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Abstrakt

Somaticka hybridizace je metoda pfipravy rostlinnych kfizencl zaloZzena na fuzi izolovanych
protoplastl. Byla zavedena v 70. letech 20. stoleti a nachdzela uplatnéni predevsim
v hybridizaci rostlin, které nelze kfizit jinymi zpusoby. V 80. a 90. letech byla metoda
somatické hybridizace nahrazena metodami cileného pfenosu genl - tvorbou GMO
(geneticky modifikovanych organismu). Pfredkladana prace je zaméfena na literarni prehled
metodickych pfistupl somatické hybridizace u rostlin. Jednotlivé kapitoly pojednavaji o
klicovych krocich, jako je pfiprava materidlu, izolaci protoplast(, fuzi protoplastd, regeneraci
bunék, regeneraci rostlin a selekci hybridniho potomstva.

Klicova slova

somaticka hybridizace, asymetrickd hybridizace, protoplast, hybrid, fuze protoplastl, PEG,
elektrofuze, polyploidizace, regenerace protoplast, selekce hybrid(

Abstract

Somatic hybridization is a method for preparing plant hybrids based on the fusion of isolated
protoplasts. This method was introduced in the 70s of the 20th century and has been used
mainly for the hybridization of plants that can not interbreed in other ways. Somatic
hybridization was replaced by methods of targeted gene transfer in the 80s and 90s (GMO
biotechnology). This thesis is focused on the review of methodological approaches of
somatic hybridization in plants. Individual chapters discuss fundamental steps such as
material preparation, protoplast isolation, protoplast fusion, cell regeneration, regeneration
of plants and selection of hybrid offspring.
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Seznam pouzivanych zkratek

PEG

NAA
2,4-D

BAP

CMS

PVA

polyethylenglykol

kyselina naftyloctova (naphthaleneacetic acid)

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4—dichlorophenoxyacetic acid)
6-benzylaminopurin

cytoplazmatickd samci sterilita (cytoplasmic male sterility)

polyvinyl alkohol
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1 Uvod

Somaticka hybridizace je metoda kombinace genomd, kterd umoziiuje vznik hybridniho
organismu nesouciho genetickou vybavu obou rodi¢li na zakladé splynuti télnich
(somatickych) bunék, v pfipadé rostlin protoplasti. Somatickd hybridizace byla uplatnéna u
fady skupin organism(, napf. kvasinek (Russell & Stewart, 1979), ZivoCichl (Croce &
Koprowski, 1974) a dokonce byla provedena i experimentalni fuze mezi burikami Zivocichl a
rostlin, i kdyZ Zivotaschopnost takovych fuzant( byla znacné omezend (Dudits et al., 1976b).
Zpravidla plati, Ze ¢im vzdalenéjsi pfibuzné organismy jsou kombinovany, tim byva viabilita
somatickych hybridd nizsi. U rostlin vSak bylo dosazeno velkého mnoiZstvi plné vitalnich
somatickych kfizencd vramci jedné celedi, tzn. fady mezidruhovych a mezirodovych
kfizenc(, které by cestou konvencni hybridizace vzniknout nemohli. Predmétem této prace
je literarni reserSe vénovand somatické hybridizaci a souvisejici metodice u rostlin. Pouzité
metody jsou béhem hybridizace pro urcity druh (rod) specifické, ale existuji zakladni body,
které celkovy postup somatické hybridizace vzdy zahrnuje. Pfedeviim o téchto metodach a
jejich modifikacich predkladand prace pojednava.

1.1 Somaticka hybridizace a jeji historie

Na pocatku 20. stoleti se objevily prvni prace zabyvajici se moznosti somatické hybridizace
u rostlin, které nelze kfiZit pohlavni cestou (Baur, 1910). Prvni zdafily pokus vedouci
k Zivotaschopnému somatickému hybridu se vSak podafil az v 70. letech 20. stol., kdy Carlson
a kol. (1972) zfuzovali protoplasty dvou druhl celedi Solanaceae a to Nicotiana glauca
s Nicotiana langsdoffii za vzniku amfidiploidni rostliny. Od té doby se zacalo cilené pracovat
na pripravé parasexualnich hybridd prindsejicich rfadu vyhod. Bylo dosazeno kfizeni
inkompatibilnich druh(, druhd s dlouhym Zivotnim cyklem a sterilnich ¢i subfertilnich
jedinct, jejichz konvencni kfizeni by bylo problematické nebo zcela nemozné.

1.2 Definice vybranych pojmt

amfidiploid mezidruhovy hybrid s diploidni sadou chromozomu od kazdého rodice
asymetricky hybridni burika s celym jadernym genomem jednoho rodice a ¢asti
hybrid jaderného genomu od druhého rodice

cybrid eukaryotni bunka vznikla fuzi celé bunky s burikou postradajici jadernou

DNA tzv. cytoplastem
cytoplast vnitfni ¢ast bunky zahrnujici cytoskelet, cytosol a organely

dielektroforéza jev, kdy se nenabité castice pohybuji v nehomogennim poli, v jehoz
pfitomnosti se polarizuji a pohybuji se na zakladé orientace dvou dipél



driselaza

fertilita x
sterilita

izoenzymy

macerozyme

osmolalita

osmolarita

ploidie

somaklonalni
variabilita

smés carbohydrolaz z kmene Basidiomycota; obsahuje laminarinazu,
xylanazu a celulazu

schopnost generativniho rozmnozovani (plodnost) x neschopnost
generativniho rozmnozovani (sporofyticka a gametofytickd
inkompatibilita, CMS)

enzymy z jednoho organismu, které katalyzuji stejnou reakci, ale lisi se
svou primarni strukturou

smés enzymu ziskana ze zastupcli rodu Rhizopus; obsahuje celuldzu,
hemiceluldzu a pektinazu

mnozstvi osmoticky aktivnich latek v objemu rozpoustédla
podil latkového mnoZstvi rozpusténé latky a celkového objemu vzniklého

roztoku

pritomnost fenotypovych odchylek u rostlin péstovanych ve
sterilnich podminkach nejéastéji ve formé kalusu



1.3 Nejcastéji hybridizované celedi

Somaticka hybridizace se uplatnila u celedi, které maji hospodarsky vyznam (Poaceae,
Rutaceae, Fabaceae, Brassicaceae) a zaroven predevsim u rostlin, u kterych je dobfe
zvladnutd technika regenerace protoplasti aZ do stadia celistvé rostliny (predevsim
Solanaceae).

Tabulka ¢. 1 obsahuje prehled vybranych uUspésnych kfizeni od r. 1972 do r. 2008
zaloZzenych na somatické fuzi. Uvedené priklady byly uskute¢nény v rdmci ¢eledi a bylo u nich
dosazeno zivotaschopnych hybridnich rostlin. Existuji i extrémni pripady kfiZzeni rostlin
z jinych celedi, jejichz hybridni bunky maji potencidl dorlist pouze do stadia bunécnych
shlukd neschopnych vyvoje v organizované struktury. Pfikladem je fuze protoplastl Petunia
hybrida a Vicia faba nebo Daucus carota a Hordeum vulgare (Binding & Nehls, 1978; Dudits
etal., 1976a).



Celed

Hybridizované druhy

Reference

Solanaceae

Nicotiana tabacum + N. glauca

(Evans et al., 1980)

Nicotiana langsdorffii + N. glauca

(Carlson et al., 1972)

Nicotiana plumbaginifolia + N. tabacum

(Maliga et al., 1982)

Solanum tuberosum + S. lycopersicum

(Melchers et al., 1978)

Petunia parviflora + P. parodii

(Power et al., 1980)

Petunia hybrida + P. parodii

(Power et al., 1976)

Datura innoxia + D. discolor

(Schieder et al., 1978)

Atropa belladonna + Datura innoxia

(Krumbiegel & Schieder, 1979)

Brassicaceae

Brassica nigra + B. napus

(Gerdemann Kncorck et al.,
1994)

Brassica napus + B. nigra

(Sacristan et al., 1989)

Brassica oleracea + B. campestris

(Sundberg & Glimelius, 1986)

Raphanus sativus + Brassica rapa

(Tu et al., 2008)

Arabidopsis thaliana + Brassica napus

(Forsberg et al., 1994)

Thlaspi caerulescens + Brassica napus

(Brewer et al., 1999)

Apiaceae

Daucus carota + D. capillifolius

(Kameya et al., 1981)

Daucus capillifolius + D. carota

(Dudits et al., 1977)

Rutaceae

Citrus sinensis + C. paradisi

(Ohgawara et al., 1989)

Poncirus trifoliata + Citrus sinensis

(Ohgawara et al., 1985)

Citrus reticulata + Citropsis gilletiana

(Grosser et al., 1990)

Fabaceae

Glycine max + Vicia hajastana

(Kao et al., 1974)

Pisum sativum + Glycine max

(Kao et al., 1974)

Vicia hajastana + Pisum sativum

(Kao et al., 1974)

Medicago sativa + Glycine max

(Kao, 1986)

Lotus corniculatus + L. conimbricensis

(Wright et al., 1987)

Poaceae

Avena sativa + Triticum aestivum

(Xiang et al., 2003)

Oryza sativa + Echinochloa oryzicola

(Terada et al., 1987)

Zea mays + Hordeum vulgare

(Kao et al., 1974)

Sorghum bicolor + Zea mays

(Brar et al., 1980)

Tab. 1: Priklady Uspésnych kfiZeni rostlin pomoci somatické hybridizace



2 Vychozi rostlinné pletivo

Pocatecnim a zdsadnim krokem je vybér vhodného rostlinného pletiva, které bude slouzit
jako vychozi materidl pro izolaci protoplastd. NejvhodnéjsSim materidlem je mladé,
neposkozené, aktivné rostouci pletivo, ve kterém se nevyskytuji abnormality v poctu
chromozomu (Sundberg & Glimelius, 1986).

Protoplasty lze izolovat z pletiva odebraného zrostliny péstované ex vitro, rostlin
péstovanych in vitro, kalusové kultury nebo bunécné suspenze. Metodicky je vyhodné
vychdazet z asepticky péstovanych kultur (in vitro), jelikoZz odpadd nutnost sterilizace
vychoziho materialu.

Pti somatické fuzi Ize kombinovat bunky ze stejného i rlznych typl pletiv. Napadnéjsi a
snadnéji zjistitelné odlisnosti usnadnuji naslednou selekci hybridd. Velmi ¢asto je pouzivana
kombinace bunécné suspenze s burikami listového mezofylu nebo s jinym pletivem. Bunécéna
suspenze kultivovand ve tmé postrada zelené chloroplasty (ma pouze Zlutavé proplastidy) a
je proto cytologicky kontrastni proti zelenym protoplastim izolovanym z listového mezofylu
(Constabel & Kao, 1974). Dalsi vyhodou protoplastli izolovanych z bunééné suspenze je vyssi
odolnost proti poskozeni pti chemicky indukované fuzi (Hamill & Cocking, 1988).

2.1 Nadzemni c¢ast rostliny

NejvhodnéjSim pletivem pro izolaci protoplastli je mezofyl mladych list{. Se zvySujicim se
stadfim a délkou listl u Nicotiana tabacum cv. ,Bright yellow’ klesal vytéZzek fuzantl az o 30 %
(Usui et al., 1974). U listG Pisum sativum se rovnéZz sniZovala rychlost déleni bunék
regenerovanych z protoplastd (Kao & Michayluk, 1980). Pfi izolaci protoplastl ze
starych listd Pisum sativum se vynos izolace snizil az o 4 % oproti vynosu z mladych list(.
Snizena vytéinost byla zfejmé dana pritomnosti sekundarnich bunécnych stén, které nebyly
dostatec¢né degradovany pouzitymi enzymy (Kao & Michayluk, 1974).

Vyznamnou roli hraje rovnéz pritomnost chloroplastd, mira vakuolarizace bunék a
kortikalni cytoplazma, diky kterym Ize selekci hybrid( usnadnit. To vie je zminéno v kapitole
¢. 6.

2.2 Podzemni cast rostliny

Koreny a dalsi ¢asti rostlin, které se ¢asto nachdzeji pod zemi, se zpravidla nepouzivaji jako
material pro izolaci protoplastl a naslednou somatickou hybridizaci. Pravdépodobné jediny
pokus s protoplasty z kofene ucinili Withers a Cocking (1972). V této praci byly studovany
efekty plazmolyzy, degradace bunécné stény a ultrastruktura plasmodesmd béhem
spontanni fuze protoplast( izolovanych z kofenové Spicky Avena sativa.



2.3 Semena a kli¢ni rostliny

Izolace protoplastl z klicictho semene nebo kli¢ni rostliny poskytuje vyhodu minimalniho
ovlivnéni pletiv vnéjsimi faktory (napft. zpUsob kultivace). Protoplasty byly izolovany napf.
z endospermu, déloh kliéni rostliny (Usui et al., 1974), hypokotylu (Hamill & Cocking, 1988;
Sundberg & Glimelius, 1986) nebo ze zralého i nezralého embrya (Brar et al. 1980; Kyozuka
et al. 1987).



3 lzolace a kultivace protoplastu

3.1 Techniky izolace protoplastu

Izolaci protoplastll z rostlinného pletiva vzatého z ex vitro podminek musi pfedchazet
sterilizace materialu, kterym jsou ve vétsSiné pripadd mladé listy. Hrubé necistoty mohou byt
odstranény naptiklad ddkladnym omyvanim kohoutkovou vodou (Brar et al., 1980).
Ndasledna sterilizace byla v nékterych pracich provedena napf. pomoci prasku na myti nddobi
a 60-70% ethanolu (Kao & Michayluk, 1980; Nagata & Takebe, 1970). U¢innost sterilizace Ize
zvysit naslednym osSetfenim listu v chlornanu sodném (NaClO) (Nagata & Takebe, 1970;
Dudits et al. 1976a).

Nejlepsich vysledkd v pripadé bunécné suspenze homozygotni albinové (Su/Su) linie
Nicotiana tabacum jako vychoziho materidlu bylo dosazeno pfi odebrani bunék po cca 3 az 4
dnech od posledni subkultivace (Gamborg et al. 1979).

Pokud je vychozim pletivem embryo, nebo jeho casti jako je endosperm, délohy Ci
scutellum, musi byt nejprve sterilizovdn semenny obal, pfipadné lusk a dalsi obaly semene
(Kao & Saleem, 1986; Kyozuka et al., 1987).

Techniky izolace protoplast(, které nasleduji po dlikladné sterilizaci materidlu, mohou byt
razné. Nejpouzivanéjsimi jsou techniky mechanické a enzymatické izolace.

3.1.1 Mechanicka izolace

Izolace spociva ve vloieni bunécné suspenze, kalusu, nebo rostlinného pletiva do
hypertonického roztoku, nasledného vzniku plazmolyzy, naruSeni bunécné stény a
kone¢ného uvolnéni protoplastl. Jako hypertonicky roztok Ize pouZit CaCl,, 0,25 — 0,3 M
Ca(NOs),, 0,5 — 1,0 M sachardzu nebo jiné roztoky s vy$sSim osmotickym potencidlem, nez je
potencial protoplastu.

Po vzniku plazmolyzy v bunkach se izolovany material nakraji ostrym noZem. Béhem
procesu krajeni se vétSina celych bunék poniéi, ale v pfipadé zasazeni nozem pouze do
bunécné stény se uvolni protoplast, ktery je cilem tohoto procesu (Cocking, 1972). Stejny
postup byl pouZit i na uvolnéni protoplastll z epidermalnich bunék Allium cepa z oloupané
cibule (Chambers & Hofler, 1931).

Pro vyssi efektivitu izolace je mozné list dale nejméné trikrat omyt destilovanou vodou a
ponechat ho v ni po dobu az 30 minut, aby doslo ke maceraci pletiva (Banks & Evans, 1976).
Nasledné lze pinzetou odebrat spodni epidermis, ¢imz dojde k uvolnéni bunék mezofylu. Pro
jesté snazsi uvolnéni maze byt list rozkrdjen na mensi ¢asti (Brar et al., 1980).

Mechanickd izolace se pouziva velmi zfidka, jelikoz byla jiz ddvno pfekonana metodou
enzymatické izolace pfrinasejici mnohem vétsi vytézek izolovanych protoplastli, jak je
popsano v nasledujici kapitole €. 3.1.2.



3.1.2 Enzymaticka izolace

Bunécna sténa je tvorfena prevainé z polysacharidl, jimiZz jsou celuléza, hemiceluléza a
pektiny, tvoficich polymery (Kao et al., 1974). Tyto polymery jsou degradovany
enzymatickymi procesy pfi vloZeni bunécné suspenze nebo rostlinného pletiva do smési
enzymU obohacené o plazmolytikum, pufracni roztok, chloridové ionty a dalsi slozky se
stanovenym pH.

Bunécnd suspenze nebo fragmenty listu jsou ve vétSiné praci zakoncenych Uspésnou
hybridizaci vloZzeny do enzymového roztoku s protoplastovym kultivacnim médiem v poméru
1:1 (Kao et al., 1974; Kao & Saleem, 1986; Dudits et al., 1976a), nebo pouze do smési
enzym( (Gamborg et al., 1979; Serraf et al., 1991; Zimmermann & Scheurich, 1981).

Zakladem enzymového roztoku jsou 1-5% celuldza, 0,5-2% hemiceluléza a 0,05-1%
pektindza. Tyto enzymy jsou obsaZeny také ve viceslozkové enzymové smési Macerozyme
ziskané z rodu Rhizopus, kterd se obvykle pouZiva v kombinace s celuldzou (Kyozuka et al.,
1987; Usui et al., 1974). Celuldza muizZe byt vyuzita také ve své hrubé komercéni formé,
cellulysinu ziskaného z Trichoderma viride, houby parazitujici na rostlinach (Piel et al., 1997;
Scheurich & Zimmermann, 1981; U Zimmermann & Scheurich, 1981).

Plazmolytikum o lehce vy3si koncentraci, neZ je koncentrace bunécné stavy, zpUsobi
¢aste¢nou plazmolyzu, tj. odchlipnuti plazmalemy od bunééné stény. To usnadni jeji
degradaci enzymy. Pouziva se 0,35 - 0,7 M mannitol nebo jeho izomer sorbitol, roztok
sachardzy (Kao & Michayluk, 1974; Usui et al., 1974; Nagata & Takebe, 1970), glukdzy (Brar
et al., 1980) nebo roztok soli oznacovany jako CPW (cell and protoplast washing salts) (Pirrie
& Power, 1986).

Potfebny je i pufr udrzujici pH v urcitém rozmezi. Nejvice pouzivanym je MES, jehoz cely
nazev zni 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (Kao et al., 1974). pH se pohybuje v zavislosti
na dalSich primésich od 5 do 7.

Dalsimi slozkami mohou byt vdpenaté a chloridové ionty i fosfaty v podobé CaCl,-2 H,0,
NaH,P04-H,0. Lze pfidat i Driselazu, smés enzyml obsahujici zymolytické enzymy napf.
laminarinazu, xylandzu a celuldzu, ktera je produkovéna stopkovytrusymi houbami (Dudits et
al., 1976a; Kao et al., 1974). Dalsi slozky je mozné pridat podle individualni potieby.

Uréité mnozZstvi smési enzymového roztoku pripadné obohaceného médiem pro kultivaci
protoplastl a bunécéné suspenze Ci pletiva se vlozi na Petriho misku a utésni se parafilmem.
Inkubace muize probihat az nékolik hodin nejlépe za mirného trepani (Kao et al., 1974).
Teplota je téz variabilni a pohybuje se kolem pokojové teploty az po 35 °C (Usui et al., 1974).
A neméné vyznamnym faktorem je, zda bude inkubace probihat na svétle nebo ve tmé (D. E.
Dudits et al., 1976a; Serraf et al., 1991).



3.2 Ziskani Cistych protoplasti

Protoplasty ziskané izolaci z pletiva nebo bunécné suspenze se oddéli od shluku
nedokonale rozloZzenych bunék, vrchni listové epidermis a Zil pomoci filtrace smési pres sito.
Sita mohou byt z nylonu ¢i nerezové oceli o prliiméru dér od 20 um (Kyozuka et al., 1987) po
100 um (Serraf et al., 1991).

Nasledné jsou protoplasty centrifugovany nejcastéji relativni centrifugacni silou 100 x g po
dobu 3 min. Lze oviem stanovit mensi (50 x g, 6 min), nebo vétsi (300 x g, 6 min) silu
centrifugace (Kao et al., 1974; Kao & Michayluk, 1974). Zatimco pozustatky znicenych bunék
zGstavaji v supernatantu, ktery je nasledné odebran Pasteurovou pipetou, Cisté protoplasty
se usadily (Nagata & Takebe, 1970).

3.3 Kultivace protoplastu

Cisty vytézek protoplastli je omyt na zakladé ndsledujictho postupu. Nasleduje- li fuze
pomoci PEG, omyji se Cisté protoplasty enzymovym roztokem se stejnym sloZzenim jako pfi
jejich izolaci (Brar et al., 1980; Kao et al., 1974) nebo se pouze odeberou jako smés enzymu a
Cistych protoplastll (Kao & Michayluk, 1974; Sundberg & Glimelius, 1986). Nasledné se
vytézky protoplastl obou druhl smichaji v poméru 1:1 a v podobé kapének se pfenesou na
Petriho misky, kam se po jejich usazeni pfida PEG.

Pfed fuzi pomoci PEG je moziné téZ protoplasty dvou druhl resuspendovat v 0,55 M
sorbitolu a az poté je prevést na Petriho misku (Constabel & Kao, 1974; Fowke et al., 1975).

Pokud bude fuze zrealizovana v elektrickém poli, je tfeba protoplasty predem promyt 0,5 —
0,7 M mannitolem nebo ca* (Morikawa, 1984; Serraf et al.,, 1991; U Zimmermann &
Scheurich, 1981).

V nynéjsi fazi pokusu lze protoplasty prenést na kultivaéni médium a regenerovat z nich
rostliny (Gamborg et al., 1979; Kao & Michayluk, 1980; Kyozuka et al., 1987, Nagata &
Takebe, 1970). Regenerace rostlin z protoplastud ale neni cilem této literarni reserse.



4 Fuze protoplasti

4.1 Pasobenim elektrického pole

4.1.1 Metodika

Jednim ze zplsobu fuze protoplastl je fuze na zdkladé dielektroforézy, pohybu nenabitych
¢astic v nehomogennim poli (Pohl & Crane, 1971). Pohl (1978) oznacil tuto metodu jako
oboustrannou dielektroforézu, jelikoz se protoplasty v reakci na intenzitu elektrického pole
pohybuji do oblasti s vétsi intenzitou, a tak mezi dvéma elektrodami tvofi fetizky sloZzené
z nékolika protoplastli, jejichz pocet v fretizku zavisi na velikosti komory, ve které se
nachazeji.

Elektricky obvod se obvykle sklada z komory o objemu 1 ml, kde jsou umistény dvé
elektrody, jejichz konce jsou od sebe vzdaleny nejméné 200 um. Elektrody predstavuji
mosazné tycinky pokryté zlatem o prliméru 3 mm (Zimmermann & Scheurich, 1981), tycinky
z platina, nebo jako levnéjsi variantu lze pouZit médény pocinovany drat (Morikawa, 1984).
V elektrickém obvodu jsou paralelné zapojeny dva generdtory, tj. funkéni generator
vytvarejici stfidavy proud o frekvenci 500 kHz a pulzni generator vytvarejici proud
stejnosmérny, rezistor s odporem 50 Q a pfipadné termistor udrzujici pokojovou teplotu (20
— 25 °C) (Zimmermann & Scheurich, 1981).

Smés pripravena k fuzi elektrickym polem obsahuje predevsim dva druhy protoplasti
v poméru 1:1 a 0,4 — 0,7 M mannitol, kterym je regulovdna osmolarita. ZvySenim osmolarity
je snizena tendence protoplastd k fuzi (Scheurich & Zimmermann, 1981). Pro vyvarovani se
nechténych zlomU protoplastl a pro zvySeni efektivity celého fuzniho procesu je vhodné
pfidat do smési 0,1 — 0,5 mM CaCl, (Morikawa, 1984; Serraf et al., 1991). V pripadé
modifikovanych fuzi elektrickym polem lze do smési protoplastl pridat 0,6 M sorbitol a
CaCl,, jako bylo potieba v pripadé fuze protoplastll Rauwolfia serpentia ,Bentham’ (Sencia
et al. 1979). Byly uskute¢nény i pokusy elektrické stimulace fuze protoplastl kvasinek, kdy
elektrofuzni smés obsahovala kromé protoplastll Saccharomyces cerevisiae i 40% PEG, 0,01
M CaCl, a 1,4 M sorbitol (Weber et al. 1981).

Nezanedbatelnym faktorem je hustota suspenze. Pomérné mald hustota (2—-8 x 10%/ml)
mUzZe zajistit velky vynos hybridd vzniklych fazi pouze dvou protoplastl, coz je jednim z cil(,
kterych je potfeba dosdhnout pro Uspésnou somatickou hybridizaci (Morikawa, 1984;
Zimmermann & Scheurich, 1981).

4.1.1.1 Stridavy elektricky proud

Po aplikaci smési pripravené k fuzi do komory, ve které jsou umistény elektrody, je pres
funkéni generator spustén stfidavy elektricky proud o napéti 5-10 V. Zaporné nabité
protoplasty tim ztrati svlj naboj a nové vzniklé nehomogenni pole da vznik dipélovému
charakteru protoplast(. Priblizné béhem 15 s se protoplasty zacnou pohybovat do mista
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elektrického pole s vyssi intenzitou, a tim dojde k tvorbé retizk(i protoplastli mezi dvéma
elektrodami, nebo k jejich shlukovani (Zimmermann & Scheurich, 1981). Adheze protoplastl
mezi sebou navzdjem a mezi protoplasty a elektrodami je vratnym déjem, ktery je mozno
ukoncit pouhym vypnutim stfidavého elektrického napéti. Po vypnuti ziskaji protoplasty zpét
svlj zaporny naboj a na zakladé jejich vzajemného odporu a Brownova pohybu se retizky i
shluky rozpadnou. Reverzibility tohoto déje je vSak nemoZiné dosahnout po prekroceni
napéti 2 V (Zimmermann & Scheurich, 1981).

4.1.1.2 Stejnosmérny elektricky proud

Sttidavy elektricky proud je po cca 15 s pUsobeni snizen na 2-5 V a nasledné je pulznim
generdtorem paralelné vytvoren silny stejnosmérny proud o 15-33 V po dobu 20-50 ps
(Scheurich & Zimmermann, 1981; Zimmermann & Scheurich, 1981). V pfipadé studia
Uspésné fuze protoplastll Kalanchoe daigremontiana byl sttidavy proud po dobu 300 ms
vypnut a aZ poté byl aplikovan stejnosmérny proud (Vienken et al. 1983).

Okamzité po aplikaci silného stejnosmérného proudu se uskutecni rozpad membrany
protoplastl na jejich sty¢nych mistech, retizky splynou v jeden provazec a shluky tvorené ze
dvou az tfi protoplastli se preméni na jeden sféricky protoplast. Na poc¢atku rozpadu lipidové
dvouvrstvy cytoplazmatické membrdany se ve sty¢nych plochach protoplast vytvareji pory,
jimiz dochazi k miseni cytoplazmy. Na protoplastech Kalanchoe daigremontiana bylo béhem
20 s od pocatku fuze pozorovano, jak se z membranového materidlu vytvareji vacky, které
s postupujicim procesem fuze spolu splyvaji a jsou tak snadno pozorovatelné ve svételném
mikroskopu. Béhem cca 6 minut zanikla membrdna mezi splyvajicimi protoplasty a ty ziskaly
podobu vétsiho kulatého protoplastu. Vzniklé vacky predstavujici prebyteény membranovy
material ddle splynuly s membranou nebo po par minutach zanikly (Vienken et al., 1983).

V pribéhu fuze dochazi jak k miseni cytoplazmy, tak i ke splyvani vakuol v jedinou velkou
vakuolu (Zimmermann & Scheurich, 1981). Vienken a kol. (1983) prokdzali i splynuti vackud
vytvorenych vySe popsanym postupem s ¢asti vakuomu pouze vrané fazi fuze. Dikazem
neslouceni vackud s vakuolou ve vétsi mire bylo prokazano detekci mannitolu a vyssiho pH ve
vaccich a jejich absenci v obarveném vakuomu.

Vyhodou fuze indukované elektrickym polem je predevSim rychlost a celkova
synchronizace fluze ve srovnani s ostatnimi metodami zahrnujicimi napf. ¢asto vyuzivanou
chemicky indukovanou fuzi (Zimmermann & Scheurich, 1981). Dokonce lze dosdhnout
zvysené rychlosti i vétsiho vynosu fuze, jako bylo predvedeno na fuzi protoplastl Nicotiana
tabacum cv. ,Xanthi’ s Nicotiana plumbaginifolia v modifikované pritokové komore
s celkové pozménénym elektrickym aparatem (Morikawa, 1984).
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Obr. 1: Elektricky indukovana fuze mezi protoplastem pokozkové buriky a protoplastem mezofylové
bunky Vicia faba. Oba druhy protoplastl byly suspendovany v roztoku 0,6 M mannitolu a buriky byly
dielektroforézou sebrany k elektrodam (sinusovy pribéh, 500 kHz, amplituda, 5 V). Obrazek
znazornuje protoplast pokozkové bunky pripojeny mezi dva protoplasty mezofylovych bunék po
aplikaci stejnosmérného proudu (40 V, 50 ps) v casovém prubéhu fuze (b-f) 3, 4.5, 6, 7.5, a 12 min.
Méfitko: 1 cm = 15 um. Pfevzato z Scheurich & Zimmermann (1981).

4.2 Pomoci PEG
4.2.1 Uéinky PEG

Jednd se o velice efektivni metodu fuze izolovanych protoplastli zprostfedkovanou
pusobenim fuzogenu polyethylenglykolu (PEG), polymeru tvofenym dvouuhlikovymi
jednotkami spojenymi etherovymi vazbami (CH,-O-CH,). Na zdkladé svych etherovych vazeb
je molekula PEG schopna tvofit vodikové mustky s vodou, proteiny atd. a za predpokladu, Ze
je jeji retézec dostatecné dlouhy, muZe poslouZit jako molekuldrni most propojujici
protoplasty a zpUsobit tak naslednou adhezi mezi jejich povrchy (Kao & Michayluk, 1974).

Burgess & Fleming (1974) vyhodnotili tuto metodu agregace a fuze protoplastl jako
nejlepsi pro praktické vyuziti, kdy ji srovnavali s metodami fuze pomoci antiséra, vysokého
pH a poly-L-lysinu. MoZnosti vylepSeni vlastnosti PEG je jeho deionizace pomoci ionexu na
bazi pryskyfic, po které je zbaven vesSkerych nedistot toxickych pro protoplasty, je snizena
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jeho vodivost a pH roztoku je zvySeno. Deionizovany PEG, ktery byl pouzit pro fuzi
protoplastl z mezofylu listu Medicago sativa a protoplastl z mladych déloh Glycine max,
zajistil vétsi vynos Zivotaschopnych hybridi s potencidlem k dvojndsobné vétsi frekvenci
nasledného bunécéného déleni (Kao & Saleem, 1986).

Vytézek hybrid(i je moZné zvysit spolecné s deionizaci PEG i snizenim koncentrace roztoku
a zkracenim doby inkubace protoplastl. Naopak zvysSeni koncentrace PEG muZe vést
k rozpadu velmi malych protoplastl (Kao & Saleem, 1986; Kao, 1986).

4.2.2 PEG s ionty Ca**

Efektivita celého procesu fuze se zvysi, pokud je v postupu zahrnuto oSetreni protoplastl
vdpenatymi ionty predchazejici nebo soucasné probihajici s inkubaci protoplastli v roztoku
PEG (Boss & Mott, 1980). lonty Ca®" po pfidani k protoplastdm zvy3i adhezi vytvorenim
mUstkd mezi PEG a zaporné nabitymi skupinami proteind v membrané protoplast(i. lonty
jsou nejcastéji ve formé chloridu vapenatého (CaCl,) (Kao & Michayluk, 1974).

4.2.3 Postup

Vychozim materidlem, ziskanym postupem popsanym vyse, jsou protoplasty dvou druh
smichané v poméru 1:1 (2:1 nebo vjiném vy$sSim poméru s ohledem na typ pletiva, ze
kterého byly protoplasty izolovany) a resuspendované v 0,55 M sorbitolu nebo 0,7 M
mannitolu (Burgess & Fleming, 1974; Constabel & Kao, 1974; Fowke et al., 1975).

Nasledné je vhodné protoplasty promyt roztokem obsahujicim nejlépe osmoticky
stabilizator 0,1-0,5 M glukdzu, 0,7 mM KH,PQO, slouZici jako pufrovaci Cinidlo a predevsim
0,05-10 M CaCl,-2 H,0 dodavajici vapenaté ionty zesilujici adhezi. Uréité mnozstvi suspenze
je preneseno pipetou na podlozni sklicko umisténé v Petriho misce, pomoci niz je snizena
evaporace. Do 5 minut se protoplasty usadi na sklicku a je moZné pokracovat pomalym
pridanim roztoku PEG o molarni hmotnosti 1 000-6 000 g/mol, kterad je oznacena jako PEG
1540, PEG 6 000 atd. (Kao & Michayluk, 1974). Hodnota pH fuzogenniho roztoku je
stanovena na 5,5 - 6,2 (Constabel et al., 1975; Kao, 1977). Obménou roztoku pfidaného do
protoplastové kultury mlzZe byt roztok postradajici KH,PO,4 a obsahuijici sorbitol jako ndhradu
glukdzy, jejiz redukci se vyrabi (Constabel & Kao, 1974; Fowke et al., 1975).

Inkubace protoplastl ve fuzogennim roztoku probiha po dobu 15-50 minut (Burgess &
Fleming, 1974; Kao & Michayluk, 1974). Béhem této doby dochazi ke shlukovani protoplastt
ve vétsi ¢i mensi agregaty a k jejich adhezi k zaporné nabitému sklenénému ¢i plastovému
povrchu sklicka nebo k povrchu samotné Petriho misky. Nechténou adhezi k povrchim lze
snizit inkubaci protoplastl v lysozymu, papainu, trypsinu nebo glutaraldehydu, ale Constabel
& Kao (1974) to neshledali jako vhodny pfistup, jelikoZ se tim eliminuji nékteré z hlavnich
pozadovanych vlastnosti protoplast( jako je adheze mezi nimi samotnymi.
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K fuzi protoplastl dojde prerozdélenim a rozrusenim elektrickych naboji mezi
polarizovanymi skupinami proteintl v membranach protoplastd, které nastane okamzité po
vymyti PEG nejlépe hypotonickym roztokem, ktery zplsobi chtény osmoticky Sok (Kao &
Michayluk, 1974). Hypotonicky roztok zpuUsobi dostatecné prerozdéleni ndbojli vedouci
k tésnému spojeni membrdn a jejich nasledné vysokofrekvenéni fuzi, kterou lze zvysit
vhodnym mnoZstvim Ca®" iont(l ve vymyvacim roztoku (Kao & Saleem, 1986).

Nejvhodnéjsi vymyvaci roztok by mél tedy obsahovat 0,3 M glukézu s 0,2 M sorbitolem
nebo pouze samotny 0,55 M sorbitol. Po nékolikanasobném promyti protoplastové suspenze
timto roztokem lze pfikrocit k promyti kultivaénim médiem, ve kterém jsou protoplasty dale
resuspendovany (Constabel et al., 1975; Constabel et al. 1976; Constabel & Kao, 1974;
Fowke et al., 1975). PEG mUze byt vymyt pfimo kultivaénim médiem, avsak ani Kao a kol.
(1974) to v jedné ze svych uspésnych recentnich praci pfilis nedoporucuji a davaji prednost
promyti slanym roztokem nebo roztokem s vysokym pH a vysokym obsahem Ca**.

Obr. 2: 5-8: Fuze protoplastl (¢irok + kukufrice)

5: Protoplasty Ciroku (svétlé) a kukutice (tmavé s chloroplasty) pfed osetreni PEG. 6: Produkt fuze po
48 h kultivace. 7: Dcefiné buriky fuzniho produktu. 8: Formace kalusu fuzniho produktu. Pfevzato z
Brar a kol. (1980).
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4.3 Dalsi metody fuize protoplastu

NejefektivnéjSimi postupy vedoucimi k fazi s nejvyssim mozinym procentem vzniklych
hybridd jsou fuze pomoci PEG a elektrofuze. Ndasledujici kapitoly se zabyvaji méné
Uspésnymi, ale presto praktikovanymi metodikami zajistujicimi fuzi protoplastl dvou druh.

4.3.1 V roztoku Ca’* za zvy$eného pH a zvy$ené teploty

Keller & Melchers (2015) uskutecnili fuzi protoplastl z lista t¥i odrid Nicotiana tabacum, a
to z diploidni odrddy N. tabacum cv. ,Samsun‘ a dvou haploidnich odrid N. tabacum
znacenych slysl, a vi-A; postradajicich chlorofyl. Izolované protoplasty resuspendované v 0,8
M mannitolu byly centrifugovany a preneseny do fuzogenniho roztoku obsahujiciho 0,05 M
CaCl,-:2H,0 a 0,4 M mannitol, jehoz pH bylo pomoci 0,05 M glycin-NaOH upraveno na
hodnotu 10,5. Ddle byla smés znovu centrifugovana (max g=50, 3 min) a centrifugacni
zkumavky se smési protoplastl a roztoku byly ponofeny do vodni lazné o teploté 37 °C. Po
10-15 minutdch inkubace se protoplasty zacaly shlukovat a do 30 minut se podrobily fuzi.
Velké zfuzované agregaty praskly kvuli jejich nestabilité, avSak 20-50 % protoplast(l vytvofilo
hybridni burky, které po promyti roztokem 0,6 M mannitolu s 0,05 M CaCl,-2H,0 a poté
kultivanim médiem podstoupily bunécné déleni a béhem dvou tydnl vytvofily malé
Zivotaschopné kolonie.

U této metody fuze je nutné stanovit koncentraci vapenatych iontd a mannitolu vyhovuijici
danému rostlinnému materidlu. TaktéZ nelze opominout hodnotu pH a teploty, jelikoZz i u
téchto dvou faktord musi byt stanovené optimum (Keller & Melchers, 2015).

4.3.2 Pomoci NaNO;

Fazi protoplastd lze navodit jejich inkubaci v roztoku 0,25 M NaNOs (dusi¢nan sodny)
s 0,56 M sacharézou, béhem niz dojde k adhezi a nasledné fuzi (Power et al. 1970). Inkubace
probiha priblizné 30 minut a po ni nasleduje centrifugace a nasledna regenerace protoplast
(Carlson et al. 1972; Withers & Cocking, 1972). Touto metodou bylo nékolikrdt dosazeno
Uspésné fuze protoplastll, nicméné vytézek byl pfilis maly (max. 25 %) a hybridni protoplasty
nebyly schopny se dale délit. Proto byla tato metoda shledana neptili§ vhodnou pro zisk
Zivotaschopnych hybridnich bunék.

4.3.3 Mikrojehly

Power a kol. (1970) poutzili ve své praci dals$i metodu fluze protoplastl, ktera je vsak
nevhodna pro studium somatické embryogeneze vzhledem k jeji neefektivité a malého
vynosu zivotaschopnych hybridnich bunék. Metoda spocivala vtom, Ze protoplasty byly
umistény na podloZni sklicko s prohlubni a pomoci sklenénych jehel o priméru 0,2 mm byly
tlaceny k sobé. Vzniklym tlakem doslo rozpadu membran na styénych plochach a protoplasty
se spojily. Vyhodou prace na podloznim sklicku je moZnost vizudlni kontroly celého procesu.
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4.3.4 Inkubace v La**

Slibnou technikou ziskani hybridnich bunék je i pouziti lanthanu (La**) za zvy$ené teploty
42 °C. Inkubace protoplastl ziskanych izolaci z koleoptile Hordeum vulgare v 5 mM roztoku
lanthanu vedla k jejich shlukovani a za pfitomnosti vysoké teploty 45 °C doslo k jejich fuzi.
Fuze nastala béhem 30 minut inkubace a byla stimulovana predevsim vysokou teplotou, diky
které se zvysila fluidita membran protoplastl a doslo také k teplotnimu Soku (Sheremet’ev et
al., 2009).

4.3.5 Polyvinyl alkohol

Polyvinyl alkohol (PVA) je ve vodé rozpustny synteticky polymer patfici, stejné jako PEG,
do skupiny slabych neionickych povrchové aktivnich latek. Pro fuzi protoplast tabaku, séji Ci
mrkve byl pouzit 15% roztok PVA smichany s 0,05 M CaCl, pro zvyseni adheze a s 0,3 M
mannitolem, ktery poslouzil jako osmotikum. Po pfidani protoplastli do tohoto roztoku doslo
k ndhlé adhezi a po jeho vymyti protoplasty podlehly fuzi. Dale byly resuspendovany
v kultivaénim médiu obsahujicim 2% PVA, na némz vytvofily Zivotaschopné dcefinné kolonie,
které jsou predpokladem pro Uspésnou regeneraci hybridnich rostlin (Nagata, 1978).

4.3.6 Synteticky fosfolipid

Nagata a kol. (1979) uskutecnili fuzi protoplastli pomoci pozitivné nabitého syntetického
fosfolipidu 1,2-0-dipentadeclymethylidene-glycerol-3-phosphoryl-(N-ethylamino)-
ethanolamine. Zminény fosfolipid obsahuje dioxalanovy kruh se dvéma kysliky, ktery je pro
indukci fuze velmi dulezity stejné jako jeho pozitivni naboj, jehoz pritomnosti se redukuje
odpor mezi zaporné nabitymi membranami protoplastd, a tim dochazi k adhezi.

Fuzni médium obsahovalo 1 mM fosfolipid, 0,05 M CaCl, a 0,7 M mannitol. Médium bylo
nutné prefiltrovat sitem o velikosti pérd 0,22 um, aby doslo k odebrani pfilis velkych vackua
tzv. lipozomU, které by narusily cely proces fuze. DalSim krokem bylo resuspendovani
protoplastl do média a jejich inkubace ve 30 °C po dobu 30 minut. Cely proces splyvani trval
20 minut a jeho vysledkem bylo 5-30 % nové vzniklych hybridnich bunék. Toto Cislo je vSak
pouhym zlomkem vytézku pfi fuzi indukované PEG nebo PVA (40-50 %). Po nasledujicim
vymyti roztokem obsahujicim 0,7 M mannitol a 0,05 M CaCl, a preneseni protoplastl do
kultivacniho média, byla pozorovana déliva aktivita hybridnich bunék (Nagata et al., 1979).

16



4.3.7 Fuze indukovana laserem

Tato metoda se zaklada na poutiti laserovych pinzet pohybujicich protoplasty spole¢né s
mikropaprskem o vinové délce 530 nm nebo 380 nm, kterym je vyznacena sty¢na plocha,
v jejiz oblasti dojde k fuzi dvou protoplast(l. Pinzety predstavuje laserovy paprsek o vinové
délce 780 nm a vykonu 40 mW. Jimi jsou protoplasty chyceny spojeny dohromady. Cely
proces probihd v kultivaénim médiu bez jakychkoli pfidanych latek. Pouhé dvé sekundy trva
spojeni a zakulaceni dvou materskych protoplastl (Li et al., 1999).
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Obr. 3: Schéma vazby laserovych pinzet a laserového mikropaprsku. Zaprvé, burika A je presunuta
k druhé cilové burice B prostfednictvim laserovych pinzet, tedy je s ni v blizkém kontaktu v laserové
pasti. Zadruhé, laserovy mikropaprsek dopadd na misto styku. Tim je roztriena membrdana a nastava
faze bunék. V posledni fazi je produkt fuze zvednut laserovymi pinzetami. Pfevzato z Li a kol. (1999).

Je nutné vzit v potaz nékolik fyzikalnich i biologickych faktor( ovliviiujicich Uspésnost této
metody. Jsou jimi napf. parametry laserovych mikropaprskd a biologické proménné,
pfedevSim objem a rozmisténi chloroplastli. Plsobenim chloroplastli pfichycenych na
membranu v podminkach daného fuzniho prostredi dochazi ke snizeni fluidity membrany,
¢imzZ je proces fuze omezen. Tudiz je vyhodnéjSi pouzit protoplasty s mensim objemem
chloroplastu. S tim souvisi i velikost protoplastu. Vétsi protoplasty obsahuji vice chloroplastu
a jsou tedy i méné zretelné. Z tohoto divodu je dobré pouZit protoplasty o priméru mensim
nez 40 um, se kterymi bude manipulace pinzetami mnohem snadnéjsi (Li et al., 1999).

Celkovy vynos regenerujicich rostlin je mozné zvysit pouzitim protoplastd obsahujicich
optimalni objem chloroplast(. Toto tvrzeni plati i pro fuzi protoplastd v roztoku PEG. Vyhody
fuze indukované laserem jsou dokonald selektivita protoplastli podstupujicich splynuti
pomoci laserovych pinzet a pozdéji i vysoka schopnost regenerace rostlin, jelikoz béhem fluze
nedochazi, na rozdil od jinych metod, k poskozeni vnitiniho prostredi buriky (Li et al., 1999).
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4.4 Spontanni fuze

K fazi protoplastl miZe dochdazet téZ samovolné. Frekvence tohoto jevu zpravidla zavisi na
pouZité metodé izolace protoplastl. Spontanni fuze muZe nasledovat po chemické i
mechanické izolaci protoplastd (kapitola 3) nebo spontdnné béhem oSetreni rostlinného
pletiva (Withers & Cocking, 1972) ¢i bunécéné suspenze (Brar et al. 1979; Fowke et al. 1975)
enzymy degradujicimi bunéénou sténu. Prikladem enzym( zpuUsobujicich spontdnni fuzi
protoplastl je Macerozyme, za jehoz pfitomnosti v rostlinném pletivu zfuzovaly protoplasty
Nicotiana tabacum cv. ,Samsun‘ a odruady Nicotiana tabacum postradajici chloroplasty.
Osetfenim Macerozymem bylo dosazeno degradace plazmodesmalnich provazc( a nasledné
fuze protoplastu (Keller & Melchers, 2015).

Withers & Cocking (1972) studovali spontanni fuzi protoplastli z kofenové Spicky Avena
sativa cv. ,Victory’ a listu u 50 — 60 dni staré rostliny Nicotiana tabacum cv. ,Xanthi’.
Elektronovym mikroskopem byla pozorovédna postupna degradace bunécné stény a nasledné
rozsiteni plazmodesmu, které jsou pricnymi spoji mezi sousedicimi protoplasty. Prvnim
znakem rozsifujiciho se plazmodesmu byla poloha desmotubulu propojujiciho
endoplazmatické retikulum sousedicich protoplastl, ktery zUstavd u jedné strany
rozsifujiciho se spoje. Se zvétSujicim se intervalem inkubace (az 36 hodin) v enzymatickém
roztoku se zvySoval i pocet fuzi protoplastll. AvSak stav protoplastl byl celkové horsi, nez pfi
kratSi inkubaci (Withers & Cocking, 1972).

Po izolaci protoplastl v enzymatickém roztoku lze pozorovat jejich fuzi, nasledny vznik
vicejadernych protoplast a po pfiblizné 40 hodinach i mitézu s cytokinezi, jako to udélali u
bunék Glycine max Fowke a kol. (1975). Jednim ze zdavér( jejich prace bylo, Zze u
vicejadernych protoplastl s vice nez dvojndsobnym béznym poctem chromozom( muselo
dojit k fuzi jader uvnitf protoplastu dfive nez k mitéze. Tim je zvySena ploidie rostlinné
bunky. DalSim z vysledkd jejich prace bylo zjisténi, Ze valna ¢ast jader ve vicejaderném
protoplastu nesplyne a misto toho dojde k synchronizované karyokinezi (Fowke et al., 1975),
jako se taktéz stalo pfi dfivéjSim pozorovani fuze a déleni jader u vicejadernych protoplast(
séji (Miller et al., 1971). Toto tvrzeni je zfejmé pravdivé nejen pro protoplasty Glycine max,
ale i pro rostlinné protoplasty jinych druhf, jelikoz se vyskytuje ve vice studiich (Constabel et
al. 1975). U téhozZ i pozdéjsiho vyzkumu vicejadernych protoplastl z bunék Zea mays cv.
,Black Mexican sweet corn’ byla néktera jejich jadra v rliznych stadiich, a to poukazuje i na
skutecnost spontanni fuze celych protoplastl v riznych fazich bunééného cyklu (Brar et al.,
1979; Miller et al., 1971). Béhem vyzkumu s protoplasty kukutice byla nalezena zavislost
mezi poctem vicejadernych protoplastl ziskanych spontanni fuzi a osmolalitou sorbitolu
v enzymatickém roztoku. Vyskyt vicejadernych protoplastl se snizil po zvySeni osmolality
sorbitolu na molaritu 1,0 M (Brar et al., 1979). Existuje i korelace mezi teplotou béhem
izolace protoplastl a poctem jejich jader. V ¢im vyssi teploté jsou protoplasty izolovany, tim
vice jader po spontanni fuzi sousedicich protoplastt obsahuji (Miller et al., 1971).
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4.5 Asymetricka hybridizace a vznik cybridt

Asymetrickd hybridizace oznacuje fuzi celistvé burky s burnkou, v jejimz jadfe doslo
k fragmentaci DNA a eliminaci jednoho ¢i vice chromozom(l. Tim dochazi k pfenosu pouze
zlomku jaderné genetické informace jednoho rodice (Hall et al., 1992). Nejcastéji jsou
prendseny geny s rezistenci napt. k houbovym patogenim (Phoma lingam), virGm (virus
tabakové mozaiky), antibiotikim (hygromycin) atd. (Bates, 1990; Sjodin & Glimelius, 1989).
Fragmentaci DNA zpUsobuje oSetfeni protoplastld ionizujicim zarenim. Vyuzivd se zareni
gamma (paprsky y), rentgenového zareni (paprsky X), nebo jako alternativa ionizujiciho
zareni mlzZe byt pouZito UV zareni (Bates et al., 1987; Hall et al., 1992). K ozareni dochazi
obvykle po izolaci protoplastl, avsak zareni Ize aplikovat na bunécnou suspenzi i pred izolaci,
jako tomu bylo v pFipadé suspenze Beta vulgaris. Cetnost fragmentace DNA zavisi na ddvce
zareni, ktera je pro kazdy rostlinny druh specificka a v pfipadé jejiho prekroceni maze dojit
k usmrceni buriky (Hall et al., 1992).

Alternativou asymetrické hybridizace je vznik cybrida, tj. bunky vzniklé fuzi cytoplastu
jednoho rodic¢e s bunkou druhé rodice. Vznikaji tak rlizné kombinace jadra jedné buriky
s organelami obou parentalnich bunék. Cytoplasty jsou pfipravovany centrifugaci pomoci
nespojitého izoosmotického tzv. Percoll gradientu, kdy dochazi k separaci organel na zadkladé
jejich hustoty. Percoll usnadnujici separaci je slozen z koloidnich kfemicitych ¢&astic o
praméru 15 — 30 nm, které jsou pokryty polyvinylpyrrolidonem (Maliga et al., 1982).

PFi vzniku cybrida je pozornost zamérena zpravidla na mitochondridlni a chloroplastovy
genom. Béhem segregace téchto organel dochazi taktéz k prenosu genl vazanych v jejich
genomech. V mitochondridlnim genomu jsou lokalizovany napf. geny pro citlivost
k nékterym patogenlim nebo pro cytoplazmatickou samdi sterilitu (CMS = cytoplasmic male
sterility). CMS oznacuje neschopnost rostlin tvofit funkéni tyCinky, pyl nebo samdéi gamety
v dlisledku interakce mitochondridlniho a jaderného genomu (Clark et al., 1985). Nejvétsi
dilezitost ma CMS vzemédélstvi pfi péstovani uZitkovych rostlin, jelikoZz zabranuje
samoopyleni rostlin a ty tudiz produkuji pouze hybridni semena vzniklé zkfizenim dvou
geneticky odlisnych linii. Hybridni semena jsou vétsi a kli¢i ve vitdlnéjsi rostlinu, v éemz
spociva hlavni vyhoda CMS.

Vneseni chloroplastového genomu do jiné bunky ma také svoji vyhodu spocivajici v genech
pro odolnost vici herbicidlm, kterd je téZz Zzadana u zemédélskych plodin.

4.6 Polyploidizace

Polyploidie je jev, kdy dochazi ke zmnozZeni poctu chromozomovych sad a vysledkem je
organismus s vice jak dvéma sadami. V pfipadé intraspecifické polyploidizace dochazi ke
znasobeni chromozomovych sad u jednoho druhu. Pfi zndsobeni chromozomovych sad
pochazejicich od dvou a vice druhll se jev oznacuje jako alopolyploidie (= amfipolyploidie).
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Oba jevy jsou velmi béiné u rostlin, v jejichz taxonomické skupiné doslo v evoluci
k polyploidizaci az u 80 % druh.

Hlavnim cilem kfizeni zemédélsky vyznamnych plodin je prfedevsim polyploidizace vedouci
kvétsi a silnéjsi polyploidni rostliné, kterd je pravé kvali zndsobenému poctu sad
chromozomU neschopnd kfizeni s diploidnimi rodicovskymi generacemi.

U somatické hybridizace vSak problém sexudlniho kfizeni, alespon na zacatku pfi vzniku
hybrida ze somatickych bunék, odpada. Somatické buriky rostlin, které pred procesem
somatické hybridizace neprodélali napf. eliminaci chromozom(, jsou minimalné diploidni
(2n) a vznikld hybridni rostlina je v idealnim pfipadé amfidiploid (= alotetraploid). Tim je
Castecné zajisténa fertilita vzniklé hybridni rostliny, jelikoZz pfi tvorbé gamet vysSich rostlin
pomoci meidzy dochazi k parovani homologickych chromozom( (Melchers et al., 1978).
Existuji ale i pfipady fuze diploidnich protoplastli (2n) z listového mezofylu (Nicotiana
tabacum) a haploidnich protoplastli (n) z pylovych zrn (Nicotiana glutinosa) davajici vznik tzv.
gametosomatickému hybridu (Pirrie & Power, 1986).

Rostlinné buniky mohou byt triploidni, tetraploidni, hexaploidni atd. a lisi se nejen poltem
sad, ale i poctem samotnych chromozomi (Krumbiegel & Schieder, 1979; Tamura et al.,
1995). Fuzi polyploidnich bunék dochazi k reorganizaci genom(, a tim ke ztratam gen( i
chromozomU nebo k epigenetickym modifikacim. Tyto faktory a mnoho dalSich zmén
ovliviuji Zivotaschopnost a fertilitu vzniklého hybrida. Spojenim dvou genoml rostlin jiného
druhu se v pfipadé uspéchu docili kombinace gen(, které zajisti projev Zadoucich
fenotypovych i genotypovych vlastnosti (Glimelius et al., 1991).
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5 Regenerace protoplastu

Jednim z poslednich krokd pfi somatické hybridizaci je regenerace protoplast(, které daji
vznik celé hybridni rostliné. Proces regenerace je velmi zasadni pro celkovy uUspéch
hybridizace. Casto ale dochazi k netspéchu, jeliko? naroky rodi¢ovskych bunék na prostfedi
se v hybridni burice kombinuji a zarover se mohou i vylu€ovat.

Uz béhem tohoto procesu Ize dosdhnout selekce hybrid(, napf. rozmisténim protoplastu
na médium, které umozini regeneraci pouze hybridnim burikdm obsahujicim genetickou
informaci od obou rodi¢ovskych bunék (Carlson et al., 1972).

5.1 Metody kultivace a regenerace bunécné stény

Protoplasty jsou nejcastéji suspendovany v tekutém kultivaénim médiu sklddajicim se
z bazdlniho média vhodného pro oba rostlinné druhy, jejichZ vlastnosti jsou nyni obsazeny
v hybridnich protoplastech a zdalSich organickych sloZzek nutnych pro udrZovani
Zivotaschopnosti bunék. Zakladem pfidanych slozek mohou byt fytohormony, napf. NAA,
2,4-D a BAP, za jejichz vzajemné rovnovahy dojde k bunécnému déleni a postupnému
vytvareni kalusu (Serraf et al.,, 1991). V pfipadé nepfitomnosti fytohormonl muze
regenerace probihat pres somatickou embryogenezi, kdy ze somatické buriky vznika
bipolarni struktura, jejiz nasledny vyvoj je po podobny vyvoji zygotického embrya (Gamborg,
1975). Regenerace somatickou embryogenezi mize nastat i v médiu s fytohormony, a to za
predpokladu, Ze se vyhony a koreny vyviji ve stejné ose, ale v opacném smeéru rlstu a jsou
pritomné scutellu podobné struktury (Kyozuka et al., 1987). V médiu je téZ nutna
pfitomnost osmotika v podobé mannitolu a cukr(i v podobé glukdézy nebo sachardzy. Nelze
opomenout i vitaminy, které jsou obvykle zastoupeny kombinaci inozitolu a thiaminu
(Nagata & Takebe, 1971).

Existuji rdzné metody kultivace protoplastl. Prvni a nejjednodussi z nich je kultivace
v tekutém médiu v Erlenmeyerové barice za stalého tfepani. Optimalni teplota v kultivaéni
mistnosti by se méla pohybovat od 25 °C do 28 °C. Kultivace muze probihat za Uplné tmy po
uritou dobu nebo za osvétleni bilou fluorescen¢ni lampou o intenzité 2300 — 2600 Ix
(Nagata & Takebe, 1970; Nagata & Takebe, 1971; Serraf et al., 1991). Dalsi metodou je
kultivace za svétla, kdy jsou protoplasty smichany s rozpusténym agarovym médiem.
Suspenze je nalita na Petriho misku, po ztuhnuti je miska uzaviena parafilmem a poté
v inkubatoru obracena dnem vzhlru (Nagata & Takebe, 1971). Efektivni metodou je také
pouziti podplrné kultury (z anglického nurse culture). Vyhoda spociva v pouZiti jiné
suspenzni kultury bunék, napf. Oryza saliva v pfipadé regenerace protoplastl, jejiz
pfitomnost je nutnd pro indukci déleni protoplastd. Kyozuka a kol. (1987) porovnali dva
zpUsoby vloZeni podpurné kultury mezi protoplasty. Dvakrat efektivnéjsi byla metoda, kdy se
smichala suspenze protoplastl s médiem a rozpusténym agarem, smés se nalila do plastové
misky, kde ztuhla a poté byla roziezana na blocky. Blocky byly nasledné umistény do Petriho
misky a mezi né byla vlita suspenze podpUlrnych bunék. Kokultivace protoplastl s pomocnou

21



kulturou bunék trvala 4 tydny za nepretrzitého tfepani ve tmé pfi 25 °C a vysledkem bylo
déleni protoplastl jiz tfeti den a nasledna tvorba kolonii.

Po dvou dnech kultivace protoplastli dochdzi ke znovuvytvoreni, tzv. regeneraci bunécné
stény. Zpocatku je sténa pomérné slaba, ale posléze se vzristajicim poctem déleni bunék
zesili. Den po zacatku kultivace dochazi k vyraznému zvétSeni protoplastl a den nasledujici
dochazi i k preskupeni chloroplastd, jejichZz pocet se od prvniho déleni bude stale zmensovat.
Tento fakt je tedy dlikazem, Ze chloroplasty se nedéli (Nagata & Takebe, 1970).

5.2 Bunécné déleni

Bunécénému déleni, které nastava jiz treti den kultivace (pozorovano u protoplastt Glycine
max), predchdzi vétSinou synchronizovana fuze dvou a vice jader uvnitt protoplastu (Miller
et al., 1971). Nékteré protoplasty déleni nepodstoupi, jelikoz dojde k jejich zniceni uz
v prvnich hodinach. Dochdzi k tomu vyvrzenim jejich cytoplazmy ve formé subprotoplastu
obsahujicim nékdy i chloroplasty. Tento jev pozorovany u protoplastl tabaku neni Zadouci a
je mozné se ho vyvarovat udrzovanim spravného osmotického tlaku (Nagata & Takebe,
1970).

9

Obr. 4: Protoplast vyvrhujici ¢ast své cytoplazmy ve formé subprotoplastu. Pfevzato z Nagata &
Takebe (1970).

Jak jiz bylo zminéno, prvni déleni nastava treti den, druhé zacina paty den a s postupujicim
¢asem dochazi k dalsim délenim. Se zvysujicim se poc¢tem déleni ubyva poctu chloroplastd na
jednu bunku a buniky maji tedy misto zelené barvy Zlutavy nadech (Nagata & Takebe, 1970).
Po 3 azZ 6 tydnech kultivace zacinaji buriky tvofit viditelné kolonie velké pfiblizné 1 mm a jsou
tudiz schopny prfenosu na médium s vhodnym pomérem auxind a cytokinind pro vytvoreni
kalusu. Pokud je hustota bunék pfili§ mala, kolonie se tvofit nebudou. Také zdlezi na
intenzité osvétleni, kterd pod hranici 700 Lux znemozfiuje bunécné déleni. Studium
bunécného déleni bylo provedeno na protoplastech Nicotiana tabacum cv. ,Xanthi‘ (Nagata
& Takebe, 1971).
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5.3 Vytvoreni kalusu a organogeneze

Poté, co bunky vytvofrily kolonie, probihd dalsi proces jiz za svételnych podminek a stale
stejné teploté (Kyozuka et al., 1987). Kolonie bunék Oryza sativa jsou pfemistény na agarové
médium, na jehoZ povrchu se stale zvétsSuji a vytvareji kalusy. Jednotlivé kalusy jsou po
pfiblizné 30 dnech preneseny na diferenciacni agarové médium s prevysSujicim obsahem
cytokininli nad obsahem auxinl. PUsobenim fytohormon( zapoc¢ne tvorba vyhon(. Nasledné
Ize vyhony premistit na médium bez hormon(, kde vyhony zakofeni a tim vznikne mala
rostlina. Tu Ize po urcité dobé svého rlistu pfemistit z in vitro podminek do podminek ex vitro
(Kyozuka et al., 1987; Nagata & Takebe, 1971; Serraf et al., 1991).

Podminky indukce tvorby kalusu a nasledné organogeneze jsou vsak specifické pro kazdy
druh ¢&i kultivar rostlin.

Obr. 5: Kalus somatického hybrida Datura innoxia a Datura candida (Sipka) obklopeny synchronné
vyvinutymi nehybridnimi kalusy Datura innoxia. Pfevzato z Schieder (1980).
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6 Selekce a ovérovani hybridu

Posledni krokem somatické hybridizace je spravny vybér hybridnich rostlin a jejich odliseni
od rostlin nesoucich genetickou informaci pouze jedné rodicovské linie.

6.1 Morfologie rostlin

Morfologické znaky hybridni rostliny jsou zpravidla prinikem vlastnosti rodi¢ovskych
rostlin. PFi selekci Ize hodnotit tvar, velikost a barvu listl ¢i kvéth. Na listech je pozorovana i
hustota rozmisténi trichomu nebo jejich absence. Nejriznéjsi vyrlistky se mohou objevit jiz
ve stadiu kalusu, kdy v kombinaci s jinym znakem lze rozpoznat hybridy. Morfologické rozdily
mezi hybridy a parentdlni generaci mohou byt také v délce a priméru kotfenl nebo
samotného stonku. (Carlson et al., 1972; Dudits et al., 1977; Evans et al., 1980; Melchers &
Labib, 1974; Krumbiegel & Schieder, 1979).

6.2 Morfologie bunky

Vyhodou izolace protoplastl jednoho rodice z listl a druhého z bunécné suspenze spociva
v kombinaci vlastnosti bunék vyskytujicich se na svétle a ve tmé. Buriky z rostliny rostouci na
svétle obsahuji chloroplasty a maji mensi pocet cytoplazmatickych provazc(, nez buriky ze
suspenze kultivované ve tmé, které obsahuji Zlutavé plastidy, tzv. leukoplasty (Constabel et
al., 1976). Hybridni bunky vzniklé fazi bunék z listu a ze suspenze tudiz obsahuji chloroplasty,
leukoplasty a maji prdmérny obsah cytoplazmy. Vzhledem k této kombinaci byva barva
mladych listd hybridni rostliny zpocatku svétle zelena (Kao & Michayluk, 1974; Kao, 1977).

Hybridni buriku Ize rozeznat v nékterych pripadech i podle tvaru, ktery je odlisSny od tvaru
rodi¢ovskych bunék (Kao & Michayluk, 1974; Kao, 1977) a také podle velikosti a tedy i
schopnosti vytvaret vétsi hybridni kalus, nez jsou kalusy tvofené z jedné rodi¢ovské buriky
(Schieder, 1980).

6.3 Velikost a pocet chromozomi

Chromozomy mUlZou poslouZit také jako selekéni znak pfi vybéru hybridnich rostlin. Jejich
pocet v hybridni bunce by mél byt obvykle minimalné tak velky jako soucet poctu
chromozom v burikdch parentalni generace (Carlson et al., 1972; Dudits et al., 1977; Evans
et al., 1980). Hybrida Ize poznat i podle kombinace dvou nestejné velkych typl chromozom(,
které je moiné rozeznat napf. v metafazi bunééného déleni (Kao, 1977; Krumbiegel &
Schieder, 1979).
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Obr. 6: Glycine max — Vicia hajastana heterokaryocyt v mitdze. Vétsi chromozomy patfi
Vicia hajastana. Pfevzato z Gamborg a kol. (1974).

6.4 Isoenzymova analyza

Jednim z nejspolehlivéjSich zplsobl selekce hybrid( je isoenzymova analyza. Je zaloZena
na odlisné elektroforetické pohyblivosti isoenzymi v gelu béhem elektroforézy. Isoenzymy
jsou bilkoviny katalyzujici stejnou reakci. Jejich primarni struktura (poradi a zastoupeni
aminokyselin v polypeptidovém fretézci) je vSak odlisSnd. Tim je dana i jejich rozdilna
pohyblivost v elektrickém poli. Isoenzymy se ziskaji z jednotlivych rostlin extrakci z ¢erstvého
materidlu, homogenizaci s extracnim pufrem a ndslednou centrifugaci. Po izolaci se
isoenzymy vpravi do gelu, kde se za plsobeni elektrického proudu pohybuji od katody
k anodé. Po uplynulé vzdalenosti na gelu specifické pro kazdy enzym dochazi k detekci
jednotlivych isoenzym. K detekci dochazi v agarézové vrstvé obsahujici substrat, po jehoz
specifické reakci s danym isoenzymem dochazi k obarveni isoenzym( a vytvoreni tzv. pattern
prouzkd. Vyslednym produktem je zymogram znazornujici zony enzymatické aktivity danych
isoenzym(. Alely vétSiny isoenzymovych lokusl jsou kodominantni, tudiz se obvykle pfi
elektroforéze objevi vSechny. Nejcastéji se pouzivaji enzymy jako je peroxidaza, fosforylaza
atd. (Carlson et al., 1972; Dudits et al., 1977; Gamborg et al., 1979; Evans et al., 1980;
Forsberg et al., 1994).
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Obr. 7: Zymogram pro alanyl-aminopeptidazu (vlevo) a aspartataminotransferazu (vpravo) pro
Nicotiana tabacum (A), somatického hybrida (B), sexualniho hybrida (C), Nicotiana glauca (D) a smés
A a D (E). Jediny hybridni pruh je viditelny na paté pozici pro aspartataminotransferazu. Pfevzato z
Evans a kol. (1980).

6.5 Selekéni médium a naroky na prostredi

Carlson a kol. (1972) poutzili regeneracni médium jako selekéni nastroj. Upravili ho tak, ze
pouze burky s genetickou informaci od obou rodich (Nicotiana glauca a Nicotiana
langsdoffii) byly na ném schopné regenerace v kalus, ktery byl posléze pfemistén na médium
bez hormonu. Typ selekéniho média zavisi na druzich bunék podstupujicich fazi. Lze vyuzit
média s antibiotiky, na nichZz dojde krozpoznani nerezistentnich i rezistentnich
uniparentalnich bunék i rezistentnich hybrid(. Médium muze byt také selektivni uz jen tim,
Ze obsahuje nebo mu chybi néjaky potrebny prvek.

Pokud je hybrid ve formé mladé ¢i starsi rostliny, pozadavky na prostredi, ve kterém roste,
jsou klicové. Pokud obé rodi¢ovské rostliny mély odliSné naroky na okoli, hybrid jejich
pozadavky zpravidla slucuje a priméruje. Zménou okolnich podminek je tedy mozné
rozeznat hybridni generaci.
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7 Zaveér

Somaticka hybridizace je prvné zavedenou metodou genetické kombinace pozadovanych
vlastnosti rostlin, které nelze kfizit pfirozenou cestou. Prekazky, které tato metoda
pfekonava jsou predevsim sexudlni inkompatibilita, sterilita, subfertilita nebo pfili§ dlouhy
zZivotni cyklus danych druhl znemoZznujici sexudlni kfizeni. Zakladnim principem této metody
je fuze somatickych bunék, pri které dochazi ke kombinaci nuklearniho i organelového
genomu. Béhem fuze dochdzi k pfenosu pozadovanych, ale i nezadoucich znakd. Z tohoto
dlvodu byla v 80. a 90. letech nahrazena technikou cileného prenosu genl(, tzv. tvorbou
geneticky modifikovanych organismi (GMO).

Zakladnich 5 krokd v postupu kFizeni rostlin pomoci somatické hybridizace zahrnuje: vybér
hybridizovanych druhi a pletiv, izolaci protoplastd, fuzi protoplast(l, regeneraci protoplast
az do stadia celistvych rostlin a nasledné selekci vzniklych hybrid(.

Nejefektivnéjsi postup zacind u spravného vybéru rostlinného pletiva pro izolaci
protoplastl, jimzZ je nej¢astéji kombinace mezofylovych bunék a bunék ze suspenzni kultury.
Vyhodou této kombinace je predevsim usnadnéna selekce hybrid( jiz v bunécném stadiu, ve
kterém hybridni buriky obsahuji chloroplasty z mezofylu a leukoplasty z bunécné suspenze.
Druhym krokem je izolace protoplast(i. M(ze byt mechanickd, kdy v hypertonickém roztoku
dojde k plazmolyze bunék a uvolnéni protoplastli, nebo enzymaticka, kdy inkubaci bunék
v enzymovém roztoku dojde k degradaci slozek bunééné stény a vzniku protoplast(. Tretim
krokem je fuze ziskanych protoplastl. NejefektivnéjSim postupem je pouziti PEG, nebo
elektrické indukce. Timto zplsobem lIze dosdahnout nejlépe zfuzovanych a minimalné
poskozenych protoplastll. Existuje ale i fada alternativnich zplsob( fuze. Predposlednim
krokem je regenerace protoplasti a indukce bunétného déleni a organogeneze. Tyto
postupy jsou velmi individualni v zavislosti na hybridizovanych druzich. Zavérem celého
procesu je Uspésna selekce vzniklych hybridnich rostlin v rGzném stadiu vyvoje. NejcastéjsSim
pristupem je isoenzymova analyza, hodnoceni karyotypu nebo celkové morfologie rostlin.

Velkou vyhodou této metody je kfizeni obtizné hybridizovatelnych ¢i zcela sexualné
inkompatibilnich druh(. Dochazi pfi ni ke kombinaci genom( i cytoplasmy rodi¢ovskych
druhd, které mohou byt i vzdalené pribuzné. Uspésné hybridizace bylo zpravidla dosaZeno u
zastupcd vramci jedné celedi, vyjimecné i taxonomicky vzdalenéjsich zastupcl. Velké
uplatnéni spocivad i v oblasti hybridizace uZitkovych rostlin, jelikoZz jeji pomoci lze ziskat
rostliny s rezistenci k chorobam a abiotickym stresim, nebo kvalitnéjsi rostliny majici riizné
pozadované vlastnosti. Prikladem je napf. vznik hybrida Brassica napus a Brassica nigra,
Brassica naponigra, ktery je rezistentni knepohlavni formé houbového parazita
Leptosphaeria maculans (Sjodin & Glimelius, 1989). Avsak i kiizeni kulturnich plodin se nyni
provadi zejména metodou cileného prenosu gen(l. Somaticka hybridizace mize ale stale byt
efektivnim ndstrojem kombinace celych genomi rostlin, jejichz konvecni kfizeni je
z jakychkoliv diivod komplikované.
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