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Uvod a cile prace

Od pradavna jsou rostliny vyuzivany jako zdroj potravy pro lidi i zvifata, ¢asto
nachdzely a stale nachézi vyuziti v 1éCitelstvi pii 1écbé mnoha nemoci. Avsak az objasnéni
struktury rostlinné buiiky otevielo védctim S$iroké spektrum nového vyuziti i podnétd
k badani. V soucasnosti je znama detailni stavba i chemické sloZeni bunék. Pro fadu
struktur rostlinné bunky jsou znamy vhodné izolacni postupy, nejinak je tomu
u protoplastli. Protoplasty jsou bakteridlni, houbové a rostlinné builky sférického tvaru,
zbaveny bunécné stény a schopné dediferenciace. Dediferenciacni procesy obnovuji
u rostlinnych bunék totipotenci a tim schopnost regenerace protoplasti v novou rostlinu.
Protoplasty je mozné izolovat z fady jednodéloznych i dvoudéloznych rostlin z riznych
orgénu. Dodrzovanim doporuéenych izola¢nich postupti a naslednou kultivaci ve vhodném
kultivaénim mediu s riistovymi regulatory, mohou protoplasty vstupovat do bunécného
cyklu, proliferovat a regenerovat v novou rostlinu. Lze provadét i proces nazyvany
somaticka hybridizace. Podstatou tohoto procesu je flze protoplasti mezi sexualné
nekompatibilnimi rostlinnymi druhy nebo mezi odlinymi rostlinnymi rody. Ugelem
somatické¢ hybridizace je zdokonalovani genetické informace zemédélskych rostlin,
napf. pfenos genl rezistentnich vic¢i patogentim, odolnost vici stresortim, kumulace
toxickych nebo naopak zddoucich latek, i kdyZ v soucasnosti jsou efektivnéjsi metody
genetickych transformaci (produkce GMO).

Zastupci Celedi brukvovité (Brassicaceae) jsou casto vyuzivanymi rostlinami
pro somatickou hybridizaci. Je znamo 338 rodt a 3 709 druhti roz§ifenych po celém svéte.
Jedna se Casto o nenaro¢ny plevel, zeméd¢€lské i okrasné rostliny. Vyznamnym zastupcem
je morfologicky variabilni brukev zelna (Brassica oleracea), jsou znamy odridy kedluben
(Brassica oleracea var. gongylodes), brokolice (Brassica oleracea var. italica), kvétak
(Brassica oleracea var. botrytis) atd. Literatura popisuje mezidruhové i mezirodové
hybridy.

PiedloZzena diplomova prace je tvofena ¢asti teoretickou a praktickou. V teoreticke
¢asti je popsana celed’ brukvovité (Brassicaceae), nasleduje objasnéni terminu protoplast
a celého procesu Uspé$né izolace a kultivace protoplastll. V praktické ¢asti byly izolovany
protoplasty kvétaku (Brassica oleracea var. botrytis), konkrétné Sesti odrid — Bora, Beta,
Snowball X, Poranek, Igloo a Octavian. A vyhodnocena hustota a zivotnost protoplastt.

Hustota se stanovovala pomoci Biirkerovy pocitaci komurky, Zivotnost se vyhodnocovala



pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (hranol WB) po zreagovani protoplastove suspenze

s fluorescein diacetatem. Bylo provedeno troji méteni hustoty i zivotnosti kazdé odrudy.



V diplomové préaci byly stanoveny nasledujici cile:

1. Vypracovani reSer$e na téma diplomové prace.

2. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroja.

3. Kultivace rostlin kvétaku min. dvou genotypu in vitro a izolace protoplasti.

4. Vyhodnoceni izolace a nasledné kultivace protoplastti (vytéZnost, viabilita, regenerace).
5. Kvétak a pribuzné zeleniny jako didakticky materidl.

6. Zpracovani multimedialni prezentace k obhajobé diplomové prace.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Brukvovité (Brassicaceae)

Celed” brukvovité (Brassicaceae) zahrnuje 338 rodt a 3 709 druhii rozsifenych
po celém svété. Nejhustéji osidlend stanovisté jsou ve Stfedozemi a Vv zapadni a stfedni
Asii. [1]. Vétsinou jsou to byliny se stfidavymijednoduchymi az lalo¢natymi listy,
bez palistl. Kvéty rostlin jsou oboupohlavné, heterochlamydni, aktinomorfni a vytvari
hroznovita kvétenstvi. Plodem je SeSule, SeSulka, struk nebo nazka. U nekterych zastupctl,
napt. kiene a tedkve jsou piitomny glukosinolaty a enzym myrosindza. Zpracovanim
silice, které zpUsobuji slzeni a soucasné se vyznacuji fytocidnimi G¢inky. V semenech
se kumuluje olej a nenasycené mastné kyseliny. V listech mnoha druhii je vysoky obsah
vitaminu C [2, 3].

Zastupci Celedi brukvovité (Brassicaceae) se péstuji po celém svété jako plodiny
pro lidskou spotiebu, jako krmivo pro hospodarskd zvirata a vyuzivaji se jako koteni
k dochuceni pokrmil. Celed’ je riiznorodd, zahrnuje vice nez 120 druhii pleveld, ale také
okrasné rostliny, patifi mezi né napi. tryzel (Erysimum), Sténi¢nik (lberis), taficovka
(Lobularia), vecetnicka (Malcolmia), fiala (Matthiola).

Vyznamnym rodem je brukev (Brassica). Znamymi plodinami jsou brukev fepka
(Brassica napus), brukev fepak (Brassica rapa) a brukev sitinovitd (Brassica juncea), patii
mezi medonosné rostliny a jejich zpracovanim se ziskadva pokrmovy nebo technicky olej
[4]. Béznou plodinou vyznacujici se vysokou morfologickou variabilitou je brukev zelna
(Brassica oleracea). Mezi znamé odrady patii — vétevnata kapusta (Brassica oleracea var.
ramosa), ruzi¢kova kapusta (Brassica oleracea var. gemnifera), kedluben (Brassica
oleracea var. gongylodes), kvétak (Brassica oleracea var. botrytis), brokolice (Brassica
oleracea var. italica), zeli (Brassica oleracea var. capitata). Viechny plodiny se vyuzivaji
ke konzumaci. Plodinami bohatymi na vitaminy, bilkoviny a mineralni latky jsou
pekingské zeli (Brassica pekinensis) a cinské zeli (Brassica chinensis), puvodem
z vychodni Asie. Rozsahlé vyuziti 1ze nalézt u hoi€ice seté (Sinapis alba), tato jednoleta
rostlina s lyrovitymi listy, svétle zlutymi kvéty a chlupatymi SeSulemi se péstuje jako
olejnina na vyrobu oleje technického, semena se vyuzivaji jako kotfeni nebo k vyrobe

plnotu¢né stolni hoicice.
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Druhym vyznamnym rodem brukvovitych (Brassicaceae) je fedkev (Raphanus).
Dulezitym zastupcem je fedkev seta (Raphanus sativus) s tenkym kofenem nebo bulvou.
Péstuje se vzahradach a na polich. Vyskytuje se v mnoha kultivarech, vyznam
ma predevsim fedkev setd fedkvicka s kulovitym nebo vélcovitym hypokotylem, fedkev

seta letni a fedkev seta zimni. VSechny fedkve se vyuzivaji jako zelenina ke konzumaci [2]

1.2 Protoplasty

Buné¢na sténa rostlinnych bunék je celuldozni a vytvati primarni bunéénou sténu
a v n¢kterych pripadech i sekundarni bunéénou sténu. Primarni bunéénou sténu tvoii vnéjsi
sténa bohatd na celuldézni vldkna a stfedni lamela s vysokym obsahem pektint, které
propojuji  sousedni bunky. Sekundarni sténa vznikd mezi primarni sténou
a cytoplazmatickou membrénou. Mezi plazmatickou membranou a bunétnou sténou
je udrzovan tésny kontakt, divodem je schopnost membrany podilet se na syntéze bunééné
stény. Enzymatickym nebo mechanickym zasahem je mozné bunénou sténu z rostlinné
buniky odstranit. Konkrétné v hypertonickych roztocich se plazmatické membrany bunék
stahuji ze svych stén, jejich odstranénim se uvoliuji sférické a osmotické kiehké Utvary,
které se nazyvaji protoplasty. Protoplasty jsou bakterialni, houbové a rostlinné bunky
sférického tvaru, zbavené bundéné stény a schopné dediferenciace. Zivotaschopné
protoplasty jsou potencialné totipotentni. Pokud jsou protoplastim bé&hem izolace
a nasledné kultivace podavany vhodné chemické a fyzikalni stimuly. Potom je kazdy
protoplast teoreticky schopen regenerovat novou buné¢nou sténu a podléhat opakovanému
mitotickému déleni za vzniku dcefinych bunék, ze kterych mohou vzniknout nove rostliny
[5]. Rostliny mohou regenerovat z bunék listti, kofent, stonkt, kvétnich ¢asti, endospermu
a vin vitro podminkéach i z izolovanych gametickych bunék. Schopnost zralych bunék
vracet se do meristematické faze se nazyva jako dediferenciace. Mezi nejuspésnéjsi Celedi
regenerovat rostliny z protoplasti patti lilkovité (Solanaceae), hvézdnicovité (Asteraceae),

bobovité (Fabaceae), brukvovité (Brassicaceae) [6].
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1.3 Historie

Prvniho prilomu v izolaci protoplasti dosahl v roce 1892 Klercker, ktery izoloval
protoplasty z fezanu pilolistého (Stratiotes aloides) pomoci mechanickych nastroja.
V prvnim kroku plazmolyzoval buniky Vv izotonickém roztoku, poté uvolnil protoplasty
narusenim bunécné stény skalpelem. Metoda byla Uspésnd, avSak méla nékolik nevyhod.
Vyznacovala se nizkou vytéznosti protoplastd a byla limitovana pouze pro silné
vakuolizované bunky [7]. Nevyhody mechanické metody byly piekonany objevenim
enzymatického Stépeni bunécnych stén. A predevsim od roku 1968 komercni dostupnosti
enzymu. Celuldza, hemicelul6za a pektindza byly izolovany z hub Trichoderma viride
a Rhizopus sp [8]. Enzymatického s§tépeni vyuzil v roce 1960 Cocking k izolaci protoplastt
ze Spicek kotfene rajéete (Lycopersicum esculentum), pouzil k tomu celulazu izolovanou
z houby Myrothecium verrucaria. Metoda se vyznacuje n€kolika vyhodami. Protoplasty
je mozné izolovat ztémét kazdé casti rostliny, nedochdzi k jejich poskozeni jako
u mechanické metody a izoluji se velké populace protoplastt [9]. V 60. letech 20. stoleti
byly uspésné izolované protoplasty z listd tabdku dvoustupniovou enzymatickou metodou.
V prvnim kroku bylo rostlinné pletivo macerovano v pektinaze, to vedlo Kk uvolnéni
mezofylovych bunék a poté se vznikla suspenze ptenesla do celuldzy, ktera rozstépila
bunécné stény a tim se usnadnilo uvolnéni protoplastti [10]. O par let pozdé&ji se izolace
protoplastli zjednodusila z dvoustupiiové na jednostupnovou metodu. Listy tabaku
se inkubovaly ve smési pektinazy a celulazy soucasné se srovnatelnou vytéznosti jako
u prvni zminéné metody [11].

Diulezitym krokem vpied byla ptiprava MS [12] a B5 media [13]. Z kombinace
a mnozstvi makroprvkl a mikroprvkiit MS media se dale vychazelo pfi ptipraveé ostatnich
medii. Nagata a Takebe vyvinuli techniku vedouci k regeneraci celé rostliny z tabakovych
mezofylovych protoplastd. V roce 1972 vznikl prvni mezidruhovy hybrid fuzi tabaku
sivého (Nicotina glauca) a tabaku jihoamerického (Nicotina langsdorffii) [14]. V tomto
desetileti byly potvrzeny pozitivni u€inky dusi¢nanu sodného na fuzi protoplasti
u obilovin [15] a také faze indukovana polyethylenglykolem (PEG) [16]. V roce 1978
veédci dokazali mezidruhovou fuzi protoplasti lilku brambory (Solanum tuberosum)
a rajcete jedlého (Solanum lycopersicum) vytvofit hybridni bunky, ze kterych
se regenerovaly celé rostliny. Jeden hybrid obsahoval ve svych buiikach chloroplasty
brambor (Solanum tuberosum), druhy hybrid chloroplasty rajcat (Solanum lycopersicum).

Nevyhodou hybridi byla neschopnost vytvaret kvéty. Vznik hybridnich bunék
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mezidruhovym pohlavnim kiizenim by nebyl mozny [8]. V 80. letech 20. stoleti doslo
K prilomu ve fuzi protoplastli, chemickou fuzi doplnila fize zprostfedkovana elektrickym
polem, tzv. elektrofuze [17].

Déle se vyzkum zaméfil na stimulaci protoplasti elektrickym polem, coz vedlo
ke zvysSeni mitotického déleni. Na konci 20. stoleti se oblast studujici protoplasty zaobirala

genetickou manipulaci rostlin prostfednictvim flze a transformaci protoplastt [15].

1.4 Izolace protoplastii

Izolace protoplastii je komeréné pouzivana metoda, jejiz jednotlivé izolacni postupy
se po desetileti zdokonalovaly pouze minimalné. Progres lze pozorovat pfedevsim v poctu
druhd, u kterych je izolace protoplastti realna [9]

Izolaci je mozné provést mechanickym a enzymatickym zpiisobem. Plivodni
mechanicka izolace v soucasnosti nenachadzi praktické vyuziti. Divodem je naro¢na
manipulace a limitovany vybér vhodnych rostlin (viz. Historie) [18]. VyuZzivanéj$im
postupem je enzymaticka izolace. Taktéz u této metody jsou urcitd omezeni, vztahuje
se pouze na parenchymadlni buiky s nelignifikovanymi bunéénymi sténami. Divodem
je rezistence lignifikovanych bunéénych stén vuéi enzymiam. Podstatou enzymatického
Stépeni je schopnost celuldzy a pektindzy Stépit celulozni bunééné stény za vzniku
sférickych protoplasti. Mezi dalsi vyhody patii zisk velkého mnozstvi bun¢k, minimalni
riziko jejich poSkozeni a moznost ovliviiovat osmotické podminky. Enzymatickou izolaci
je mozné provést dvoustupiiovou nebo jednostupiiovou metodou. V prvnim kroku
dvoustupniové metody se ke zkoumanému vzorku aplikuje komeréni enzymaticky preparat
(napf. Macerozym). Enzym degraduje stfedni lamelu a pletivo se rozpadd na jednotlivé
buiiky. Ve druhém kroku se pouzitim celulazy (celulaza Onozuka R-10) rozpusti bunécna
sténa a uvolni se protoplasty. Vyuziti jednostupiiové metody je Castéj$i. Rostlinny vzorek
se vlozi do smési enzyml pektindzy a celuldzy. U jednostuptiové metody je vzorek
macerovan Vv enzymech del$i dobu. Dilezita je optimalizace sloZeni enzymatické smési
pro kazdy rostlinny druh [8].

Uspéné izolace lze docilit dodrzovanim uréitych kritérii. Piedeviim pouziti
vhodného zdroje rostlinného materialu, zvolit vhodnou kombinaci enzymi ke S$tépeni
bunéné stény, udrzovat optimalni osmotické podminky a dodrZzovat postupy

pii promyvani protoplasta.
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1.4.1 Zdroj rostlinného materialu

Nejvhodnéjsim materidlem jsou mladé listky zin vitro rostoucich aseptickych
kultivaci. Duvodem jsou volné¢ usporddané mezofylové burky v listech, umoznujici
enzymum volny pfistup k bunéc¢né sténé [6]. Zaznamy uvadi izolaci protoplasti mimo jiné
z mezofylovych bunék in vivo rostoucich rostlin, aseptickych sazenic, kotyledont, kalust,
hypokotyld, fapiki, pylovych zrn, samic¢ich gamet a bunécnych suspenzi. U rodu Brassica

se jako vhodny zdroj vyuzivaji mezofylové bunky listt [8].
1.4.2 Enzymy

Pii maceraci rostlinného vzorku v enzymatickém roztoku se vyuzivaji celulazy,
hemicelulazy a pektindzy. Enzymy se izoluji z houbovych organismu (Trichoderma viride,
Aspergilus niger, Rhizopus sp.) organismu. Pfi izolaci protoplastd se enzymy vzajemné
kombinuji. Pravé kombinovani enzymt a zdokonalovani izolacnich postupti umoznilo
izolovat protoplasty z témét vSech druht rostlinnych pletiv. Mezi komeréné dostupné
a Casto vyuzivané enzymatické preparaty patii Celulaza Onozuka RS, Cellulaza R-10,
Macerozym R-10 a Pektindza Y-23, mimo to jsou znamy Driseldza, Helikaza
a Hemicelulaza. V Tabulce 1 jsou uvedeny enzymatické preparaty se zdroji, ze kterych
byly enzymy izolovany [19]. Casto je soudasti enzymatického preparatu pektiniza
s celuldzou. Pektindza rozpousti stfedni lamelu mezi jednotlivymi buiikami a celuldza §tépi
bunécné stény a nasledné uvoliiuje protoplasty. V nékterych piipadech je nutné k uvolnéni
protoplastli pouzit hemicelulazu.

V komer¢né dostupnych enzymech byla prokézana pfitomnost necistot (fenoly,
proteolytické enzymy a soli), které mohou neptiznivé ovlivnit Zivotaschopnost a vytéZznost
protoplastli. Proto je doporu¢ovano enzymaticky roztok cistit filtraci pres Sephadex G-25
nebo adsorpci necistot na aktivni uhli. Kombinace a koncentrace enzymu je dilezité

upravit provedenim nékolika experimentl na vybraném rostlinném materialu [6].
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Enzym Zdroj

Celulaza

Celuldza Onozuka R-10 Trichoderma viride
Celuldza Onozuka RS Trichoderma viride
Meicelaza P-1 Trichoderma viride
Driselaza Irpex lacteus
Celuldza YC Trichoderma viride
Celulizin Trichoderma viride
Celuldza CEL Trichoderma viride

Hemicelulaza

Helikaza Helix pomatia
Hemiceluldza Aspergillus niger
Rhozyme HP150 Aspergillus niger
Pektindza

Macerozym R-10 Rhizopus arrhizus
Pectolyaza Y-23 Aspergillus japonicus
Maceraza Rhizopus arrhizus
PATE Bacillus polymyxa

Tabulka 1: Seznam enzyma

Hustota a Zivotnost izolovanych protoplasti =zavisi na pH a teploté
enzymatického roztoku, dobé inkubace v enzymatickém roztoku a poméru enzymatického
roztoku k objemu rostlinného materialu. Hodnotu pH je vhodné ustalit v rozmezi 4,7-6.
A rostlinny material inkubovat pii 25-30°C. Vyssi teplota by mohla vést k poskozeni
bunék. Suspenze rostlinného materialu se muze inkubovat kratkodobé v rozmezi 2-6
hodin, nebo dlouhodobé 16-24 hodin ve tmé pfi pokojové teploté. Optimalni pomér mezi
hmotnosti rostlinného materialu a objemem enzymatického roztoku je 1 g na 10 ml.

DalSimi dtlezitymi latkami pfidavanymi do enzymatického roztoku jsou kyselina
2-(N-morfolino)-ethansulfonova (MES) a osmoticky stabilizator. MES je organicky pufr,
ktery udrzuje stalé pH v prabéhu inkubace. A osmotické stabilizatory jsou latky
zabranujici prasknuti cytoplazmatické membréany protoplastu. Pfidavaji se mimo jiné

i do izola¢nich a kultivacnich médii [6, 8].
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1.4.3 Osmoticky stabilizator

Inkubaci rostlinného materidlu v enzymatickém roztoku dochazi vlivem enzyma
K rozruSeni bunééné stény, ktera udrzuje staly tvar bunky. Vzniklym protoplastim schazi
mechanicka opora, proto se do enzymatickych roztoku, izola¢nich a kultiva¢nich medii
aplikuji osmotické stabilizatory, které chrani protoplasty pted popraskanim. Vhodnymi
zastupci jsou rozpustné organické latky, jako glukoéza, fruktoza, galaktdza, sacharéza
a nejvyuzivangjsi sorbitol s mannitolem. Mannitol je upfednostiovan pii izolaci
protoplastd z mezofylovych bunék. V nékterych piipadech se protoplasty po provedeni
izolace prendsi do kultivacniho media obsahujici metabolicky aktivni sacharidy
(napf. glukozu, sachar6zu) spolu s metabolicky inertnim mannitolem. Funkci osmotickych
stabilizatord mohou plnit i anorganické soli, napf. siran hote¢naty (MgSQa), chlorid
vapenaty (CaCly) a chlorid draselny (KCI). Protoplasty postupné metabolizuji ziviny
z kultiva¢niho media k vytvofeni nové bunééné stény. Po jejim obnoveni a rozdéleni
protoplastii se koncentrace osmotického stabilizatoru zcela eliminuje [2, 14]. ldedlni
osmoticky potencidl je v roztok udrzovan mezi 470 az 700 mOsm. Vys§i hodnota
osmotického potencidlu zabranuje popraskani protoplastil, zaroveil mize piisobit negativné
a vest kinhibici jejich déleni. Hypotonické prostiedi je z kvantitativnino hlediska

vhodnéjsi oproti izotonickému [8].
1.4.4 Purifikace protoplastii

Uspésna kultivace protoplastii je zalozena na odstranéni nestravenych bunék,
enzymatického roztoku a zni¢enych protoplasti. Po inkubaci se enzymaticky roztok
se zbytky listd zfiltruje ptes kovové sitko nebo nylonovou latku s velikosti pora 50-100
um. Filtraci se odstrani vétsi ¢asti nestravenych bunék. Dalsi piecisténi filtratu
od nezadoucich latek je zprostiedkovano opakovanou centrifugaci a resuspenzi
v promyvacim roztoku. Centrifugaci se docili sedimentace protoplasti, opakuje se vétsinou
téikrat, po dobu 5-10 min, 75 x az 100 x g. Resuspenze se provadi v promyvacim mediu
obsahujici osmotikum a soli. Kombinaci centrifugace a resuspenze se ziskaji Cisté
protoplasty, které jsou dale vyuzity [6].

Pokud se izoluji protoplasty z mezofylovych bunék listd, souéasti suspenze
je velké mnozstvi rostlinneho odpadu, proto se provadi flotace protoplastd v gradientu.
Po filtraci a centrifugaci je sediment s protoplasty resuspendovan v promyvacim roztoku

a nasledné prevrstven 20% roztokem sachar6zy a centrifugovan. Na rozhrani promyvaciho
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media a sacharézy se seskupi flotujici protoplasty, které se odsaji do centrifuga¢ni
zkumavky s kultivaénim mediem. Vapenaté kationty v promyvacim roztoku stabilizuji

membranu protoplastt [8].

1.4.5 Zivotnost a hustota protoplasti

Dalsimi piedpoklady k uspésné kultivaci je vysoka zivotnost a dostate¢na hustota
protoplastii. Zivotnost se vyhodnocuje nékolika metodami. Prvni metodou je barveni
fluorescein diacetatem (FDA). Zasobni roztok FDA v acetonu o koncentraci 0,5 %
se skladuje pii teploté¢ 0°C. Pti testovani zivotaschopnosti se zasobni roztok davkuje
k suspenzi protoplastt s finalni koncentraci 0,01 %. Smés se necha inkubovat asi 5 min.,
poté se vyhodnocuje Zivotnost pomoci epifluorescenéniho mikroskopu. Zivé buiiky
se barvi zeleng, zatimco ty mrtvé ¢ervené. Samotny FDA je nepolarni latka, nevykazuje
fluorescenci a volné prochazi cytoplazmatickou membranou. V zivych protoplastech
se FDA metabolizuje esterdzou za vzniku fluorescenéni polarni Casti fluoresceinu,
ktera zelené fluoreskuje pod mikroskopem.

K detekci zivotnosti se pouziva barveni Evansovou modii. Membrana mrtvych
protoplastii propousti barvivo, lze pozorovat modré zbarveni. Zivé protoplasty pigment
pfes membranu nepropousti, zustavaji nezbarvené [6]. Dal§imi metodami jsou aplikace
neutralniho ¢erveného pigmentu (metabolicky aktivni bunky se barvi ¢ervené), sledovani
cytoplazmatického toku (znak aktivniho metabolismu) a Calcofluor MR2 nebo Calcofluor
white (obnovenda bunécna sténa je detekovana fluorescenénim mikroskopem).

Déleni bunék a formovani mikrokalusu je zavislé na mnozstvi protoplasti
(10°-10% v 1 ml media. Pfili§ vysoka hustota by zpiisobila spojovani bun&k v kolonie.
Pfesnou hustotu protoplastii je mozné zjistit pouzitim hemocytometru, piibliznou hodnotu

1ze vypocitat pomoci Biirkerovy komurky [8].

1.5 Kaultivace protoplasti

Neékolik minut po zavedeni protoplasti do kultivaéniho media se zacina
regenerovat primarni bunéénd sténa, kterd prozatim neni schopna odolavat turgorovému
tlaku vyvijenému cytoplazmou. Proto je zadouci piitomnost osmotického stabilizatoru,
ktery docasné zastupuje funkci bunétné stény. V nékterych piipadech je podminkou
pro udrzeni mitotického d¢€leni postupné snizovani osmotického tlaku fedénim
kultiva¢niho media roztokem s podobnym slozenim, avSak s niz§im osmotickym tlakem
[5].
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Protoplasty z riznych druhti popfipadé stejného druhu, avsSak izolované
z odlisnych pletiv mohou vykazovat rozdilné nutri¢ni pozadavky. Optimélni slozeni media
se stanovi pro kazdou kulturu individualné provedenim nékolika experimenti. Zakladem
pro vétsinu medii jsou MS [12] a B5 [13] smési (slozeni smési — viz Tabulka 2),
osmotikum a mannitol nebo rozpustngjsi sorbitol. Casto se aplikuji auxiny a cytokininy
podporujici rist protoplasti. Pomér mikroprvkii a makroprvkl je mozné upravit podle
pozadavku rostliny [20].

Zasadni roli pifi kultivaci protoplastii sehrava slozeni kultivacniho media,

predevsim obsah cukri, které predstavuji zdroj uhliku, dale teplota a intenzita svétla [8].

MS medium B5 medium
Makroprvky mg.l-1 makroprvky mg.l-1
NHsNO3 1650 KNOs3 2500
KNOs 1900 CaCl, - 2H.0 150
CaClz - 2H.0 440 MgSO4 - 7TH20 250
MgSOs - 7TH20 370 (NH4)2S04 134
KH2PO4 170 NaH2POg4 - H,0 150
Mikroprvky mg.l-1 mikroprvky mg.l-1
Kl 0,83 Kl 0,75
H3BO3 6,2 H3BO3 3
MnSOq - 4H20 22,3 MnSO4 - H20 10
ZnS04 - TH,0 8,6 ZnSQ04 - 7TH20 2
NaMoO; - 2H,0 0,25 Na:MoOy; - 2H20 0,25
CuSOq4 - 5H20 0,025 CuSOq - 5H20 0,025
CoClz - 6H20 0,025 CoCl; - 6H20 0,025
Na, - EDTA 37,3 Na; - EDTA 37.3
FeSO4 - TH20 27,8 FeSO,4 - 7H20 27,8

Tabulka 2: Slozeni MS a B5 smési

1.5.1 Kultivaéni media

Protoplasty se kultivuji v kapalnych, polopevnych a pevnych mediich v Petriho
miskach. Nejvhodnéjsim mediem pro kultivaci protoplastd je kapalné. Divodem
je snadnéjs$i pribéh mitotického déleni, regulace osmotika, pfijatelnéjs$i uprava hustoty
bun¢k a vymeéna kultivaniho media. I v ptipadé optimalnich kultiva¢nich podminek ¢ast
protoplastii béhem 24 hodin degraduje [8]. Protoplasty nékterych druhti jsou kultivovany

do vytvoreni bunécné stény v kapalném mediu, nasledné jsou pteneseny do agarového

media [18]. Dale jsou uvedeny jednotlivé modifikace kultivace v kapalném mediu.
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1. Liquid droplet method

Do Petriho misky se ze suspenze protoplasti a kultivacniho media napipetuje 5-7
kapek (100-200 ul). Misky se uzaviou a nechaji kultivovat. Mezi vyhody této metody patii
mikroskopické zkoumani protoplastt a davkovani Cerstvého media do rozvijejici
se suspenze Vv prub¢hu 5-7 dnt. Nevyhodou je riziko vytvoreni jedné kapky, kterd vznika

slitim n¢kolika mensich [18].

2. Hanging droplet method

Protoplastova suspenze (40-100 pl) se aplikuje na vnitini stranu vika Petriho
misky. Po uzavieni misky jsou kapky zavéSené z vika smérem doli. Oproti predeslé
metod¢, Hanging droplet method umoziuje Vv zavislosti na jedné kapce kultivaci méné

protoplasti [18].

3. Feeder layer

U metody Feeder layer se vyzaduje snizeni hustoty protoplastii na minimum. Tenka
vrstva ozéfenych, zivych a nedélicich se protoplasti je pienesena do Petriho misek
sagarovym mediem. Metoda je dulezitd pro selekci hybridnich a mutantnich bunék

na agaru [18].

4. Co-culturing
Podstatou metody je smichani rychle a pomalu rostoucich protoplastti v rizném
pomeéru. Rychle rostouci protoplasty predavaji ristové faktory a dalsi latky,

které usnadnuji formovani bunécné stény a bunécné déleni [18].
1.5.2 Nutri¢ni pozadavky

Nepostradatelnymi latkami kultivacnich medii jsou dusi¢nan amonny a vapenaté
kationty, které stimuluji bunééné deleni. Koncentrace dusi¢nanu amonného ve vétSing
kultiva¢nich medii odpovida 20 mmol/l, takové mnozstvi je pro protoplasty toxickeé.
Proto je v pfipadé kultivace protoplasti nutné snizit koncentraci soli na Ctvrtinu
az polovinu. U vapenatych kationtd je situace opacna, ve vétSin¢ tkanovych kultur
se koncentrace pohybuje od 0,5 do 3 mmol/l, ale pro bunééné déleni a regeneraci bunééné
stény je optimalni hodnota 14 az 40 mmol/l. P#ili§ nizka koncentrace vapenatych kationtd

v médiu by zptisobovala shlukovani a hnédnuti protoplastii. Bézna koncentrace dusi¢nanu
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amonného (20 mmol/l) a vapenatych kationtd (0,5-3 mmol/l) se ustali po vytvofeni
bunécné stény [21].

Soucasti kultivacnich medii jsou nejen anorganické soli, ale také organické 1atky,
jako mannitol, sorbitol, glukéza a sachardza. Prvni dva cukry (mannitol, sorbitol) plni
funkci osmotickeho stabilizatoru a jejich koncentrace v mediu se pohybuje od 0,3 do 0,7
mol/l. Ve fazi viditeIné makroskopické kolonie se jejich aplikace eliminuje. Glukéza
a sacharoza predstavuji pro protoplasty zdroj uhliku. Tyto cukry je mozné kombinovat
VvV riznych pomérech, nebo pouzivat samostatné v koncentracich od 0,2 do 0,6 mol/l.
Zatimco glukéza piedstavuje univerzalni zdroj pro vSechny rostlinné druhy, sacharéza
nemusi byt pro nékteré protoplasty dostacujici [18, 21].

Do kultivacnich medii se ¢asto ptidavaji také kyselina nikotinova, kyselina listova,
inositol, pyridoxin, glycin, thiamin a biotin. V malych mnozstvich (0,01-10 mg/l)
se davkuji kasein hydrolyzat, cholinchlorid, cystein, glutamin, riboflavin, adenin sulfat,
kyselina jable¢nd a kyselina askorbova. Ukolem vyse uvedenych latek je urychleni
regenerace bunécné stény a bunééného déleni [21].

Kultiva¢ni media obsahuji vétSinou auxiny a cytokininy, které podporuji déleni
a rust protoplasta [18]. V zavislosti na druhu a zplsobu regenerace se voli typ
a koncentrace rostlinnych hormont. Mezi bézné auxiny patéi Kyselina naftalenoctova
(NAA) a kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), koncentrace hormontd se pohybuje
v rozmezi 0,45-10,7 umol/l. Ze skupiny cytokinini se nejéastéji aplikuji benzyladenin
(BA) a zeatin v koncentracich 2 az 5 umol/l. Uvedené cytokininy mohou byt doprovazeny
kinetinem nebo muze byt kinetin kombinovan pouze s benzyladeninem, nebo zeatinem
[21]. Vyjimkou jsou naptiklad protoplasty Arabidopsis thaliana, které rostou rychleji

v ptitomnosti auxint bez cytokinint [22].
1.5.3 Vnéjsi podminky pri kultivaci protoplastii

Pokud by protoplasty na pocatku kultivace byly vystaveny intenzivnimu svétlu,
mélo by to za nasledek zpomaleni jejich ristu. Proto se pocate¢ni faze kultivace provadi
ve tmé po dobu 2—10 dnti. V pribehu této doby se regeneruje bunécna sténa a protoplasty
se zaCinaji dé€lit. Nasledn€é mohou byt protoplasty vystaveny pifimému svétlu mezi
2000 az 5000 lux [8]. Jsou znamy studie, které potvrzuji lepsi rust protoplastti, pokud jsou
kultivovany v nepfetrzité tme€. Na druhou stranu napft. lusténiny vyzaduji pro zahajeni
déleni protoplasta svétlo. Kultivace probiha obecné pii teplotach 20-28°C a pH

kultivaéniho media se doporucuje v rozmezi 5,5-5,9 [18]
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1.6 Regenerace rostlin z protoplasti

Regeneraci se rozumi nejen syntéza nové bunééné stény, ale zaroven i regenerace
nové rostliny. N¢kolik hodin po izolaci protoplasti dochazi k syntéze nové bunécné stény.
Buné¢na sténa je obnovena jeden az dva dny po izolaci, projevem jeji pfitomnosti je ztrata
sférického tvaru bunék. Nékteré protoplasty nemaji schopnost regenerovat bunéénou sténu,
ztrdceji tim i schopnost mitdzy. Naopak bunky podléhajici déleni vytvati po 2—3 tydnech
viditelné kolonie a nasledné se modifikuje kalus. Procentudlni aspésnost déleni protoplasti
se pohybuje v rozmezi 0 az 80 %. Napiiklad v protoplastech izolovanych z hypokotylt
brukev fepka (Brassica napus) byla prokazana po Sesti denni kultivaci 20% tsp&snost
déleni protoplasti. V pribéhu nékolikatydenni kultivace je pro optimalni déleni
protoplastii zddouci upravovat slozeni kultivatniho media, konkrétné¢ obsah ristovych
regulatorti a osmotického stabilizatoru. Cely proces regenerace se déli do 3 fazi:

1. Inicia¢ni faze — Viniciaéni fazi dochazi k tvorbé novych bunéénych stén, buiiky
podléhaji prvnimu bunéénému déleni a vznikaji viditelné kolonie a mikrokalusy.
Kultivaéni medium obsahuje osmoticky stabilizator, rastové regulatory, cukry, soli
a vitaminy.

2. Diferenciacni faze — v této fazi se aplikuje medium s vys$$im obsahem cytokinint
a niz8im obsahem auxinti. Medium indukuje tvorbu stonkl na kalusu.

3. Kofenova faze — v zavéreéné fazi vznikaji na vyhoncich kofeny a medium neobsahuje

zadné ristové regulatory [8].
1.7 Usporadani chromatinu a stresové podminky pri protoplastizaci

Do 60. let 20. stoleti se vyuzivaly pouze mechanické metody izolace protoplastu.
Problémem uvedené metody byla neschopnost regenerace nové bunécéné stény a s tim
souvisejici neschopnost dalsi kultivace. U izolovanych protoplasti se studium omezovalo
pouze na studium osmotickych jevi. Po osvojeni enzymatické degradace bunécné stény
rostlinnych bunék bylo mozné protoplasty dale kultivovat a pii vhodnych in vitro
podminkach regenerovat celé nové rostliny, mimo jiné uskuteCiiovat somatickou
hybridizaci mezi protoplasty odliSnych druhtt a studovat bunéénou dediferenciaci.
Vhodnym pifikladem dediferenciace je protoplastizace. Protoplasty izolované
z mezofylovych bunék listh mohou naslednou kultivaci v in vitro podminkéach zahajit

bunéény cyklus a regenerovat kofeny nebo celou rostlinu. U rostlin jako je Arabidopsis,
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tabak a okurka lze pozorovat pti dediferenciaci protoplasti dekondenzaci
heterochromatinu [39, 40].

Chromatin, jez je komplexem DNA a proteind (histont) Ize rozdélit na vysoce
kondenzovany heterochromatin a mén¢ kondenzovany euchromatin. OdlisSnosti mezi
euchromatinem a heterochromatinem jsou v hustoté geni, obsahu repetitivni DNA,
frekvenci meiotické rekombinace a Casu replikace. Dalsimi rozdily jsou v barvitelnosti,
coz jiz popsal Heitz vroce 1928. Euchromatin je slabé barvitelny, heterochromatin
je intenzivné barvitelny a déli se na konstitutivni fakultativni. Zatimco konstitutivni
heterochromatin je trvale kondenzovany ve vSech butikach, fakultativni heterochromatin
je kondenzovany pouze Vv ur¢itém typu bunék (nejméné v embryonalnich buiikach, nejvice
v diferencovanych burikach) [41].

Pfi odstranénim bunécné stény z rostlinné buiikky dekondenzuje chromatin, tento d¢j
se projevi vymizenim chromocenter z jadra. Béhem protoplastizace byly pritokovou
cytometrii pozorovany dvé faze dekondenzace chromatinu. Prvni faze probihala v pribéhu
izolace po enzymatickém rozruSeni bunééné stény. Druha faze dekondenzace chromatinu
nastala po aplikaci fytohormonii (cytokininy, auxiny) s izolovanymi protoplasty
ve vhodném mnozstvi a poméru. Nasledoval vstup bunék do S-faze bunécného cyklu,
proliferace a rediferenciace. Pravé schopnost izolovanych protoplastd vstoupit opakované
do buné&¢ného cyklu muze vést k regeneraci celé rostliny [39, 42].

Negativnim dusledkem in vitro kultivovanych protoplasti je kumulace volnych
kyslikatych radikald. Dopad nezddoucich radikali eliminuji antioxidaéni enzymy
a antioxidanty, jako naptiklad askorbat, glutation, karotenoidy a fenolické latky. Pravé
oxidativni stres je Castou pii¢inou neuspésné kultivace, vedouci az k bunétné smrti [43].
Nejvyssi koncentrace kyslikatych radikalti je pritomna t€sné po izolaci protoplastil
a postupné béhem kultivace se snizuje. Také minimalni aktivita antioxida¢nich enzymi
(katalaza a peroxidaza) ovliviiuje odolnost protoplastii vii¢i stresortim. Pfidavek vhodného
mnozstvi kyseliny askorbové snizuje miru dekondenzace repetic, snizuje koncentraci
nezadoucich radikald a zvySuje produkci antioxidacnich enzymu. Tyto vhodné podminky
napomahaji buitkdm vstoupit opakované do bunééného cyklu a délit se [44].

Pokud protoplasty odolaji kyslikatym radikaliim, zapoc¢ne regenerace nové bunééné
stény. Poté nésleduje opétovny vstup protoplastd do bunécného cyklu, nejcastéji 48 hodin
po izolaci, a castetné znovuvytvoreni chromocenter [39]. Pfi bunécné dediferenciaci
probihaji zmény v genové expresi, ty jsou zasadni pro piechod z programu fidiciho

specifické funkce diferencovanych bun¢k k programu fidicimu vstup do S-faze, proliferaci
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a rediferenciaci. Prvni faze chromatinové dekondenzace je pravdépodobné zasadni
pro aktivaci gent. Aktivaci vznikaji proteinové produkty, které jsou schopné meénit

bunéény osud [45].

Uspé&sna kultivace probiha, pokud:

1. se protoplasty vyrovnaji s volnymi kyslikatymi radikaly

2. protoplasty regeneruji bunécnou sténu

3. vstoupi buniky opét do bunécného cyklu a syntetizuji potiebné produkty

4. se buiiky zacnou d¢lit

1.8 Somatické hybridizace

K pohlavnimu kiizeni mezi pfibuznymi druhy se pfistupuje jiz n€kolik let. Cilem
je ziskat Slechténé rostliny s zadoucimi vlastnostmi. Nicméné mezi nékterymi druhy
v dusledku sexualni bariéry k pohlavnimu k#izeni nedochazi. Tento problém byl piekonan
somatickou hybridizaci. Podstatou je flze protoplasti (somatickych bun¢k) vedouci
ke kombinaci jaderné a cytoplazmatické genetické informace mezi vybranymi druhy,
popiipade rody, které by nemohly vzniknout pohlavnim kiiZzenim. Fuzi protoplasti bylo
experimentalné¢ docileno pienosu, z voln¢ rostoucich rostlin na dilezit¢ zemédélské
plodiny, rezistentnich gend vuc¢i virovym a plisiovym onemocnénim, odolnych proti
hmyzim $kidctim, odolnych vici stresu, syntetizujici rezervni proteiny a vitaminy, nesouci
cytoplazmatickou sam¢i sterilitu a také genu tolerantnich k chladu, suchu a slanosti.
Podobné jako pohlavni kiizeni ani flze protoplastl neni moznd mezi vSemi druhy.
V ptipadé fize protoplasti vzdalenych taxond je u vzniklého kiizence redlny pokles
viability a nelplna regenerace rostliny [8, 18]. Na Obrazku 3 je schéma znazorfiujici

proces somatické hybridizace protoplastti ze dvou rodi¢ovskych rostlin odlisnych genomu.
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Obrazek 1: Somaticka hybridizace

V jedné z pocatecni faze izolace je rostlinny vzorek macerovan v enzymatickém
roztoku. Promyvanim vzorku se enzymaticky roztok odstrani. Ve vzniklé suspenzi
protoplastl a promyvaciho roztoku dochazi k regeneraci nové bunééné stény a po nékolika
dnech se obnovi i bunécéné déleni. Fuzi je proto nutné zahajit ihned po izolaci protoplastt,
kdy je bunétna sténa eliminovana. Usp&nou fuzi vznikd smés heterokaryonovych,
homokaryonovych a nefuzovanych matefskych protoplasti [8]. Fuzi protoplasti
se shodnou jadernou genetickou informaci vznikd homokaryon, naopak fuzi protoplasti
s odlisnou jadernou genetickou informaci vznika heterokaryon. Heterokaryon je zasadni

v dal§im procesu hybridizace. Pokud vznika hybrid s jadernymi genomy obou matetskych
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protoplastd, jedna se o symetrickou hybridizaci. Na rozdil od asymetrické hybridizace,
pfi které se jaderné a cytoplazmatické genomy rizné kombinuji. V nékterych piipadech
u jednoho z matetskych protoplasti zcela vymizi genom, nicméné cytoplazmy mateiskych
protoplastd podléhaji fazi a vznika tzv. cybrid (cytoplazmaticky hybrid) [23].
Cytoplazmati¢ti hybridi se vyznacuji nékolika vyhodami. V jejich mitochondrialnim
genomu byla dokdzana pfitomnost gent zpisobujici rezistenci vici nékterym patogentiim,
dale geny vyvolavajici cytoplazmatickou sam¢i sterilitu (CMS). Rostliny s CMS nevytvaii
funk¢ni ty€inky, pyl nebo samc¢i gamety. Takove rostliny nejsou schopny samoopyleni,
produkuji hybridni semena, ktera jsou vétsi a vznikla rostlina je vitalnéjsi [24]. Cely proces
somatické hybridizace zahrnuje nasledujici faze, izolaci protoplastd, fizi protoplast,
regeneraci rostlin a analyzu regenerované rostliny. Faze protoplasti mize probihat
spontanné nebo indukované v piitomnosti fuznich latek [8, 18].

Na Obrézku 2 je schéma znazoriiujici vznik heterokaryonu somatickou

hybridizaci a nasledna diferenciace na cybridy a hybridy.

HETEROKARYON
NUCLEAR SEGREGATION CYTOPLASMIC SEGREGATION

\

CYBRIDS HYBRIDS

Obrazek 2: Vznik cybridl a hybrid

Spontanni fuze
V pribéhu macerace protoplastii v enzymatickém roztoku se §tépi bunécna sténa.
I pfes jeji odstranéni zlstavaji protoplasty propojeny pomoci plasmodesmat,

ktera umoziuji fuzi sousednich protoplasti. Ke spontannim fizim dochazi pouze
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vnitrodruhové a jednd se o nekontrolovanou fizi dvou a vice protoplasti. Tento proces
probihd jen vyjimecné, divodem jsou zdporné nabité naboje na povrchu protoplasti,

které zptisobuji jejich vzajemné odpuzovani [23].

Indukovana flze

Fuze mutze byt indukovanid chemicky nebo elektrickym polem. Podstatou
je destabilizace cytoplazmatické membrany z divodu tvorby pért a cytoplazmatickych
spoji mezi sousednimi protoplasty. Pii chemické fuzi se aplikuje fusogen, kterym miize
byt dusi¢nan sodny, dusi¢nan vapenaty, polyvinylalkohol nebo polyethylenglykol (PEG),
také je mozné oSetieni vapenatymi solemi pii vysokém pH v rozmezi hodnot 9-10,5. Vyse
uvedené faktory ovliviiuji soudrznost cytoplazmatické membrany a usnadnuji fuzi [8].

Pozitivnim faktorem indukované fluze je wvznik asymetrickych hybridd,
ktefi vznikaji inaktivaci jadra jednoho z fuzovaného genotypu. J&dro lIze inaktivovat

rentgenovym nebo gama zatenim [20].
1.8.1 Chemicka fuze

V roce 1909 Kuster prokazal pozitivni vliv hypotonického roztoku dusi¢nanu
sodného na fizi protoplasti u plazmolyzovanych epidermalnich bundk. Rizenou
a reprodukovatelnou fuzi izolovanych protoplasti pomoci NaNOs popsal o néckolik
desetileti pozd¢j Power et. al. (1970). V soucasné dobé€ se tato technika pfili§ nevyuziva,
divodem je nizkad Cetnost tvorby heterokaryont, piedev§im u vysoce vakuolizovanych
mezofylovych protoplasti.

Dalsi metodou vyvolavajici fizenou fuzi protoplastii je aplikace vapenatych
roztokd s pH v alkalické oblasti. Tato skute¢nost byla experimentdlné potvrzena v roce
1973 Kellerem a Melchersem pii fazi protoplastti dvou linii tabdku v alkalickém 50mM
roztoku dihydratu chloridu vapenatého pti pH=10,5, teplot¢ 37°C po dobu 30 min.
Uvedena metoda se vyuzivala ptedevsim pro tvorbu somatickych hybridi rodu Nicotina.
U petunii tato metoda vykazovala ve srovnani s ostatnimi chemickymi metodami nejvyssi
uspesnost. Vysoké pH nékterym druhiim nepropiva, dokonce na né€ pisobi toxicky.

Posledni uvedena metoda chemické flze je v pfitomnosti polyethylenglykolu
(PEG). Metoda vykazuje n€kolik vyhod, jsou jimi vysoké reprodukovatelnost tvorby
vysokofrekvenc¢nich heterokaryonti, tvorba vysokého podilu binuklearnich heterokaryont
a nizkd toxicita pro vétSinu typl bunék. Burges s Flemingem (1977) pifi experimentu

porovnavali vliv alkalickych roztokt obsahujicich vapenaté kationty pii 37°C
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a polyetylenglykolu (PEG) na fuzi protoplasti. Aplikaci prvni uvedenou metodou vznikaly
velké shluky s velkym poctem protoplast, naopak vyuzitim PEG dochazelo vétSinou
kagregaci mezi dvéma az tiemi protoplasty. Struény postup faze protoplasti
polyetylenglykolem je nasledujici. Cerstvé izolované protoplasty ze dvou mateiskych
rostlin se smichaji ve vhodnych pomérech a zpracuji 15-45% roztokem polyetylenglykolu
po dobu 15-30 min. Nasledné se suspenze s protoplasty promyva kultivaénim mediem.
Kao et al (1974) zjistili, ze k vyssi frekvenci fuze dochazi, pokud je suspenze s protoplasty
promyvana polyethylenglykolem a alkalickym roztokem vapenatych kationta s pH
pfiblizné 9-10 nez samotnym kultivaénim mediem. Kombinace dvou vySe uvedenych
metod je v soucasné dob¢ nejrozsifenéjsi metodou fize rostlinnych protoplasti [6]. K fizi
protoplastl izolovanych z mezofyll je vhodnéjsi pouzit PEG metodu na misto elektrofuze,

pfi které mohou protoplasty praskat [8].

1.8.2 Elektrofuze

Faze zprosttedkovana elektrickym polem se nazyva jako elektrofuze. K jejimu
provedeni je potiebnych nékolik zafizeni, jako zdroj stejnosmérného proudu, generator
impulst, spinaci jednotka pro aplikaci stiidavych nebo pfimych pulzti a nadoba vybavena
elektrodami pro fuzi. Pii elektrofuzi vznikaji mezi elektrodami fetézce protoplasti.
Vyhodami této metody ve srovnani s chemickou fuzi jsou rychlost, jednoduché provedeni
a pribézna kontrola, synchronizace a vyloudeni chemickych latek. Usp&sna elektrofiize
vyzaduje izolaci protoplasti vhodné kvality, rozumi se tim suspenze zivotaschopnych
protoplasti neobsahujici bunétné zbytky. Dalsi podminkou je vzajemny kontakt
protoplasti a vytvofeni vhodného elektrického pulzniho pole, které indukuje tvorbu
docasnych pori v plazmatické membrané. Poéry v membrané vznikaji nasledujicim
zpusobem. Membrana pusobi jako izolator s vysokym elektrickym odporem. Pokud
je membranou zvysen rozdil potencialu, nap&ti membrany se destabilizuje a vznikne por.
Napéti se musi pohybovat v rozmezi 0,5-1,5 V, pfesnd hodnota se ur¢i podle slozeni
cytoplazmatické membrany a typu bunck. Také velikost protoplasti mé vliv na fuzi,
dle velikosti se voli intenzita pulzu. PfihliZzet se musi i na délku pulzu. PouzZitim kratSich

rrrrr

S niz§im napétim [8].
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1.8.3 Mechanismus fuze

Zakladnimi principy fuze jsou pfiblizeni, adheze a spojeni dvou riznych typt
protoplastii [8]. FUze se déli na tii etapy. V prvni dochazi k aglutinaci, béhem které
se plazmatické membrany dvou nebo vice protoplasti dostanou do tésné blizkosti.
Nésleduje membranova fuze, pii které vznikaji cytoplazmaticka kontinua nebo mistky
mezi protoplasty. Zavérecna etapa zahrnuje v dusledku expanze cytoplazmatickych mustki
zaokrouhlovani fuzovanych protoplasti [6].

Fuzi znesnadiiuje pfitomnost zapornych naboji na povrchu protoplastd,
ty se navzajem odpuzuji a uskute¢néni fize je neredlné. Do tésného kontaktu se protoplasty
dostanou mechanickym lisovanim mikropipetou, odstfedénim nebo pfidavkem chemickych
latek. Chemickou latkou mize byt alkalicky roztok dihydratu chloridu vapenatého,
ktery neutralizuje povrchové naboje. Protoplasty se mohou dostat do bezprostiedni
blizkosti a navzajem flzovat. Jako dalsi chemikalie se voli polyethylenglykol. Protoplasty
s PEG ihned aglutinuji a vznikaji shluky dvou a vice protoplastii. Mezi tésn¢ usporadanymi
plazmatickymi membranami vznikaji cytoplazmatické kandly. Tyto kanaly se postupné
rozsifuji a tvar fuzujicich protoplasti pfipominajici ¢inky se modifikuje do sférického
modelu. Po vyplachnuti PEG se deplazmolyzuji fizni organy a obnovi se aktivni proudéni
cytoplazmy. Tyto aktivity usnadiiuji zaokrouhlovani fGznich protoplastii a promichéani

cytoplazmy. Cely proces je ukon¢en po 3 az 10 hodinach [6, 8].
1.8.4 Vysledek faze

Fuzujici protoplasty dvou rtiznych druhtt méni ve vhodném kultivacnim mediu
po 2-3 dnech sviij tvar, divodem je syntéza nové bunééné stény.  Dochazi
kK mezidruhovému a vnitrodruhovému kiizeni, nékteré protoplasty fuzi nepodléhaji.
Zadouci je vznik mezidruhovych kiizencti, pomér takové flze se pohybuje mezi 0,5-10 %,
zaznamy uvadi 1 pomér 50 %. V pocatecni fazi indukované fuze vznika heterokaryon
nebo heterokaryocyt, ktery obsahuje organely, protoplazmy i jadra obou matetskych druht.
Jadernym dé€lenim vznika z heterokaryonu (heterokaryocytu) hybridni bunka s jednim
hybridnim jadrem. Cetnost mezidruhovych hybridi je vy$si ve srovnani s vnitrodruhovymi
hybridy.

Hybridy je nutné rychle oddélit od nefuzovanych protoplasti. V opacném ptipade,
ponechanim del$i dobu produkt mezidruhovych, vnitrodruhovych hybridi a nefizovanych

protoplastli, by segregace mohla ovlivnit jaderné genomy, mitochondrie, plastidy
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i cytoplazmatické organely [8]. Segregaci plastidi nebo mitochondrii jednoho
z matefskych druhti nebo kombinaci chloroplasti od jednoho rodi¢e s mitochondriemi
druhého rodi¢e vznikaji hybridni builky. Druhym pifipadem je segregace jadernych
genomu, vedouci k postupné ztrat€¢ chromozomul obvykle jednoho rodice. Kombinaci
cytoplazmy obou rodi¢l a degeneraci jednoho rodi¢ovského jadra vznikaji cytoplazmaticti
hybridi (cybridi) s jadernym genomem jediného rodice. Procesem somatické hybridizace
nevznikaji pouze hybridi a cybridi, mohou nastat i dalsi situace. Jednou z nich je tvorba
chimérické tkan¢ ze smési geneticky odlisnych bunék, pokud nastane Casnad segregace,
nasledovand proliferaci obou dcefinych bunék. Dal§im ptikladem je vznik
aloplazmatickych bunék, které obsahuji jadro jednoho rodi¢e s cytoplazmatickymi

organelami druhého rodice [21].
1.8.5 Vybér hybridi

Zavérecnym a zdsadnim krokem somatické hybridizace je vhodny vybér hybridnich
rostlin a jejich odliSeni od rostlin s genetickou informaci pouze jediné¢ho rodice. Z diivodu
kontroly rostlin probihd kultivace ve sklenicich. V nékterych piipadech mohou
heterokaryonové bunky rychle rust a vytvaret viditelné, rychle rostouci kolonie, které 1ze
izolovat mechanicky a nasledné pfenést do regenera¢niho media. Vybér vhodnych fiznich

produktli protoplastll probihd dvéma zplisoby:

1. Manuélni selekce

Manualni selekce je velmi piesna a spolehliva metoda pro produkci somatickych
hybridt, ale zaroven Casové ndro¢na. Selekce vhodnych fuznich produktd protoplastt
spo¢ivd ve vizudlni identifikaci a mechanické izolaci fixacnich latek pomoci
mikromanipulatori. Flzni produkty mohou byt identifikované pod mikroskopem, pokud
jsou fazované protoplasty morfologicky odlisné nebo fluorescenéné aktivni. FlUzované
produkty se identifikuji fizi mezofylovych protoplasti, které jsou zelené a obsahuji
chloroplasty s bezbarvymi protoplasty obsahujici vakuoly nebo Skrobova zrna.
Pod mikroskopem jsou viditelné chloroplasty v jedné ¢asti burky a vakuoly nebo $krobova
zrna Vv jiné c¢asti. Nasleduje dalsi fuze vSech chloroplasti v butice. Chloroplasty vytvari
seskupeni kolem jadra. Hybridni bunky se identifikuji kratce po fuzi, delsi kultivaci (7-10
dni) ve tmé ztraci chloroplasty zbarveni a vypadaji totozn¢ jako bezbarvé plastidy.

Pokrok u této metody byl zaznamenany objevem dudlniho fluorescenéniho znaceni

heterokaryond. Zelené protoplasty oSetfené fluorescein diacetatem flzuji s protoplasty
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emitujici Cervenou fluorescenci, ktera je zplsobena autofluorescenci chlorofylu

nebo aplikovanym rhodaminem isothiokyanétu [8].

2. Pritokova cytometrie

Metoda je plné automatizovana a rychld. Umoziiuje ucinné a rychlé oddéleni
vysokého poctu fuzovanych protoplastii od nefuzovanych. Vyuziva se pro automatickou
izolaci heterokaryont. Principem metody je dvojité fluorescencni barveni a selekce
protoplastli, zatimco proudi kapilarou prutokového cytometru. Smés protoplastd proudi
mezi svételnym zdrojem a fluorescenénim detektorem. Tok je rozptylen do kapicek
a na zaklad¢ elektrostatického pole jsou kapicky s heterokaryony odrazeny do jednotlivych

zkumavek [8].

1.8.6 ldentifikace hybrida

Hybridni rostliny Ize identifikovat morfologicky, cytologicky a biochemicky.
Somaticti hybridi se obvykle podobaji obéma matefskym rostlinam. Hodnoti se znaky,
jako tvar, velikost, barva listl a kvétd. Dale hustota a rozmisténi trichoma na listech,
popiipad¢€ jejich absence. Obvykle somaticky hybrid, vznikly pohlavnim kiizenim,
obsahuje znaky obou matefskych rostlin. Experimentalné byly pozorovany morfologické
znaky (tvar listl, velikost fapiku, hustota trichomi, tvar, velikost a barva kvétu)
u mezidruhového hybrida tabdku Nicotiana tabacum a Nicotiana glauca. Vsechny
zaznamenan¢ znaky u hybrida se vyskytovaly u matetskych rostlin. V nékterych ptipadech
se konkrétni znak jedné matetské rostliny chova jako dominantni, to je divodem jeho
vyskytu u vSech hybridd. Dal$imi pozorovanymi znaky jsou Zivotaschopnost pylu a pocet
chromozomt. Pyl somatického hybrida, vzniklého z druhové vzdalenych taxont, vykazuje
rovnat soué¢tu chromozomu obou rodi¢l, nebo se muze liSit, ovliviiuje to asymetricka
hybridizace, fragmentace i polyploidizace. Mikroskopovanim lze ur¢it hybrida na zaklad¢
detekce dvou typli chromozomd, lisicich se velikosti. Odlisné chromozomy jsou viditelné
v metafazi bunééného déleni [5].

Biochemicka identifikace zahrnuje izoenzymovou analyzu, analyzu parcialnich
proteintll, sekundarnich metabolitl, rezistenci rostlin vii¢i virovym infekcim a antibiotikiim
nebo citlivost na herbicidy a fungicidni toxiny [8]. Jednou z nejspolehlivéjsich

identifika¢nich metod je izoenzymova analyza, zaloZena na pohyblivosti izoenzymu v gelu
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béhem elektroforézy. Izoenzymy jsou proteiny a navzajem se liSi primarni strukturou,
ztoho vypliva jejich rozdilna pohyblivost v elektrickém poli. Izoenzymy se ziskavaji
Z rostlin extrakci, nasledné se homogenizuji extrakénim pufrem, centrifuguji a izoluji.
Izolované izoenzymy se aplikuji do gelu, pfi zapojeni ke zdroji napéti vznika elektrické
pole a izoenzymy se pohybuji od katody k anod¢. Vznikaji specifické pasy pro kazdy
izoenzym, které se detekuji v agarozové vrstvé obsahujici substrat. Reakci substratu
S izoenzymem se obarvi tzv. pattern prouzkd. Vznika zymogram s zOnami enzymaticke
aktivity izoenzymu [6, 7].

Geneticka analyza se provadi u hybridnich rostlin schopnych reprodukce.
S rostouci mezidruhovou vzdalenosti taxond vzrista u hybridi sterilita. Zatimco moderni
molekularni technologie RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmentii) a RAPD
(ndhodnd amplifikace polymorfni DNA) se vyuzivaji ke srovnani genotypti, priitokovou

cytometrii se analyzou DNA stanovi ploidie [8].

1.9 Genom brukvovité (Brassicaceae)

Za puvodniho predka Celedi brukvovité (Brassicaceae) je povazovana brukev zelna
(Brassica oleracea) [22]. Vyznamnymi druhy jsou zeli hldvkové (Brassica oleracea var.
capitala), kapusta hlavkova (Brassica oleracea var. sabauda), kapusta ruzi¢kova (Brassica
oleracea convar. gemmifera), kadetavek (Brassica oleracea var. sabellica), kvétak
(Brassica oleracea var. botrytis), brokolice (Brassica oleracea var. italica) a kedluben
(Brassica oleracea var. gongylodes). Druhy se mohou vzajemné kiizit a vytvafet
prechodné formy. V roce 1924 Karpenkoe ktizil dva taxonomicky vzdalené druhy — zeli
(Brassica oleracea var. capitala) a fedkvicku (Raphanus sativus), vyménou genetické
informace vznikl hybrid Raphanobrassica. Hybrid byl vhodny jako krmivo a hnojivo [8].

Dalsim vyznamnym zastupcem je houseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana),
ktery se vyuziva jako modelova rostlina v molekularni genetice. Zasluhou védct se jedna
o prvni rostlinu, jejiz genom byl kompletné sekvenovan. U druhd rodu Brassica probéhla
triplikace celého genomu. Jednotlivé genomy se oznacuji pismeny A, B, C a byly
odvozeny od allohexaploidniho piedka [23]. Rozeznavaji se tii diploidni druhy Brassica
rapa, n = 10, AA; Brassica nigra, n = 8, BB; Brassica oleracea, n = 9, CC; dale ti
amfiploidni druhy Brassica juncea, n = 18, AABB; Brassica napus, n = 19, AACC;
Brassica carinata, n = 17, BBCC a tfi monogenomické diploidni druhy Brassica rapa syn.
campestris, 2n = 20, AA; Brassica nigra, 2n = 16, BB a Brassica oleracea, 2n = 18, CC.

Studie dokazuji, ze hybridizaci Brassica rapa (2n = 2x = 20, AA) s Brassica oleracea
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(2n = 2x = 18, CC) dochazi ke zdvojeni chromozomu a vznika tak aloploidni potomstvo.
V tomto piipadé¢ vznikla Brassica napus (2n = 4x = 38, AACC). Dale hybridizaci
monogenomickych diploidnich druhti vznikly Brassica carinata A. Braun a Brassica
juncea [31].

K porozuméni vzajemnych vztahit mezi jednotlivymi druhy rodu Brassica vytvoril
japonsky botanik Woo Jang-Choon teorii, kterou pojmenoval - Trojuhelnik U. Teorie
potvrzuje kiizeni mezi druhy rodu Brassica. Z&kladem je trojuhelnik, ve vrcholech jsou
umistény tii diploidni druhy - Brassica nigra, Brassica oleracea, Brassica rapa s genomy
A, B a C. Ve stiedu hran trojihelniku jsou umisténi hybridi, ktefi vznikli kiizenim
pivodnich genomu A, B, C. Jsou jimi tfi allopolyploidi Brassica juncea (AABB), Brassica
napus (AACC) a Brassica carinata A. Braun (BBCC) [24]. U kultivovanych poddruhi
druhu Brassica oleracea jsou patrné vyrazné odlisnosti v morfologii, je to dano vysledkem
selekce Kk riznému vyuziti v pribéhu domestikace rostlin [25]. Schéma znazornujici

genetické vztahy mezi Sesti druhy rodu Brassica viz Obrazek 3.
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Obrazek 3: Trojuhelnik U
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2 MATERIAL A METODY

Semena Brasssica oleracea var. botrytis (odrudy Beta, Bora, Igloo, Poranek, Snowball X,

Octavian; Seva Moravia s.r.o., Valtice, Ceska republika)
Chemikalie:

Promyvaci roztok W5: 0,11 g gluk6za monohydrat; 0,9 g chlorid sodny; 0,08 g chlorid
draselny; 2,44 g dihydrdt  chloridu  vépenatého; 0,039 g  kyselina
2-(N-morfolino)ethansulfonova (MES); 100 ml destilovana voda; sterilizovano filtraci

Enzymaticky roztok: 1 g celuldza Onozuka R-10; 0,1 g 0,1 g pektindza Y-23; 0,39 ¢
kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova (MES); 0,074 ; dihydrat chloridu vapenatého;

5,47 g mannitol; 100 ml destilovana voda; sterilizovano filtraci

Kultivaéni roztok CPP: 16,3 g glukdza monohydrat; 0,05 g kasein; 0,1 mg.I"! kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D); 0,2 mg.I"! kinetin; 0,72 g Gamborg B5 medium; 200 pl
Kao and Michayluk medium; 200 ml destilovana voda; sterilizovano filtraci

OK medium: 4,405 g Murashige a Skoog medium; 10 g sachar6za; 20 mg kyselina
askorbovg;, 8 g agar; 0,01 mg kyselina indol-3-méselna  (IBA);
0,01 mg 6-benzylaminopurin (BAP); 400 mg.I™* ampicilin; 100 mg.I* chloramfenikol; pH

5,8; sterilizovano autoklavovanim

Sachardza: 17,1 g sachar6za; 2 mg kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova (MES);

100 ml destilovana voda; sterilizovani filtraci
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2.1 Péstovani rostlin

Nenarusena semena rodu Brassica (Beta, Bora, Igloo, Poranek, Snowball X,
Octavian) byla oplachnuta v 70% roztoku etanolu po dobu 1 min a vysterilizovana v 36%
roztoku Sava po dobu 12 min, nakonec byla pétkrat promyta destilovanou vodou. Semana

byla pienesena do Petriho misek na MS medium a umisténa do fytotronu.

2.2 lzolace protoplasti

Mladé listky byly odfiznuty sterilnim skalpelem a pfeneseny sterilni pinzetou
do Petriho misky s enzymatickym roztokem. Listky byly roziezany na pfiblizn¢ 1 mm
velké prouzky. Suspenze byla ponechdna v termostatu vyhiivaném na 25°C po dobu
16 hod. Po uplynulé dobé byla suspenze prefiltrovana pies sitko (uhelon 72 pm), filtrat byl
Pasteurovou pipetou pienesen do centrifugacni zkumavky. Objem byl doplnén na 10 ml
promyvacim roztokem W5. Zkumavky byly centrifugovany pti 1000 ota¢ek/min po dobu
5 min. Supernatant byl odstranén a sediment resuspendovan ve 4 ml roztoku sacharozy.
Vznikly roztok byl pievrstven 2 ml roztoku W5 za vzniku emulze. Nasledovalo
centrifugovani zkumavek 1200 otd¢ek/min po dobu 10 min. Na rozhrani sacharosy
a promyvaciho roztoku se seskupily flotujici protoplasty, které byly pfeneseny Pasteurovou
pipetou do cistych centrifugacnich zkumavek. Objem v jednotlivych zkumavkéach byl
sjednocen pfidanim promyvaciho roztoku a zkumavky byly centrifugovany
pii 1000 otacek/min po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén a sediment resuspendovan

v 1 ml kultiva¢niho roztoku. Né&sledovalo stanoveni hustoty a zivotnosti protoplastu.

2.3 Hustota a Zivotnost protoplastii

Hustota byla stanovena vyuzitim Burkerovy pocitaci komirky se dvéma vyrytymi
pocitacimi sitémi s pfesné¢ danou plochou a hloubkou. Pocitaci sit’ je rozdélena trojitymi
Carami na 9 velkych ¢tverci a dvojitymi ¢arami na 144 stfednich Etvercl. Suspenze
protoplasti a kultiva¢éniho media byla aplikovana mezi podlozni a kryci sklicko.
Ptipravend Burkerova pocitaci komlrka byla vloZzena do zorného pole svételného
mikroskopu. Zaznamenavaly se hodnoty protoplasti v deseti stfednich ¢tvercich. Pocitaly
se protoplasty umisténé ve Ctverci a ty, které se z vnéjsi nebo vnitini strany dotykaji dvou

stanovenych stran. Pro stanoveni koncentrace protoplastd v 1 ml suspenze se dosazuji
hodnoty kazdého vzorku do vztahu P = pvyﬂ Vysledna hustota suspenze byla upravena
na hodnotu mezi 1-2.10° protoplastii v 1 ml.
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P: celkovy pocet protoplastii v 1 mm?

p: pocet pocitanych protoplastii

v: pfevracena hodnota plochy jednoho policka, ve kterém jsou protoplasty pocitany
h: pfevracena hodnota hloubky komurky

z: fedéni vzorku

y: pocet pocitanych stiednich ¢tvercii (10)

Zivotnost byla zjisténa na zakladé pouziti fluorescein diacetatu (FDA). Zasobni
roztok (5 mg fluorescein diacetatu + 1 ml acetonu) o objemu 0,02 ml byl smichan s 1 ml
promyvaciho roztoku (pracovni roztok). Kapka suspenze s protoplasty nanesena
na podlozni sklo byla smichana s 0,02 ml pracovniho roztoku. Po 1 az 2 minutich byla
suspenze prikryta krycim sklickem a zivotnost pozorovéana fluorescenénim mikroskopem

(hranol WB). Zivé buiiky se barvily zeleng, mrtvé buiiky ervend.
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3 PRAKTICKA CAST S VYSLEDKY

Hustota

Po Gspésné izolaci protoplastti nasledovalo urceni jejich hustoty pomoci Blrkerovy
komurky. Hustota protoplastd Brassica oleracea var. botrytis byla pozorovana
u odrid - Bora, Beta, Snowball X, Poranek, Igloo a Octavian. Méfeny byly celkem tfi série
kazdé odrudy (1 série = 10 ¢tvercovych poli). Nejvyssi hustota protoplasti v 1 ml suspenze
byla pozorovana u odriidy Bora (6,5.10°), nejnizsi u odriidy Octavian (2,2.10°). V grafu
je na svislé ose vynesena primérna hustota protoplastti v 1 ml suspenze ze tii Sérii méfent,

na vodorovné ose je vycet odrid kvétaku. Soucasti grafu jsou smérodatné odchylky.
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Obrazek 5: Izolované protoplasty, odrida Bora
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Zivotnost

Po vypoctu hustoty se smichala suspenze protoplasti s FDA a byla urcena
zivotnost. Zivotnost protoplasti Brassica oleracea var. botrytis byla pozorovéna
u nasledujicich odrid Bora, Beta, Snowball X, Poranek, Igloo a Octavian. Vyhodnoceny
byly celkem tii série kazdé odrady (1 série = 10 zornych poli). Nejvyssi zivotnost byla
zaznamenana u odridy Bora (86 %), hranici 80 % dale prekrocila odrida Snowball X,
naopak nejniz$i zivotnost byla pozorovana u odrudy Octavian 2 %. V grafu je na svislé ose
vynesena prumérna zivotnost protoplasti ze tii Sérii méfeni, na vodorovné ose je vycet
odrud kvétaku. Na Obrazku 6 jsou protoplasty barvené FDA. Soucasti grafu jsou

smérodatné odchylky.
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Obréazek 6: Zivotnost protoplastt

Obréazek 7: Zivotnost protoplast, barveni FDA, odrida Bora
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4 DISKUZE

Optimalizaci tady faktorii, kterymi jsou izola¢ni postupy, hustota protoplastt,
slozeni kultivacniho media, koncentrace ristovych regulatori a fotoperioda v pocatecni
fazi kultivace je mozné ziskat protoplasty s vysokou schopnosti regenerace v nové rostliny
[32]. AZ do konce 70. let 20. stoleti se nedafilo regenerovat rostliny rodu Brassica
Z protoplastti. Ve vétSin€ ptipadi byly pozorovany pouze kalusy nebo diferenciované
kotfeny [33]. V soucasné dob¢ je mozné u Brassica izolovat protoplasty z kotyledont [34],
hypokotyli, kotenti a list [32].

V experimentech byly protoplasty izolované z listovych mezofyld Brassica
oleracea var. botrytis, odrid: Beta, Bora, Igloo, Snowball X, Poranek, Octavian. Semena
byla sterilizovana 1 min. v 70% ethanolu, dale 12 min. v 36% komer¢nim prostiedku Savo
a poté nasledovalo promyvani semen v destilované vodé (5 krat). Semana byla nakli¢ena
na OK mediu. V literatute je k dohledani nepteberné mnozstvi podobnych i zcela
odlisnych postupt sterilizace. Napiiklad Xu, Davey a Coocking (1981) sterilizovali
semena Brassica alba, Brassica campestris, Brassica oleracea a Brassica napus v agaru
obsahujicim chlorid rtutnaty a sachar6zu [35]. Lu, Pental a Coocking (1982) sterilizovali
semena Hyoscyamus niger a Nicotiana tabacum v 20% bélicim prostfedku Domestos
po dobu 30 min. Dale semena Brassica oleracea, Brassica napus a Medicago sativa byla
sterilizovana chloridem rtutnatym a laurethsulfatem sodnym po dobu 10 min a nésledovalo
promyvani v destilované vodé [36]. Steriliza¢ni podminky si upravila i Glimelius (1984),
semena Brassica napus, Brassica campestris a Brassica oleracea byla protiepavana
hodinu s chlornanen vapenatym, vzapéti promyta destilovanou vodou [37].

Protoplasty byly izolované z 5 tydnt starych in vitro rostoucich rostlin. Listy byly
nafezany na malé kousky a macerovany 16 hod. v enzymatickém roztoku, obsahujicim
celulaizu Onozuka R-10, pektindzu Y-23, MES, CaCl>-2H.O a mannitol. Izolované
protoplasty byly resuspendované v kultivacnim roztoku a pfipravené k uréeni hustoty
a zivotnosti. Kaur a kol. (2006) izolovali protoplasty z listovych mezofyl Brassica
oleracea var. botrytis a Brassica napus. Zjistili, Ze protoplasty izolované po 10-12 hod.
béhem 16-18 hod. SloZeni enzymatickych a kultiva¢nich roztokli se stanovuji individuéIné
u kazdého experimentu dle rostlinného materialu [32].

V experimentech byla sledovana hustota a zivotnost protoplasti u Brassica

oleracea var. botrytis, odrad: Beta, Bora, Igloo, Snowball X, Poranek, Octavian.
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Mezofylové protoplasty byly izolovany z 5 tydnu starych listt in vitro rostoucich rostlin.
Odridy Octavian a Igloo vykazovaly ve srovnani s ostatnimi odridami nejveétsi
morfologické rozdily. Listy uvedenych dvou odrid byly velké a svétle zelené. Odrady
Beta, Bora, Snowball X a Poranek tvofily malé, syté zelené listy. U Igloo bylo pozorovéano,
ziejmé 1 pii porovnani hustoty protoplasti v 1 ml suspenze a jejich zZivotnosti. Nejvyssi
hustota vSech tii méfeni byla vypocitana u Bora, nasledoval Snowball X, Beta, Poranek,
zaznamenana u Bora a Snowball X. Vysoka zivotnost pfes 70 % u odriidy Beta a Igloo,
50% zivotnost u Poranek a nejnizs§i zivotnost, pouze okolo 2 % u odridy Octavian.
Mikrokalusy byly pozorovany 12. den od izolace u Bora a Beta. Poté byla kultivace
pferuSena. I pies vysokou zivotnost u Snowball X (vice nez 80 %), Igloo (vice nez 70 %)
a Poranek (vice nez 50 %) nebylo u odrud zaznamenano dé€leni. Ostavian s velmi nizkou
hustotou a téméf nulovou zivotnosti taktéz nevykazoval délici schopnosti. Uvedené
vysledky podporuji souvislost mezi genotypem a uspéSnosti izolace, konkrétné hustotou,
Zivotnosti a regeneraci protoplastu.

Vazbu mezi genotypem a UspéSnou izolaci, kultivaci a regeneraci potvrzuji i
nasledujici studie. Hu, Andersen a Hansen (1999) analizovali 36 genotypu druhu Brassica
(Brassica napus, Brassica rapa, Brassica juncea a tii vzdalené druhy). Vysledky potvrdily
vliv genotypu na schopnost regenerace nové rostliny. Oba genotypy Brassica juncea
regenerovaly v nové rostliny. U Brassica napus byla pozorovana vyznamnéj$i variabilita.
Nové rostliny regenerovaly u 9 genotypl s odliSnou regeneracni uc¢innosti, u zbyvajicich
genotypu byla regenerace neuspé$na. U zadného z deviti genotyp Brassica rapa nebyla
regenerace rostliny Usp&$na. U tii vzdalenych druhi se regeneracni ti€innost pohybovala od
0 % po 100 % [46]. Regenera¢ni u¢innost ovliviiuje u druhti Brassica fada faktord, nejen
genotyp, ale naptiklad i kombinace rtstovych hormonid v mediu. Tuto skute¢nost potvrdili
Jain a kol. (1988) [47].

Pii kliceni semen byla u tii sérii zaznamenand vnitini kontaminace a izolace
protoplasti byla zcela znemoZnéna. Z tohoto diivodu se pfistoupilo na aplikaci
chroamfenikolu a ampicilinu do zivného OK media. Negativni vliv antibiotik na regeneraci
rostlin z protoplastd potvrzuje T. H. Ulrich, J. B. Chowdhury a J. M. Widholm (1980),
ktefi izolovali protoplasty z listovych mezofylt Brassica rapa. Zatimco protoplasty

resuspendované Vv kultivaénim mediu 8p vytvafely po 14 dnech od izolace kalusy.
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Protoplasty resuspendované v kultivanim mediu s antibiotiky pfezily maximaln¢ 6 dni,

udrzovaly staly sféricky tvar bez schopnosti déleni [38].
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5 DIDAKTICKA ANALYZA A ZPRACOVANI TEMATU

5.1 Prirodopis a biologie v Ramcovém vzdélavacim programu (RVP)

Kurikularni dokumenty jsou vytvafeny na statni a Skolni trovni. Statni uroven
zastupuji Narodni program vzd¢lavani (NPV) a ramcové vzdélavaci programy (RVP).
Prvni uvedené kurikulum definuje vzd€lavani jako celek. Na druhou stranu ramcové
vzdélavaci programy vymezuji jednotlivé rdmce vzdé€lavani, kterymi jsou ptedskolni,
zékladni a stfedni vzdélavani. Rozsah uciva si kazda Skola voli individudlné. Sestavuji
si tzv. $kolni vzdélavaci program (SVP), ktery reprezentuje $kolni urovei kurikularnich
dokumentd. Jednou ze zakladnich podminek pii sestavovani SVP je dodrzeni zéasad
uvedenych v piislusném RVP [26].

Ramcovy vzdélavaci program pro zékladni vzdélavani (RVP ZV) je platny nejen
pro zakladni Skoly, ale také pro niz$i stupenn viceletych gymnazii. Kazdy vyucovany
predmét je v RVP ZV soulasti tzv. vzdélavaci oblasti. Konkrétné prirodopis spada
spole¢né s fyzikou, chemii a geografii do oblasti Clovék a ptiroda. Zaci se s piirodopisem
poprvé setkavaji na druhém stupni, dle RVP se dale ¢leni na obecnou biologii a genetiku,
biologii hub, biologii rostlin, biologii zivo€icht, biologii ¢lovéka, nezivou ptirodu, zédklady
ekologie a praktické poznavani piirody. Didaktické hry inspirované tématem diplomové
prace by bylo vhodné zaélenit v tivodnich vyuéovacich hodinach biologie rostlin [27].

Struktura Rdmcového vzdélavaciho programu pro gymnazia je totozna s RVP ZV.
Sougasti vzdélavaci oblasti Clovék a piiroda je stale fyzika, chemie, zemépis a ptirodopis
je nahrazen slovem biologie. Obsah biologie gymnazialniho studia zahrnuje obecnou
biologie, biologii virti, biologii bakterii, biologii protist, biologii hub, biologii rostlin,
biologii zZivo¢icht, biologii ¢lovéka, genetiku a ekologii. Didaktické materialy vychazejici
z tématu diplomové préace jsou vypracované formou pracovniho listu, ktery lze zaélenit

do vyuky obecné biologie, pfi feSeni problematiky prokaryotni a eukaryotni bunky [26].
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5.2 Didaktickeé hry

Na zékladnich Skoldch a gymnaziich se obvykle vyuzivd jako povinna studijni
literatura ucebnice se schvalovaci dolozkou Ministerstva skolstvi, mladeze a té€lovychovy
(MSMT). Dolozka je zarukou splnénych cilti vzdélavani stanovenych $kolskym zakonem,
pravnimi predpisy a vzdélavacimi programy. Seznam vsech ucebnic s platnou dolozkou lze
dohledat na webovych strdnk&dch msmt.cz [28]. Platnost dolozky je kontrolovana kazdych
6 let, po uplynuti této doby nastdva prezkoumani ucebnic a prodlouzeni, popiipadé
neprodlouzeni jeji platnosti. Pokud nastane druhd situace, musi byt feditel Skoly
obezndmen s timto faktem a dle vlastniho uvazeni mize rozhodnout o koupi novych
ucebnic piirodopisu/biologie s platnou dolozkou nebo vyuzivat nadale ptuvodni uéebnice
bez platné dolozky. Z vySe uvedeného vyplivé, Ze mohou byt na Skolach vyuzivany jako
povinna studijni literatura i ucebnice bez schvalovaci dolozky, pokud spliuje cile
vzdélavani stanovené Skolskym zdkonem, rdmcovymi vzdélavacimi programy a pokud
spliuje didaktické a pedagogické zasady.

Pii sestavovani didaktickych her pro zakladni Skoly a niz$i stupenn viceletych
gymnazii byly cCerpany informace z uéebnice pfirodopisu s platnou dolozkou
MSMT — Piirodopis pro zékladni §koly a viceleta gymnazia, Fraus [29]. V uéebnici nejsou
uvedeny zadné informace o protoplastech. Pro zatazeni tématu diplomové prace do vyuky
ptirodopisu se vychdzelo z faktu, ze protoplasty jsou rostlinné¢ buiiky zbavené bunétné
stény. Z tohoto divodu jsou didaktické hry zaméfeny na eukaryotni bunky — rostlinné
a zivo¢isné — jejich stavbu a funkci organel. Cilem didaktickych her je opakovani
a upevnéni uciva, byly vypracovany k¥izovka, spojovani organela — funkce, rozhodni
o ne/pravde vyroku.

Pracovni list pro gymnazidlni zaky se soustfedi na ucivo buniky (prokaryotni,
eukaryotni) a osmotickych jevi. Informace byly Cerpany z ucebnice Obecna biologie
pro gymnazia [30] s platnou schvalovaci dolozkou MSMT. V ugebnici se vyskytuje pojem
protoplasty. Pracovni list mize byt vyuzit k zdvéreCnimu opakovani problematiky,

popfipad¢ jako test.
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5.2.1 Didaktické hry pro zakladni Skoly a niZsi stupen viceletych

gymnazii
Kiizovka
1 L [ [ |
2. L]
3. [ [ [ [ ]
4. |
5.
6. [ [ ]
7.
8. L1
Lo je zakladni stavebni a funkéni jednotka kazdého zivého organismu.

2. Pojmenuj organelu na obrazku nize.

3. Nazev procesu, pfi kterém se oxid uhli¢ity méni pomoci slune¢niho zafeni na cukry.
4. Pojmenuj organelu na obrazku nize.

5. Pojmenuj organelu na obrazku nize.

6. Eukaryotické buiiky se déli na rostlinné a ...............

7. Pojmenuj organelu na obrazku nize.

8. Pojmenuj organelu na obrazku nize.

bunééna sténa

membrana

Spravné feseni:
1. BUNKA; 2. JADRO; 3. FOTOSYNTEZA; 4. CHLOROPLAST; 5. MITOCHONDRIE;
6. ZIVOCISNE; 7. VAKUOLA:; 8. CYTOPLAZMA
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Organela — funkce, vlastnost

Vytvor dvojice v podobé ¢islo — pismeno.
. Buné¢na sténa

. Cytoplazmaticka membrana

. Cytoplazma

. Jadro

. Chloroplasty

. Mitochondrie

. Vakuoly

co N O o A W DN P

. Endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat

A. vngjsi, polopropustny pevny a pruzny obal bunky

B. obsahuje genetickou informaci bunky, zajistuje déleni bunky

C. obsahuji pouze rostlinné buiky, obsahuji zelené barvivo a probiha v nich fotosyntéza
D. propustny, vn¢jsi obal bun¢k bakterii, rostlin a hub, urcuje tvar a chrani buiku ptred
vnéj$imi vlivy

E. vnitini prostiedi buiky

F. syst¢ém membranovych kanalkd, slouzi k vyrobé a ptenosu bilkovin

G. probiha v nich bunééné dychani

H. obvykle obsahuji tekutinu, ktera se oznacuje jako bunééna st'ava, vyskytuje se hlavné u

rostlinnych bun¢k a bakterii

Odpovédi:

Spravné feseni:

1D 2A 3E
4B 5C 6G
7H 8F
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Rozhodni o ne/pravdé vyroku
Pokud je vyrok pravdivy, zakrouzkuj ANO.
Pokud neni vyrok pravdivy, zakrouzkuj NE.

Vyrok Je vyrok pravdivy?
1. Prokaryotni buniky se déli na rostlinné a Zivo¢isné burky. ANO NE
2. Prokaryotni i eukaryotni buniky obsahuji pravé jadro. ANO NE
3. V jadru je uloZena geneticka informace. ANO NE
Bunécna sténa tvoii vnéjsi obal bunck bakterii, rostlin a hub,

4. urcuje tvar buiiky a chrani ji pfed Skodlivymi vlivy, je ANO NE
nepropustna.

5. Pii fotosyntéze z cukrl vznika oxid uhlicity. ANO NE
Chloroplasty jsou uloZeny pouze v rostlinnych butikach,

6. - . . ANO NE
obsahuji zelené barvivo chlorofyl.
Endoplazmatické retikulum vytvaii systém membranovych

7. 110 il 1wy A ANO NE
kanalkd, slouzi k vyrobé a pienosu bilkovin.

8 Cytoplazmatlf:ka membrana je pruzny a pevny vngjsi obal, je ANO NE
polopropustna.

9. Cytoplazma je synonymum pro cytoplazmatickou membranu. ANO NE

10. Vakuoly obvykle obsahuji tekutinu, kterd se nazyva bunécna ANO NE

st’ava.

Spravné feseni:

1NE 6 ANO
2 NE 7 ANO
3 ANO 8 ANO
4 NE 9NE

5 NE 10 ANO
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5.2.2 Didaktické hry pro vyssi stupeii gymnazii

Pracovni list - BUNKA

1. Dopli vhodna slova do textu:

Bunka je zékladni ................. AN jednotka vSech organismi. Podle vnitiniho
uspoiadani délime buikyna ................. Qi

Bakteriemaji ...........coceeeiiiiiiiiiinnnn, , zatimco houby, rostliny a zivoc¢ichové maji
Bunécnd sténa ............cooeeiiiiiiiiiini je celuldzni.

Bunééna sténa ............ooceeiiiiiiiiin, je tvotena chitinem, bunéc¢nou sténu nikdy netvoii

2. Které bunécné struktury nalezi prokaryotni a eukaryotni bunice? Spojovacka.
cytoplazmaticka
membrana
Ribozomy
bunécéna sténa
Cytoplazma
PROKARYOTNI endoplazmatické EUKARYOTNI
BUNKA retikulum BUNKA
Jadro
Jadérko
Golgiho aparat
Mitochondrie
Cytoskelet

3. Eukaryotni buiika: rozhodni o ne/pravdé vyroku. Zakrouzkuj.

Je vyrok pravdivy? ANO NE
Na povrchu vSech eukaryotnich bunék je bunécna sténa. M B
Jadérko je malé tlisko uvnitf jadra, vznikaji zde ribozomy. G K
Cytoplazma je tvofena vodou, bilkovinami a rozpusténymi latkami. E L
Na hladkém endoplazmatickém retikulu jsou navazany ribozomy, které F I
vytvareji bilkoviny.

Lyzozomy jsou drobné va¢ky slouzici k bunéénému tréveni. O B
V chloroplastech probiha bunééné dychani a v mitochondriich H 0
fotosyntéza.

V ribozomech vznikaji bilkoviny. I S
Na povrchu jadra je dvojita biomembrana s malymi pory, uvnitf jadra je L D
uloZzena DNA.

4. Zakrouzkuj spravnou odpoveéd..
Cytoplazmatickd membrana je plné propustna/polopropustna. Vlozenim buriky do roztoku, ve
kterém je koncentrace soli odliSna od cytoplazmy, dochazi k osmotickym jevim/slapovym
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jevam. Hlavni pfi¢inou téchto jevi je difuze/osmoza. To znamena, Ze voda samovolné pronika
z mist vys8i/niZ8i koncentrace do mist s vy$8i/nizsi koncentraci.

5. Popis jevy, které znazormuji jednotlivé obrazky.

7. Nakresli a popi$ prokaryotni buiiku.
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6 ZAVER

V piedlozené diplomové praci jsou popsané zakladni charakteristiky celedi
Brassicaceae, dale je v teoretické ¢asti popsana izolace a kultivace protoplastd, mimo jiné
faktory a podminky jejich uspésné realizace. Cilem praktické ¢asti byla izolace protoplastt
z listt Brassica oleracea var. botrytis, odrid: Beta, Bora, Igloo, Snowball X, Poranek
a Octavian. Z izolovanych protoplastii byla vypocitana jejich hustota a Zivotnost, pozornost
byla vénovana i regeneracnim procesim. Nejvyssi hustota protoplasti byla zaznamenana
u odridy Bora, nejniZsi hustota u odriidy Octavian. Zivotnost byla stanovena pomoci FDA,
Mikrokalusy byly ztetelné u odrid Bora a Beta. U péti odriid byla vypocitana hranice
zivotnosti presahujici 50 %. Takové vysledky jsou velmi povzbudivé. Urcité by bylo
vhodné vénovat regeneraci odrid, pfedevsim Beta, Bora, mimo jiné i Snowball X, Poranek
a lIgloo, dale pozornost. Individudlni optimalizace izola¢nich a kultiva¢nich podminek
by mohla vést k regeneraci kalust, potencialné i celych rostlin u vySe uvedenych odrad
kvétadku. U vSech odrid byly dodrzovany shodné izola¢ni podminky, avSak hustota,
Zivotnost a regenerace se u jednotlivych odrud lisily. Je tomu tak z divodu liSicich
se genotypu jednotlivych odrid. Genotyp ma tedy vyznamny vliv na izolaci, kultivaci

i regeneraci rostlin.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DNA deoxyribonukleova kyselina

MS Murashige-Skoog

B5 Gamborg

MES kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova
2,4-D kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova

IBA indol-3-maselna

BAP 6-benzylaminopurin

NAA naftyloctova kyselina

PEG polyethylenglykol

FDA fluorescein diacetat

BA benzyladenin

CMS cytoplazmaticka samdi sterilita

RFLP polymorfismus délky restrikénich fragmentl
RAPD nahodna amplifikace polymorfni DNA
RVP Ramcovy vzdélavaci program

SVP Skolni vzd&lavaci program
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