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Лекція 4
Нетрадиційні методи селекції з використанням клітинних біотехнологій
План

1.  Генетична варіабельність клітин, які культивуються in vitro, умови її виникнення. 
2. Мутагенез та селекція на рівні соматичних клітин. 
3. Культура ізольованих зародків та її використання для розмноження нежиттєздатних гібридів. 
4. Індукція гаплоїдії в культурі тканин.
1. Генетична варіабельність клітин, які культивуються in vitro, умови її виникнення. Ізоляція клітин від організму вищих рослин і перенесення їх для подальшого росту на штучне живильне середовище означає відділення їх від цілісного організму, де вони виконували певні функції. Крім цього, характер живлення клітин також значно відрізняється від того, що відбувається в організмі, де в повному циклі  метаболізму задіяні різні тканини і відбувається він часто поетапно, залежно від  експресії певних генів в певних органах . Ці два фактори є стресовими для клітин, а тому, обумовлюють кардинальні зміни в метаболізмі клітин, їх функції, відхилення на генному і навіть геномному рівні, напрямку та інтенсивності добору клітин і в кінцевому результаті до відмінностей в структурі клітинних популяцій. Результатом цих всіх процесів є значна гетерогенність клітин і великі перебудови геному. Спектр і глибина перебудов може перевищувати мінливість потомства від міжвидових схрещувань.

В результаті введення клітин iіп vitro утворюється нова біологічна система, особливість якої в тому, що клітини, які виконували певні функції в організмі, самі стають незалежними організмами та утворення з них особливої клонової популяції, аналоги якої відсутні в природі, хоча розвиток відбувається у відповідності із загальними законами розвитку вищих рослин.

2. Культура клітин як клонова популяція. Вперше поняття популяція ввів В.Йогансен. Але він розглядав популяції на рівні співіснування особин одного виду, що знаходяться в певному просторі, які генетично дещо відрізняються між собою. В даний час значення терміну популяція дещо уточнене. Це сукупність організмів одного виду рослин, тварин, мікроорганізмів, які впродовж численних поколінь знаходяться на певній території та ізольовані від інших подібних сукупностей того ж виду. Популяція також відноситься до сукупності клітин, які вирощуються  in vitro.

Виділення окремих особин в популяцію, генофонд її обумовлюється рекомбінаціями генетичного матеріалу під статевого процесу. В популяції культивованих клітин такого обміну немає, але відмінність є, а тому останні відносять до неменделівських  популяцій. Особливість неменделівських популяцій – некомбінантна спадкова мінливість. А тому, виникнення, зміна, збереження успадкованого поліморфізму у них залежить від двох чинників: мінливості і добору. В клітинних популяціях спадкова мінливість не вичерпується мутаційною мінливістю. В процесі еволюції в багатоклітинних організмів виробився ще один тип спадкової мінливості – епігенетична. Це дозволяє пояснити генетичні аспекти таких процесів: пристосування клітинних популяцій до умов середовища, їх старіння і відмирання, перетворення нормальних соматичних клітин на злоякісні тощо. 

Аналізуючи генетичні процесі в клітинних популяціях необхідно враховувати мутаційну мінливість і добір та епігенетичну мінливість і добір, але й  процеси взаємодії різних форм мінливості. 

Взаємозв'язок між клітинами в популяції крім усього іншого базується на їхньому виділенні в середовище продуктів метаболіту та обмін цими продуктами. Підтвердженням цього є отримання клонів від окремих клітин  і протопластів з використанням ефекту кондиціювання середовища. Цей ефект пояснюється гіпотезою кооперативної дії генів у клітинній популяції: кожна клітина знаходиться під впливом не лише власного геному , але й геному сусідніх клітин; дія геномів усіх клітин  популяції взаємно узгоджується.

Ця гіпотеза дозволяє пояснити генетичну гетерогенність культивованих клітин, зокрема їхня міксоплоїдність пояснюється таким чином: клітини з різним числом хромосом відрізняються за характером метаболізму і між ними існують симбіотичні взаємовідносини – вони обмінюються продуктами метаболізму. Але існує і антагоністична взаємодія між клітинами з різним набором хромосом, основу якого складає взаємне пригнічення продуктами метаболізму. 
3.Гібридні зародки як джерело гаплоїдів. Гаплоїди – це рослини, в клітинах

Гаплоїди – це рослини, в клітинах яких половинний (як у гаметах) набір хромосом, а не соматичний.

Гаплоїди використовуються для отримання гомозиготних ліній, при кількісному генетичному аналізі, для подолання несхрещуваності.

Залежно від рівня плоїдності вихідних рослин гаплоїди поділяють на: моноплоїди (моно гаплоїди) – гаплоїди, що походять від особин із диплоїдним числом хромосом і полі гаплоїди – гаплоїди, що походять від поліплоїдних особин.

У середині 70-х відкрито явище елімінації хромосом однієї з батьківських форм на ячмені на основі схрещування Hordeum vulgare x H.bulbosum, що прискорило одержання гомозиготних рекомбінантних ліній ячменю. Проведений пошук нових гаплопродюсерів.


Явище елімінації хромосом одного з батьків є одним з механізмів міжвидової несумісності. При схрещуванні ячменів запліднення відбувається нормально, проте на ранніх стадіях розвитку зародка хромосоми H.bulbosum елімінуються. Незрілі зародки виділяють на 10-12 добу після запліднення і переносять на живильні середовища, іп vіvо такі зародки гинуть. Обробка запилених колосків гібереловою кислотою низької концентрації (25-100мг/л) кілька діб підвищує вихід гаплоїдниї рослин. Подібно гаплоїди м'якої пшениці, схрещуючи її з кукурудзою, сорго, ячменем. Гаплоїди тютюну при схрещуванні з дикими видами. 


При віддаленій гібридизації гаплоїди через стимуляцію клітини до партеногенетичного  розвитку. У картоплі при запиленні культурним видом, Проте, у цьому випадку гаплоїдні зародки розвиваються повільно, часто гинуть, а тому їх вичленюють і переносять  на штучні середовища. 


2. Регенерація  та особливості гаплоїдних рослин. У беладони, дурману індійського, тютюну, перцю, деяких злаків гаплоїди формуються безпосередньо з пилку шляхом прямого ембріогенезу соматичного . У інших – в результаті проміжного етапу калюсоутворення. При цьому калус переноситься на середовище для диференціації адвентивних бруньок або соматичних зародків. Залежно від виду рослин ці середовища можуть бути: без фітогормонів, з низьким умістом ауксинів , з високим умістом цитокінінів . Позитивний ефект може бути при використанні гідролізату казеїну. В процесі регенерації гаплоїдних рослин часто спостерігаються аномалії розвитку сформованих соматичних зародків. Це відбувається внаслідок використання високих концентрацій сахарози, регуляторів росту . Подальший розвиток їх відбувається досить складно, а тому використовують перенесення на середовище із меншою концентрацією цукрози, регуляторів росту або з повною відсутністю фітогормонів.


Цитологічний аналіз регенерантів з пиляків, незапліднених рослинних зачатків і зав'язей свідчить про їхню неоднорідність за рівнем плоїдності. Зустрічаються: диплоїди , поліпоїди, міксоплоїди , анеуплоїди . У багатьох видів гаплоїди спонтанно поліплохдизуються, формують химери . У рослин, одержаних з пилкових зерен поліпоїди виникають в результаті злиття ядер або ендоредуплікації. Зміни в процесі онтогенезу обумовлені порушеннями мітозу. У окремих видів під час одержання андрогенних гаплоїдних рослин виникають альбіноси. Різними методами можна зменшити їх частоту. Для пшениці: збільшення концентрації цукрози до 10%, додавання розчинного крохмалю та яблучної кислоти. 

