РОЗДІЛ 3

 СТІЙКІСТЬ ТА МІНЛИВІСТЬ ВИДІВ
Види існують дуже довго - одні десятки і сотні тисяч років, інші - мільйони років. Чому види не змішуються між собою? Чому є польова та будинкова миша?

Існують механізми, які забезпечують стійкість видів: генетичні бар'єри, які запобігають схрещуванню особин різних видів; усунення та маскування поломок, які з'являються в ДНК організмів; захист геному від чужорідної ДНК (імунітет).

Рівень стійкості виду відбивається в зміні кількості особин виду в популяціях за умов зміни умов навколишнього середовища. Науковці використовують показник - індекс стійкості виду до факторів навколишнього середовища. Це коефіцієнт, який відображає варіації в середній чисельності виду за багаторічними даними. Чим стійкішим є вид - тим меншими будуть варіації даних.
Тема: Генетичні бар'єри, які запобігають схрещуванню особин різних видів між собою. Зняття генетичних бар'єрів.
1. Типи генетичних бар'єрів:

а) різні терміни цвітіння рослин, тічки у тварин (тобто, різні терміни дозрівання статевих клітин у особин різних видів);

б) різні типи статевих феромонів (відмінності в запаху роблять особину не привабливою для спаровування);

в) різна будова статевих органів (унеможливлює спаровування організмів);

г) імунологічна несумісність чужого спермія і яйцеклітини (на поверхні клітин є рецептори, які відрізняють своє від чужого; тому, чужий пилок не проростає на чужій маточці, чужий спермій гине в статевих шляхах самки або не може проникнути через систему оболонок чужої яйцеклітини;

д) якщо перші чотири бар'єри подолані, і все-таки відбулося запліднення, то все одно розвиток гібридного організму в 99% випадків блокується на різних етапах онтогенезу через несумісність ДНК батьків.
Чому, якщо види якийсь час існували окремо один від одного, то після їх схрещування - у гібрида проявляється несумісність батьківських ДНК? У молекулах ДНК постійно з'являються поломки (через тепловий рух атомів в молекулах ДНК, через шкідливу дію чинників навколишнього середовища). Поломки в ДНК з'являються випадковим чином в різних геномах різних організмів. Однак, в популяції, в якій особини вільно схрещуються одна з одною - накопичення несприятливих мутацій в однакові генах не відбувається (оскільки потомство з такими генами виявляється не життєздатним). Якщо ж популяції якийсь час існують окремо і не обмінюються генами - то в таких популяціях накопичуються поломки в однакових генах і при схрещуванні організмів з таких популяцій - у більшості випадків потомство виявляється не життєздатним через суміщення ДНК батьків з однаковими поломками в однакових генах.

У особин одного виду, якщо у потомства зустрічаються мутації в однакових генах - то такий організм гине. Тому, природний відбір залишає в популяціях тільки ті особини, поломки в генах у яких різні.

Принцип Добржанського-Меллера: міжвидові гібриди будуть не життєздатними, якщо у батьківських видів є смислові поломки (а не нейтральні!) в однакових генах.

NB! При спарюванні особин одного виду - приблизно 1% потомства виявляється не життєздатним, а при спарюванні особин різних видів - 99% потомства виявляється не життєздатним через об'єднання батьківських хромосом з поломками в однакових генах.

Відповідно до моделі Добржанського-Меллера знижена життєздатність або стерильність гібридного потомства виникає як побічний ефект закріплення у двох генофондах різних мутацій, деякі з яких в силу простої випадковості виявляються несумісними з мутаціями, що закріпилися в іншому генофонді.

Іноді, гібрид першого покоління виявляється більш життєздатним, у порівнянні з вихідними батьківськими видами, якщо у гібрида поломки опиняються в різних батьківських генах. Але, навіть такі успішні гібриди рідко здатні самі залишити плідне потомство через проблеми, які виникають в мейозі при спарюванні гомологічних хромосом. Наприклад, мул - гібрид між ослом і конем. Мули - відрізняються великою тривалістю життя, меншою сприйнятливістю до захворювань, невибагливістю до годівлі та догляду. Однак - вони безплідні!

У 99% випадків - міжвидові гібриди або не утворюються, або виявляються не життєздатними. І тільки в 1% випадків в природі можлива поява міжвидових гібридів, (оскільки в стресових умовах - генетичні бар'єри можуть зніматися!).

2. Зняття генетичних бар'єрів і поява міжвидових гібридів
У природі в 1% випадків міжвидове схрещування виявляється успішним через зняття генетичних бар'єрів. Генетичні бар'єри, як правило, знімаються в стресових умовах навколишнього середовища:

а) організм може відключити систему ідентифікації свій-чужий, що дозволяє статися заплідненню і в результаті - утворюється міжвидовий гібрид;

б) міжвидові гібриди – часто є безплідними. Як правило, несумісність батьківських ДНК викликає внутрішньогібридний стрес ДНК. Це включає програму перебудови геному, що в деяких випадках дозволяє усунути безпліддя гібрида (якщо проблема безпліддя гібрида була пов'язана не зі смисловими точковими мутаціями, а з компонуванням і кількістю структурних блоків ДНК).

NB! Крім того, через мутації можуть змінитися терміни цвітінні і тічки, можуть модифікуватися феромони і т.н.

Наприклад, бактерії кишкової палички (E.coli) і сальмонели (Salmonella enterica) - розійшлися від загального предка 150-100 млн. років тому і в звичайних умовах - не схрещуються. Однак, при сильному стресі, включається SOS відповідь, яка в 20 разів підвищує міжвидову рекомбінацію ДНК, крім того - інактивується система MMR. Все це разом практично повністю руйнує генетичні бар'єри між різними видами бактерій. Таким чином, стрес зменшує ступінь генетичної ізоляції виду і сприяє видоутворенню!

3. Штучне зняття генетичних бар'єрів
Штучне зняття генетичних бар'єрів відбувається:

А) за допомогою методів класичної селекції: фахівці проводять штучне запилення рослин і осіменіння тварин. Це дозволяє зняти перші три генетичних бар'єри (терміни статевого дозрівання особин, різні типи статевих феромонів і різну будову статевих органів). Наприклад, отримано плідний гібрид тхора і європейської норки - хонорик; гібрид між яком і коровою - хайнак; гібрид між одногорбим і двогорбим верблюдом - нар; гібрид між зеброю і конем - зеброїд; гібрид між пшеницею і житом - тритикале і т.н.

Б) за допомогою методів клітинної інженерії (злиття батьківських клітин проводять у пробірці, що дозволяє подолати і четвертий генетичний бар'єр - імунологічну не сумісність батьківських видів).
	


Кама - гібрид одногорбого верблюда і лами.

	


Гібриди вівці і кози

	


Нар - гібрид одногорбого і двогорбого верблюдів (плідний)

	


Гібрид зебри і домашнього осла

	


Гібрид тигра і лева

	


Гібрид коня і зебри

	


Гібрид тигра і лева
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Хонорик - гібрид тхора і європейської норки (плідний)


	


Муллард - гібрид мускусної та домашньої качок
	


Хайнак - гібрид яка і корови


	


Зубробізон - гібрид зубра і американського бізона
	


Зеброїд - гібрид зебри і коня


Гібриди, що мають власні назви:
• мул - гібрид від схрещування осла і коня;
• лошак - гібрид від схрещування жеребця і ослиці;
• лігр - гібрид від схрещування лева (Panthera leo) і тигриці (Panthera tigris);
• тигон - гібрид від схрещування тигра і левиці;
• леопон - гібрид леопарда-самця і левиці;
• левопард - гібрид самки африканського леопарда і лева;
• ягопард - гібрид ягуара і леопарда;
• хонорик - гібрид тхора і європейської норки;
• нар - гібрид одногорбого і двогорбого верблюдів;
• муллард - гібрид, одержаний при схрещуванні селезнів мускусних качок з качками породи пекінська біла, оргпінгтон, Руанська і біла Альє;
• межняк - гібрид тетерева і глухаря;
• хайнак - гібрид яка і корови;
• зубробізон - гібрид зубра і бізона;
• зеброїд - гібрид від схрещування зебри і домашнього коня;
• зебрул - гібрид від схрещування зебри і осла;
• тумак - гібрид зайця-біляка і зайця-русака;
• кідас (кідус) - гібрид соболя і лісової куниці;
• кама, або верблюлама - гібрид одногорбого верблюда і лами;
• вольфін - гібрид афаліни і малої косатки;
• пізлі - гібрид білого і бурого ведмедів.
4. Клітинна інженерія
Клітинна інженерія дозволяє подолати всі генетичні бар'єри, крім бар'єру несумісності батьківських ДНК.

4.1. Методика отримання соматичних гібридів.

Звичайні гібриди - це статеві гібриди, які утворюються при злитті статевих клітин батьківських організмів. Гібриди, які отримують клітинні інженери - це результат злиття в лабораторних умовах соматичних або полових клітин батьківських організмів.

Методика отримання соматичних гібридів:

- в поживне середовище поміщають соматичні (або статеві) клітини організмів різних видів;

- потім, в поживне середовище додають речовини, які змушують клітини зливатися одна з одною: поліетиленгліколь (ПЕГ) - для злиття клітин рослин і інактивований ультрафіолетом вірус Сендай - для злиття клітин тварин;

- після злиття батьківських клітин відбирають гібридні клітини (як правило, в якості батьківських використовують клітини організмів, стійких до різних стресових факторів; поява у клітин стійкості до обох типів стресових факторів є критерієм їх гібридності);

- якщо роботи проводяться з рослинними клітинами - то, комбінуючи в поживному середовищі різні гормони, домагаються регенерації з безформної маси клітин (калюсу) - цілих рослин.

NB! Якщо проводять злиття клітин не споріднених видів рослин, то отримати регенерацію цілої рослини з калюсної маси дуже складно, а для тварин - регенерація цілого організму з безформної маси клітин - не можливе.
NB! Рослинні клітини - тотипотентні, тобто будь-яка клітина дорослої рослини зберігає здатність регенерувати в цілу рослину. Тоді як клітини тварин втрачають цю здатність через блокування роботи найважливіших регуляторних генів (тобто, у тварин, регенерацію цілого організму можуть забезпечити тільки статеві клітини). Однак, навіть якщо проводити в лабораторних умовах злиття статевих клітин організмів різних видів - отримати новий організм можливо тільки при злитті статевих клітин близько-споріднених видів, в іншому випадку - гібрид виявляється не життєздатним через несумісність батьківської ДНК.

4.2. Доля батьківської ДНК в клітинах соматичних гібридів
а) ядерна ДНК обох батьків може повністю зберігатися у складі гібрида, крім того - можливо викидання деяких (або всіх) хромосом одного з батьків (або обох батьків) при наступних поділах гібридної клітини.

Наприклад, у соматичного гібрида між двома видами тютюну - Nicotiana plumbaginifolia і Nicotiana sylvestris - зберігаються ядерні хромосоми обох батьків. Наприклад, у соматичного гібрида, отриманого в результаті злиття клітин людини і щура, - в кожному циклі ділення викидається по одній хромосомі щури. А соматичного гібрида, отриманого в результаті злиття клітин людини і миші, - в кожному циклі ділення викидається по одній хромосомі людини (що дозволило картувати хромосоми людини!).
б) в процесі ділення гібридної клітини відбувається поділ батьківських мітохондрій і хлоропластів - тобто в дочірні клітини потрапляють мітохондрії і хлоропласти тільки одного з батьків. Причина: мутації поступово накопичуються не тільки в ядерній ДНК, але і в ДНК мітохондрій і хлоропластів. Якщо в гібридній клітині залишаться мітохондрії і хлоропласти обох батьків - то це призведе до того, що система взагалі працювати не буде (правило суміщення незалежних мутацій Добржанського-Меллера).

4.3. Застосування методів клітинної інженерії на практиці
Методами клітинної інженерії:

а) отримують соматичні гібриди сільськогосподарських рослин, стійкі до вірусів, бактерій, комах, черв'яків, до низьких і високих температура, до посухи і т.п.;
б) отримують соматичні гібриди, які можуть необмежено довго ділитися в культурі in vitro, продукуючи при цьому важливі речовини; наприклад, був отриманий клітинний гібрид між лімфоцитом (смертною клітиною імунної системи, яка продукує антитіла певного типу) і раковою клітиною (безсмертною клітиною) - цей соматичний гібрид (т.зв. гібридома) продукує антитіла і є практично безсмертним;
в) соматичні гібриди, які в процесі поділу клітин викидають хромосоми одного з батьків, - використовуються для картування хромосом батьківських організмів; наприклад, соматичний гібрид між клітинами людини і миші при кожному наступному поділі викидає по одній хромосомі людини, що дозволило картувати хромосоми людини.
Технологія роботи з культурою клітин і тканин in vitro
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Робота в стерильному боксі з культурою клітин.
	[image: image13.png]



Суспензія клітин в поживному середовищі.
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Початок поділу протопластів, що злилися.
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Калюс - безформна маса клітин.
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Завдяки комбінації фітогормонів - з безформної маси клітин починають формуватися коріння і пагони.
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Регенерація цілих рослин моркви на поживному середовищі в чашці Петрі з безформної маси клітин - т.зв. калюсу.
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Регенерація рослин тополі з безформної маси клітин - т.зв. калюсу.
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Регенерація рослин тополі на стадії коренеутворення.


Отримання міжвидових гібридів методами клітинної інженерії
	[image: image20.png]



Рослини рису вражені бактеріальною гниллю рису. Захворювання викликають бактерії Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Ці бактерії, якщо заражають посіви, то знищують більше 80% врожаю!!!
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Бактерії Xanthomonas oryzae pv. oryzae, що викликають бактеріальну гниль рису. Інфікування рослини відбувається через нижню сторону листа рису

	[image: image22.emf]
Соматична гібридизація між рослинами рису різних видів: Oryza sativa (японський культурний рис) + O. meyeriana (дикий рис, стійкий до бактеріальної гнилі рису). Де: а - протопласти Oryza sativa; b - протопласти O. meyeriana; с - другий поділ клітин, які злились; d - маленька клітинна колонія, що сформувалася з клітин, які злились; е - калюс, що утворився з клітин, які злились; f - регенерація рослин з клітин, які злились.
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	Зовнішній вигляд:
а - дикого рису (Oryza meyeriana), стійкого до бактеріальної гнилі; b - культурного рису (Oryza sativa cv 8411), чутливого до бактеріальної гнилі; с- і d - соматичних гібридів дикого і культурного рису, стійких до бактеріальної гнилі (лінія SH5 і лінія SH7).
Джерело: Yan C-.Q., Qian K.-X., Xue G.-P., Wu Z.-C., Chen Y.-L., Yan Q.-S., Zhang X.-Q., Wu P.  Production of bacterial blight resistant lines from somatic hybridization between Oryza sativa L. and Oryza meyeriana L. // J. Zhejiang. Univ. SCI. – 2004. –Vol. 5 (10). – P. 1199 -1205.


Отримання міжвидових гібридів методами клітинної інженерії
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Зліва на право: дикий тютюн, соматичний гібрид між диким і культурним тютюном, культурний тютюн: А - морфологія рослин; В-Е - морфологія квіток.
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Хромосоми соматичного гібрида між диким (Nicotiana debneyi) і культурним тютюном (міжвидовим гібридом Nicotiana x sanderae). Хромосоми дикого тютюну пофарбовані блакитним барвником (яскраве забарвлення), а хромосоми культурного тютюну - пофарбовані червоним барвником (бліде фарбування).

Було проведено злиття клітин дикого тютюну, стійкого до пероноспори (Nicotiana debneyi), з клітинами культурного тютюну (міжвидового гібрида N. × sanderae), чутливого до перноспори. В результаті соматичної гібридизації були отримані рослини тютюну, стійкі до патогенного гриба пероноспори тютюнової (Peronospora tabacina).
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Паразитичний гриб пероноспора тютюнова (Peronospora tabacina) пошкоджує листя культурного тютюну і призводить до втрати врожаю (листя тютюну скручуються і жовтіють). А, В - листя культурного тютюну (Nicotiana x sanderae), пошкоджені паразитичним грибом пероноспорою тютюновою; С - гіфи паразитичного гриба перноспори тютюнової на поверхні листа тютюну; D, Е - листя дикого тютюну (Nicotiana debneyi) не ушкоджуються паразитичним грибом пероноспорою тютюновою; F. G - листя соматичного гібрида між культурним і диким тютюном не ушкоджуються паразитичним грибом перноспорою тютюновою.
Джерело: Patel D., Power J.B., Anthony P., Badakshi F., J. S. (Pat) Heslop-Harrison J.S., Davey M.R. Somatic hybrid plants of Nicotiana x sanderae (+) N. debneyi with fungal resistance to Peronospora tabacina // Annals of Botany. - 2011. – Vol. 108. – P. 809 – 819.



Отримання міжвидових гібридів методами клітинної інженерії
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Ураження листя картоплі паразитичним грибом фітофторою.
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Уражена фітофторозом бульба картоплі.
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Зліва на право: бульби дикої картоплі, стійкої до грибу фітофтори, бульби соматичного гібрида, стійкого до паразитичного гриба фітофтори; бульби культурної картоплі, чутливі до паразитичного гриба фітофтори.
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Зліва на право: листя дикої картоплі, листя соматичного гібрида; листя культурної картоплі.
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Метафазна пластинка хромосом соматичного гібрида між людиною і хом'ячком. За допомогою специфічного фарбування було встановлено, що в цій клітині збереглася тільки одна хромосома людини (хромосома людини відзначена стрілкою).
Джерело: Spotswood H.T., Turner B.M. An increasingly complex code // J. Clin. Invest. – 2002. – Vol. 110. – P. 577 – 582. doi:10.1172/JCI200216547.
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В-лімфоцит людини здатний продукувати захисні антитіла.
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Злоякісні лімфоцити - це безсмертні клітини крові, які почали безконтрольно ділитися.

Соматичний гібрид між цими клітинами - гібридома - продукує антитіла і є безсмертним.



Контрольна робота
Варіант № 1

1. Принцип Добржанського-Меллера: ….

2. Зеброїд - це гібрид зебри і коня. Перерахуйте, які генетичні бар'єри були зняті селекціонерами при отриманні даного гібрида?
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            Зеброїд

3. Нар - це гібрид одногорбого і двогорбого верблюдів. Цей гібрид - плідний. А мул - гібрид від схрещування осла і коня - безплідний. Чому одні міжвидові гібриди безплідні, а інші - плодовиті? Яким є механізм подолання безплідності у міжвидових гібридів?
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Нар – плідний гібрид
	


Мул – безплідний гібрид


4. Клітинна інженерія: а) Опишіть методику отримання клітинного гібрида між слоном і тигром; б) яка можлива доля батьківської ядерної ДНК і ДНК мітохондрій в клітинах цього гібрида?; в) чому не можна отримати за допомогою клітинної інженерії дорослу гібридну тварину - слонотигра? Який генетичний бар'єр не дозволяють зняти методи клітинної інженерії?
5. Який клітинно-інженерний гібрид цікаво і корисно було б створити? І чому?
Варіант № 2
1. Які механізми зняття генетичних бар'єрів Вам відомі?
2. Лігр - це гібрид лева і тигра. Перерахуйте, які генетичні бар'єри були зняті селекціонерами при отриманні даного гібрида?
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             Лігр

3. Хонорик - це гібрид тхора і європейської норки. Цей гібрид - плідний. А мул - гібрид від схрещування жеребця і ослиці - безплідний. Чому одні міжвидові гібриди безплідні, а інші - плодовиті? Який механізм подолання безплідності у міжвидових гібридів?
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Хонорік - плідний гібрид.
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Лошак - безплідний гібрид.


4. Клітинна інженерія: а) опишіть методику отримання клітинного гібрида між вовком і козою; б) яка можлива доля батьківської ядерної ДНК та ДНК мітохондрій в клітинах цього гібрида? в) чому не можна отримати за допомогою клітинної інженерії доросле гібридне тварина –  вовкокоза? Який генетичний бар'єр не дозволяють зняти методи клітинної інженерії?
5. Який клітинно-інженерний гібрид цікаво і корисно було б створити? І чому?
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