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Abstrakt

Pomoci asymetrické somatické hybridizace byla predana funkéni cytoplasma planého
druhu Solanum verrucosum do kulturniho Solanum tuberosum. Inaktivace bunééného jadra
u mezofylovych protoplasti Solanum verrucosum byla provedena pomoci UV zafeni o
intenzit& 370 uW c¢cm? po dobu 10 minut. U mezofylovych protoplastii Solanum tuberosum
byla inaktivovana cytoplasma pomoci metabolickych inhibitori jodoacetamidu a kyseliny
jodooctové v koncentracich 0,4 mM a 0,2 mM. Takto oSetfené protoplasty nevykazovaly
regeneracni schopnost. Tyto ozafené a metabolicky inaktivované protoplasty byly
spojovany pomoci elektrickych poli (stfidavy proud 5 V/0,5 mm, 2 — 18 s; stejnosmérny
proud 10 V/0,5 mm, 80 ps) za ucelem komplementace a potenciadln¢ pienosu zadoucich
vlastnosti. Fuzované protoplasty regenerovaly a bylo dosaZeno tvorby kalusu.
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1 Uvod

Sexualni hybridizace vyuZziva znalosti dédicnych zakonitosti, a tak vede k posilovani ur¢itych
zadoucich znakli a vlastnosti. U rostlin je ale bézné, ze nékteré druhy téhoz rodu jsou
nekiizitelné v duasledku pre- a post-zygotickych bariér. K piekonani téchto bariér jsou
vyuzivany nékteré biotechnologické postupy. Jednim z nich je somatickd hybridizace.
Nutnym ptedpokladem pro jejich vyuziti je mimo jiné i znalost strukturnich a funkcnich
zéakonitosti rostlinné buiky.

Rostlinna buiika je i ptes svoji velikost (bézné¢ 10 — 100 um) slozitd a vysoce organizovana
jednotka [1]. Oproti buiice zivocisné je rostlinna buiika opatfena buné¢nou sténou, kterd je do
jisté miry mechanickou ochranou a soucasné vnéjSi kostrou. Cytoplasmu ohranicuje
polopropustnd plasmatickd membrdna (model tekut¢ mozaiky). Z hlediska organizace je
mozné sledovat &innosti idici a vykonné. Ridici &innosti naleZeji v prvni fadé jadru, ve
kterém je ulozena dédi¢na informace v podobé DNA. V mensi mife pak semiautonomnim
organelam (plastidim a mitochondriim), které maji vlastni DNA a kromé& toho vykonavaji
specifické vykonné funkce. Mitochondrie zajistuji bunéné dychani, jehoz produktem je
energie v podobé molekuly ATP (adenosintrifosfat), kterd je vyuzivana k nejriiznéjSim
pochodim v buice. Plastidy jsou organelami, v nichz probiha fotosyntéza, mohou slouzit jako
zasobni organely. Dal§imi vykonnymi organelami je endoplasmatické retikulum (ER),
Golgiho aparat, ribozomy, vakuoly.

Somatickd hybridizace pracuje s protoplasty (bunky zbavené bunécnych stén, Obr. 1) a
vyuziva jejich schopnosti chovat se za urcitych okolnosti jako builky pohlavni, tj. splyvat
(fuzovat) v dutsledku ptsobeni specifickych fyzikalnich (napf. elektrické pole) nebo
chemickych podminek (napt. polyethylenglykol). Druhou nezbytnou schopnosti je totipotence
bunc¢k. Kazdd buiika obsahuje kompletni genetickou informaci pro cely organismus a
totipotentni bunika mé jedine¢nou schopnost diferenciace, ktera umozni zregenerovat za
vhodnych podminek celou rostlinu.
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Somaticka hybridizace umoznuje n€kolik zptisobli kombinovani genetické informace [2, 3, 4,
5] dvou riznych jedinct. Zakladnim typem je symetrickd flze protoplasti, pfi které dochazi
ke splynuti fungujicich jader i cytoplasem obou rodic¢i. Dojde tak souctu ploidie. Pii fuzi
protoplasti tetraploidni odridy bramboru s diploidnim planym druhem vznikne hexaploidni
somaticky hybrid, v jehoz jadfe jsou obsazeny vSechny chromosomy obou rodic¢t. Tato
metoda umozinuje uplatnéni cytoplasem obou rodi¢t na rozdil od sexudlni hybridizace, kde se
setkavame téméi vyhradné s matroklinni dédi¢nosti, tj. po matce. Vytvaii se tak zcela nové
kombinace gent a tito jedinci mohou byt piimo vyuziti v kiiZeni.

Druhou variantou je ozafeni jednoho z rodi¢l - donora (obvykle jsou ozafovany protoplasty
planého druhu) ionizujicim zaifenim tésné pied fizi protoplastii. Ozareni zplisobi fragmentaci
chromosomt, a tedy inaktivaci jadra. Vysledkem flze je asymetricky hybrid (obsahuje v jadre
jenom ¢ast chromosomi donora a cytoplasmu obou rodi¢ii nebo cytoplasmaticky hybrid
(obsahuje chromosomy pouze recipienta a cytoplasmu namichanou od obou rodi¢ti. Metoda
se vyuziva v pfipad€, ze chceme omezit vliv nezadoucich vlastnosti, kédovanych jadernou
DNA donora, ve vytvofenych somatickych hybridech. Hybridi musi byt roztfidéni podle
zadouci vlastnosti a vybrani jedinci se opét mohou uplatnit v sexualni hybridizaci.

Tteti variantou je dvoji oSetfeni protoplastli. Donor je ozafeny ionizujicim zafenim (zpisobi
zlomy na fetézci DNA a zamezi tak transkripci a nésledné translaci) zatimco recipient je
chemicky oSetfeny metabolickym inhibitorem (dojde k vazbé na enzymy v cytoplasmé, na
proteiny v membranach nebo na vazebna mista pro ATP; [6]). V obou piipadech se zablokuji
zivotné dulezité pochody v bunce. Dvoji oSetfeni protoplastii je samo o sobé dostateény
selek¢ni systém, protoze oSetfené protoplasty nejsou samostatné schopné dalsi existence. Fazi
oSetfenych bun€k donora a recipienta dojede ke komplementaci a vzniké aloplasmicky hybrid
s funkénim jadrem recipienta a funk¢ni cytoplasmou donora. Pti fuzi ozafenych protoplasti
planého druhu a chemicky oSetfenych protoplastii odridy bramboru dojde k ,transplantaci®
cytoplasmy tohoto planého druhu do buiky s jadrem odrady bramboru. Transplantaci
cytoplasmy se mohou do kulturniho bramboru wvnést pozitivni vlastnosti nesené
semiautonomnimi organelami plané¢ho druhu (Casto rezistence k biotickym a abiotickym
stresim) bez zatéze jeho jadernou DNA [7]. Takovyto hybrid nese jiz proslechténé vlastnosti
a navic 1épe odolava stresim, mtize byt jako matka zafazen do kiiZeni, pfipadné se stat
cilovym genotypem.

2 Material a metody

Rostlinny material

Pro izolaci protoplastl byly pouzity rostliny kulturniho bramboru Solanum tuberosum a

S. verrucosum. Rostliny byly kultivovany 4 — 6 tydni v kultivani komote s fotoperiodou
16/8 h pii intenzité osvétleni 60 umol m™ s a teploté 22 °C. Pfed izolaci protoplastli byly
rostliny umistény do tmy a teploty 10 °C na dobu 24 h za ucelem sjednoceni bunécného
cyklu.

Asymetricka somaticka hybridizace a inaktivace protoplastl

Izolace protoplastl a elektrofuze byla provedena podle protokolu [8, 9].

Protoplasty S. verrucosum byly ozéifeny UV svétlem germicidni lampou (vlnova délka
254 nm) v intenzit€ 370 pW cm? po dobu 10 minut [10].

Protoplasty S. tuberosum byly oSetfeny jodoacetamidem (IOA) v davce 0,4 mM a kyselinou
jodooctovou (I0AA) v davce 0,2 mM [10].

Fuze elektrickym polem a kultivace byla provedena podle vySe uvedeného protokolu [8, 9].



3 Vysledky

Protoplasty S. verrucosum ozafené UV svétlem nebyly schopné dalsi regenerace. Takto
oSetiené protoplasty si zachovavaly sféricky tvar 8 (maximaln¢ 13) dnt. Zcela vyjimecné byla
pozorovana regenerace bunécné stény. Piesto doslo k zaniku vsSech kultivovanych protoplastii
oSetifenych UV svétlem v uvedené davce. Kontrola — protoplasty neosSetifené UV svétlem —
regenerovala velmi dobie (bunééné stény byly pozorovany po 2 — 3 dnech a bunééné déleni
po 6 — 7 dnech.

Protoplasty S. tuberosum oSetiené metabolickym inhibitorem si zachovévaly sféricky tvar po
dobu 6 — 8 dnil, pak nasledoval kolaps. Neosetfené kontrolni protoplasty prosperovaly velmi
dobte, doslo k regeneraci bunécnych stén a k bunéénému déleni (po 5 — 6 dnech).

Osetfené protoplasty S. verrucosum a S. tuberosum byly fuzovany elektrickym polem. S
ohledem na dvoji oSetfeni protoplastli doslo k metabolické komplementaci a bylo dosazeno
regenerace bunécnych stén a bunécného deéleni, nasledované regeneraci neorganizované tkané
(tzv. kalusu).

4 7.avér

Slechténi rostlin, at je uskuteétiovano klasickymi metodami nebo biotechnologickymi
postupy, je velmi naro¢ny proces a vyzaduje mnozstvi zkuSenosti, védomosti, trpélivosti a
respektu k pfirod¢.

Fuze bunék je vyuzivano i v jinych biotechnologickych procesech napt. pii tvorbé tzv.
hybridomat, kdy jsou fuzovadny nddorové myelomové builky s lymfocyty B a vysledny
produkt — hybridni buiiky - se mnoZi rychle a trvale a slouzi k tvorb& velkych objemi
monoklondlnich protilatek. Monoklonalni protilatky jsou cetné vyuZivany v prevenci,
diagnostice ¢i k 1écbé (naptiklad k identifikaci podskupin B a T bunék pro rozliSeni typu
leukémie, k vystopovani nadorovych antigent, k napadeni nadorovych metastaz a k prevenci
problémt spojenych s transplantacemi kostni diené, k detekci zdhadnych metastdz pomoci
imuno-cytologickych analyz kostni dfené, lymfatickych uzlin apod.). Detekce malych
mnozstvi invazivnich nebo metastatickych bun€k standardnimi histologicko-patologickymi
postupy neni tak citliva.

5 Podékovani

Autoti ptispévku deékuji pracovnikim Laboratofe experimentalniho Slechténi Vyzkumného
ustavu bramborafského v Havlickové Brod¢ za umoznéni provést vlastni experimenty, za
poskytnuti informaci a cenné rady.
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Obr. 1 Rostlinné protoplasty rodu Solanum
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