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Izolace protoplastii plamenky latnaté
(Phlox paniculata L.)

Suhrn

Phlox paniculata L. je trvala okrasna rastlina, cenena pre svoje kvety. Patri k druhu,
ktory je celosvetovo pouzivany Vv okrasnych zahradach a parkoch v celej skale okrasnych
kultivarov. Ma preto vyznamny ekonomicky potencial, ktory moze eSte vzrast’ vytvorenim

somatickych hybridov s predpokladanou vysokou estetickou atraktivitou.

Hlavnym ciel'om diplomovej prace bolo vyizolovat’ protoplasty a nasledne odvodit’
prosperujucu bunkova kultaru Phlox paniculata. Protoplastové kulttry boli odvodené
z ex vitro ain vitro donorového materialu. PoCas pokusov bol porovnavany vplyv
lyofilizovanych a tekutych enzymov Vv procese izolacie, vplyv veku donorového materialu
na vytazok anasledni Zzivotaschopnost a pouzitie antoxidantu PVP na wviabilitu

izolovanych protoplastov.

Podarilo sa odvodit' protoplastovi kultiru s bunkami v predlzovacom raste.
K tspesnej izolacii protoplastov s najvaésim vytazkom viabilnych protoplastov bolo
pouzité digeséné médium obsahujuce tekuté enzymy Cellulase (Trichoderma reesei
Simmons) v koncentracii 1 % a Pectinase (Aspergillus aculeatus lizuka) v koncentracii 1,5
%, osmotikum 0,45 M manitol a 15 g.I"* PVP-10. Po resyntéze bunkovej steny protoplasty
najlepSie reagovali na média, kde bol ako cytokinin pouzity BA, alebo Kinetin a auxin

IAA v koncentraciach 0,25 a 0,5 mg.I™.

Aj napriek pozorovaniu protoplastov v predlzovacej faze rastu nenastalo ani
po 25 dnoch kultivacie delenie buniek. Je mozné sa preto domnievat, ze druh Phlox

paniculata L. je obzvlast’ citlivy na koncentracie exogénne dodanych fytohormonov.

Kracoevé slova: Phlox L., Phlox paniculata L., izolacia protoplastov, mezofyl, somaticka

hybridizacia.



Isolation of perennial phlox (Phlox paniculata L.)
protoplasts

Summary

Phlox paniculata L. is a perennial ornamental plant prized for their flowers.
Belongs to the most recognizable and popular perennials species planted worldwide in
ornamental gardens and the parks in the whole rock ornamental cultivars. Therefore it has
significant economic potential that may still grow by creating somatic hybrids with
expected high aesthetic attractiveness.

The main objective of the thesis was to isolate protoplasts and subsequently derive
prosperous Phlox paniculata L. cell culture. Protoplast cultures were derived from ex vitro
and in vitro donor materials. During the tests the effect of the lyophilized and liquid
enzymes in the process of isolation was compared, as well as the effect of age of the donor
material on the yield and the subsequent viability and use of antoxidant PVP on the

viability of isolated protoplasts.

It managed to derive the protoplast culture of cells in an extension growth. To
successful isolation of protoplasts with the highest yield of viable protoplasts digestion
liguid medium containing the liquid enzyme Cellulase (Trichoderma reesei Simmons) with
concentration 1% and Pectinase (Aspergillus aculeatus lizuka) with concentration 1.5%, an
osmotic agent 0.45 M mannitol and 15 g.I" PVP-10 was used. After the salvage pathway
of the cell wall the protoplasts best responded to the media where BA or Kinetin as

cytokinin and auxin IAA with the concentrations 0.25 and 0.5 mg.I™ were used.

Despite the observation of protoplasts in the extension phase of growth, cell
division did not occur even after 25 days of cultivation. It can therefore be considered that
the species Phlox paniculata L. is particularly sensitive to the concentrations of exogenous

phytohormones.

Keywords: Phlox L., Phlox paniculata L., the isolation of protoplasts, mesophyll, somatic

hybridization.
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1. Uvod

Protoplastom sa nazyva bunka rastlin, hib, alebo bunka bakterialna, u ktorej bola
odstranend bunkovéa stena. Bunkovad stena bola v minulosti odstrafiovand mechanicky,
V sucasnosti je tato metdda vyuzivana len zriedka a protoplasty st prakticky vyhradne
izolované pomocou lytickych enzymov. Celulazovymi enzymami je rozkladana celuldza
Vv bunkovych stendch rastlin, zatial' ¢o enzymami zo skupiny pektindz st degradované
pektiny drziace bunky pohromade. PouZitie lytickych enzymov umoZuje izolaciu vel'kého

mnozstva protoplastov z celej rady rastlinnych druhov.

Degradacii bunkovych stien zvy€ajne predchadza inkubdcia v osmoticky aktivnom
roztoku, ktory navodi plazmolyzu buniek, vdaka Comu su bunkové steny [lahSie
degradované. Nasledne sa nerozloZené Casti tkaniv filtruji a protoplasty su odstredené za
vzniku peliet. Ak su protoplasty umiestnené na médium, ktoré obsahuje fytohormony,

dochadza k ich rediferenciacii a mézu z nich vznikat’ akékol'vek rastlinné pletiva.

Materialom vhodnym k izolacii protoplastov st kultary in vitro ako aj kultary ex
Vitro. Z rastlinnych organov st vSeobecne vhodné rozne Casti rastlin, najCastejsie to byvaja

bunky listového mezofylu, mladych hypokotylov, pripadne kalusov.

Metdédou fazie protoplastov je mozné spojitt geneticki informaciu doposial
inkompatibilnych ~ druhov. Fuzia protoplastov tiez umoznuje medzidruhovy
a vnutrodruhovy prenos mitochondridlnej DNA, prenos chloroplastov, ako aj samotnej
cytoplazmy, stadium funkcie a vyvoja rastlin, $tadia expresie a lokalizacie DNA, RNA a
bielkovin. Metdéda somatickej hybridizacie bola vo svete aplikovana v celej rade
kultdrnych druhov atak bol potvrdeny prenos novych kvalitativnych a kvantitativnych

znakov.

Tato praca sa zaobera izolaciou protoplastov z Phlox paniculata L., ktorych

naslednou fuziou mézu vzniknut atraktivne okrasné kultivary.
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2. Hypotézy a ciele prace

Hlavné vedecké hypotézy diplomovej prace su:

» Znama metodika izolacie protoplastov rodu Solanum je pouzitelnd pre izolaciu
protoplastovej kultury rodu Phlox.
» Je mozné odvodit’ kvalitou porovnatelni kultiru z donorového materialu

pochadzajuceho z ex vitro ako aj in vitro kultur.

Hlavnymi ciel'mi prace bolo vyizolovat’ Zivotaschopné protoplasty druhu Phlox paniculata
L., Z nich nasledne odvodit’ prosperujicu kultaru buniek a zhodnotit’ kvalitu protoplastov

izolovanych z kultar ex vitro a in vitro.
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3. Literarny prehl’ad

3.1. Phlox paniculata L.

3.1.1. Biologicka klasifikacia
% Risa: Plantae (rastliny)

ePodrisa: Tracheobionta (cievnaté rastliny)
eOddelenie: Magnoliophyta (magndliorasty)
eTrieda:Magnoliopsida (dvojkli¢nolistové)
eRad: Polemoniales (vojnovkotvaré)
eCelad: Polemoniaceae (vojnovkovité)
eRod: Phlox (Flox)
eDruh: Phlox paniculata L. (Flox metlinaty L.)
(Novak a Skalicky, 2012)

3.1.2. Botanicka charakteristika rodu Phlox L.

Rod Phlox zahfhia 70 druhov trvalick a jednoro¢nych rastlin kobercovitého, alebo
vzpriameného rastu jednoro¢nych rastlin a krikov, ktoré sa pdvodne vyskytuju v Severnej
Amerike. Floxy su pestované predovSetkym pre svoje vyrazné kvety, vyrastajuce na
metlinatych vrcholkoch, alebo chocholikoch. Lievikovita koruna zloZena z uzkej trubky, sa
otvara do piatich plochych korunnych lupienkov vajcovitého tvaru. Kvetné lupienky
byvaju niekedy usporiadané¢ hviezdicovito. Plodom je troj-puzdra tobolka. Listy st
protistojné, v hornej Casti stonky niekedy striedavé, sediace, celistvé, vajcovité, kopijovité

az ihlicovité, ¢epel listu na okraji hladka (Kubitzki et al., 1993).

Iné druhy, ktoré pochadzaji zo suchych oblasti, kvitnli prevazne za¢iatkom roka na
jar a za¢iatkom leta. Druhy s vysokou stonkou ¢asto okolo jedného metra, kvitni od leta do

jesene (Brickell, 2008).

3.1.3. Popis druhu Phlox paniculata L.

Phlox paniculata L. je jeden z dvoch najbeznejsich povodnych druhov floxu. Phlox
paniculata L. ako aj Phlox divaricata L. boli prvykrat objavené vo Virginii v druhej
polovici 17. storo¢ia. Nazov Phlox v gréckom preklade ,,ohen alebo ,plamen” bol

pravdepodobne odvodeny podla farby kvetnych lupenov. Vedeckym synonymom tejto
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rastliny je Phlox decussata Purch., vanglicky hovoriacich krajinaich znama tiez pod

nazvom ,,Flame Flower® alebo ,,Summer Phlox“.
Vyska: Trvalka dorastajica do vysky od 60 do 180 cm.
Stonka: Je pevna, hladka a vzpriamena.

Listy: Jednoduché, protistojné, na stonke je zvycajne 15-40 parov listov. Kazdy list je
kratko stopkovity Castejsie ale sediaci, neobvijajuci stonku. Kopijovito predizeny, ovalny

-----

Okraje listov st celistvé. Zilnatina perovita.

Kvety: Kvety st osovo symetrické od 1 do 2,5 cm Siroké a priblizne 2,5 cm dlhé s kratkou
stopkou, usporiadané vo velkom, hustom, strapcovitom sukveti bielej, ruzovej, Cervenej az
po fialovi farbu. Repicovitd kvetnd koruna je tvorend piatimi okvetnymi listkami,
obklopena piatimi hladkymi kaliStnymi listkami. Kvet obsahuje 5 kratkych, krémovo

bielych ty€iniek, jeden kratky piestik, blizna je delend na tri linearne blizny.

Typicky vonajice kvety ldkaji rézne druhy hmyzu prevazne motyle, ¢meliaky
rodu Bombus a kolibriky (Archilochus colubris L.). Kvety floxov kvitni od jina do

oktobra, vynimoc¢ne az do zaciatku zimy.

Plody: Plodom je pukava tobolka delena na tri samostatné pozdizne puzdra.

Korene: Korenovy systém je plytky, dobre vetveny.

Stanovisko: Phlox paniculata L. rastie na vlhsich stanoviskach otvorenych lesov, htistin,

kamenistych riecnych brehov s dobrou zasobou zivin.

RozSirenie: Rozsirenie zahfia prevaznii cCast vychodu USA s vynimkou Floridy

a juhovychodnej Kanady.

Vyuzitie: Okrem okrasnych ucelov je vyuzivany v ludovej medicine, kde je extrakt
Z listov uzivany ako laxativum. Alebo povrchovo pri liecbe celej rady ekzémov, vredov
a dalSich koznych ochoreni. Niekedy sa listy uzivaji formou nalevu pri ochoreniach
zaladka. Odvar z koreniov bol vyuZivany k vyplachu podrazdenej ocnej sliznice (Bohm,

1991; Brickell, 2008; Locklear, 2011).
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Kultarne floxy st vyuzivané ako vysoko adaptabilné okrasné rastliny. V stucasnosti
je vyslachtené mnozstvo okrasnych kultivarov, ktoré maju pdvod prave v Phlox paniculata

L., ktory je tiez mozné hybridizovat’ s inymi druhmi Phlox L. (Locklear, 2011).

3.1.4. Mnozenie Phlox L.

Floxy sa najCastejSie mnozia vegetativnou cestou, ¢o umoziuje udrzZiavanie
pozadovanych vlastnosti hybridnych odréd delenim trsov, pomocou rezov nodalnych
segmentov s listami ¢i koreniovymi rezmi. MnoZenie generativnou metdodou semenami je
menej casté aV botanickej praxi vyuZivané hlavne v procese Slachtenia, alebo

pri jednoro¢nom druhu P. Drummondii Hook. (B6hm, 1991).

Dal$ou z metdd kultivacie je mnoZenie pomocou in vitro kultar. Tato metoda je velmi
prinosna v Slachteni pri uchovavani vzacnych kultivarov, ako aj ozdravovani rastlinn¢ho

materialu od virovych ochoreni.

3.2. Regenerativna schopnost’ rastlin

Protoplast je bunka rastlin, hub, alebo bunka bakteridlna, zbavena bunkovej steny,
ktorej povrch je kryty len plazmatickou membranou. Cocking (1960) uz pred pol storo¢im
pouzil enzym celulazu na izolaciu protoplastov z korenovych Spiciek sadenic raj¢in. Od tej
doby bolo vyvinutych mnoho metéd pre izolaciu protoplastov z réznych tkaniv
a rastlinnych druhov (Crowder et al., 1979; Evans a Bravo, 1983; Gamborg et al., 1975,
Nagata a Takebe, 1971). Spociatku bola bunkovd stena odstraiilovand mechanicky,
nasekanim parenchymu v osmotickom médiu. Nizka vytaznost’ tejto metody bola d’aleko

prekonand, metodou enzymatickej izolacie.

Vplyvom odstranenia bunkovej steny protoplasty vstupuju do dediferencovaného
stavu aza poOsobenia fytohorménov mozu rediferencovat v akékol'vek pletivo.
Nepritomnostou bunkovej steny, mechanickej opory bunky, je mozné navodit’ proces fuzie
buniek. Jej absencia ul'ah¢uje proces transformacie jadrovej DNA, ¢o stavia protoplasty na
popredné priecky v procese Sl'achtenia pri tvorbe cybridov, somatickych hybridov, ale aj
pri vyskume bunkovej rediferenciacie (Davey et al., 2005). Protoplasty sa tiez stali
univerzalnym nastrojom v $tudiu in vivo funkcie a vyvoja rastlin. Protoplasty I'ahko
prijimaji malé molekuly a tak ulahCuju pristup fluorescencnych farbiv, ¢o umoZziuje
vySSie rozliSenie subcelularnych Struktir. Tak umoziujii Stadium expresie a lokalizéacie
DNA, RNA, bielkovin. Stadium subcelularnej lokalizacie proteinov (Pitzschke a Persak,
2012), interakcie protein - protein (Chen a Gallie, 2004).
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V procese odstranenia, ako aj vytvarania bunkovej steny st rastlinné bunky
vystavené zvySenym koncentracidm (ROS) reaktivnych foriem kyslika, medzi ktoré patri
peroxid vodika, hydroxylové a superoxidové radikaly. Oxidativny stres spdsobovany
tymito zlozkami sa rastlinny protoplast snazi kompenzovat zvySenim tvorby
antioxidantov, alebo zvySenou tvorbou enzymov, ato prevazne Kkatalaz a superoxid

dismutaz, ktoré katalyzuju vol'né kyslikové radikaly (O 'Neill a Mathias, 1993).

Schopnost’ rastlin regenerovat, je do istej miery urena plasticitou
dediferencovanych somatickych buniek, ¢o sa vyuziva v organogenézii. Somatické bunky
si schopné dediferencidcie, regeneracie a tak umoziuju vznik akéhokol'vek typu
rastlinného pletiva v zavislosti na expresii réznych génov. Tato schopnost je potlacend len
u Specializovanych pletiv, napr. pletiv vzdusnic, kde je protoplast uplne eliminovany, alebo
pri bunkach sitkovic, Vv ktorych jadro degeneruje. Proces dediferenciacie je spojeny so
zmenami expresie génov, pricom bunky exprimuji gény nutné pre rediferenciaciu v iny

typ pletiv, pripadne je navodeny proces apoptdzy (Steeves a Sussex, 1989).

3.3. Tvorba bunkovej steny

3.3.1. ZlozZenie bunkovej steny

Resyntéza bunkovej steny protoplastov je zékladnym predpokladom pre
znovuobnovenie vsetkych prirodzenych funkcii bunky. Bunkova stena je pevnou
Struktarou priliehajicou na vonkajSiu stenu protoplastu a je Struktirou urcujucou konecny
tvar a vel’kost’ bunky (Cosgrove, 2001). Jej hlavnou zlozkou st polysacharidy a proteiny.
Maju ju takmer vSetky rastlinné bunky, nenachadza sa iba v bunkdch spermatickych,
niekedy v bunkach vaje¢nych. Okrem ochrannych a mechanickych funkcii ma vyznamnu
ulohu pri deleni, raste a diferenciacii buniek, tiez plni vyznamnu tlohu pri transporte latok
Vv rastlinach. Jej chemické zlozenie je zavislé na rastlinnom druhu, type pletiva, ale tiez na
vnitro druhovej genetickej variabilite. Zmeny Vv Struktire a zloZeni bunkovej steny mozu
byt pouzité pri identifikacii jednotlivych typov buniek pri skiimani r6znych
biochemickych procesov, napriklad diferenciacii, raste, pri biotickom a abiotickom strese
(Cosgrove, 2005).

Tri vrstvy bunkovej steny je mozné rozdelit’ podl'a spdsobu utvarania, Struktiry a
funkcie. Prvou z vrstiev v smere od extracelularneho priestoru je strednd lamela, ktora
vznika uz v telofaze bunkového delenia, splynutim vac¢kov z Golgiho aparatu obsahujicich

prevazne pektiny. DalSiu z vrstiev vytvara primarna stena, spociatku pruznd, nésledne sa
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stdva v procese ontogenézy plastickou. Vznikd zo sekretorickych vackov exocytézou
z Golgiho aparatu (Lustinec a Zarsky, 2005). Prevazujicu zlozku bunkovej steny tvori
celuldza, je urcujuca pre architektiru bunky. Je v nej zastupena z 25-50 %, chemicky ide
0 linearne usporiadané polysacharidy glukézy viazané B-1,4 vézbou. Tieto dlhé tenké
celul6zové makromolekuly sa spajaja do zvizkov zvanych celul6zové mikrofibrily, ktoré
maju  priemer 10-25 nm. Su hydrolyticky Stiepené celulazami a syntetizované
celulazsyntazou transverzalne uloZzenou v cytoplazmatickej membrane. Sekundéarna
bunkova stena vznikd ukladanim prevazne celulozy a ligninu pod primarnu stenu bunky.
Lignin dodava bunkovej stene odolnost’ ,,zdrevnatenim* za cenu zniZenej pruznosti. Jedna
sa 0 vysokomolekuldrnu organicku latku vznikajicu z tyrozinu, ktory ale neobsahuje

dusik.

Dnes je zname mnozstvo proteinov, ktoré sa podiel’aju na katalytickych reakciach
spojenych so syntézou polysacharidov bunkovych stien, ako aj proteiny podiel'ajuce sa pri
jej stavbe. Jednym z najddlezitejSich proteinovych komplexov je komplex celulaz a syntéz

zabezpecujucich tvorbu zdkladnych stavebnych prvkov (Watanabe et al., 2015).

3.4. Reaktivne formy kyslika

Pdsobenim stresovych faktorov, ako je proces odstranenia bunkovej steny moze
vyvolat’ u rastlin oxidativny stres, charakteristicky tvorbou velkého mnozstva reaktivnych
foriem kyslika (Mittler, 2002; Scandalios, 2005). Dochadza k naruseniu rovnovahy medzi
produkciou a odbaravanim ROS (Neill et al., 2002). Produkciou singletového kyslika je
stimulovany vznik dalSich aktivnych foriem kyslika, ako peroxidu vodika (H20,),
superoxidového (O;), alebo hydroxylového radikalu (OH-) (Vranova et al., 2002). Ich
tvorba zacina aktivaciou molekularneho kyslika (O) prenosom energie, napr. zo slne¢né¢ho
Ziarenia v procese fotosyntézy, kde dochadza k tvorbe singletového kyslika (*O,). Ten je
postupne redukovany na superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal, peroxid vodika az do

koneénej fazy vody (Piterkova et al., 2005).

Tieto vysoko reaktivne molekuly, prevazne vSak hydroxylovy radikdl, posobi
destruktivne na nukleové kyseliny, lipidy a proteiny. Reaktivne formy kyslika nepdsobia
len toxicky, plnia tieZ rolu signdlnych molekul kontrolujacich obranné procesy rastlinného
organizmu a zastupujii vyznamnu Glohu v procese programovanej apoptozy (Vacca, 2004).
Pre rastliny je preto velmi délezité drzat v bunke redoxni rovnovdhu, takzvan(

homeostazu (Piterkova et al., 2005).
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Ochranou pred oxidativnym poskodenim reaktivnymi formami kyslika zaistuje
v bunkach rada antioxidaénych systémov lokalizovanych v réznych bunkovych
Struktarach. Medzi najicinnejSie antioxidanty patri askorbat, B-karotén, redukovany
glutathion a a-tokoferol (Chen a Gallie, 2004) ardézne S$pecializované enzymy, ako
superoxid dismutdza, peroxiddza, kataldiza a enzymy askorbat-glutathionového cyklu

(Alscher et al., 2002; Piterkova et al., 2005).

3.4.1. Reaktivne formy Kkyslika v procese regeneracie protoplastov
a bunkovej steny

Proces enzymatického odstranenia bunkovej steny aSnim spojeny zvySeny
metabolizmus sacharidov st zdroje superoxidovych radikalov, ktoré st v procese naslednej
regeneracie potrebné. V metabolickej podobe vzniknuty peroxid vodika napomaha vzniku
bunkovej steny ako substrat peroxidaz, ktoré reguluju tvorbu Struktarnych proteinov
bunkovej steny, ako napriklad suberin a lignin (Papadakis et al., 2002). Pri rozklade
makromolekulovych latok bunkovej steny bol detekovany vo zvySenej miere hydroxylovy
radikal OH-, ktory napomaha pri reorganizacii bunkovej steny behom delenia a rastu. Co
umoziuje prave plasticita bunkovej steny, spdsobena Cinnostou peroxidaz. NaruSenie
rovnovahy medzi koncentrdciou antioxidantov — a reaktivnych foriem kyslika
V protoplastoch vac¢sinou spdsobi zastavenie delenia a nasledného vyvoja (Papadakis et al.,

2002).

Lokalizacia peroxidu vodika v bunke je vyznamnym faktorom pri znaSani
oxidativneho stresu. Zatial ¢o je HO; Vcytoplazme toxicky, je peroxid vodika
v apoplastickom priestore nevyhnutny pre delenie buniek a syntetizovanie bunkovej steny.
V pokusoch De Marca a Roubelakis-Angelakisa (1996), kde inhibovali ¢innost’ askorbat
peroxidazy sa protoplasty prestali vyvijat’ do Styroch dni kultivacie a nasledne odumreli.
Pokusy inhibujuce ¢innost’ katalaz, ktoré riadia odburavanie apoplastického peroxidu
vodika nemali preukazatel'ny vplyv na delenie a Zivotaschopnost’ protoplastovych kultur.
Ale pridavok katalaz v kultivaénom médiu inhiboval delenie buniek a viedol k degradacii

kultary (De Marco a Roubelakis-Angelakis, 1996).

3.5. Superoxid dismutaza
Prvou odozvou rastlinnej bunky na zvySenu pritomnost’ superoxidovych radikalov
je katalyza O, pomocou superoxid dismutazy (SOD) na menej toxicky peroxid vodika.

Podl'a povahy kovového kofaktoru je mozné rozdelit’ enzymy superoxid dismutéz od triedy
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obsahujuce kofaktor Fe, Mn alebo Cu a Zn (Bowler et al., 1992). Kliebenstein et al. (1998)
skiimali aktivitu superoxid dismutazy u Arabidopsis thaliana L., zaradili najdené
izoenzymy do troch tried podl'a kovového prvku tvoriaceho kofaktor. FeSOD - kofaktory,
ktoré viazu zelezo (FSDI1, FSD2, FSD3), MnSOD - kofaktory, ktoré viazu mangan
a Cu-ZnSOD - kofaktory, ktoré¢ viazu med alebo zinok (CSD1, CSD2, CSD3).
Na zaklade pokusov bolo tiez zistené, Ze izoenzymy FeSOD sa Specificky vyskytuju
Vv plastidoch, izoenzymy MnSOD v mitochondridch a Cu-ZnSOD boli lokalizované
V najvacsej miere v cytoplazme a plastidoch, ale tiez vo vakuolach a extracelularnom
priestore a st hlavnou skupinou superoxid dismutazy (Bowler et al., 1992; Kliebenstein et
al., 1998).

Kliebenstein et al. (1998) potvrdili stidiom expresie génov vplyv intenzity svetla
na narast proteinu FSD1, ¢o vypoveda nielen o jeho lokalizacii v chloroplastoch, ale aj
0 vplyve intenzity svetelného ziarenia, ktord je najvicSia v obediajSich hodinach.
V kultarach tabaku kultivovanych bez pristupu svetla dochadzalo k zniZovaniu
koncentracie izoenzymov skupiny FeSOD a ich postupnej degradacii (De Marco a
Roubelakis-Angelakis, 1996).

3.6. Katalazy a peroxidazy
Vzniknuty peroxid vodika je nasledne enzymaticky Stiepeny enzymami skupin

katalaz a peroxidaz.

Katalazy Arabidopsis thaliana L. st determinované tromi génmi, ktoré sa oznac¢uju CATI,
CAT2, CAT3. Gény CAT1 a CAT2 su indukované svetlom, expresia génu CAT2 a CAT3
je navySe ovplyviiovana cirkadidlnymi rytmami. Kataldzy sa nevyskytuju volne
V cytoplazme, nachadzaju sa na organelovych membranach a to prevazne membréanach
mitochondrii a peroxizomov, kde katalyzuju rozklad molekuly H,0,, ktory prevazne vznika
pri  B-oxidacii mastnych kyselin v Specializovanych peroxizomoch nazyvanych
glyoxyzomy. Dal§im vyznamnym prirodzenym zdrojom vzniku peroxidu vodika je proces

elektronového transportu v mitochondriach (McClung, 1997).

V procese enzymatického rozkladu bunkovej steny pozorovali De Marco a
Roubelakis-Angelakis (1996) rasticu koncentraciu katalaz, ktora po preneseni kultar na
kultivaéné médium pozvolna nahradilo zvySené mnozstvo askorbat peroxidazy. To
potvrdzuje tedriu, ze zvySena hladina askorbat peroxidazy na tkor katalaz je tesne pred

vytvorenim bunkovej steny kl'icova pri odvodeni Zivotaschopnej protoplastovej kultary.




Michal Orosz FAPPZ

3.7. Reakcia protoplastov na fytohormony

Jednou z podmienok pre udrzanie zivotaschopnej kultary rastlinnych protoplastov je
pritomnost’ fytohorménov, auxinov a cytokininov v kultivaénom médiu. Bez nich by
protoplasty nevstlpili do bunkového cyklu vrcholiacom v proces delenia (Obrazok 1).
Fytohormény zastdvaju hlavni ulohu v procese regulacie vyvojovych faz rastlin a su
nenahradite'né pri ovplyvilovani bunkového delenia v podmienkach in vitro (Das et al.,
1956; Dhillon a Miksche, 1981).

Protoplasty vyizolované z mezofilovych buniek sa nachadzaji prevazne vo faze Gy
bunkového cyklu. Carle et al. (1998), ktori pracovali s kulturami tabakovych protoplastov
zistili, ze k deleniu dochadza uz po 42 hodinach od izolacie a to len v pripade, Ze médium
obsahovalo auxiny a cytokininy. Médid s absenciou jedného z fytohormoénov vykazovali
len minimalny pocet deliacich sa buniek. Pritomnost’ auxinov je vyzadovana u tabakovych
protoplastov ihned” od izolacie, pritomnost’ cytokininov je potrebna priblizne po
6 hodinach od izolacie. Vstup do S fazy bunkového cyklu je sprevadzany zvySovanim
expresie génov kodujucich cyklin-depenentné kindzy, prevazne Cdk2, ato wuz
po 12 hodinach kultivacie. Po 18 hodinach stipa aj expresia génu koédujaci histon H3

(Carle et al., 1998).

V pripade pokusov Pasternaka et al. (2002) s lucernou siatou (Medicago sativa L.), ktori
poukazuji na rbézne koncentracie auxinov v spojitosti s latkami indukujucimi stres.
Protoplasty kultivované pri koncentracii 1uM auxinu 2,4-D vykazovali Styri dni po izoléacii
vyrazné zvySovanie objemu vakuoly a predlZzovaci rast, nasledne velka cCast' tychto
protoplastov odumrela za predpokladu, ze neboli prenesené na médium s cytokininmi. Po
kultivacii protoplastov na médiu s koncentraciou auxinu 10uM 2,4-D zostavali protoplasty
okrthle, mali va¢Sie mnozstvo mensich vakuol obsahujucich prevazne proteiny a nemali
tendencie k asymetrickému deleniu. Protoplasty, kultivované pri nizkej koncentracii
auxinov v spojeni so zelezom v podobe 1mM Fe-EDTA vykazovali podobni stavbu.
Pridanie zeleza do kultivaénych médii v prvych troch diloch po izolacii podporuje aktivitu
askorbat peroxiddzy, ktord hlavne redukuje vznik oxidativneho stresu, ktory je jeden
Z hlavnych pri¢in dediferenciacie. Vysoké koncentracie Fe alebo auxinov inhibuju delenie

a tvorbu kalusov aj za predpokladu, Ze protoplasty prezivaju (Blackhall et al., 1994).
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Obrazok 1.: Reakcia protoplastov na fytohormoény v kultivaénom médiu. Upravené podl'a
Grafi (2004).

3.8. Vyber rastlinného pletiva

Protoplasty je mozné izolovat zrastlinného pletiva odobraného z rastlin
v podmienkach in vitro, ex vitro ako aj kalusovych kultar. Kvoli odpadajuce;j sterilizacii je
vel'mi vyhodné pouzit' k izolacii aseptické - in vitro kultary. V praxi st najcastejSim
materidlom k izolacii pouzivané mlad¢é aktivne sa deliace pletivd bez chromozoémovych

zmien a mutacii (Chawla, 2002).

Jednym z najdélezitejSich faktorov ovplyviiujicich vytazok protoplastov je
zdrojové tkanivo a jeho vek. Protoplasty odvodené z roznych tkaniv si ¢asto ponechavaji
svoje tkanivové, alebo bunkovo Specifické vlastnosti (Faraco et al., 2011). Ako sa lisi
vyvoj tkaniv druh od druhu neexistuje univerzalny vek pre odber donorového materidlu. Je
dobré, vyhnit sa mladym nevyzretym listom, ktoré vykazuji obmedzenu subcelularnu
diferenciaciu (Lung et al., 2011). Naopak, pouzitie starych listov a listov pokrytych
voskovou vrstvou, pripadne vysoka koncentracia sekundarnych metabolitov méze byt tiez

pri¢inou znizovania vytazku protoplastov (Sutiojono et al., 1998).

Dalsim z hlavnych faktorov tspe$nej izolacie protoplastov je akumulacia
Skrobovych zfn. Bolo preukdzané, Ze zvySujlica sa hladina Skrobu bola spojend s niZSou
zivotaschopnost'ou protoplastov izolovanych z koretiov hrachu (Crowder et al., 1979).
Podobné vysledky boli pozorované aj u inych druhov, kde Skrobové zrnd narusovali
integritu protoplastov. K znizeniu hladiny skrobov je mozné pred izolaciou vystavit

donorovy rastlinny material 24 - 48 hodin temnu (Chang a Loescher, 1991).

11
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3.9. Sposoby izolacie protoplastov

3.9.1. Mechanicka izolacia

Mechanickou izolaciou su izolované protoplasty prevazne z buniek zasobnych
pletiv ako napriklad pletiva druhu Beta L., Raphanus L., obsahujiuce hlavne vakuolizované
bunky.

Prvym krokom mechanickej izolacie je navodenie plazmolyzy buniek tak, aby
nedoslo po odstraneni bunkovej steny k ich popraskaniu. K tomu st v praxi vyuzivané
hypertonické roztoky sacharidov (sachardézy, manitolu, sorbitolu) v koncentraciach
0,30-1,0 M vkombinacii s vapenatymi ionmi (CaCly; Ca(NOgs);) Vv koncentraciach
od 0,25-0,40 M (Chawla, 2002). Princip samotnej izolacie nasledne spociva v narezani
pletiva v tomto hypertonickom roztoku, ak dojde k zasiahnutiu priestoru medzi bunkovou

stenou a protoplastom, ddjde k uvol'neniu nepoSkodeného protoplastu.

Nevyhodou mechanickej izolacie je prave obmedzenie na typy pletiv
s vakuolizovanymi bunkami, a hlavne velmi maly pocet ziskanych protoplastov.
Zefektivnenie metody izolacie priniesli az komercne dostupné enzymy hub rozkladajacich
bunkovi stenu ako celulazy, hemicelulazy a pektinazy. Pri enzymatickej izolacii moze
dochadzat’ Kk poSkodeniu protoplastov vznikom neziadicich metabolitov rozkladu a
prevazne vplyvom oxidativneho stresu. Vtedy je vyhodnejSie pouzitie mechanicku metdodu

(Park et al., 2012).

3.9.2. Enzymaticka izolacia

3.9.2.1. Historia enzymatickej izolacie
Prvli uspesnii enzymaticka izolaciu protoplastov uskutocnil Cocking (1960) za
pomoci celulazy, ziskant z huby Myrothecium verrucaria Alb. & Schwein. Podarilo sa mu
vyizolovat’ protoplasty z korefiov raj¢iaku Solanum lycopersicum L. vo velkom mnoZstve,

¢im sa enzymaticka izolacia stala hlavnou metodou vyuzivanou v praxi.

Spociatku bola izoladcia vykondvand dvojstuptiovou metddou, kde bol rastlinny
material palisddového parenchymu rozvolneny pomocou pektindzy a po niekolkych
hodinach pdsobenia bol nasledne pridany roztok celulaz (Takebe a Nagata, 1984). V roku
1968 bolo pokusmi overené, ze je mozné do enzymatickej zmesi pridat pektinazy

a celulazy sucasne, tym proces vyrazne urychlit' a eliminovat’ pripadné kontaminécie
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(Power a Cocking, 1969). S vyvojom aseptickych metod izolacie a ich kultivacie sa v roku
1971 podarilo regenerovat’ rastlinu tabaku Nicotiana tabacum L. (Nagata a Takebe, 1971).
V roku 1978 sa podarilo uskuto¢nit’ druhovi hybridizaciu medzi druhmi rajé¢iaku Solanum

lycopersicum L. a zemiaku Solanum tuberosum L. (Melchers et al., 1978).
Metoda izolacie v jednom kroku

Pred maceraciou rastlinného materialu v enzymatickom roztoku je material najprv
mechanicky naruSeny. Enzymaticky roztok pozostdva zo zmesi enzymov (pektiniza

a celulaza) s optimalizovanym mnoZstvom osmoticky aktivnych latok (Chawla, 2002).

Metoda je vyuZivana castejSie, vzhladom na obmedzeny pocet krokov a tym

znizené riziko kontaminacie, ako aj ¢as potrebny k izolacii (Blackhall et al., 1994).
Metoda izolacie v dvoch krokoch

Prvym krokom je rozvolnenie strednej lamely pomocou pektindazy resp.

macerozymu.

Druhy krok pozostava z prenesenia bunkovej suspenzie na roztok s pridavkom

celulaz. V tomto roztoku zotrvavaji bunky kratSiu dobu (Chawla, 2002).

3.10. Postup enzymatickej izolacie

Zdrojovy material pre enzymatickll izolaciu méze byt prakticky akékol'vek
nezdrevnatené rastlinné pletivo. To vSak nezarucuje schopnost delenia a naslednej
regeneracie na dospelé rastliny. V praxi su svelkou uspeSnostou vyuZzivané
meristematické pletiva listov ¢i pletiva embryonalne. Blackhall et al. (1994) pokusne
dokézali vhodnost’” mladych neuplne zrelych pletiv, ktoré vykazovali vyssiu schopnost
regeneracic v porovnani s pletivami starymi. Donorovy material z ex vitro podmienok je
najprv vysterilizovany, v praxi obvykle pripravkami na bazy chlérnanu sodného (NaClO),
ktorého koncentrdcia musi byt urend empiricky podla stupiia kontaminacie

a pouzivaného rastlinného pletiva (Lung et al., 2015).

K lepSiemu pristupu enzymov k mezofilovej vrstve buniek je niekedy epidermélna
vrstva strhnuta mechanicky. Castejsie s listy tkaniv krdjané na tenké prazky o hrubke asi
1 mm (Obrazok 2a; Obrazok 2b) (Blackhall et al., 1994; Davey et al., 2005). Hlavne
u starSich tkaniv, pripadne tkaniv druhov so silnou epidermélnou vrstvou mdéze byt

k lepSej priestupnosti enzymatického média do mezofilovych tkaniv pouzita izolacia
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vo vakuu. V stcasnej dobe je vo vicsine izola¢nych protokolov pouzivand zmes enzymov,
1-5 % celulazy aviac zlozkovej zmesi enzymov Macerozyme R-10, pripadne zmesi
0,05-1 % pektinaz a 0,5-2 % hemiceluldz. Pouzivana koncentracia tychto enzymov sa lisi
Vv zavislosti na rastlinnom druhu a pouzivanom tkanive. Napriklad bunky hubovitého
mezofylu Arabidopsis vyzaduji k rozvol'neniu niz$iu koncentraciu enzymov ako radialne

usporiadané bunky mezofylu druhu Lampranthus L. (Lung et al., 2015).

Plazmolytick¢é médium s koncentraciou vySSou ako koncentracia bunkového
protoplastu napomaha pri oddeleni bunkovej steny a plazmalemy, co ulahcuje jej
enzymaticki degradaciu. Ako osmoticky aktivne latky su v plazomolytickom médiu
vyuzivané sacharidy v koncentracii 0,35-0,7 M a to mannitol, sorbitol, gluk6za, sachardza
(Nagata a Takebe, 1971). Okrem koncentracie enzymov je rychlost uvolfovania
protoplastov ovplyvnena hodnotou pH roztoku. K jeho udrzovaniu je pouzivany pufer,
napriklad 2-(N-morfolin) ethansulfonova kyselina (MES). Macerozym a celulazy maja
optimum v mierne kyslom prostredi pH 5-5,5, ¢o ale neodpoveda cytozolickému pH preto
je najcastejsie volené optimum pH 5,7-7. Koncentracia vapenatych a fosfatovych ionov je

V praxi upravovana pridanim najcastejsie CaCl, 2 H,0O a NaH,PO4-H,0.

Pdsobenie enzymatickej zmesi najcastejSie prebieha na Petriho miskéach utesnenych
parafilmom kvoli zamedzeniu vysychania roztoku. Casto je suspenzia udrZiavand na
trepacke, Co napomaha uvolfiovaniu protoplastov. Teplota inkubacie je volena ako

kompromis optima rastlinného druhu a ¢innosti enzymov najcastejSie okolo 30°C

(Blackhall et al., 1994; Lung et al., 2015).

Po enzymatickej degradacii strednej lamely, k Comu je pouzivany macerozym,
alebo pektinaza, nasleduje rozvolnenie bunkovych stien celulazami (napr. Cellulysin,
Onozuka R10). Takto ziskané protoplasty sa oddelia od nerozlozenych tkaniv pomocou
filtracie cez nylonové, pripadne nerezové sitd s velkostou ok 20-200 pum (Park et al.,
2012). K separacii mitvych a zivych protoplastov je vysledna suspenzia centrifugovana
najCastejSie relativnou silou centrifugacie od 50 x g po 300 x g najcastejSie po dobu
3-10 minat. Supernatant s pozostatkami mftvych protoplastov je odobraty Pasteurovou
pipetou a na dne zostava peleta Cistych protoplastov (Obrazok 2c) (Park et al., 2012; Power
a Cocking, 1969).

Ak je mnozstvo rastlinnych zbytkov a mftvych buniek privelké, je mozné do

procesu purifikdcie zaclenit’ Cistenie pomocou flotacie, zaloZenej na niZSej hustote
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protoplastov Vv porovnani s ostatnymi c¢astami bunky. Metéda spociva v naneseni
hustotného gradientu najcastejSie v podobe roztoku sacharidov (sachar6zy, sorbitolu)
s koncentraciou 0,3-0,6 M na zmes enzymov a bunkovych zbytkov. Po centrifugacii dojde
k vyflotovaniu protoplastov k hornej vrstve - rozhraniu hustotnych gradientov (Obrazok
2d). Prstenec protoplastov je odobrany Pasteurovou pipetou, rozpusteny v premyvanom
médiu a scentrifugovany ako v predchadzajucich krokoch (Blackhall et al., 1994; Lung et
al., 2011).

Ako ekvivalent sachar6zového hustotného gradientu je moZné pouzit
vysokomolekulové latky ako st Fricoll, Percoll, ktoré na rozdiel od sachardzy nepdsobia
ako osmotikd, ¢im dochadza k ziskavaniu vac¢Siecho mnozstva viabilnych protoplastov.
Nevyhodou je potreba opakovan¢ho premyvania, s ¢im je spojené riziko poSkodenia
citlivejSich protoplastov pri centrifugacii (Ochatt a Power, 1992). Stcastou premyvacich
roztokov byvaju Casto vapenaté i0ny (Ca2+), stabilizujice membrany protoplastov. Cisté
protoplasty sa nasledne rozpustia v kultivatnom médiu o vhodnej hustote (Park et al.,
2012).
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Obrazok 2.: Postup izolacie protoplastov z listového mezofylu. a Casti listov
v enzymatickom roztoku. b Casti listov po 3 hodinach v roztoku enzymov. ¢ Pelet
protoplastov po centrifugacii. d Separacia zivych protoplastov flotaciou sachar6zovym
gradientom. e Zivé protoplasty Arabidopsis po izolacii. f Zivé protoplasty Bienertia
sinuspersici po izolacii. g Zivé protoplasty Kalanchoe daigremontiana po izolacii; h-j
Postdenie viability pomocou farbenia fluorescein diacetitom (FDA). h Protoplasty
Arabidopsis. i Protoplasty B. sinuspersici. j Protoplasty K. daigremontiana. Florescencia
FDA je zndzornend zelenou, autofluorescencia chlorofylu cervenou, prekryvajuci svetelny
signal sa javi ako Zlty. Mierka a-c = 1 cm, d= 2 mm, e-j 50 um. Prevzaté z Lung et al.,
(2015).

3.11. Agens zapojené do izolacie protoplastov

3.11.1. Donorovy material
Protoplasty je mozné vyizolovat’ z rastlinnych tkaniv (Raveh et al., 1973), kultur

kalusu (Chabane et al., 2007), bunkovych suspenzii (Panis et al., 1993).
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3.11.2. Overenie zZivotaschopnosti protoplastov

K predbeznému zhodnoteniu viability vyizolovanych protoplastov mbze byt
pouzity opticky mikroskop. Zdravé protoplasty su pozorované ako sférické objekty
s rovnomerne rozlozenymi chloroplastami (Obrazok 2e, 2f, 2g), zatial ¢o neviabilné
protoplasty utvaraju zhluky chloroplastov a su scvrknuté, pripadne popraskané vplyvom

plazmoptyzy (Davey et al., 2005).

PresnejSie metddy stanovovania su zalozené na merani fotosyntetickej aktivity,
pozorovani prudenia cytoplazmy, farbeni réznymi reakénymi zmesami. V praxi su
protoplasty najcastejSie farbené pomocou fluorescin diacetatu (FDA) (Obrazok 2h, 2i, 2j),
fenosafraninu, methylénovej modrej alebo Evansovej modrej (Lung et al., 2015).

Fluorescin diacetatova metoda je zalozena na prestupnosti FDA plazmatickou
membranou protoplastov. V cytozole je Stiepend esterdzami a dochadza k uvoltovaniu
fluoresceinu. Ten je po oziareni UV svetlom detegovany ako zelenozltd fluorescencia,
ktori vykazuju len protoplasty s neposkodenou plazmatickou stenou, po dobu asi piatich
minat. Roztok FDA je pripravovany zmieSanim cca 100ul suspenzie protoplastov
Vv Cistiacom eventudlne v kultivaénom médiu a rovnakého mnoZstva média s fluorescein
diacetatom (0,1 ml roztoku FDA s koncentraciou 5 mg.ml™ rozpusteny v 10 ml média)
(Bhojwani a Razdan, 1996). Ostatné metody mikroskopickej detekcie viability su zalozené
na neprestupnosti farbiv neposkodenou plazmatickou membranou protoplastu (Kanai a
Edwards, 1973; Evans a Bravo, 1983). Zivotaschopnost’ protoplastov je potom vyjadrena

ako pomer zivych a mftvych protoplastov.

3.11.3. Posudenie vynosu izolacie protoplastov
K najjednoduch§$im a v praxi najCastejSie pouzivanym metdodam stanovenia
vytazku vyizolovanych protoplastov patri metdoda pouzitia Hemocytometru (Biirkerovej

komorky).

Komorka pozostava z dvoch oddelenych pocitacich poli. Kazdé rozdelené na 9 poli
ohraniené trojitou &iarou ohraniujiice tvorec (1 x 1 mm = 1 mm?) Centralne polia su
d’alej delené na Stvorceky (0,25 x 0,25 mm). VyvySené okraje hemocytometru drzia krycie

sklicko a vymedzuju tak objem komorky.
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Zaratavané su len protoplasty dotykajuce sa dvoch zvolenych hran trojciar
(z vonkajSej aj vnutornej strany), protoplasty dotykajicich sa zvySnych dvoch stran su
ignorované (Obrazok 3). Priemerny pocet protoplastov vo Stvorci sa pouzije k vypoctu

koncentracie protoplastov (Cell Types and Culture Characteristics, 2010).

Obrazok 3.: Pocitanie protoplastov. Upravené z Cell Types and Culture Characteristics

(2010).

3.11.4. Kultivacia protoplastov a ich naroky na Ziviny
Pre obnovu bunkovej steny, tvorbu kalusu a nasledni organogenézu musia byt

protoplasty prenesené na kultivacné médium.

Protoplasty mézu byt kultivované v kvapalnom alebo pevnom médiu. Kvoli
jednoduchsej kontrole osmotickych podmienok a manipuldcii su v prvych fazach,
vytvorenia bunkovej steny, delenia buniek, a vzniku mikrokalusov uprednostiované tekuté
média. Vzniknuté kalusy st nasledne prenaSané na média pevné. Ekvivalentom tekutych

medii je obalovanie protoplastov v alginate pripadne agarozovych blokoch (Chawla,
2002).

Stucastou kultivacnych médii su rovnaké komponenty ako pri pouZiti kalusovych
alebo suspenznych kultir. Teda mikro a makro prvky, zdroje uhlika, vitaminy,
antioxidanty a fytohormény. Podstatnym rozdielom je zahrnutie osmotickych ¢inidiel
Vv koncentrécii ako pri ich izolacii, ¢o nahradza bunkova stenu odstrdnenti enzymatickym
rozkladom, a tym zamedzuje destrukcii protoplastov (Shepard a Totten, 1975). Ako uz
bolo spominané, poZadovani hodnotu osmotického potencidlu je mozné dosiahnut

pridanim manitolu, sorbitolu, glukézy, alebo sachardzy. Je dokazané, Ze obsah Zeleza,
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zinku a amonnych i6nov v bezne pouzivanych tkanivovych kultrach méze byt pre kultury
protoplastov prili§ vysoky. Mezofilové protoplasty druhu Pisum L. najlepsie prosperovali
pri koncentréacii 5 uM Fe a 10 pM Zn (Crowder et al., 1979). Naopak vysSia koncentracia
vapnika V kultivaénych médiach zvySuje integritu bunkovych membran a tak zvySuje
toleranciu k oxidativnemu stresu. V praxi je pouzivana koncentracia 2-4 krat vyssia, ako
v beznych médiach tkanivovych kultar, obvykle 10-14 mmol.I"* (Lung et al., 2015). Bolo
zistené, ze vySSie koncentracie vapnika redukuju zhlukovanie protoplastov a ich hnednutie
(Veilleux et al., 2005). V pokusoch Uchimiya a Murashige (1976) dokazali, Ze protoplasty
tabakovych kultir vyZadovali omnoho menSie hladiny sacharidov, ako ich kalusové
kultary. Protoplasty Arabidopsis thaliana L. najrychlejSie regenerovali bunkovi stenu
s 1,5 % koncentraciou sacharidov v médiu (O'Neill a Mathias, 1993). V praxi su bezne
pouzivané koncentracie osmotik 0,3-0,7 mol.I"". Koncentracie osmotik si postupne
eliminované po nasyntetizovani bunkovych stien a preneseni na tuhé média (Veilleux et

al., 2005).

Poziadavky vitaminov (thiamin, myoinositol, kyselina nikotinova, pyridoxin)
v zivnych médidch byvaju zvy€ajne rovnaké, ako v Standardnych tkanivovych kultarach.
Spolu s ostatnymi zlozkami médii napomahaju syntéze bunkovych stien a ich naslednému
deleniu. Ako zdroj dusika ihned’ pristupny pre kultiry protoplastov je pouzivany
hydrolyzét kazeinu (Blackhall et al., 1994).

Pre tvorbu bunkovej steny ako aj pre nasledné delenie buniek st nevyhnutnostou
kultivaénych médii pridavky auxinov a cytokininov. VacSina pouzivanych médii obsahuje
sticasne auxiny a cytokininy v roznych pomeroch, ktoré su volené podrla rastlinného druhu
a typu donorového pletiva. Ich koncentracie v roztoku musia byt’ zistené empiricky. Medzi
bezne pouzivané auxiny patri 2,4-D, NAA, IAA. Bolo zistené, ze 2,4-D mdze pozitivne
posobit’ pri resyntéze bunkovej steny, ale pouzitie samotného auxinu viedlo u druhu
Arabidopsis thaliana L. Kk strate morfologického potencialu a rozvoja kalusov (O'Neill a
Mathias, 1993). Medzi bezne pouZzivané cytokininy patri BA, Zeatin, Thidiazuron. Bolo
zistené, ze Zeatin zvySuje delenie buniek a morfologicky potencial rozvijajicich sa

kalusov (Pongchawee et al., 2006).

Po vytvoreni bunkovej steny dochadza k vyraznému narastu buniek a kK prvému
deleniu dochddza pocas 3-5 dni. Po Strnastich ditoch st védcSinou viditel'né malé zhluky

buniek - mikrokalusy. Kalusy o velkosti 1 mm st v kultare viditeIné po cca 6 tyzdioch
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kultivacie. Ak tieto kolonie aj nad’alej zotrvavaji na vysoko osmotickych médiach, byva
ich rast inhibovany, preto musia byt koncentracie osmotik upravené (Blackhall et al.,

1994; Lung et al., 2015).

V prvych dinoch po izolacii si vSeobecne kultury protoplastov udrziavané bez
pristupu svetla. Nagata a Takebe (1971) dokazali, ze rast protoplastov tabaku bol
Vv pociatocnych  fazach kultivacie vysokou intenzitou osvetlenia inhibovany.
Po 48 hodinach, kedy dochadza u vacsiny druhov k nasyntetizovaniu bunkovej steny,
byvaju protoplasty vystavené osvetleniu s intenzitou 1500-3000 lux. Teplota behom
kultivacie je regulovana na 25-28 °C (Chawla, 2002).

3.11.5. Koncentracia protoplastov v kultivaénych médiach

Hustota protoplastov v kultiva¢nych médiach ma zasadny vplyv na tvorbu bunkovej
steny a naslednt tvorbu mikrokalusov. Protoplasty su naj¢astejSie kultivované v hustotach
104 000-105 000 protoplastov.ml™. V skorych &tadiach kultivacie maju protoplasty
kultivované pri vysSich hustotach tendenciu k spontannej fuzii, a tym k tvorbe neziaducich

hybridnych tkaniv (Blackhall et al., 1994; Chawla, 2002; Lung et al., 2015).

3.12. Typy kultivaénych médii

Kultivacné média protoplastovych kultar je mozné delit’ na zaklade ich chemického
zloZenia a ich fyzikalnych vlastnosti. Existuje mnoho typov kultivaénych médii liSiacich sa
naroCnostou jednotlivych druhov na Zziviny aosmotické podmienky. V praxi su
najcastejSie pouzivané média MS, B5 (Kao a Michayluk, 1975). Na zaklade fyzikalnych

vlastnosti sa média delia na kvapalné a pevné (Lung et al., 2015).

3.12.1. Tekuté média

Kvapalné média, st média v ktorych protoplasty vol'ne plavaju.

1. Protoplasty mozu byt inkubované v tenkej vrstve média najcastejSie na Petriho
miske. Miska by mala byt utesnend parafilmom kvoli vysychaniu a pripadne;]
kontamindcii a umiestnena v regulovanych svetelnych a teplotnych podmienkach.

2. Protoplasty mézu byt’ inkubované v kvapkach média na uzatvorenej Petriho miske

umiestnenej v regulovanych svetelnych a teplotnych podmienkach.
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3.

Protoplasty mézu byt inkubované v 50-100 ml Erlenmayerovej banke obsahujice;j
cca 5 ml kultivaéného média umiestnenej v regulovanych svetelnych a teplotnych

podmienkach (Lung et al., 2015).

3.12.2. Pevné média

3.12.2.1. Agardézové média

Metodu obalovania protoplastov v agar6zovom médiu popisal prvykrat Gamborg et

al. (1975), jednd sa o najéastejSie pouzivanu metoédu kultivacie protoplastov na pevnom

médiu.

1.

Za stadleho mieSania je do roztoku kultiva¢ného média s 1-2 % agaru pridany
rovnaky objem roztoku izolovanych protoplastov o hustote 105 tis. buniek.ml™
rozpustenych v rovnakom kultivatnom médiu. Je potrebné venovat zvySenu
pozornost, aby teplota agar6zového kultivacného média nepresiahla 45°C. Po
zatuhnuti agaru je miska utesnend parafilmom, kvoli vystSaniu. Misky su

kultivované v obratenej polohe pri riadenych teplotnych a svetelnych podmienkach.

Agardzovy blok protoplastov pripraveny podl'a metddy €. 1. je rozkrajany na kasky
velkosti zhruba 1 cm?. Zopar kuskov je vlozenych do suspenznej kultary buniek
s rovnakou koncentraciou ako je koncentracia protoplastov zaliatych v agar6zovom
médiu. Aktivne sa deliaca suspenznd kultira buniek podporuje tvorbu bunkovej
steny a delenie u protoplastov (Raveh et al., 1973). Vyznam podpornej bunkovej
suspenzie bol popisany u celej rady rastlinnych druhov. Kyozuka et al. (1987) s
uspechom pouzili aktivne rastice bunky ryZze na stimulaciu protoplastov
Z rovnakého donorového materidlu. Jain et al. (1995) ziskali Styrikrat vacsie
mnozstvo aktivne rasticich protoplastov dvoch indickych druhov ryze za pouzitia

suspenznej kultary druhu Oryza ridleyi Hook. f., alebo Lolium multiflorum Lam.

3.12.2.2. Alginatové média

Kyselina alginova, alginat, je rastlinny polysacharid r6znych druhov hnedych rias,

ktory sa vyskytuje hlavne u druhov napr. Laminaria. Tento polymér tvoria molekuly

kyseliny B-D-manuronovej a a-L-guluronovej vyskytujiice sa v homopolymérnych blokoch

s vloZzenymi blokmi oboch monomérov. K zgelovateniu, tuhnutiu sodnych alginatov

dochadza pri styku s dvojmocnymi, alebo viacmocnymi kationmi (Smidsrod, 1972).

V praxi s najéastejsie pouzivané iény vapnika Ca*".
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Alginat 1,75-4% (w/v) je pridany do vhodného kultivatného média s nizkym
obsahom vépnika (2mM) a vhodnou koncentraciou osmotik. Po Uplnom rozpusteni je
roztok sterilizovany autoklavovanim, alebo pomocou 45um filtra. Alginatovy roztok
izbovej teploty je zmieSany s protoplastmi 0 vhodnej hustote, bezne 1.10°. Suspenzia
alginat-protoplasty je po kvapkach pridavana do roztoku CaCl, a osmotik o vhodnej
koncentracii. Vzniknuté gul'd6¢ky st ponechané v roztoku CaCl, 45-60 mintat, do aplného
zatuhnutia. Nasledne je roztok CaCl, nahradeny vhodnym kultivacnym médiom (Lei et al.,

2014).

Pre spomalenie tuhnutia (uvolovania vapnikovych iénov do roztoku), méze byt
CaCl, vroztokoch nahradeny napriklad CoSO4 S maly mnozstvom komplexotvornych
¢inidiel ako su fosfaty (Draget et al., 1989).

Vyhodou alginatovych médii je jednoduchd manipulacia s kulturami. Vysoka
afinita alginatu sodného k rastlinnym protoplastom zarucuje zachovanie dobrej integrity
protoplastov hlavne v ranych Stadiach kultivacie, pred nasyntetizovanim bunkovych stien.
(Larkin et al., 1988).
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4. Material a metody

4.1. Biologicky material

Donorovy rastlinny material ex vitro kultar poskytnuty Katedrou zahradnictvi
Ceskej zemédélskej univerzity bol pestovany v stolovom sklenniku pri regulovanej teplote
25°C + 6°C. Listy vybranych kultivarov (Zoznam pouzitych kultivarov ex vitro, str. 29)

staré 2-4 dni boli pouzivané k izolacii.

In vitro kultury kultivaru P. paniculata var. alba, “Mount Fuji“ boli kultivované
Vv sklenenych nadobach o objeme 150 ml na cca 25 ml MS média (Duchefa) (Murashige a
Skoog, 1962) s pridavkom 30 g sachardzy, bez pouzitia fytohormoénov, pH média bolo
upravené pomocou roztoku KOH, alebo roztoku Kyseliny askorbovej na hodnotu 5,7.
Kultury boli udrziavané v kultiva¢nych boxoch s fotoperiodou 16 hodin svetla a teplotou
25°C a 8 hodin tmy pri teplote 18°C. K izolacii protoplastov boli pouzité listy 35-45 dni
starych kultar.

Protoplasty boli izolované len zo zdravych, svetlo-zelenych listov. V pripade ex
vitro kultar veku priblizne 2-4 dni starych listov. Tie boli rozdelené na listy vrcholového
meristému, prvy par listov od vrcholového meristému, a druhy par listov od vrcholového

meristému.

4.2. Sterilizacia biologického materialu
Cepele listov z ex vitro kultar boli sterilizované ponorenim do 1% roztoku chlornanu
sodného s pridavkom zmacadla Tween po dobu 10 minut. Takto vysterilizované listy boli

trikrat premyté sterilnou destilovanou vodou.

4.3. Metody izolacie protoplastov

4.3.1. Metdda izolacie podPa Cheng a Sounders (1995)

V prvom kroku bol jeden par listov z ex vitro kultur, alebo 5-6 parov listov z in
vitro kultGr nakrajanych na priblizne 1 mm S$iroké pasiky v Petriho miske s priemerom

90 mm v 12 ml roztoku 0,3 M sorbitolu a 0,05 M CaCl, vysterilizovaného autoklavovanim.
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V tomto osmotickom médiu boli Casti listovych ¢epeli inkubované hodinu pri teplote 23°C

bez pristupu svetla, Petriho miska bola proti vysychaniu média utesnena parafilmom.

Po hodine bol roztok nahradeny diges¢énym médiom B (Tabul’ka 1), s obsahom 0,5
% celulazy R-10 (Serva) a 0,1 % macerozymu R-10 (Serva). Roztok bol sterilizovany
pomocou membranového filtra s vel’kostou pérov 0,22 um. Suspenzia diges¢ného média B

a Casti listov bola kultivovand v utesnenej Petriho miske na trepacke pri 40 rpm
16-20 hodin.

Roztok uvolnenych protoplastov a zvySkov nerozlozenych Casti listovych cepeli
bol opatrne prefiltrovany cez sterilné nylonové sito s velkostou podrov 220 pm
arovnomerne rozdeleny do dvoch sterilnych 15ml centrifugaénych skimaviek. Zvysky
listov boli nasledne preplachnuté 0,3 M roztokom KCl sterilizovaného pomocou autoklavy,
vzniknuta suspenzia bola rovnomerne pridana do centrifuga¢nych skimaviek obsahujacich
roztok diges¢ného média B a protoplastov. Skumavky boli nasledne centrifugované silou

71 x g po dobu piatich minut a teplote 20°C (Hettich 30 RF).

Po centrifugacii bol supernatant odstraneny Pasteurovou pipetou a vzniknutd peleta
zivych a mitvych protoplastov pomaly zmieSana v novej centrifugaénej skamavke s 10 ml
roztoku 20% sacharozy sterilizovanom pomocou membranového filtra s vel'kostou porov
0,22 um. K vytvoreniu hustotného gradientu bol na povrch tejto suspenzie Pasteurovou
pipetou opatrne naneseny 1-2 ml 0,3 M roztoku KCI. Skumavky boli nasledne
centrifugované silou 61 x g po dobu desiatich minut a teplote 20°C (Hettich 30 RF).
Vitalne protoplasty zrozhrania roztokov boli odobrané pomocou Pasteurovej pipety
arozpustené¢ v 10 ml 0,3 M roztoku KCI. Skumavky boli nésledne centrifugované silou

50 x g po dobu piatich minut a teplote 20°C (Hettich 30 RF).

Vzniknutd peleta viabilnych protoplastov bola rozpustend v 10 ml média C
(Tabul’ka 1). Nasledne bola zistend koncentracia a viabilita protoplastov, metodou

popisanou v nasledujucej kapitole.
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Tabul’ka 1.: ZloZenie roztokov média Cheng a Sounders. Upravené podl'a Cheng a

Sounders (1995).

ZloZenie Médium
B C
KNO; 950 1900
KH,PO, 85 170
MgSQ,.7H,0 185 370
CaCl,.2H,0 660 1320
Na,EDTA 18,65 37,3
Mikro FeSO,.7H0 13,9 27,8
a makroprvky MnSO,.4H,0 11,5 22,3
(mg.I) ZnS0,.7H,0 53 | 106
H3BO; 3,1 6,2
Kl 0,415 0,83
NaMo0,.2H,0 0,125 0,25
CoCl,.6H,0 0,013 0,026
CuSQO,4.5H,0 0,013 0,026
Thiamin 10 20
Kys. Nikotinova 0,5 1
] ] Pyridoxin 0,5 1
Amlr.10ky§ellny, Myoinositol 100 200
vitaminy
Kasein 500
Glycin 2 4
Glutamin 200
Sacharo6za 10
Sacharidy Glukodza 18 30
(9.1 Mannitol 73
Sorbitol 45
Ostatné floiky MES 1
@) PVP-10 5
pH 5,7 5,7
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4.3.2. Zrychleni metéda izolicie
Zrychlend metoda izolacie pozostdvala z enzymatického uvolnenia protoplastov,
ktorému nepredchadzal proces maceracie v plazmolytickom roztoku a proces purifikacie

prebiehal len v jednom kroku.

Jeden par listov zex vitro kultar, alebo 5-6 parov listov zin vitro kultar boli
v sterilnom prostredi flow-boxu nakrdjané na priblizne 1 mm Siroké Casti
v 12 ml diges¢ného média P1, P2 alebo P3 s pridavkom Cellulase z Trichoderma reesei
(Sigma) v 1 % koncentracii a Pectinase z Aspergillus aculeatus (Sigma) v koncentacii
1,5 %. Tento roztok bol sterilizovany pomocou membranového filtra s velkostou pérov
0,22 um, pH roztoku bolo upravené na hodnotu 5,7. Proces enzymatického uvolnenia
protoplastov prebiehal v utesnenej Petriho miske, na trepacke pri 40 rpm 4-5 hodin,

urychlenie degradacie bunkovych stien bolo podporené zvySenou teplotou 30°C.

Nasledne bola zmes protoplastov a diges¢ného média prefiltrovana pomocou
nylonového sita s velkostou pérov 220 um do centrifugacnych skiimaviek. Tie boli
centrifugované silou 71 x g po dobu piatich mintt pri teplote 20°C (Hettich 30 RF).
Supernatant bol odstraneny Pasteurovou pipetou a peleta zivych a mitvych protoplastov
resuspendovana v 10 ml média C. Nasledne bola zistena koncentracia a viabilita

protoplastov.

4.4, Stanovenie vytazku protoplastov

Pocet protoplastov bol pocitany pomocou Biirkerovej komorky umiestnenej na
svetelnom mikroskope (Olympus CKX41) z pociato¢nej suspenzie protoplastov v médiu
C. Zo siestich stvorcovych poli Biirkerovej komorky (1 x 1 mm) bol vypocitany
aritmeticky priemer, podla ktorého bola vypocitana koncentracia protoplastov v 1 ml
suspenzie. Suspenzia protoplastov bola nariedend roztokom C na koncentraciu 115+10 tis.
buniek.ml™. Stanovenie koncentracie pomocou Biirkerovej komérky je blizsie popisané

v kapitole 3.11.3.

4.5. Stanovenie viability protoplastov
Viabilita protoplastov bola zistena farbenim 0,47 M roztokom manitolu

s pridavkom 0,25% methylénovej modrej a naslednym spocitanim v Biirkerovej komorke.
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Dva diely suspenzie protoplastov s koncentraciou 115 tis. buniek.ml™ boli zmiesané
s jednym dielom roztoku methylénovej modrej. Pocet viabilnych protoplastov bol potom

vyjadreny ako pomer zivych a mftvych protoplastov.

4.6. Kultivacia protoplastov
Ako vychodzi material pri zavadzani na tekuté a pevné média bola pouzivana

suspenzia protoplastov s koncentraciou priblizne 115+10 tisic.ml™ v roztoku média C.

Meédia s pridavkom fytohorménov (B1 ~ B6; C1 ~ C6 T1 ~ T6) (Tabulka 2).

pozostavali  z kultivatného média C apridavku pozadovanych fytohorménov
Vv dvojnasobnej koncentracii, ako bola poZadovand koncentracia vo vyslednej suspenzii
protoplastov. Vsetky kultivacné média boli sterilizované autoklavovanim 15 min pri 121°C

a tlaku 1,2 kg.cm™.

Protoplastové kultury boli kultivované pri izbovej teplote bez pristupu svetla.
Kontrola stavu kultar prebiehala pomocou optického mikroskopu Olympus CKX41 na 2.

3.a 6. £ 1 den od izolacie protoplastov.

Tabulka 2.: Koncentracia fytohormonov v kultivacnych médiach.

Médium
Fytohormén BL | B2 | B3 | B4 | BS | BS6
(mg.I")
Auxin IAA - 0,5 1 2 3 6
Cytokinin BA 3 3 3 3 3
Médium Oznacenie K1 K2 K3 K4 K5 K6
Auxin IAA - 0,5 1 2 3 6
Cytokinin Kinetin 3 3 3 3 3 3
Médium Oznadenie T1 T2 T T4 T5 T6
Auxin IAA - 0,5 1 2 3 6
Cytokinin TDZ 3 3 3 3 3 3
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4.6.1. Kultivacia na tekutych médiach

Do Petriho misiek s priemerom 40 mm bolo napipetované v sterilnom prostredi
flow-boxu 1000 pl pozadovaného kultivaéného média s fytohorménmi (B1 ~ B6; C1 ~ C6
T1 ~ T6). Do tychto kultivaénych médii bolo prenesené¢ 1000 pl suspenzie protoplastov
v kultivaénom médiu C, po zmieSani tak roztoky obsahovali pozadovani koncentraciu

fytohormonov.

4.6.2. Kultivacia na alginatovych médiach

Roztok 2 ml algindtového média A (Tabulka 3). sterilizovaného autokldvovanim
bol Pasteurovou pipetou zmieSany s 2 ml suspenzie protoplastov. Vzniknuta suspenzia gélu
a protoplastov bola po kvapkach pridavana do 40mm Petriho misiek obsahujucich 8 ml
zrazacieho roztoku Z (Tabulka 3), po uplynuti 45 minat bol roztok Z nahradeny
kultivacnym médiom C s pridavkom fytohormonov. Petriho misky boli uzavreté
parafilmom a kultivované pri izbovej teplote bez pristupu svetla. Metdoda pripravy

alginatovych médii je detailnejSie popisand v kapitole 3.12.2.2. Alginatové média.

Tabulka 3.: Zlozenie roztokov alginatového média.
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Médium
ZloZenie
A Z
KNO; 1900
KH,PO, 170
MgSQ,.7H,0 370
CaCl,.2H,0 1320 7350
Na,EDTA 37,3
Mikro a makroprvky Fe30,7H,0 27,8
(mg.IY) MnSQ,4.4H,0 22,3
ZnS0,4.7H,0 10,6
H3:BO; 6,2
Kl 0,83
NaMo0,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,026
CuSQ,4.5H,0 0,026
Thiamin 20
Kys. Nikotinova 1
) ) Pyridoxin 1
Amlpoky,sellny, Myoinositol 200
vitaminy
Kazein 500
Glycin 4
Glutamin 200
Sacharoza 10
. 1 Glukodza 30
Sacharidy (g.I"™) Mannitol 2
Sorbitol 4,5
Ostatné zlozky (g.1™) Alginat sodny 3,4
) N IAA 4
Fytohormony (mg.l™) D7 1
pH 57 5,7

Zoznam pouzitych kultivarov ex vitro:

- Phlox paniculata “ Dracon*
- Phlox paniculata “ MT1“
- Phlox paniculata “ P1*

- Phlox paniculata “ Starfire*
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4.6.3. Vyhodnotenie vysledkov pokusov
4.6.3.1. Statistické vyhodnotenie
Priemerné vytazky protoplastov boli zpracované metdédou analyzy rozptylu
pomocov softwaru STATISTICA CZ (verzia 12) z dvoch opakovani pre zistenie vplyvu
veku donorového materidlu v procese izolacie, zo Styroch opakovani pre porovnanie
vytazku protoplastov vzhl'adom na typ pouzitého enzymu a dvoch opakovani pre zistenie

vplyvu antioxidantov v diges¢nom médiu.

4.6.3.2. Hodnotenie vplyvu kultivaé¢nych médii
Testovanie vplyvu fytohorménov nebolo napliiou tejto diplomovej prace, bolo ale
navaznym krokom overenia ich Zivotaschopnosti, preto sa v praci nezaoberam Statistickym

zhodnotenim vplyvu kultiva¢nych médii (Tabulka 2).

Zhodnotenie vplyvu kultivacnych médii pozostavalo z pravidelného pozorovania
pomocou optického mikroskopu, pricom boli pozorované morfologické zmeny vyvoja

protoplastovych kultar, ktoré boli fotograficky zaznamendvané.
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5. Vysledky

5.1. Vplyv veku donorového materialu na izolaciu protoplastov

Bol testovany vplyv veku donorového materidlu na celkovy vytazok, v procese
izolacie. Statistické zhodnotenie preukazalo signifikantny rozdiel na hladine vyznamnosti
a = 0,05 ato v pocte vyizolovanych protoplastov z listov apikdlneho meristému (66,11 +
11,01.10* protoplastov.ml™) a listov prvého paru (74,43 + 13,07.10" protoplastov.ml™)
vporovnani s druhym parom listov od apikdlneho meristému (40,49 + 10,91.10*
protoplastov.ml™) (Obrazok 4; Tabulka 4). Medzi testovanymi typmi donorového
materidlu v procese izolacie sa ako najlepsie ukézalo pouzit’ prvy par listov od vrcholového
meristému (Obrazok 5a). Po purifikacii mali protoplasty izolované z prvého paru listov od
apikalneho meristému sféricky tvar, a pravidelne rozlozené chloroplasty, ¢o naznacuje ich
vysoky stupent viability. Priemerny pocet vyizolovanych protoplastov v pripade pouzitia
tekutych enzymov bol v 1 ml média 85,14 + 16,9.10* ¢o signifikantne potvrdila $tatisticka
analyza na hladine vyznamnosti a=0,05 (Obrazok 6), z tejto hodnoty tvorili priermerne
56% protoplasty viabilné. Z Cepeli listov druhého paru od vrcholového meristému bol
vyizolovany priemerne mensi pocet protoplastov porovnatel'nej viability ako mali
protoplasty izolované z prvého paru listov od vrcholového meristému. Ako nevhodné sa
ukazalo pouzitie najmladSich listov vrcholového meristému, ktorych vytazky mozno
zrovnavat’ s prvym parom listov, ich viabilita sa ale po izolacii pohybovala priemerne len

okolo 12 % v pripade pouzitia tekutych enzymov (Obrazok 5b).

Donorovy material kultar in vitro bol odoberany po 35-45 dnoch kultivacie. Na
jednu Petriho misku s 12 ml enzymatického roztoku bolo pouzité priemerne 6-8 parov
vrchnych listov prvého, druhého a tretieho paru od apikdlneho meristému vratane listov
vrcholového meristému. Priemerny pocet vyizolovanych protoplastov bol v 1 ml média
58,65 tisic. Vzhl'adom na kvantitu a kvalitu izolovanych protoplastov sa ukdzalo pouzitie

donorového materidlu z in vitro kultur ako vhodnd alternativa namiesto kultar ex vitro.
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Typ donora; Priméry MNC

Soutasny efekt: F(2, 2)=126,87, p=,00782
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikaly oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

80

70

60

40 t

Priemerny wtaZok protoplastov [tisic/ml-]

30 ¢

20

menstému

Typ donora

Listy apikalneho Prvy par listov od
apikalneho menstému

Druhy par listov od
apikalneho menstému

Obrazok 4.: Priemerny pocet vyizolovanych protoplastov podl'a veku donorového

materialu. Priemerné poCty vyizolovanych protoplastov + smerodatna odchylka. Hladina

vyznamnosti a = 0,05.

Tabul’ka 4.: ZloZenie digesénych médii s antioxidantmi.

" pL | P2 | P3
Zlozenie
@
CaCl,.2H,0 15 15 15
Mannitol 82 82 82
MES 1 1 1
PVP-10 5 10 15
Cellulase (%, v/v) 1 1 1
Pectinase
(%, VvIv) 1,5 1,5 1,5
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Obrazok 5.: Vplyv veku donorového materialu pri izolacii. a Protoplasty po purifikacii
izolované z Cepeli listov prvého paru pomocou tekutych enzymov. b Protoplasty po

purifikécii izolované z ¢epeli listov vrcholového meristému pomocou tekutych enzymov.
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5.2. Porovnanie vyt’azku protoplastov vzh’adom na pouZité enzymy

V pokusoch boli v procese izolacie protoplastov pouzité dva druhy enzymov.
Lyofilizované enzymy, celuliza Onozuka R-10 z Trichoderma viride Pers. (Serva)
v koncentracii 0,5 % (w/v) v kombinacii s macerozymom R-10 z Rhizopus sp. (Serva)
v koncentracii 0,1 % (w/v), a enzymy tekuté, Cellulase z Trichoderma reesei (Sigma)
v 1 % (v/v) koncentracii a Pectinase z Aspergillus aculeatus (Sigma) v koncentracii 1,5 %
(V/v).

Statistické zhodnotenie preukézalo signifikantny rozdiel v poéte vyizolovanych
protoplastov vzhladom na typ pouzitého enzymu. Priemerny vytazok protoplastov pri
pouziti lyofilizovanych enzymov bol 36,88 + 16,71.10* protoplastov.ml™, pri pouziti
tekutych enzymov &inil vytazok 85,14 + 16,9.10° protoplastov.ml™ (a = 0,05).

Pouzitie lyofilizovanych enzymov malo za nasledok ziskanie priemerne o 43,3 %
mensieho poctu vyizolovanych protoplastov v porovnani s enzymami tekutymi. V pripade
pouzitia vyzretejSicho donorového materidlu boli bunkové steny c¢asto nerozlozené
(Obrazok 7). Priemerny pocet vyizolovanych protoplastov bol v 1 ml enzymatického
roztoku v pripade kultar ex vitro 39,91 tisic v pripade donorového materialu z in vitro

kultar 58,65 tisic protoplastov.

Vytazok protoplastov izolovanych z listov kultar ex vitro tekutymi enzymami sa
Vv priemere pohyboval 85,16 tisic v 1 ml roztoku, v pripade donorového materialu z in vitro
kultar 58,65 tis.ml™. Ich bunkové steny boli takmer v 100 % pripadov rozlozené, a to aj

Vv pripade ak sa jednalo o vyzretejSie Cepele listov.
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Enzym; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 9)=10,101, p=,01122
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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%0 | -
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50 |

40 +

30 +

Priemerny vyt'aZok protoplastov po izolacii
[tisic/ml ]

20 ¢ b I

10

Tekuté Lyofilizované
Typ enzymu

Obrazok 6.: Vytazok protoplastov vzhladom na typ pouzitého enzymu. Priemerné pocty

vyizolovanych protoplastov + smerodatnd odchylka. Hladina vyznamnosti a = 0,05.
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Obrazok 7.: Vysledok izolacie po pouziti roznych enzymov. a Protoplasty po purifikacii
izolované z Cepeli listov druhého paru pomocou lyofilizovanych enzymov. b Protoplasty

po purifikécii izolované z ¢epeli listov druhého paru pomocou tekutych enzymov.
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5.3. Vplyv antioxidantov v diges¢cnom médiu

V priebehu prace bola optimalizovana hladina antioxidantov v médiu. Spociatku
bolo v digesénom médiu pouzitych 5 g.I" antioxidantu PVP-10. Tato koncentracia sa
ukazala ako nedostato¢nd, preto boli testové média P1, P2, P3, ktoré obsahovali 5 g.l'l,

10 g.I" a 15 g.I" PVP-10 (Tabulka 4).

Statisticka  analyza preukazala signifikantné rozdiely v Zivotaschopnosti
protoplastov po izolacii pri pouziti roznych koncentracii PVP-10 v diges¢nom médiu. Ako
idealne sa v procese enzymatického uvolnenia protoplastov ukézalo pouzitie média P3 so
sifnifikantne vys$§im priemernym podtom 7,47 + 1,98.10" protoplastov.ml™ Zivych
protoplastov (Obrazok 8). Protoplasty izolované pomocou tohto digeséného média
vykazovali tesne po izolacii najvyssiu viabilitu, ktorta si zachovali aj v ndvdznom procese
kultivacie a po nasyntetizovani bunkovych stien vstupovali do predlzovacieho rastu. NizSie
hladiny antioxidantov (médium P1) s priemernym poctom vyizolovanych protoplastov
0,97 + 1,97.10* protoplastov.ml™ (¢ = 0,05) boli nedostadujuce, &o sa prejavilo uz
V procese izolacie hnednutim a degradaciou protoplastov.

Medium; Praméry MNC

Soucasny efekt: F(2, 3)=32,953, p=,00908
Dekompozice efektivni hypotézy

‘s
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Obrazok 8.: Priemerny pocet viabilnych protoplastov po izolacii vzhladom na
koncentraciu antioxidantov. Priemerné pocty vyizolovanych protoplastov + smerodatna

odchylka. Hladina vyznamnosti a = 0,05.
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5.4.Vplyv fytohorménov na kultivaciu protoplastov

Spociatku boli protoplasty kultivované na médiu C s pridavkom 0,2 g.I* 1AA
20,05 g.I'" TDZ. Protoplasty na tomto médiu regenerovali bunkova stenu (Obrazok 9a),
k deleniu buniek ale nedochadzalo, apo ¢ase odumreli. V nasledujicom procese
optimalizacie kultivaéného média bol ako auxin pouzity IAA v koncentréacii 0,5 mg.I™
arozne koncentracie cytokininov: BA, Kinetinu a TDZ (Tabulka 2) Proces tvorby
bunkovej steny a pripadnej regeneracie zapocal len u protoplastov izolovanych na
diges¢nych médiach P2 a P3. Protoplasty izolované pomocou digescné¢ho média P1 si sice
zachovali po izolacii sféricky tvar, ale k resyntéze bunkovej steny nedoslo a to bez ohl'adu

na pouzity fytohormon.

V prvych dioch regeneracie, v procese resyntézy bunkovej steny protoplastov, sa
ako najidealnejSie ukdzalo pouzitie médii s nizkymi koncentraciami auxinov v kultivatnom
roztoku. A to média (B1, B2, K1, K2, T1, T2), ktoré obsahovali nizke hladiny auxinov
v kombinécii s 1,5 mg.I" cytokininu. V porovnani s kontrolou, médiom bez fytohorménov,
na ktorom k resyntéze bunkovej steny nedochadzalo (Obrazok 9b), protoplasty na médiach
s fytohormonmi resyntetizovali bunkovll stenu priblizne po 3 + 1 dnoch kultivacie

(Obrazok 9a).

V neskorSich Stadidch regeneracie najviac prosperovali kultury, kde bol ako
cytokinin pouzity BA, alebo Kinetin a auxin IAA v koncentaciach 0,25 a 0,5 mg.I™
Protoplasty na tychto médiach vstupovali do predlzovacieho (Obrazok 9c) rastu, ale ani po
25 dnoch od kultivacie nebol pozorovany vznik mikrokalusov. Zvysujuca sa koncentracia
auxinov nad koncentraciu 1,5 mg.1”* v kultivatnom médiu neviedla k resyntéze bunkove;j
steny a mala za nasledok stratu vitality protoplastov. Tie po 3 = 1 dnioch kultivacie na

tychto médiach odumreli.

5.5. PouZzitie alginiatu sodného

Obalovanie protoplastov v alginidte s6édnom sa ukdzalo ako vhodna alternativa
tekutych kultivaénych médii. Tato metéda je viak pre svoju zdihavost nevhodnou
Vv procese optimalizacie zloZeni kultivaénych médii. Preto boli protoplasty kultivované iba

na tekutych kultivaénych médiach.
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Obrazok 9.: Vplyv fytohorménov pri regenerdcii protoplastov. a Novo-nasyntetizovana
bunkova stena po 5. diioch kultivacie na médiu s pridavkom 0,2 g.I" 1AA 2 0,05 g.I* TDZ.
b Protoplasty kultivované na médiu bez fytohormonov. ¢ PredlZzovaci rast protoplastov na

médiu s fytohorménmi.
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6. Diskusia

6.1. Faktory ovplyviiujuce izolaciu protoplastov

6.1.1. Druh enzymu

V priebehu pokusov izolacie protoplastov Phlox paniculata L. boli pouzité dva typy
enzymov, lyofilizované a enzymy tekuté. Vysledky ukazali, ze typ pouzitého enzymu
vyrazne ovplyviiuje kvantitu, ako aj zivotaschopnost’ vyizolovanych protoplastov. Najvacsi
vytazok Zivotaschopnych protoplastov (54%) bol pozorovany u ¢epeli listov prvého paru
od vrcholového meristému izolovanych pomocou tekutych enzymov (1 % Cellulase
(Sigma) a 1,5 % Pectinase (Sigma)). Dosiahnuty vysledok sa zhoduje s vysledkami
Pongchawee et al. (2006), ktori pokusne overili, Zze pouzitie Pectinase bolo v procese
izolacie protoplastov z mezofylu Anubias nana Engler. ucinnejSie ako pouzitie
Macerozyme R-10 ato az o055 %. Pectinase bola suspechom pouzita pri izolacii
protoplastov u celej rady druhov ako st Lotus corniculatus (Vessabutr a Grant, 1995)
Pisum sativum (Durieu a Ochatt, 2000) a Musa sp. (Assani et al., 2002). Nagata a Ishii
(1979) uvadzaju, ze Pectinase ma asi 50-krat silnejSiu endo-polygalakturonazovu aktivitu
(enzymy Polygarakturondzy hydrolyzuji Polygalacturonan, ktory je hlavnou zlozkou

pektinov tvoriacich bunkové steny rastlin) ako Macerozyme R-10.

6.1.2. Vek donorového materialu

Pre izolaciu protoplastov boli pouzité listy vrcholovych meristémov a Cepele listov
prvého a druhé paru, ako aj mladé listy in vitro kultar. V pokusoch bolo zistené, Ze Cepele
listov prvého paru od vrcholového meristému vykazovali najvyssie vytazky (74,43 +
13,07.10* protoplastov/ml™, signifikantne odpi$nd hodnota na hladine vyznamnosti
0=0,05) pri€¢om si zachovali najvyssiu zivotaschopnost’ protoplastov spomedzi testovanych
variantov. Ak boli ako donorové materialy pouzit¢é mladé listy (listy vrcholového
meristému), pripadne listy staré (listy druhého paru) vytazok, ako aj Zivotaschopnost
vyizolovanych protoplastov vyrazne klesala (Obrazok 7). Pongchawee et al. (2006) pouzili
vo svojich pokusoch na rastlinach Anubias nana Engler ¢epele listov in vitro kultir staré
Styri, Sest’ a osem tyzdnov, priCom k najvysSiemu vytazku zivych protoplastov dospeli
u Sest tyzdiiov starych kultur (43,73 + 2,81.10° protoplastov), ¢o priblizne odpoveda
vykonanym pokusom s in vitro donorovym materidlom predkladanym v diplomovej praci

(58,65 tisic.ml™).
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Podobné experimenty vykonali aj Buiteveld a Creemers-Molenaar (1994)
s rastlinami Allium ampeloprasum L. a dokazali, ze vek listov mdze mat’ vplyv na pocet
vyizolovanych protoplastov. NizSia vytaznost vyizolovanych protoplastov zo starSich
listov, je obvykle sposobend nahromadenim ligninu v bunkovych stenach starSich buniek

Pongchawee et al. (2006).

6.2. Faktory ovplyviujuce viabilitu protoplastov

6.2.1. Koncentricia antioxidantov

Latky, ako napriklad PVP, pridavané do digeséného média nemajt ziaden vplyv pri
enzymatickom uvolfiovani protoplastov z mezofilu rastlin. Sluzila len ako ochranné ¢inidla
pre znizenie mozného poskodenia protoplastov, a to najma ich plazmatickych membran
Vv procese izolacie. Hnednutie kultivaéného média je vysledkom oxidacie mono- a di-
fenolov z izolovanych tkaniv vylu¢enych do okolitého prostredia. Hromadenie tychto latok
vedie Kk toxicite digesénych, pripadne kultivatnych médii a naslednemu odumieraniu
protoplastov. Ale syntéza tychto metabolitov sved¢i o aktivite protoplasov a tak 0 moznom

procese regeneracie (Saxena a Gilli, 1986).

Ako antioxidant bol v pokusoch pouzity PVP-10 v koncentraciach 5 g.I'*, 10 g.I* a
15 g.I". Zvysujica sa koncentracia PVP-10 vyrazne pdsobila na preZivanie protoplastov
Vv prebehu izolacie (Obrazok 8) ako aj v procese ich naslednej kultivacie. Pouzitie pridavku
15 g.I'" PVP-10 v digesénom médiu signifikantne podporovalo preZivanie protoplastov
47,77% viabilnych protoplastov po izolacii oproti 6,77% viabilnych protoplastov pri
pouziti 5 g.I* PVP-10 v digesénom médiu. Schmidt a Poole (1980) pouzili k Gspesnej
izolacii protoplastov Beta vulgaris L. 0,1 % (w/v) PVP-40 ako pridavok diges¢ného média.
Experimenty, ktoré vykonali Wei et al. (2017) preukazali signifikantné zvySovanie
Zivotaschopnosti protoplastov so zvySujucou sa hladinou PVP, v pokusoch pouzili
koncentraciu 0 % - 3 % PVP (w/v) pricom najvyssiu viabilitu si zachovali protoplasty za
pouzitia 2,5 % (w/v) PVP, ¢o sa zhoduje s pokusmi, opisanymi v predkladanej diplomove;j
praci. Naopak v pokusoch Babaoglu (2000) na rastlinach Lupinus mutabilis Sweet.

nezaznamenal vyrazny rozdiel pri pouziti 1 % ani 2 % PVP-10 (w/v).
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6.3. Faktory ovplyviiujuce kultivaciu protoplastov

6.3.1. Vplyv fytohorménov v kultivaénom médiu

Druh akoncentracia fytohorméonov v kultivanom médiu vyrazne ovplyviiuje
bunkové delenie a prezivanie protoplastov, priCom vyznamnu rolu zastdva interakcia
prirodzene sa vyskytujucich endogénnych fytohorménov a koncentracia fytohorménov
pridanych do kultivaéného média (Pongchawee et al, 2006). Pri regeneracii
protoplastovych kultur st s uspechom pouzivané auxiny (IAA, NAA, 2,4-D) a cytokininy
(BA, TDZ, Kinetine, Zeatine), pricom rovnovaha medzi auxinmi a cytokininmi je

dolezitym faktorom, riadiacim diferenciaciu rastlinnych organov (Carle et al., 1998).

V priebehu pokusov sa ako najoptimélnejSie ukazalo pouzitie médii, kde bol ako
cytokinin pouzity BA, alebo Kinetin spolu s pouzitim auxinu IAA v koncentraciach
0,25 a0,5 mg.l*, ¢o odpovedd pomeru auxin:cytokinin 1:6 a1:3. ZvySujuca sa
koncentracia auxinov pridanych do kultivaéného média pdsobila na rast inhibicie comu
odpovedaji aj pokusy Pongchawee et al. (2006) so zvySujacim sa pomerom auxinu (2,4-D
+ NAA) voci cytokininu.
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7. Zaver

Diplomova praca bola zamerana na izolaciu viabilnych protoplastovych kultir,
anasledné odvodenie prosperujicej bunkovej kultury, ktoré su prvym krokom
k vytvoreniu somatickych hybridov. V priebehu pokusov izolacie protoplastov bol
testovany ex vitro, ako aj in vitro donorovy material, vytazky izolacie boli zistované
pomocou Biirkerovej komorky a protoplastové kultury pravidelne kontrolované pomocou

optického mikroskopu.

Vyskum ur¢il, ze pre izolaciu velkého poctu viabilnych protoplastov P. paniculata
L. sa ako najideédlnejSie ukdzalo pouzitie prvého paru listov od vrcholového meristému a to
pomocou zrychlenej metddy izolacie s pouzitim tekutych enzymov v koncentracii 1 %
Cellulase a 1,5 % Pectinase, za pouzitia 15 g™ antioxidantu PVP-10 a koncentracie
osmotik 0,45 M manitolu. Nésledne kultivovanych na médiach s koncentraciou auxinu
0,25 mg.I" IAA a1,5 mg.I" cytokininu Kinetinu. Pri¢om kla¢ovym prvkom izolacie

viabilnych protoplastov zostava dokonalé nacasovanie stupnia vyzrenia listovych Cepeli.

Aj napriek vyizolovaniu zivotaschopnych protoplastovych kultar a pouzitiu
roznych typov akoncentracii fytohormoénov sa nepodarilo navodit’ proces aktivneho
delenia buniek. Je preto potrebny d’alsi vyzkum, pri ktorom by bolo vhodné rozsirit” Skalu
fytohormonov, urcit’ ich konkrétnejsie koncentracie odpovedajice druhu Phlox paniculata
L., optimalizovat’ fyzikalne podmienky kultivacie ako aj chemické zloZzenie kultivaénych

médii.
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9. Zoznam skratiek
BA — benzyladenin

B5 — (Gamborg et al., 1968), kultivacné médium
FDA — fluorescin diacetat

H,0; — peroxid vodika

IAA — B-indolyloctova kyselina

MS — (Murashige a Skoog, 1962) kultivaéné médium
NAA — kyselina naftyloctova

O, — molekularny kyslik

O, — superoxidovy radikal

10, - singletovy kyslik

OH- — hydroxylovy radikal

PVP-10 — polyvinylpyrrolidon

ROS - reaktivne formy kyslika

TDZ — thidiazur6on

2,4 D — kyselina 2,4 dichlorfenoxyoctova
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