Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Specialni chemicko-biologické obory

Molekulérni biologie a biochemie organismil

Helena Kocova

Androgeneze

Androgenesis

Bakalaiska prace

Vedouci prace: doc. RNDr. David Honys, Ph.D.

Praha, 2018



Podékovani:

Rada bych pode€kovala svému skoliteli doc. RNDr. Davidu Honysovi, Ph.D. za odborné
konzultace a pfipominky k pribé&hu tvorby bakalatrské prace. Zaroven dekuji vSem tém, ktefi

vetili, ze préaci zvladnu dokoncit v terminu.

Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd ¢ast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 4.8.2018

Helena Kocova



Abstrakt (Cesky)

Androgeneze v rostlinné fi$i je zajimavy jev, kdy je novy jedinec regenerovan ze samciho
gametofytu. Majici gametofyticky, tedy haploidni pocet chromozomd, tyto rostliny maji
potencialni vyuziti jak ve vyzkumu, tak i1 pro tvorbu novych genotypil. Zdvojenim genetické
informace se totiz ziskaji kompletné homozygotni rostliny, které mohou byt pouzité ke Slechténi.
Mikrospory zaroven piedstavuji unikatni systém pro studium totipotence, bunécné proliferace,
diferenciace i embryogeneze. Nicmén¢ u mnohych vyznamnych plodin a zarovei 1 u nékterych

modelovych rostlin nebyla technologie androgeneze dosud efektivné zvladnuta.

Cilem této bakalarské prace je shrnout zndmé védomosti o androgenezi, od historického kontextu
aZ po nejnovejsi poznatky, véetné metod tvorby, pribéhu vzniku, komplikaci a nakonec téz

mozného vyuziti ziskanych dihaploidnich rostlin.

Kli¢ové slova: androgeneze, samc¢i gametofyt, mikrosporova embryogeneze, pyl, totipotence,

bunééna diferenciace



Abstract (anglicky)

Androgenesis in the plant kingdom is an interesting phenomenon, in which a new individual is
regenerated from male gametophyte. Having gametophytic, i.e. haploid number of
chromosomes, these plants are potentially useful in research as well as for the generation of new
genotypes. Duplication of their genetic information then results in fully homozygous plants, that
can be used for breeding. At the same time, microspores represent a unique system for studying
totipotency, cell proliferation, differentiation and embryogenesis. However, in many important

crops as well as in some model species, such technology has not yet been efficiently managed.

The aim of this thesis is to summarize the knowledge about androgenesis, from the historical
context to the latest discoveries, including methods, development, complications and at the end

also the possible use of obtained doubled haploid plants.

Keywords: androgenesis, male gametophyte, microspore embryogenesis, pollen, totipotency, cell

differentiation



Seznam zkratek

2,4-D - Kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova — synteticky auxin

AP2 — APETALA2

ABA — kyselina abscisova

ABI3 — abscisic acid insensitive 3

AFL — ABI3 + FUS3 + LEC2

BBM - BABYBOOM

CALTECH - Kalifornsky technologicky institut

CDH3 — helikdza s chromodoménou, z angl. ,,chromodomain helicase DNA binding protein 3*
DH — dihaploidni (rostlina), dvojity haploid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ERF — ethylene response factor

F1 — prvni hybridni generace pfi kiizeni

FUS3 — FUSCA3

HAP3 — Hook-Associated Protein 3

HSP — proteiny tepelného Soku, z angl, ,,heat-shock proteins*

LEC, LEC1, LEC2 — LEAFY COTYLEDON (1, 2)

MS médium — médium pro tkanové kultury sestavené Toshio Murashigem a Folke Skoogem
PCIB — kyselina p-chlorofenoxyisobutyrova — antiauxin

QTL — z anglického ,,quantitative-trait locus®, lokusy kvantitativnich znak
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1. Uvod - co je to androgeneze

Androgeneze je zvlastni zptsob reprodukce, kdy se na vzniku dal$i generace podili pouze
geneticka informace samc¢i pohlavni buiiky (spermie u zivo€ichd, spermatické buiiky semennych
u rostlin). U pfirozené se vyskytujici androgeneze maji buiiky bud’ schopnost eliminovat
matefsky genom (Rieger et al. 1968), nebo se v samici gameté genom ziejmé viibec nemusi
nachézet (Pichot et al. 2008). V obou ptipadech je poté tieba, aby noveé vznikly jedinec byl bud’
zivotaschopny jako haploid, nebo aby byl schopen zahy duplikovat sviij genom do diploidniho

stavu. Nékteré druhy tento problém vytesily také produkei neredukovanych pohlavnich bunék.

V rostlinném svété se androgeneze piirozené vyskytuje u cypfise tassilského (Cupressus
dupreziana). U tohoto stromu je to jediny popsany zpisob reprodukce. Jeho pyl je diploidni
(Pichot and El Maataoui, 2000) a ptedstavuje tak jediny zdroj genetické informace pro dalsi
generaci, embryo je tedy klonem otcovskeé rostliny. Samici zarode¢ny vak (zifejme) neobsahuje
zadny genom a slouzi jen jako prostiedi pro vyvoj ciziho embrya. Rostlinam se tedy do samici

tkané nevyplati pfili§ investovat a produkuji jen mensi mnozZstvi Zivotaschopnych semen.

Kdyz se pyl cyptise tassilského (Cupressus dupreziana) dostane do blizkosti vajicka
ptibuzného cypftise stalezeleného (Cupressus sempervirens), ktery se rozmnozuje pohlavné (ma
redukované gamety), vzniklé embryo je diploidni a identické s otcovskou rostlinou cypiise
tassilského (Pichot et al., 2001), rostlina ma tedy zfejmé schopnost eliminovat matetsky genom.
Kdyz je naopak vajicko cypfiSe tassilského opyleno pylem cypfise stalezelené¢ho, vznikaji
haploidni, ptfipadné diploidni rostliny cypfise stalezeleného (Pichot et al., 2008). Nasledna
analyza diploidnich rostlin cypfiSe stalezelen¢ho prokazala, ze kromé tiech piipadi byly vSechny
homozygotni (Nava et al., 2010). Vznikly tedy bud’ fizi dvou gamet stejného gametofytu nebo
duplikaci genomu v ¢asné tazi embryogeneze. Na vzniku onéch tfech diploida se pak zfejmé

podilely dvé gamety ze dvou riznych gametofyti.

Opakem androgeneze je gynogeneze, kdy se na vzniku dalsi generace podili pouze
geneticka informace matetského organismu. Podle nékterych déleni se terminy androgeneze a
gynogeneze pouzivaji pouze pokud se na vzniku nového jedince podili redukovana gameta,

v ptipad¢ neredukované gamety nebo jiné bunky se jedna o paternélni ¢i maternalni apomixii.

Za paternalni apomixii se pak povazuje vyse popsany piipad cypfise tassilského, zatimco mezi
Cast¢j$i maternalni apomixie patii aposporie nebo diplosporie bézné€ se vyskytujici u mnozstvi
rostlinnych druhii. Pti diplosporii vznika zarode¢ny vak z neredukované mateiské buiky

megaspory, zatimco u aposporie se na jeho vzniku podili jina bunka nucellu. Dalsi vyvoj embrya



a semene poté pokracuje bez oplozeni. Nékdy dochazi i k tzv. adventivni polyembryonii, kdy
napiiklad vedle zygotického embrya dochazi k tvorbé embryi i z bun€k sousedicich se

zarodeCnym vakem a v budoucim semeni jich tak mize byt nékolik (vice viz Koltunow, 1993).

Androgeneze a gynogeneze se také daji souhrnné povazovat za haploidni techniky, tedy
techniky umoziujici tvorbu rostlin s gametickym poctem chromozomii. Ptipadny polyploidni
ptvod matefskych rostlin se v terminologii ¢asto zanedbava. Rostliny ziskané gametofytickou
embryogenezi majici gameticky pocet chromozomil se asto oznacuji jako haploidni, nezavisle
na tom, zda byla matetska rostlina tetraploid, jako tomu je naptiklad u tabéku virginského

(Nicotiana tabacum) nebo hexaploid jako pSenice seté (Triticum aestivum).

Ptirozeni ¢i spontanni haploidi se s nizkou frekvenci vyskytuji u fady rostlinnych druhi,
at’ uz je jejich genom paterndlniho nebo maternalniho ptivodu. Nicméné existuji metody, jak je
lze experimentaln¢ indukovat. Jedny z prvnich metod, t€Z nazyvanych klasické, zahrnovaly
v§emozné zasahy do pribéhu opyleni a vzniku diploidni zygoty, v€etné pouziti mezidruhovych
ktizenct nebo velmi vzdalenych linii t¢hoz druhu, kdy je jeden rodicovsky genom (Castéji
otcovsky) v zygoté eliminovan (Kimber and Riley, 1963). U kukufice seté (Zea mays) naptiklad
vznikly protokoly zahrnujici indukci vzniku haploidnich rostlin pomoci téchto klasickych metod
(napf. pouziti radioaktivné ozareného pylu), véetné ucinné identifikace vzniklych haploidd,
diploidizace a pfipadného dalsi vyuziti (Chase, 1969). Nékdy vznikly haploidni rostliny i pomoci
metod navrzenych spisSe pro tvorbu polyploidnich rostlin ¢i indukci pomoci riznych fyzikalnich

nebo chemickych faktora (vice viz. Kimber and Riley, 1963).

Kromeé pfirozené se vyskytujicich haploidnich technik a vySe zminénych metod existuji
také metody vyuzivajici in vitro technik a explantatovych kultur. Oproti klasickym metodam,
kdy byla vétsina haploidnich rostlin maternalniho ptivodu, zde prevlada pouzivani androgeneze
nad gynogenezi. NejspiSe proto, Ze separace a kultivace mikrospor €1 jejich derivati byva
prakticky vyrazné jednodussi nez u sami¢iho gametofytu a zaroven byva pylovych zrn mnohem
vice. Nicméné¢ existuji i pripady, kdy je regenerace haploidni rostliny mozna pouze gynogenezi,

naptiklad u cibule kuchyniské (A/lium cepa, Alan et al., 2004).

S rozvojem technik in vitro ziskdva nejvice na vyznamu pro ptipadné praktické vyuziti
prave tato uméela androgeneze. Ostatni techniky k produkei haploidnich rostlin byvaji casto
prakticky vyuzitelné jen u omezeného poctu druht, a proto bude tato prace pirevazn¢ zamétena,

s ptihlédnutim k souvislostem s ostatnimi metodami, prave na tento typ androgeneze.



2. Historie

Historie umélé androgeneze Gizce souvisi i s historii in vitro kultur. Teorie o0 moznostech
regenerace celych rostlin z jediné bunky byla formulovana jiz pocatkem 20. stoleti (Haberlandt,
1902). Trvalo vSak néjakou dobu, nez byly publikovany prvni vysledky, nebot’ bylo nutné
sestavit vhodna kultiva¢ni média, pouzit patiicné sterilizacni metody a nakonec také nalézt a

vybrat vhodny rostlinny material.

Spontanné haploidni rostliny byly pozorovany jiz ve dvacatych letech 20. stoleti. Prvni
potvrzenou haploidni rostlinou byl durman obecny (Datura stramonium, Blakeslee et al., 1922),
nicmén¢ brzy jej nasledovaly dalsi (shrnuto naptiklad v review Kimber and Riley, 1963).
Predpoklada se, Ze vétSina z nich vznikla ze samic¢iho gametofytu, ale bylo potvrzeno i nékolik
androgennich jedinci, naptiklad u tabaku byl po zkiizeni Nicotiana digluta x Nicotiana tabacum
ziskéan jeden haploidni jedinec tabaku virginského (Nicotiana tabacum, Clausen and Lammerts,
1929). Vyznam téchto haploidii vSak nebyl piili§ velky. Jejich vznik totiz byl prakticky nahodny

a Sance je ziskat byla velmi mala.

V té dobé¢ byla kultivace pylovych zrn néco neptedstavitelného, tudiz se kultivovala spise
vajicka, respektive celé semeniky. Kultivovala se naptiklad vajicka odstranéna z matetské
rostliny po opyleni a sledoval se vyvoj plodu v podminkéch in vitro (Nitsch, 1951). Pozd¢ji se
experimentovalo i s intraovaridlnim opylenim naptiklad u maku vi¢iho (Papaver rhoeas), kdy se
semenik ve spravnou dobu naplnil suspenzi pylovych zrn a nésledné se sledoval jeho vyvoj
(Kanta, 1960). Ziskana semena byla plné€ Zivotaschopna. O dva roky pozdéji byl experiment

uspésné zopakovan vcéetné kultivace semeniku v podminkach in vitro (Kanta et al., 1962).

Predpoklada se, Ze prvni, kdo zkusil kultivovat pylova zrna, byl zfejmé C.D. LaRue. Jeho
cilem bylo ziskat z pylu tkdniovou kulturu. S krytosemenymi rostlinami se mu piili§ nedaftilo, ale
nakonec byl uspeésny s pylem tisu (7axus, pravdépodobné 7. brevifolia). Své vysledky vSak
nedokazal publikovat béhem svého Zivota a po jeho smrti je za n€j zvetejnil jeho zak (Tulecke,
1959). Sam provedl 1 vlastni experimenty naptiklad s pylem jinanu dvojlalo¢ného (Ginkgo

biloba, Tulecke, 1953 a dalsi).

Prvnimi, kdo ziskali embrya z pylovych zrn, byli indi¢ti védci Sipra Guha a Satish
Chandra Maheshwari (Guha and Maheshwari, 1964). Jejich objev byl v podstaté nahodny. Satish
Maheshwari stravil pfedtim néjakou dobu v laboratofi Jamese Bonnera v Kalifornském
technologickém institutu (CALTECH) ve Spojenych statech (pozndmka v (Segui-Simarro,
2016)). Poté se vratil do Indie do laboratofe botaniky v Novém Dilli, kterou v tu dobu ved]I jeho

otec Panchan Maheshwari. Laboratof byla tehdy vybavena prakticky jen potiebami pro tkanové



kultury a mikroskopii. Napadlo jej tedy

seedling

kultivovat mladé prasniky a pomoci
pusobeni hormont ¢i jiného oSetfeni se
pokusit zménit pribéh meidzy v mitézu
nebo obracené. V té dobé€ se k nému
ptipojila Sipra Guha. K experimentu
pouzili prasniky durmanu (Datura

innoxia), protoze v oné dobé& zrovna anther

kvetl ve skleniku tamni botanické Obrazek 1: Semenacek vyristajici z prasniku.

_ o . Upraveno podle Guha and Maheshwari, 1967.
zahrady a jeho prasniky jsou velké.

Z kultivovanych prasnikl ale neCekan¢ vyrostla embrya, kterda kromé variabilniho poc¢tu déloh
vypadala jako béZna zygotickd embrya, a vyvinula se v semenacky. Autofi dva roky pozdéji
potvrdili, Ze embrya opravdu pochazeji z pylovych zrn a Ze jsou haploidni (Guha and

Maheshwari, 1966).

Popsany objev odstartoval sérii dal§iho vyzkumu. Zanedlouho byla embrya odvozena
z pylu potvrzena u dalSich rostlinnych druhti. U tabaku byla embrya ziejmé nezavisle ziskana
ve francouzské laboratofi vedené Jean Paul Nitschem (Bourgin and Nitsch, 1967) a v japonské
laboratoti (Nakata and Tanaka, 1968). V jiné japonské laboratofi ziskali nepfimou androgenezi
haploidni ryzi setou (Oryza sativa, Niizeki and Oono, 1968). Obdobny experiment se podafil 1

s brukvi zelnou (Brassica oleracea, Kameya and Hinata, 1970).

Vyzkumu francouzské laboratofe byla vénovéana pozornost az o n¢kolik let pozdéji od
vydani prvni publikace tykajici se haploidnich embryi, kdy autoti opublikovali nékolik ¢lankl ve
vyznamgjSich ¢asopisech v anglickém jazyce (Nitsch, 1969; Nitsch and Nitsch, 1969). Na tyto
¢lanky se pak €asto odkazuje v souvislosti se slozenim kultivaéniho média (tzv. Nitsch medium),
a¢ obdobné médium je popséano i v predchozich ¢lancich dané laboratofe (Nitsch et al., 1968).

Toto médium je v riznych Gpravach ¢asto pouzivano pro kultivaci prasnik.

V sedmdesatych letech se postupné hromadily objevy u mnozstvi dalSich rostlinnych
druhii. Na poc¢atku 70. let byla androgeneze potvrzena jen u o néco vice nezli 20 druhd, véetné
nekolika riznych variant a druhid tabdku (Sunderland, 1971). Do roku 1982 vsak bylo
publikovano ptes 500 ¢lanki potvrzujicich riznd dosazena stadia androgeneze u 171 druhti
patficich do 60 rodi (Maheshwari et al., 1982). Zaroven probihaly snahy o zefektivnéni
protokoll tam, kde jiz byl vznik embryi z pylu potvrzen, ptipadné vznik kalusu a z n&j nasledna
regenerace rostlin. Vznikalo mnoZstvi novych metod a zptisobl oSetfeni rostlin, coz aspoi

u nékterych druhi vedlo k vyssi uspésnosti pti ziskdvani haploidnich rostlin (viz kap. Metody).

4



Védci si jiz tenkrat uvédomovali, jaky potenciél ziskané haploidni rostliny ukryvaji.

Pokud by se je podatilo ziskat s dostatecnym vytézkem a nasledné je primét k endoreduplikaci
genomu, ziskali by v kratkém case velké mnozstvi 100% homozygotnich rostlin, téZ nazyvanych
dihaploidni (DH). Takovéto rostliny by pak byly idealni pro Slechténi, ¢asto by se usettily roky
kiiZzeni ve snaze ziskat homozygotni rostliny. Zvlast’ velky vyznam by byl u komer¢éné
péstovanych plodin, naptiklad obilnin (viz kap. Vyznam). Zaroven se vSak projevily komplikace
s tim spojené. Vytézky byly pies veskeré snahy stale malé, nedatilo se ziskat haploidni rostliny
vyznamnych plodin, piipadné byly vzniklé rostliny nezivotaschopné ex-vitro (viz kap.

Problémy).

V prub¢hu osmdesatych a devadesatych let nastal jisty utlum. Vyzkum sice stale probihal,
nicmén¢ mnozstvi publikovanych ¢lankii a novych poznaki bylo oproti bouflivéjSim
sedmdesatym létim spiSe mensi. Trochu paradoxné vSak v tuto dobu ziejmé doslo
ke zdokonaleni mikrosporovych kultur. Zatimco na po¢atku osmdesatych let prfedstavovaly
teprve vyvijejici se metodu plnou rtiznych komplikaci (Maheshwari et al., 1980), koncem
devadesatych let se jiz u nékterych rostlin pouzivala celkem bézné€ bez vétSich problémi (napf.

Hause et al., 1994; Touraev et al., 1997).

VEtsi zajem o fenomén androgeneze se znovu vratil teprve pomérné neddvno, mozna i
diky rozvoji novych technologii a védnich disciplin. V roce 2003 vysla kniha shrnujici metody
tvorby haploidnich rostlin pravdépodobné u vétSiny druhti, kde jiz byl vznik haploida v t€ dobé
potvrzen (Maluszynski et al., 2003), pfevazna Cast je vSak vénovana plodinam. Bylo jich néco
ptes 200, vyvoj tedy pfevazné smetoval (a pravdépodobné stale smétuje) spise nezli cestou
objevovani novych potencidlné vyuzitelnych druhti cestou zdokonalovani protokolii tam, kde

produkce jiz byla mozna a homozygotni rostliny jsou zddané.
3. Metody

3.1 Postup

Pokud chceme néjakym zpiisobem vyuzit rostliny androgenniho ptivodu, je vhodné
nejprve védét, jak a zda viibec je mozné je ziskat. Moznych postuptii je pritom nékolik.
Nejptavodnéjsim postupem je prasnikova kultura a z ni se pak ¢asem odvodila kultura
izolovanych mikrospor ¢i pylovych zrn. Tyto metody se daji souhrnné nazvat jako ptimé. Mimo
to existuji jesté metody nepiimé, kdy neziskdme pylova embrya, nybrz kalus. Kazdy z téchto

postupti ma své vyhody a nevyhody.



3.1.1 Prasnikova kultura

Prasnikovéa kultura ptedstavuje pomérné¢ jednoduchy a zaroven prvni objeveny postup,
pomoci které¢ho bylo mozno ziskat androgenni embrya. Zakladni protokol praSnikové kultury
pochazi od indickych védcti (Guha and Maheshwari, 1964). Brzy se vSak doc¢kal mnozstvi
nejriznéjsich Uprav a vylepSeni od riznych autori, véetné samotnych objevitell, ve snaze ziskat
bud’ vétsi mnozstvi embryi, nebo ziskat embrya u dalSich druhti rostlin. V nékterych tpravach se
pouziva i dnes. Nové byla takto ziskana naptiklad haploidni cizrna berani (Cicer arietinum,

Abdollahi and Rashidi, 2018).

V zédkladnim postupu pro kultivaci prasniki se sterilizuji celad utiznuta poupata
ve vhodném vyvojovém stadiu (viz kap. Vyvojové stddium pylu). Ke sterilizaci se obvykle
pouzivaji roztoky rtiznych sloucenin chloru. Nésledné se poupé€ otevie a steriln€ se vyjmou
prasniky, které se umisti na ptislusné kultivaéni médium (viz kap. Slozeni médii). Je vhodné, aby
kontakt prasnikii s médiem byl co nejintenzivnéj$i (Sopory and Maheshwari, 1976). Zaroven by
se béhem manipulace neméla porusit sténa prasnikti a néktefi autoii proto hned po umisténi
prasnikii na médium odstranuji nitku, pokud je to mozné (napi. Rashid and Street, 1973), protozZe
jeji pritomnost jinak mize vést ke vzniku nezddouciho kalusu z diploidnich pletiv. V jinych
ptipadech ale pfitomnost nitky ¢i dalSich kvétnich ¢asti ptili§ nevadi (Sunderland and Dunwell,
1977). Nésledné se prasniky kultivuji pfi vhodné teploté a osvétleni (viz kap. Kultivaéni

podminky) po dobu aZ n¢kolika tydnti, kdy se mohou objevit prvni embrya.

Existuje fada modifikaci tohoto zakladniho protokolu. Casto se pouZivé napiiklad
chladové ptedpiisobeni na celd poupata predchazejici samotnou kultivaci (viz kap. OSetieni pred
kultivaci). Dalsi moznou modifikaci mtze byt tieba rozlisSeni indukcniho a kultivacniho média

nebo Casta subkultivace.

Na pomezi mezi prasnikovou kulturou a kulturou izolovanych pylovych zrn stoji metody,
kdy se po kratké kultivaci prasnikii pylova zrna bud’ izoluji, nebo se zahy samovolné uvolni.
Kratka indukce prasnika pred izolaci mize poskytovat lepsi vynosy, nezli samotna prasnikova
kultura nebo mikrosporova kultura (napt. Reinert et al., 1975). OSetieni Ize také kombinovat ¢i

nahradit ptisobenim chladu na cela poupata (vice viz kap. Oseteni pied kultivaci).

Jinou metodou je kultivace prasnikii na hladin€ tekutého média. Z praSnikua se poté
samovoln¢ uvolni pylova zrna, ktera jsou déle kultivovdna voln¢ rozptylena v médiu (napf.
Supena et al., 2006). V kombinaci s naptiklad chladovym ptfedoSetienim Ize pak opé&t ziskat vyssi

Vynosy.



3.1.2 Kultura izolovanych mikrospor

Mimo kultivace celych prasnikii je také mozna kultivace izolovanych mikrospor ¢i
pylovych zrn. V idedlnim ptipad¢ tento zplisob piinasi n€kolik vyhod (shrnuto napft. v Ferrie and
Caswell, 2011). Pfedné se eliminuje mozna kontaminace haploidnich embryi diploidnim
pletivem ze stén prasnikli. Dale vyvijejici se embrya nejsou omezena malym prostorem
v praSniku plném mnozstvim dalSich pylovych zrn a embryi a také se odstrani ptipadny negativni
vliv moznych inhibitorl z pras$nikovych stén. Kultivace izovovanych mikrospor kone¢né také

umoznuje presné€jsi studium, jak vyvoj embryi z pylu vlastné probiha.

Nicméné hned zpocatku bylo zjisténo, Ze praktické provedeni rozhodné neni snadné. Zda
se, ze je tieba nahradit veSkeré nezbytné latky, které pylova zrna z prasnikii v praSnikovych

kulturach ziskavaji. Nitsch and Norreel (1973) k tomu naptiklad pouzily odvar z prasnik.

S dal$im vyzkumem, hlavné stresovych odpovédi, se vSak ukazalo, ze kultivace
izolovanych pylovych zrn nemusi pfedstavovat nefeSitelny problém. S pouzitim vhodného
stresového oSetieni 1ze u nékterych rostlin indukovat pylovou embryogenezi i u izolovanych
mikrospor (napt. Touraev et al., 1997), aniz by bylo nezbytné pouzit né¢jaké obzvlast’ slozité
médium. Bézné pouzivané protokoly obvykle zahrnuji izolaci pylovych zrn, indukci
embryogeneze pomoci stresového osetieni (ptipadné v opacném poradi), kultivaci a regeneraci
embryi ¢i semenackd.

K separaci mikrospor byva vhodné vyuziti centrifugace. Casto se pouziva naptiklad
v percollovém gradientu (Touraev et al., 1996b), nebo v hustotnim gradientu sacharézy
(Maraschin et al., 2003) ¢i maltozy (Kasha et al., 2001b). Mimo izolaci mikrospor pfedstavuje
centrifugace sama o sob¢ potencidlni stresor ovliviiujici naptiklad asymetricnost prvni pylové
mitdzy, ktery mize zvysit pylovou embryogenezi. TéZ je mozné na zakladé pylového
dimorfismu oddélit potencidlné embryogenni pyl od neembryogenniho. A¢ se zda, ze pylovy
dimorfismus mize byt pfitomen jiZ na neoSetiené matetské rostlin€ a nemusi tedy pfedstavovat
rozdil v morfologii a vlastnostech embryogenniho a neembryogenniho pylu, rozdélenim téchto

odlisnych pylovych zrn lze ziskat frakci s mnohem vyssi frekvenci tvorby pylovych embryi

(Touraev et al., 1996b).

3.1.3 Neprima androgeneze

Neztidka se stava, ze pylovou embryogenezi, alespon prozatim, nelze indukovat pfimo.
Nicméné za urcitych podminek se dafi indukovat aspont bunécné déleni a zformovani kalusu.

Z n¢j pak miize byt mozné indukovat embryogenezi sekundarné (napt. Abdollahi and Rashidi,



2018), mnohem castéji se vSak rostlina regeneruje organogenezi. Pisobenim riistovych
regulatorti (v tomto pfipad¢ cytokininil) se nejprve indukuje tvorba prytu, a poté se explantat
pfesadi na médium bez hormonti, aby vytvofil koteny. Takto byl ziskan naptiklad prvni haploidni
housenicek thaltv (Arabidopsis thaliana, Gresshoff and Doy, 1972) nebo nov¢ aktinidie

vyznaéna neboli kiwi (Actinidia arguta, Wang et al., 2018).

AC¢ se nejedna o pylovou embryogenezi v pravém slova smyslu, vychozi material i
vyznam takto ziskanych rostlin je velmi podobny. Oproti pfimym metoddm ma vSak n¢kolik
nevyhod. Pouziti stadia kalusu v explantatovych kulturach obecné s sebou nese rizika zmeén
genetické informace. Mlze dochazet k riznym zménam v poc¢tu chromozomt — aneuploidiim,
polyploidiim, pfipadné mixoploidiim atd. Riziko byva tim vétsi, ¢im déle trva kultivace ve stadiu
kalusu (Santos-Serejo and Aguiar-Perecin, 2016). Obdobné nasledky mize mit i pouziti napf.
mitotickych jedi jako je kolchicin (Martin and Widholm, 1996). Prakticky téz muze byt
nemozné ziskat haploidni rostlinu, ptipadné jen s velmi malou frekvenci (napf. u kiwi Wang et
al., 2018, a¢ zde je to téz dano variabilni ploidii vychoziho materialu). Pokud je mozné ziskat
rostlinu pfimou embryogenezi, od nepfimé androgenese se spiSe ustupuje. Nicméné pokud nam
jde pouze o produkci homozygotnich dihaploidi a nepotifebujeme piimo haploidni rostliny, tento

postup miize byt dostacujici.

3.2 Faktory ovliviiujici pylovou embryogenezi

Na pritbéh pylové embryogeneze ma vliv mnozsvi nejriiznéjsich faktort — od variabilnich
vlastnosti vychoziho materialu pies jeho staii a fyziologicky stav, zplsob oSetfeni az po fyzikalni

faktory v pribéhu kultivace.

3.2.1 Slozeni médii

Média a jejich sloZeni jsou nezbytnou soucasti vSech metod vyuzivajicich in vitro
technik. Jako zéklad se ¢asto pouZzivaji média navrZzena pro tkanové kultury, bézné byva MS
médium (Murashige and Skoog, 1962), ptipadné star§si Whitovo médium (White, 1954). Tato
média obsahuji zakladni mineralni ziviny nezbytné pro rist a vyvoj rostlin, naptiklad zdroje
dusiku nebo fosforu ve vhodné form¢. Dale pak obsahuji nékteré organické slouceniny, hlavné
vitaminy. Zdrojem uhliku a energie byva zpravidla sachar6za a médium mtize byt ztuzeno

agarem.

Podobné slozeni ma i Nitschovo médium (Nitsch and Nitsch, 1969), které bylo navrzeno

piimo pro kultivaci prasnika a indukci pylové embryogeneze. Samotna indukce ziejmé



nevyzaduje piilis§ slozité médium. Nejjednodussi médium, na kterém byla Gspésné indukovana
pylova embryogeneze, obsahovalo pouze sachardzu a agar (Nitsch, 1969), nicmén¢ vyvoj embryi
se zastavil v globularnim stadiu. Pro dalsi vyvoj je zdliraziiovana nezbytnost zdroje Zeleza,

obvykle v chelatované forme.

Zakladni média byvaji Casto upravovana. Nékdy mize byt vhodné manipulovat
s koncentracemi jednotlivych minerélnich zivin, pokud ma dana rostlina specifické pozadavky.
Castéji se viak piidavaji naptiklad riizné riistové regulatory, nejéast&ji auxiny, cytokininy,
ptipadné gibereliny, které mohou mit pozitivni vliv na pribéh embryogeneze ¢i regeneraci
rostlin. BéZzn¢ se pouziva naptiklad synteticky auxin kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D,
napt. (Abdollahi and Rashidi, 2018), v nékterych ptipadech vSak paradoxné pouziti anti-auxinu
(naptiklad PCIB) mlze zvysit vytézek embryi (Agarwal et al., 2006). Pozitivni vliv na prib&éh
mikrosporové embryogeneze muze mit i kyselina abscisova (ABA, Ahmadi et al., 2014), jeZ se

podili hlavné na stresové odpovédi (shrnuto v Cutler et al., 2010).

Hlavné zpocatku se do médii ptidavaly také komplexni, Spatné definovatelné slozky
ptirodniho ptivodu jako je kokosova voda (pouzili jiz Guha and Maheshwari, 1964), hydrolyzat
kaseinu, kvasnicovy extrakt nebo $t'ava z riznych plodi. Velmi brzy se vSak objevily snahy
zjistit, které konkrétni molekuly jsou pro vznik embryi nezbytné, které mohou byt prospésné a
které Ize z médii naopak eliminovat. Od téchto komplexnich slozek se tedy spiSe upousti a
pouzivaji se jen ziidka.

Zajimavy efekt na indukci androgeneze mé kultivace mikrospor na médiu spole¢né
s vajicky (Lantos et al., 2009), ptipadné na médiu jimi ptedplisobeném (Zheng et al., 2002).
Pozitivni efekt mize mit téz kultivace mikrospor na médiu, které bylo ptedpiisobeno pomoci
aktivné rostoucich mikrosporovych kultur jiného, Casto dobie indukovatelného rostlinného druhu
(Sidhu and Davies, 2009). Piedpoklada se, ze aktivné rostouci kultury uvoliiuji do média néjaké
signalni molekuly podporujici indukci bunééného déleni, a¢ presny mechanismus uc¢inku zatim

neni znam.

Ptidani agaru do média neni nezbytné. Samotny agar je v podstaté rostlinného ptivodu, a
pokud neni dostate¢né Cisty, mize obsahovat latky, které mohou negativné ovlivnit vyvoj
pylovych embryi i jinych rostlinnych explantati. Byly potvrzeny ptipady, kdy kultivace praSnika
na hladiné tekutého média zvysila tvorbu embryi oproti kultivaci v identickch podminkach na
agarem ztuzeném médiu (napf. u tabadku - Wernicke and Kohlenbach, 1976). Mimo mozné
ptitomnosti inhibitord v agaru se predpoklédda i usnadnéni difuze potencidlnich inhibi¢nich latek

uvoliujicich se ze samotnych prasnika.



Lepsich vysledku se také dosahlo piidanim aktivniho uhli do média. Diky svym
adsorb¢nim vlastnostem muize aktivni uhli vyvazat nezadouci inhibitory pfitomné v médiu a
nékolikanasobné tak zvysit mnoZstvi ziskanych embryi (Anagnostakis, 1974). Re$enim miize byt
také pouziti CistSich (ale zaroven drazsich) forem agaru ¢i agardzy (Kohlenbach and Wernicke,
1978). Pouziti aktivniho uhli v tekutém médiu mé ale naopak spiSe inhibi¢ni ti¢inek a vytézek
snizuje (Wernicke and Kohlenbach, 1976). Také mtlize krom¢ potencidlnich inhibitorti vazat téz
rustové regulatory i jiné komponenty médii (Weatherhead et al., 1978). Aktivni uhli se vSak

stale pouziva i v nékterych recentnich protokolech (napt. Copetta et al., 2018).

Jako zdroj uhliku v médiu se €asto pouZziva sachardza, nejcastéji v koncentraci kolem 2-
3 %. V nékterych ptipadech vSak miize byt pro indukci embryogeneze, zvlast u mikrosporovych
kultur, vhodné pouzit i 10% a vice (osmoticky stress — napt. Lichter, 1982), nebo zdroj uhliku
v induk¢ni fazi naopak uplné vynechat. Pak se jedna o stres hladovénim (Touraev et al., 1996b).
Alternativnim zpiisobem miZe byt téZ pouZiti pro dany rostlinny druh nemetabolizovatelného

sacharidu. Casto se pouziva napiiklad mannitol (Munoz-Amatriain et al., 2006).

3.2.2 Genotyp

Podstatnym faktorem ovliviiujicim androgenezi je genotyp. Tento efekt byl patrny jiz
témet od pocatku vyzkumu, kdy se védei pokusili indukovat pylovou embryogenezi u nékolika
blizce ptibuznych druhi nebo u riznych kultivart téhoz druhu. Naptiklad J. P. Nitsch (1969) se
pokusil o indukci embryogeneze u 12 druht tabdku (Nicotiana), Gspésny byl ale jen u péti z nich.
O néco pozdé&ji bylo na jednom z testovanych médii mozné ziskat kalus pouze u jediného
z dostupnych genotypi indické ryze (Lentini et al., 1995) a celkové byva mnozstvi

regenerovanych rostlin nizsi oproti japonskym variantam.

Nelze vSak absolutné fici, Ze u n¢kterych variet je androgeneze nemozna. Pfi jistém
osetfeni nemusi byt bunééné d€leni u pylovych zrn viibec pozorovano, ale pii pouziti
vhodnéjSich metod mize byt mozné ziskat zivotaschopné semenacky. Naptiklad Amos a Scholl
(1978), ac s pouzitim nepiimé androgeneze, Uispé$né regenerovali haploidni semenacky
housenicku u nékterych linii, u kterych to ptedtim nebylo mozné (Gresshoff and Doy, 1972).
Znamena to vsak, Ze je Casto tfeba vypracovat specialni protokol pro kazdy rostlinny druh i pro

rizné varianty téhoz druhu.

U néekterych Spatn¢ indukovatelnych, rostlinnych druhti ¢i variant, pfipadné u druhti, kde
obtizn€ dochazi k regeneraci rostlin, se predpoklada pfitomnost mnozstvi recesivnich letalnich

genu. Tyto problémy ziejme souvisi téz s imbredni depresi. Naptiklad u pSenice jsou k indukci
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pylové embryogeneze a k regeneraci Zivotaschopnych semenackl zfejmé potiebné
D chromozomy (Lazaridou et al., 2016), coZ je v ramci historie kulturni pSenice ,,nejnovejsi-
soucast genomu. Bez téchto chromozomi se tvoii mnohem méné embryi a Zddné z nich se

nepodaftilo regenerovat v zelené semenacky.

3.2.3 Vyvojové stadium pylu

Embrya z pylu je u riznych druhii mozZzné ziskat od stadia pylové tetrady ptes
jednobunécné mikrospory az po ¢asné stadium dvojbunééného pylu. U tabaku byla s pouzitim
ruznych metod ziskédna embrya ze vSech téchto vyvojovych stadii: ze stadia pylové tetrady
v japonské laboratoti (Nakata and Tanaka, 1968), z mikrospor ve francouzské laboratoti (Nitsch,
1969), a v anglické laboratoti z mikrospor 1 z ¢asného dvojbunééného pylu (Sunderland and
Wicks, 1971). Embryogeneze z pylovych zrn v tetrad€ vSak nebyva pfili§ Casta a nejcastéji se
pouziva praveé mikrospor nebo ¢asného dvojbunééného pylu. Tato stadia byvaji ¢asto

nejvhodnéjsi a v zavislosti na pouzité metod¢€ mivaji nejvyssi vytézky.

Obrazek 2: Jednotliva vyvojova stadia pylovych zrn, vyznacena stadia jsou nejvice vhodna k
indukci androgeneze

Limitujicim faktorem ve vyvoji pylu, kdy vétSinou jiZ nelze indukovat pylovou
embryogenezi, byva akumulace skrobu. Pylova zrna obsahujici v dobé indukce embryogeneze
veétsi mnozstvi Skrobu jej pfevazné dale hromadi a embrya vétSinou netvoii (Rashid and Street,
1973). Vyjimku tvofi ziejmé pyl brukve zelné, kde 1ze d€leni indukovat i u téméf zralého pylu
(Kameya and Hinata, 1970, Sunderland, 1971). Zaroven se vSak pylova zrna u tohoto rostlinného
druhu lisi od vétSiny ostatnich pouzivanych rostlin tim, Ze jsou v dob¢ dozrani v prasnicich
trojbunécna.

V praxi je téz vhodné védét, kdy se se pylova zrna nachéazeji v pozadovanam vyvojovém
stadiu. Otvirani jednotlivych poupat a prasnikii a mikroskopické pozorovani pylovych zrn
v kazdém z nich je znacné pracné, tudiz se hledaly jednodussi metody. Nitsch (1969) tieba zjistil,
Ze u tabaku je zna¢nd korelace mezi vyvojovym stddiem kvétu a pylovych zrn. Indi¢ti védci
u durmanu potvrdili vztah mezi vyvojovym stadiem pylu a velikosti prasniku, nicméné velikost
poupéte a prasnikt si ne vzdy odpovida (Sopory and Maheshwari, 1976). Casto se tedy

k velikosti a vyvojovému stadiu poupéte piihlizi (udava se napiiklad velikost poupéte a srovnani
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délky kalisnich a korunnich listki1), a¢
nékdy byva vhodné pouziti i jiné metody
k ovéfeni presného vyvojového stadia
pylovych zrn. V nékterych ptipadech se
tteba pylové zrna z jednoho nebo nékolika
malo prasnikt z kazdého kvétu pozoruji
pod mikroskopem, aby se spravné
vyvojove stadium pylu ovéfilo (napf.

Copetta et al., 2018).

Vyvojové stadium pylu ma kromé

) ' Tabacum). Upraveno podle Nitsch 1969.
ziskanych embryi jeste dalsi vliv. Embrya

a semenacky ziskané z mladsich vyvojovych stadii (obvykle jednobunéénych) byvaji castéji
haploidni, zatimco u starSich pylovych zrn se Casteji vyskytuji vyssi ploidie. Toto bylo potvrzeno
naptiklad u durmanu (Engvild et al., 1972), tabadku (Engvild, 1974) nebo petunie (Petunia
axillaris, Engvild, 1973), a¢ zastoupeni vyssich ploidii se mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy

li$i. Zatimco tabdk tvoii pievazné haploidni embrya, petunie jsou témét vyhradné triploidni.

3.2.4 Osetreni pred kultivaci

Osetteni prasnikll nebo celych poupat pied samotnou kultivaci miize mit pozitivni vliv
na pribéh pylové embryogeneze a zvysit mnozstvi ziskanych embryi. Casto se pouzivéa chladové
oSetteni, kdy se Cerstvé odstranéna kvétni poupata nechaji pii teploté prevazné kolem 3-5 °C
po dobu n¢kolika dni. Doba oSetieni a piesna teplota se Casto 1isi protokol od protokolu, Colette
Nitsch (1974) naptiklad pted izolaci pylovych zrn nechala poupata tabaku pii 5 °C po dobu
48 hodin, v jiném piipad¢, Tyagi et al. (1979) oSettili poupata durmanu 4 °C po dobu 4 dni.

U indické ryze se ukéazalo nejvhodnéjsi osetieni pii 10 °C po dobu 8-10 dni (Mishra et al. 2013).
Nejvhodnéjsi vyvojové stadium pylu k chladovému oSetteni je ziejme tésné pred prvni pylovou
mitézou (napf. Tyagi et al., 1979; Zapata-Arias, 2003). PouZiti chladového oSetfeni se

v nékterych ptipadech ukazalo prakticky nezbytné pied kultivaci izolovanych pylovych zrn
(Nitsch and Norreel, 1973).
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3.2.5 Kultivaéni podminky

Vliv na pribéh embryogeneze maji rozhodné také podminky, pti kterych se prasniky
nebo izolovand pylova zrna kultivuji. Podstatnym faktorem je teplota v kultiva¢ni mistnosti.
Experimenty u durmanu ukdazaly, ze pro uspéSnou embryogenezi je optimalni teplota kolem
25 -30 °C (Sopory and Maheshwari, 1976). Pti nizSich teplotach produkce embryi prudce klesa,
pokud viibec néjakd embrya vzniknou. Podobné pozadavky ma i tabdk (Sunderland, 1971),
pSenice (Barnabas, 2003) a zfejmé i vétSina ostatnich rostlinnych druhi. V nékterych ptipadech
muze byt prospésné kultivovat prasniky nejprve pii vyssi teploté a po n€kolika dnech az tydnech

teplotu sniZit, naptiklad u fepky (Pechan et al., 1991).

Jisty benefi¢ni ucinek miize mit 1 osvétleni, a¢ pro samotnou indukci zfejmé neni
nezbytné. Asi nejcastéji pouzivané a vhodné pro vétSinu druhi je stfidani period osvétleni a
period tmy, i kdyz konkrétni fotoperioda se Casto 1isi mezi jednotlivymi protokoly. Nékdy muiize
byt vhodné provést kultivaci asponi prvnich nékolik dni po tmé (Pechan et al., 1991) a aZ pii
regeneraci rostlin prenést kultury pod osvétleni s urcitou fotoperiodou. Kultivace pii

nepfetrzitém osvétleni se vSak zda spiSe inhibi¢ni (Sopory and Maheshwari, 1976).

Dalsi kultiva¢ni podminky, jako je pH média, jsou ziejmé obdobné jako u jinych
explantatovych kultur, a¢ né¢kdy mtize mit vyssi pH pozitivni vliv na indukci embryogeneze

(Barinova et al., 2004).

3.2.6 Fyziologicky stav materské rostliny

Jako u jinych in vitro kultur, vliv na pylovou embryogenezi ma i fyziologicky stav
matetské rostliny, ze které byl vychozi material odebran a podminky, pii kterych rostla. Nekdy
byva vhodné pro lepsi odpovéd’ na indukci pylové embryogeneze péstovat rostlinu pied
odebranim materialu nékolik dni pii urcité teploté, naptiklad u jednoho druhu tabaku (Nicotiana
knightiana) se ukézala byt vhodna spise vyssi teplota (20-30 °C, Sunderland and Dunwell,

1977). U jinych rostlinnych druhti mze naopak mit pozitivni G€inek péstovani matetské rostliny
pti niz$ich teplotach, pro zimni odriidu jeCmene setého (Hordeum vulgare) je ideélni teplota
kolem 12 °C (Kasha et al., 2003). Dalsim faktorem je fotoperioda, pylova zrna nékdy poskytuji
vetsi mnoZzstvi embryi, pokud se matetska rostlina péstuje pti kratkém dni (napt. Heberle-Bors
and Reinert, 1979). Vliv mliZze mit i dostupnost Zivin. V nékterych ptipadech byly pozovany lepsi
vytézky, pokud méla matetska rostlina zivin dostatek (Heberle-Bors and Reinert, 1979), nicméné

muZe tomu byt 1 obraceng.
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Jisté rozdily v GispéSnosti androgeneze byly pozorovany i mezi jednotlivymi kvéty
v ramci celych kvétenstvi, respektive u rostlin rtizného stati. V nékterych ptipadech jsou
praSniky z prvnich poupat vhodnéjsi a vytézky embryi jsou o néco vyssi nezli u prasniki
sklizenych z pozd¢&ji vytvorenych poupat. Toto bylo pozorovano naptiklad u tabaku
(Anagnostakis, 1974, Sunderland, 1971), u ruliku zlomocného (Atropa belladona, Rashid and
Street, 1973) nebo u rajcete jedlého (Solanum lycopersicum, Shtereva et al., 1998). Pfedpoklada
se, Ze se stafim rostliny se miize snizovat zivotaschopnost pylu, coz bylo v jiné souvislosti
pozorovano naptiklad u hluchavkovitych rostlin ozanky (7eucrium capitatum), majoranky syrské
(Origanum syriacum, (Rodriguez-Riano and Dafni, 2007) ¢i klasnatky (Elsholtzia rugulosa,
(Zhang and Wolfe, 2016). V jinych ptipadech vSak zadny rozdil pozorovan nebyl (Johansson and
Eriksson, 1977).

3.3 Tvorba dihaploidnich rostlin

Rostliny ziskané pylovou embryogenezi byvaji obvykle haploidni a tudiz 1 sterilni. Aby
bylo mozné vyuzit rostliny k dal§imu kfiZeni, je nutné obnovit jejich fertilitu. Toho 1ze dosahnout
endoreduplikaci genomu do diploidniho stavu. Vzacné k tomu i dochdzi spontanné, a¢
u nékterych rostlinnych druhti mize byt regenerace spontannich diploidii pomérné Casty jev.
Pro praktické vyuziti ostatnich rostlin je nicméné vhodné duplikaci genomu indukovat (shrnuto
napiiklad v Castillo et al., 2009). Asi nejznaméjSim zpiisobem je pouziti kolchicinu, coZ je
mitoticky jed, ktery brani spravné funkci déliciho vieténka a rozchodu chromozomt béhem
mitoézy. Vhodnou fazi pro aplikaci kolchicinu jsou spiSe ¢asna vyvojova stadia, kterd maji maly
pocet pravideln¢ se délicich bun€k. Pokud nechame kolchicin ptisobit pravé po dobu jednoho
celého bunééného cyklu ve vSech buiikach, dojde ke zdvojeni mnozstvi DNA v jadie a ziskdme
diploidni rostliny. V praxi ale také ¢asto dochazi ke vzniku riznych aneuploidii, ptipadné se

ploidie v ramci jednotlivych ¢asti rostliny mize lisit (Martin and Widholm, 1996).

Jinou moZnou metodou je kalogeneze a nasledné organogezene (Nitsch et al., 1969).
Na ¢asti haploidni rostliny se indukuje tvorba kalusu. Ten se poté po néjakou dobu subkultivuje,
nez se opét indukuje organogeneze, pripadné embryogeneze, a regeneruje se celistva rostlina.
Vzniklé rostliny pak mohou byt diploidni. Ziejmé je to dano jistou genetickou nestabilitou
kalusu, kdy ¢asto dochazi ke spontannim zméndm v genomu, podobné¢ jako po piisobeni

kolchicinu (napt. Santos-Serejo and Aguiar-Perecin, 2016).
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4. Prubéh vyvoje pylovych embryi

Vyvoj pylovych embryi se da rozdelit do nékolika castecné se prekryvajicich fazi
(Maraschin et al., 2005b). V prvni fazi musi nezralé pylové zrno ziskat embryogenni potencial.
Pomoci stresu dochazi k inhibici vyvojového programu zodpovédného za diferenciaci ve zraly
gametofyt a namisto toho se spusti alternativni cesta vedouci k tvorb¢ sporofytu. V této fazi je
Casto zvysena exprese genl stresové odpovedi. TéZ se rozhoduje o priibéhu prvniho bunééného
déleni (pokud jiz neprobehlo) a v zavislosti na tom se jednotlivé bunky mohou ale nemuseji
podilet na vyvoji budouciho embrya. V druhé fazi dochazi k iniciaci bunééného déleni a tvorbé
mnohobunécnych struktur, stale uzavienych v exiné€. Na iniciaci této faze se jiz podileji regulacni
geny vétsiho ucinku. V treti fazi pak dochazi k prasknuti exiny, uvolnéni masy bunék a nasledné
diferenciaci v embrya podobnou cestou, jako u embryi zygotickych. Na ptechodu mezi druhou a

treti fazi se zfeyme stanovi budouci polarita embrya.

4.1 Morfologické znaky a polarita embryogennich pylovych zrn

Pii indukci pylové embryogeneze byly Casto hledany znaky, pomoci kterych lze v ¢asné
fazi indukce rozlisit embryogenni pylova zrna od neembryogennich. Vyraznym morfologickym
znakem (ac¢ nemusi byt pfitomen u vSech druhti) je tzv. hvézdu piipominajici struktura (z angl.
star-like structure, (Touraev et al., 1996a), kdy se jadro nachazi ve stiedu buiky obklopeno
provazci cytoplasmy a fragmentovanou vakuolou. Oproti neembryogennimu pylu tato zrna

obsahuji jen minimum Skrobovych zrn (viz Obrazek 4).

Zatimco u zygotického embrya se polarita embrya urcuje jiz pred prvnim bunéénym
délenim zygoty, u pylovych embryi se tak déje zfejmé az v dobé€ kolem prasknuti exiny a
uvolnéni globuldrni masy bunék. Experimenty u fepky (Hause et al., 1994) ukézaly, ze v misté
prasknuti exiny vznika pozd¢ji apikalni meristém a délohy, zatimco na opacném polu se
diferencuje budouci zéklad kotene. U je¢mene (Maraschin et al., 2005a) samotné prasknuti exiny
ziejmée predchéazi programovand bunécénd smrt generativni buniky nebo jejich derivati,
nachdazejicich se na tomtéz misté. Dalsi vyvoj proembrya je pak velice podobny zygotické
embryogenezi — od globuldrniho stadia ptes srdcité a torpédovité az po zralé¢ embryo. Vzhledem
se od zygotického embrya liSi pouze variabilnim poctem déloh, kterych mtize byt tieba 1 deset
(pozorovali jiz Guha and Maheshwari, 1964) nebo mohou mit abnormalni tvar (Nitsch, 1969).

Nékterd pylova embrya dokonce maji i struktury podobné suspensoru (Hause et al., 1994).
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Obrazek 4: a - pylova zrna tabdku na pocatku kultivace, b, ¢ - po 6 dnech, a, ¢ — Skrobova zrna
obarvena acetokarminem. Upraveno podle Touraev et al., 1996a, schéma Shariatpanahi et al.
2006.

4.2 Puvod pylovych embryi

Cest vedoucich ke vzniku embryi z pylovych zrn je moznych hned nékolik. Rtzné
moznosti prib¢hu prvnich bunéénych déleni a z nich nasledny vznik pylovych embryi byly
popsany jiz dfive (Sunderland and Evans, 1980), pomérn¢ recentné vsak byly vS§echny dosud
znamé cesty pozorovany s ruznou frekvenci u mikrospor je¢cmene (Daghma et al., 2014). Prvnim
moznym zpiisobem prubéhu pylové embryogeneze je indukce jednobunécénych mikrospor.
Mit6za nésledné probiha symetricky a vznikaji dv€ podobna jadra, kterd se pak rovnocenné
podili na vzniku embrya. U druhé varianty probihé prvni bunééné déleni asymetricky a vznikaji
dvé odlisné bunky. VéEtsi vegetativni buiika poté pokracuje v déleni a ddva vzniknout budoucimu
embryu. Mensi generativni buiika se mize az n¢kolikrat rozd€lit, nicméné jeji derivaty vétSinou
zanikaji. A€ v n€kterych piipadech byly derivaty generativni buniky pozorovany Zivé i
v pozdé&jich fazich tvorby mnohobunéénych struktur, jejich podil na tvorbé embryi se vzhledem

k rozdilnému stavu jaderného chromatinu spise nepredpoklada.

Jaderné fuze jsou zfejmé pomérné Casty jev (Daghma et al., 2014), ktery se muze udat
v jakékoliv fazi vyvoje pylovych embryi. K opétovné fuzi jader mize dojit napiiklad pokud selze
naslednd cytokineze nebo tvorba bunécné stény (napi. Kasha et al., 2001a). Zatimco fuze jader
v Casné fazi vyvoje dava vznik spontanné diploidnim embryim, pfi fuzich v pozd€jsich fazich

mohou vznikat chimérni rostliny.
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S rtiznou frekvenci se jednotlivé cesty ziejmeé mohou vyskytovat u 1 vétSiny ostatnich
rostlinnych druhii a v zavislosti na druhu a typu stresu pouzitém k indukci embryogeneze néktera
z nich prevazuje (Touraev et al., 1997). Casto miize také za danych podminek jedna cesta vést
ke vzniku zivotaschopného embrya, zatimco u alternativni cesty se vyvoj v ur¢itém stadiu

zastavi (Maraschin et al., 2005a).

4.3 Geneticka regulace

Béhem pylové embryogeneze musi dojit k represi programu diferenciace ve zralé pylové
zrno a zaroven se musi aktivovat alternativni cesta vedouci ke vzniku embrya. Toto je spojeno i
se zmeénami ve hladindch exprese jednotlivych genti. N&které se pii piepnuti cesty na vznik
embrya piepisuji a prekladaji méné a jiné naopak vice. Genova exprese se téz 1iSi mezi asnou a
pozdni fazi indukce embryogeneze a regenerace embryi. Zatimco na pocatku se ptepisuji hlavné
geny specifické spise pro stresové odpovédi, v pozdé€jsich fazich se jedna o regulatory genové

exprese specifické pro embryogenezi.

4.3.1 Casnd fdze indukce embryogeneze

Jedny z prvnich gent, jejichz exprese se zvysi jiz béhem indukce embryogeneze, byvaji
geny stresové odpovédi. Casto to byvaji naptiklad geny chranici bunééné struktury, jako jsou
proteiny tepelného stresu (angl. heat shock proteins, HSP), pokud byla embryogeneze
indukovéana tepelnym Sokem (pfedpoklada napt. Pechan et al., 1991), nicméné v jinych

pripadech jejich zvySena exprese neni nezbytna (Zhao et al., 2003).

Dalsimi geny mohou byt proteolytické geny, jejichz exprese vede k degradaci pylové
specifickych proteini a k reutilizaci komponent. Proteomické analyzy ukéazaly, ze v asné fazi
indukce embryogeneze dochazi ke zménam v proteomu (napt. Pechan et al., 1991).

V embryogennim pylu se objevuji proteiny, které se ve stejné starém neembryogennim pylu
nevyskytuji bud’ vitbec, nebo jen v minimalni mife, jiné proteiny naopak mizi. Zaroven

u embryogennich mikrospor dochézi k celkovému snizeni komplexity proteomu. Pfedpoklada se,
ze se muze jednat o dediferenciaci bun¢k v dasledku inhibice diferenciace ve zrala pylova zrna.
Ptevazné pylové specifické proteiny se piitom ziejme nadale nesyntetizuji, coz potvrzuji

1 pozd&jsi analyzy transkriptii (Maraschin et al., 2006), nebo jsou degradovany aktivitou proteaz.

Mimo primarni degradace proteind specifickych pro zraly pyl a dediferenciace bunék
hraji protedzy v prubéhu pylové embryogeneze jeste dalsi role. Nékteré se napiiklad podileji na

regulaci bunééného cyklu (napt. Genschik et al., 1998). Pro tispéSnou regeneraci zelenych rostlin
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je zfejmée nezbytna i plastidova proteaza FtsH, podilejici se na degradaci poskozenych ¢asti

fotosystému (Yu et al., 2004).

4.3.2 Regulatory genové exprese

Naprosto klicovou tlohu hraji pti ptepnuti vyvojovych drah regulatory genové exprese,
zejména transkripcni faktory. Jednim z vyznamnych regulacnich genti se zvySenou expresi
v prub¢hu embryogeneze je BABY BOOM (BBM, Boutilier et al., 2002). Jedna se o transkripéni
faktor obsahujici DNA vazebnou doménu nazyvanou AP2, jenz je velmi podobnd doménam
u proteintl z rodiny AP2/ERF (od APETALA2 a ETHYLENE RESPONSE FACTOR). Tato
rodina se da rozdélit do dvou podrodin (Moose and Sisco, 1996; Zhou et al., 1997) v zavislosti
na poctu DNA vazebnych domén. Zatimco proteiny v podrodin€ ERF obsahuji pouze jednu
DNA vazebnou doménu a obecné se podileji spiSe na regulaci odpovédi na riizné stresy (napf.
Stockinger et al., 1997; Zhou et al., 1997), podrodina AP2 ma DNA vazebné domény dv¢ a jeji

¢lenové se uplatiuji se v regulaci vyvoje organt (napt. Moose and Sisco, 1996; Chuck et al.,
1998).

7 g NS

Obrézek 5: Exrese BBM (hnédé ci fialové zabarveni) v zygotickém embryu housenicku (4-
G) a v mikrosporovém embryu repky (H-J). Prevzato z Boutilier et al., 2002.

Protein BABY BOOM se piirozené€ vyskytuje ve vyvijejicich se semenech, véetné
embryi. Byl naptiklad detekovan ve volném jaderném endospermu, nicméné s jeho celularizaci
se exprese dramaticky snizila (Boutilier et al., 2002). Dale byla jeho pfitomnost potvrzena
v embryogennich pylovych zrnech fepky jiz n€kolik dni po indukci, zatimco u stejné starych, ale
neembryogennich zrn chybél. Je tedy zfejmé, ze se podili na diferenciaci embryi. Toto potvrzuji

1 experimenty s geneticky modifikovanymi rostlinami housenicku a fepky, které mély tento gen
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exprimovan v postembryonalnim vyvoji (Boutilier et al., 2002). Tyto rostliny spontanné tvofily
embrya ¢i jim podobné struktury na svych déloznich nebo prvnich pravych listech. Nicméné
na druhou stranu se ukazuje, ze indukce tvorby embryi je mozné jenom na mladSich, malo

diferencovanych strukturach, coz podporuje i teorii o nezbytnosti dediferenciace.

U dalSich rostlinnych druhii sice nebyla pozorovana spontdnni tvorba embryi, nicméné
byl prokazan pozitivni vliv na indukci somatické embryogeneze ¢i na regeneracni schopnosti
rostliny. Naptiklad u rostlin tabaku, které exprimovaly gen BBM, postacilo k indukci somatickeé
embryogeneze dodani cytokininii (Srinivasan et al., 2006). Exprese BBM miiZe téZ pomoci
pfi mnoZeni rostlin somatickou embryogenezi u kakaovniku pravého (Theobroma cacao, Florez

et al., 2015).

BABY BOOM vsak neni jedinym genem podilejicim se na regulaci

\
—\

embryogeneze. Jisty vliv maji zfejmé také geny LEAFY COTYLEDON
(LEC). Prvni z nich, LEC1, byl identifikovan u mutatni rostliny housenic¢ku
(Arabidopsis). Embrya téchto rostlin byla intolerantni k vysychani a jejich
de€lozni listky mély nékteré charakteristiky listd pravych (West et al., 1994),
jako je pfitomnost trichomu. Nasledn¢ byly identifikovany dalsi dva geny,  5p,4z0k 6:. LECI

jejichz mutantni fenotyp byl obdobny, LEC2 a FUS3 (FUSCA3, Meinke et~ embryo z listu.
Upraveno podle

al., 1994). Lotan et al., 1998.
Ptfirozené se tyto geny exprimuji pouze béhem embryogeneze. Podileji se naptiklad

na zrani semen, hromadéni nékterych zasobnich latek (hlavné proteinti a mastnych kyselin,

Roscoe et al., 2015) nebo brani pfed¢asnému vyvoji v semenacky (Lotan et al., 1998). Indukce

exprese LEC1 v pozdéjsich vyvojovych stadiich vedla k obdobnému fenotypu jako u BBM

(Lotan et al., 1998). Na listech n¢kterych rostlin se vytvoftily struktury pfipominajici embrya

s mnozstvim déloh (viz Obrazek 6). Podobny projev byl pozorovan i pti expresi LEC2

v postembryonélnim vyvoji (Stone et al., 2001).

Genti s podobnou nebo souvisejici funkci je vSak zifejmé vice. Zatimco LEC2, FUS3 a
ABI3 (nékdy téZ souhrnné nazyvané AFL) se fadi mezi transkripéni faktory s B3 doménou
(Roscoe et al., 2015), LECI a LECI-like koduji HAP3 podjednotku transkripéniho faktoru
rozeznéavajiciho v promotorech regulovanych genii sekvenci CCAAT (Kwong et al., 2003). Tyto
geny reguluji celou fadu procest, veetné aktivace gent pro syntézu auxint (Stone et al., 2008).

Téz byly detekovany v nékolik dni starém embryogennim pylu fepky (Malik et al., 2007).

Souvisejicim genem je i PICKLE, kédujici faktor CDH3 remodelujici chromatin. Jeho

funkci je mimo jiné represe genti specifickych pro embryogenezi (jako jsou pravé LECI a LEC2
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a jim podobné geny) béhem vegetativniho vyvoje a jeho nefunkénost opét vede ke tvorbé

struktur specifickych pro embrya (Rider et al., 2003).

Ptehled genti podilejicich se na regulaci nejen pylové embryogeneze samoziejme neni
uplny ani kone¢ny. Daly by se jmenovat i dals$i souvisejici geny, nicméné soucasny rozsah

poznatkl o genetické regulaci embryogeneze by vystacil na samostatnou praci.

5. Problémy s androgenezi

Haploidni ¢i dihaploidni rostliny ziskané androgenezi maji mnozstvi vyhod, naptiklad pro
Slechténi ¢i studium (viz kap. Vyznam). Nicmén¢ zaroven je s jejich tvorbou a naslednym
vyuzitim spojena fada raznych komplikaci. Problémy mohou lezet ve vSech rovinach jejich
vzniku, od indukce bunééného déleni, pres tvorbu embryi ¢i kalusu, regeneraci Zivotaschopnych
semendcki az po jejich praktické vyuziti k odvozeni rostlinnych kultivard s novymi ¢i

vylepSenymi vlastnostmi.

Pravdépodobné¢ existuje mnozstvi rostlin, u kterych androgeneze dosud nebyla uspésna.
Prakticky je vSak obtizné, ne-1i nemozné rozlisit ptipady neuspéchu od ptipadu, kdy se o indukci
androgeneze zatim vibec nikdo nepokusil. V obou ptipadech totiz obvykle neni o cem
publikovat. Dal§i moznosti miize byt sice uspé€$nd indukce androgeneze, nicméné vyvoj se
v ur¢itém stadiu zastavi a dale nepokracuje. A€ u nékterych rostlin bylo dalsiho vyvoje dosazeno
pozdéjsi modifikaci pouzitého protokolu, v jinych ptipadech Gspésna regenerace rostlin zatim

nebyla potvrzena, napiiklad u meruniky obecné (Prunus armeniaca, (Germana et al., 2011)).

Ani Gspésna regenerace semenackll v§ak neznamena konec vSem problémim. MnoZstvi
ziskanych rostlin maze byt pro praktické vyuziti velmi malé, nebo mohou byt regenerovany
rostliny vys$ich ploidii (napft. jiz zminéné kiwi - Wang et al., 2018). V né&kterych piipadech vSak
muze byt vyssi frekvence tvorby spontannich diploidi naopak vyhodna. Pokud je nasim
zamérem vyuZzit nové genotypy k dalSimu kiizeni, uSetfime jinak nezbytny krok diploidizace.

V jinych ptipadech miize byt vyhodné mit k dispozici pfimo haploidni genom.

Nékteré popsané problémy mohou byt fesitelné s pouzitim kultur izolovanych pylovych

zrn. Mnozstvi vyvinutych embryi napfiklad neni omezeno velikosti samotného prasniku.

vvvvvvvvvv

prosta prasnikova kultura (vice viz kap. Kultura izolovanych mikrospor).

Nicmén¢ ani rostliny s dobfe zvladnutou pylovou embryogenezi nemuseji byt v praxi
ptilis vyuzivany. Kultivary vyslechténé s piispénim androgeneze se vyuzivaji prakticky jen

u zlomku z rostlin, u kterych byla regenerace dihaploidnich rostlin zvladnuta. Pfevazné se jedna
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o rizné druhy plodin, které jsou vhodné ke konzumaci. Naopak durman, u které¢ho byla
androgeneze poprvé objevena a ziejmée 1 dobfe zvladnutd, se uz prakticky ani nevyuziva jako
modelova rostlina (viz napt. (Segui-Simarro, 2016)). Samostatnou kapitolou v problematice

androgeneze a tvorby (di)haploidnich rostlin je pak albinismus.

5.1 Albinismus

Albinismus je pomérné béznym fenoménem vyskytujicim se u nékterych jednodéloznych
rostlin, hlavn¢ obilnin. Androgenezi se sice podafi indukovat a ptipadné z embryi regenerovat
semenacky, Casto ale postradaji chlorofyl, a tudiz jsou nezivotaschopné mimo podminky in vitro
a nepouzitelné ke Slechténi novych odrid. Z celkového mnozstvi ziskanych semenacki bylo
napiiklad u Zita 75 % regenerovanych rostlin albinistickych (Wenzel et al., 1977) nebo o néco
pozdéji u triticale stale vice nez 50 % (Pauk et al., 2000). V extrémnich ptipadech mtlize byt
frekvence albinistickych rostlin u jednoho kultivaru daného rostlinného druhu zanedbatelna,
zatimco u jiného se mize blizit 100 % (napt. Caredda et al., 2000). Regenerace zelenych rostlin

tedy znamena dalsi rovinu problémi, kterou je tieba se pfi tvorbé dihaploidnich rostlin zabyvat.

Vyzkum ve snaze identifikovat mozné pticiny vzniku albinistickych rostlin probiha i
dnes. Zaroven se hledaji moznosti ovlivnéni frekvence jejich vzniku. Kli¢ovy je vyvoj plastidu.
U albinistickych rostlin zfejmé nedojde k ptepnuti jejich vyvojového programu a namisto
chloroplastii diferencuji spise v amyloplasty, obdobn¢ jako pii gametofytickém vyvoji (Caredda
et al., 2000). Zaroven Casto dochazi k delecim v plastidovém genomu, hlavné v oblastech
kodujicich fotosyntetické proteiny (napi. Harada et al., 1992), a¢ to neni pravidlem. Obecné vSak

byva exprese gent fotosyntézy minimalni (Ankele et al., 2005).

Vliv méa nepochybné téZ jaderny genom. Bylo prokazano, Ze schopnost ¢i neschopnost
tvorby zelenych rostlin androgenezi je dédi¢na, pravdépodobné polygenné (Larsen et al., 1991).
Hlavné v poslednich letech tedy probihaji snahy identifikovat v genomech rostlin lokusy
kvantitativnich znakl (oznacované jako QTL) korelujici s albinismem (napt. Krzewska et al.,
2015). Casteénym fesenim problematiky vzniku albinistickych rostlin mohou byt téZ modifikace
postupt, jelikoz zastoupeni regenerovanych zelenych rostlin zavisi n€kdy kromé genotypu téz
na kultivaénich podminkach, typu indukéniho stresu ¢i slozeni médii (napt. Jacquard et al.,

2009).
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6. Vyznam a vyuziti

Rostliny ziskané androgenezi mohou byt velmi uZzitecné. Pokud jsou haploidni, mizeme
u nich snadno odhalit projevy ptipadnych recesivnich alel a mutaci, jelikoz v haploidnim stavu
nemohou byt ptekryty alelou dominantni. Takovéto rostliny tedy mtize byt vyhodné pouzit
k vyzkumu, at’ uz k analyze mutantli, mapovani genti i jejich sekvenovani. Nevyhodou
haploidnich rostlin je vSak jejich sterilita. Mezi rostlinami ziskanymi androgenezi vSak Casto také
byva rizné mnozstvi spontannich diploidd, u nichz doslo k duplikaci genomu, ptipadné lze
diploidizaci indukovat uméle. Ziskané dihaploidni rostliny jsou poté kompletné homozygotni.

Tyto rostliny pak mohou nalézt své vyuziti hlavné ve Slechténi pfi tvorbé novych odrid.

Svlij vyznam v8ak nemaji pouze ziskané haploidni ¢i dihaploidni rostliny jakoZto
,konecné produkty androgeneze*. | samotné embryogenni mikrospory mohou byt vhodnym
materialem ke studiu. Pylova embryogeneze totiz v idealnim piipadé predstavuje regeneraci celé

rostliny z jediné buiiky, ktera ma jinak zasadné odlisny ucel.
6.1 Slechténi

Homozygotni rostliny piedstavuji pro Slechtitele idealni vychozi material, tudiz se jiz
od pocatki studia androgeneze uvazovalo o mozném vyuziti ziskanych dihaploidii k tvorbé
rostlin s novymi vlastnostmi. Zaroven s rostouci populaci vznika i poptavka po novych,
vynosnéjsich kultivarech plodin. Tvorba dihaploidnich rostlin pomoci androgeneze tedy miiZe

byt jednou z moznosti, jak toho dosdhnout.

MoZnym vyuzitim haploidnich technik ve §lechténi mlize byt fixace rodicovskych
genotypi pro naslednou tvorbu F1 heter6zniho osiva. Takzvany heterdzni efekt miva totiz
pozitivni vliv na Zivotaschopnost a vynosy dané plodiny (Hochholdinger and Hoecker, 2007).
Heterdzniho osiva se ¢asto vyuziva hlavné u zeleniny. Nabizi se zde tedy potencialni vyuziti
dihaploidnich rostlin, nicméné zejmé kviili nedostatecné zvladnuté androgenezi u fady

rostlinnych druh literatura o tomto mozném vyuzivani spise zatim ml¢i.

Dals8i moZnosti mize byt fixace genotypt plodin s vys§imi vynosy. Pokud indukujeme
pylovou embryogenezi u F1 hybrida, miizeme regenerovat rostlinu s vysokymi vynosy a zaroven
s uniformnim potomstvem (Veilleux, 1994). Produkce heter6zniho osiva tedy neni nutnd. V praxi
asto trva né€kolik let, neZ se samoopylovanim dosdhne dostate¢né homozygozity, zatimco
s pouzitim haploidnich technik mizeme tuto dobu zkratit na jednu generaci. Doba §lechténi nové

odrtdy se tak da zkratit nékdy i1 na polovinu (napt. Tuvesson et al., 2007).

22



Prvni rostlinné kultivary, vzniklé za pfispéni experimentalnich haploidnich technik, byly
brukev fepka (Thompson, 1972) a je¢men (Ho and Jones, 1980), a¢ k jejich ziskani byly
pravdépodobné pouzity klasické metody. Dnes je k dispozici minimdlné 300 kultivard, na jejichz
vzniku se podilely DH rostliny (Germana, 2011). Nejvice DH kultivara existuje u je¢mene,
brukve fepky a pSenice (viz. Maluszynski et al., 2003), a¢ n¢jaké kultivary byly vyslechtény i
u tabéku, ryze, pripadné dalSich plodin. Zaroven se vSak Spatn¢ dohledavaji jak presné pocty, tak
1 origindlni citace. Informace se distribuji hlavné prostfednictvim vzdjemné se citujicich knih a

ptehlednych ¢lankl a nékteii Slechtitelé si 1 nechavaji piivod svych kultivari pro sebe.

Ne vzdy jsou vSak experimentalni techniky k ziskani haploidii a dvojitych haploida
nezbytné. U kukufice byly naptiklad vyvinuty metody k identifikaci a vyuziti spontannich
haploidi jesté pied rozvojem experimentalnich metod (Chase, 1969). Kukufice zaroven patii
do skupiny rostlin, u niZ byla regenerace haploidnich rostlin kultivaci pylovych zrn zpo¢atku
obtizna.

Vhodné muze byt pouziti androgeneze i u cizosprasnych rostlin, dvoudomych rostlin
¢1 u rostlin s velmi dlouhym a pomalym reprodukénim cyklem, jako jsou dieviny. Ziskani
homozygotnich rostlin je u téchto druhii jinak prakticky nemozné. Ptikladem dvoudomé rostliny,
u které byl uspésné ziskan DH kultivar, je chiest (viz. Veilleux, 1994). U stromt je z4jem hlavné
0 ovocné stromy, které zaroven byvaji Casto i cizosprasné. Podaftilo se naptiklad ziskat naptiklad
DH jablon domaci (Malus domestica, Kadota et al., 2002). Mimo jablon¢ je vSak androgeneze

mozna asi jen u necelych dvaceti dalSich druhti stromti (Srivastava and Chaturvedi, 2008).

Je ziejmé, Ze velkd vétsina vyuzivanych DH rostlin produkuje potraviny. Casto je u nich
mozné pomérné snadno regenerovat vétsi mnozstvi DH rostlin (napf. jeCmen), nebo vyznam
ziskané DH plodiny pievazi nad komplikacemi spojenymi s jeji tvorbou (napft. pSenice).

V mensim méfitku se uvazuje o preneseni techniky i na rostliny obsahujici nejen farmaceuticky
vyznamné latky. Casto se totiz vyuzivaji piirozené variety, u kterych je obsah zadanych latek
velmi variabilni. S pomoci DH technik by mohlo byt mozné ziskat uniformni produkci (Ferrie,
2007). Né&jakych vysledka jiz ziejmée bylo dosazeno, nicméné ve srovnani s produkei
potravinovych plodin jsou prakticky minimalni. Uvazuje se téZ o mozné tvorbé DH kultivarii

u nékterych okrasnych kvétin, naptiklad u sasanky véncové (Anemone coronaria, Copetta et al.,

2018).
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6.2 Studium

Mimo potencialniho vyuZiti ve Slechténi pfedstavuji mikrosporové kultury také unikatni
systém ke studiu. Studium mikrosporovych kultur ziejmé vedlo k identifikaci riiznych stresi a
k pochopeni stresové odpovédi (Shariatpanahi et al., 2006). Novée ziskané poznatky pak mohly
byt aplikovany zpétné na mikrosporové kultury a pomoci tak zvysit efektivitu produkce

pylovych embryi.

Zaroven se vSak mikrosporové kultury daji pouzit jako modelovy material ke studiu
embryogeneze jako takové. Podobné regulacni mechanismy vedouci ke vzniku embryi jsou
kromé& mikrosporovych embryi aktivni ziejmé t€Z u somatické embryogeneze i u embryi
zygotickych (viz kap. Geneticka regulace). Pouziti mikrosporovych kultur ma ale oproti
zygotickym embryim jednu nespornou vyhodu. Vyvijejici se embryo totiz neni obklopené
dalsimi pletivy, nybrz je v idedlnim ptipadé naprosto volné, a je tedy mozné piimo sledovat
vyvoj jednoho konkrétniho embrya. Jeden z klicovych regulac¢nich genti podilejici se na prubéhu
embryogeneze, BABY BOOM, byl poprvé identifikovan a popsan téZ u mikrosporovych kultur,
konkrétné u fepky (Boutilier et al., 2002).

Dalsi potencialni vyuziti haploidnich rostlin je pfi genetickém mapovani. Dihaploidni
rostliny diky své homozygozité¢ piedstavuji pro mapovani vhodny material (viz. Tuvesson et al.,
2007). Mapuji se naptiklad jiz zminéné lokusy kvantitativnich znakt (QTL). Ziskané poznatky
o pozicich geni pfispivajicich naptiklad k odolnosti rostlin vii¢i patogentim ¢i k vys$§im vynostim

se pak mohou opét aplikovat pfi Slechténi novych odrad.

Vhodné vyuziti haploidnich technik je mozno hledat téZ pti tvorbé¢ a selekci novych
mutantll. VEtSina mutaci totiz byva recesivni a obvykle se projevi az o nékolik generaci pozdéji.
Aplikace DH technik na gamety mutovanych rostlin, pfipadné aplikace mutagenu ptimo

na embryogenni gamety, mize tento proces opét urychlit (Szarejko and Forster, 2007).

Haploidni rostliny nakonec ptedstavuji i vhodny vychozi material pro transformace.
Pokud se v ¢asném stadiu pylové embryogeneze vnese transgen a poté dojde k duplikaci
genomu, vznikla diploidni rostlina je poté homozygotni ve vSech genech, v¢etné transgenu.
Takto byla naptiklad transformovana pylova zrna jeCmene pomoci Agrobacterium tumefaciens

(Kumlehn et al., 2006).
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7. Zaveér

Cilem této bakalarské prace bylo shrnout dostupné znalosti o androgenezi v rostlinné fisi.
Od objevu pylové embryogeneze v in vitro podminkach ub¢hlo jiz vice nez 50 let. B€hem této
doby vzniklo mnozstvi modifikaci ptivodniho protokolu a technika byla aplikovana na fadu
rostlinnych druhti. Nicméné¢ stale jsou mezi nimi veliké rozdily v uc€innosti tvorby dihaploidnich
rostlin. Zatimco u n€kolika vybranych druhl je moZna regenerace DH rostlin ve velkém,
mnozstvi plodin t€émto technikam stale odolava. Vyhlidky na vyuziti jsou zatim hlavné
v zemédé@lstvi pii Slechténi novych, vynosnéjSich a odolné€jsich odrid plodin, pfevazné obilnin
k uziveni stale zvétsujici se lidské populace (Germana, 2011). V cesté rozsiieni této techniky
na dalsi druhy plodin stoji hlavné mala u¢innost regenerace DH rostlin, ptfipadné jejich nizka
zivotaschopnost. Albinismus je téz specificky a zdvazny problém, jehoz Gplné vyieSeni je zatim
v nedohlednu.
V blizké budoucnosti se d& pravdépodobné ocekavat par novych kultivari u nékerych
zem&délsky vyznamnych plodin. Mozna je 1 budouci aplikace techniky na 1é¢ivé ¢i jinak
ekonomicky vyznamné rostliny. Tvorba DH okrasnych rostlin je vSak s vyjimkou téch, u nichz je

androgeneze dobie zvladnuta, spiSe nepravdépodobna.
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