$¢ hodowli. Dobre metody
powinny zapewnia¢ wysoki stopien standaryzacji — wyniki powinny by¢ powtarzalne i
jednoznaczne. Kazda z wymienionych powyzej metod ma swoje wady i zalety, a ich
skuteczno$¢ zalezy od genotypu i warunkow, w jakich sa wykonywane. Wszystkie techniki, z
wyjatkiem markeréw morfologicznych, wymagaja dostgpu do odpowiednio wyposazonego
laboratorium i 0s6b przygotowanych do wykonywania specyficznych analiz. Jak wynika z
literatury, potwierdzenie mieszancowosci, tak wazne dla dalszych prac hodowlanych,
wykonuje si¢ na 0ogot przy zastosowaniu kilku roznych technik, co przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2
Techniki zastosowane do weryfikacji mieszancéw oddalonych F1
Techniques applied for verification of distant hybrids F1
Markery cytologiczne
Markery Cytological markers
Formy rodzicielskie i autorzy | morfologiczne| Zawarto$¢ Liczba Morfologia | Konfiguracje | Plodnosé
Parental forms and authors Morphological| DNA chromosoméw | chromosoméw| mejotyczne pylku
markers DNA Chromosome | Chromosome Meiotic Pollen
content number morphology | configuration | fertility
Aegilops (3 species) x Secale cereale
(Wojciechowska, 1996) + + + + +
Brassica oleracea + Armoracia " +
rusticana (Navratilowa i in., 1997)
Brassica campestris x Sinapsis " + +
turgida (Momotaz i in., 1998)
Brassica oleracea + Camelina sativa " ¥
(Hansen, 1998)
Capsella bursa-pastoris + Brassica "
oleracea (Sigareva i Earle, 1999)
Cucurbita pepo x C. martinezii " + "
(Metwally i in., 1996)
Helianthus annuus +H. maximiliani "
(Henni in., 1998)
Hordeum vulgare + Daucus carota "
(Kisaka i in., 1998 a)
Hydrangea macrophylla x " +
H. arborescens (Kudo i Niimi, 1999)
Iris ensata x 1. laevigata + +
(Yabuya i Noda, 1998)
Lilium longiflorum x L. rubellum + "
(Lim i in., 2000)
Lilium longiflorum x L. callosum " +
(Rohiiin., 1996)
Lilium nobilissimum x L. regale "
(Obata i in., 2000)
Lycopersicon esculentum + "
L. peruvianum (Wolters i in., 1994)
Lycopersicon esculentum + Solanum " + " +
etuberosum (Gavrilenko i in., 1992)
Medicago media i M. sativa x
M. arabica, i M. murex +
(Broda i Szklarska-Spitalniak, 1997)
Medicago sativa +Onobrychis "
vicifolia (Li i in., 1995)
Medicago truncatula + M. scutellata " +
(Tian i Rose, 1999)
Oryza sativa + Hordeum vulgare "
(Kisakai in., 1998 b)
Solanum acaule +S. tuberosum
(Rokkai in., 1998) + + +
Triticum aestivum + Leymus
chinensis + +

(Guangmin i Huimin, 1996)
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c.d. Tabela 2

Markery molekularne
Molecular markers
DNA —
restrykcyjno-

Markery
DNA — | cytologiczno-
Formy rodzicielskie i autorzy | Cukry i fenole hvbrvavza DNA techniki molekularne
Parental forms and authors Poly- Izoenzymy yorydyz powielanie Taczone Cytological-
saccharides | lsoenzymes cyine DNA Mixed molecular

and phenols DN.A._ amplification | techniques markers
restriction- DNA

hybridization

Aegilops (3 species) x Secale cereale
(Wojciechowska, 1996)

Brassica oleracea + Armoracia
rusticana (Navratilowa i in., 1997)

Brassica campestris x Sinapsis
turgida (Momotaz i in., 1998)
Brassica oleracea + Camelina sativa
(Hansen, 1998)

Capsella bursa-pastoris + Brassica
oleracea (Sigareva i Earle, 1999)
Cucurbita pepo x C. martinezii
(Metwally i in., 1996)

Helianthus annuus + H. maximiliani
(Hennii in., 1998)

Hordeum vulgare + Daucus carota
(Kisakai in., 1998 a)

Hydrangea macrophylla x

H. arborescens (Kudo i Niimi, 1999)
Iris ensata x 1. laevigata

(Yabuya i Noda, 1998)

Lilium longiflorum x L. rubellum
(Lim i in., 2000)

Lilium longiflorum x L. callosum
(Rohiiin., 1996)

Lilium nobilissimum x L. regale
(Obata i in., 2000)

Lycopersicon esculentum +

L. peruvianum (Wolters i in., 1994)
Lycopersicon esculentum + Solanum
etuberosum (Gavrilenko i in., 1992)
Medicago media i M. sativa x

M. arabica, i M. murex +
(Broda i Szklarska-Spitalniak, 1997)
Medicago sativa + Onobrychis
vicifolia (Li i in., 1995)

Medicago truncatula + M. scutellata
(Tian i Rose, 1999)

Oryza sativa + Hordeum vulgare
(Kisakai in., 1998 b)

Solanum acaule + S. tuberosum
(Rokka i in., 1998)

Triticum aestivum + Leymus
chinensis +
(Guangmin i Huimin, 1996)
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