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Лекція 5
Культура ізольованих протопластів як основа клітинної інженерії
План

1. Умови отримання протопластів та їх культивування. 
2. Спонтанне та індуковане злиття рослинних протопластів. 
3. Соматичні гібриди та цибриди. 
4. Злиття протопластів та парасексуальна гібридизація вищих рослин. 
5. Використання культури ізольованих протопластів у селекції рослин. 
Вимоги до добору експлантів для одержання протопластів. Рослинна клітина оточена шильною і міцною пектино-целюлозною оболонкою. Сусідні мають спільну серединну пластинку, що з двох боків оточена целюлозними і геміцелюлозними мікрофібрилами, з'єднаними пектиновими сполуками для міцності, внаслідок чого клітини міцно і жорстко скріплені між собою.

На початку 60-х анг. Едвард Кокінг запропонував руйнувати оболонку, внаслідок чого клітина залишається лише з плазматичною клітинною мембраною і наз. протопластом.  Така клітина здатна відновити стінку, ділитися і т.п. Відсутність клітинної стінки дозволяє виконати низку генетичних операцій, пов'язаних з реконструкцією геному , одержати гібридні клітини при злитті протопластів тощо

1. Умови отримання протопластів та їх культивування. Ізоляція протопластів проходить в два етапи: 1. руйнується пектин серединних пластинок, внаслідок чого утворюються окремі клітини. Пектин азу. 2. Обробляються ферментами целюлози для руйнування мікрофібрил целюлози клітинної  стінки, тобто клітина без клітинної оболонки.  Ферменти з мікроорганізмів – плісневих грибів (чорної і сірої, які на рештках хліба).

Потрібно: концентрації, час дії, склад ферментів та речовини – осмотики для викликання плазмолізу (високі концентрації цукрів – до 23%, маніту і сорбіту). Ці ос мотики зневоднюють клітину та відокремлюють її протопласт від клітинної оболонки. Він збирається всередині, що захищає його від ушкодження в разі руйнування оболонки. При цьому клітина може мати розділений протопласт: протопласт з ядром і цитопласт .  Відмивають від ферментів і на живильне з манітом чи сорбітом для підтримання високого осмотичного тиску, бо тонка цитоплазматична ліпідно-білкова мембрана може розірватися.

Відновлення клітинних оболонок відбувається відразу, але тривалий час клітини нагадують типові калюсні, ніж вихідного експлант .  До утворення клітинної оболонки протопласти здатні об'єднуватися (зливатися), формувати одну клітину навіть віддалених видів; поглинати з навколишнього середовища не лише низькомолекулярні речовини, але й макромолекули. Останнє пов'язане з особливим видом транспорту, спрямованого всередину клітини – піноцитозом. Практичне значення має можливість введення в ізольовані протопласти вірусних часток, молекул ДНК, бактеріальних клітин і хлоропластів. Змінюється генетична властивість клітини, незвичайні за властивостями рослини. Практично цінним злиття двох протопластів – одного з ядром, а іншого лише з цитоплазмою – цибриди .

2. Одержання протопластів. Існує два способи руйнування клітинної оболонки – механічний і ферментативний. При механічному обмежений вихід протопластів, а також невеликою кількістю видів, де можна це застосувати. Ферментативний метод в 1960 р. на корінцях томатів. Методика вдосконалювалася, зокрема промислове виробництво ферментів.  Найчастіше вживані ферменти драйселаза базидіоміцетів (збагачена целюлозою і пектиназою), пектиназа  Rhisopus та ін. До їх складу входять небажані речовини: нуклеази, ліпази, пероксидази, протеолітичні ферменти, феноли. Тому, комерційні ферменти очищають сефадексом або біогелем. Але якщо потрібно одержати значну кількість протопластів, то неочищені. 

Спочатку двофазне виділення протопластів з фільтрацією іі центрифугуванням, а пізніше – однофазне – сумішшю целюлози і пектинази. Для злакових пектиназа, целюлоза, драйселаза, розим. 

Ферментні суміші готують на осмотичних стабілізаторах: метаболічно активні (глюкоза, сахароза, сорбітол) та інертні (манітол). Перші засвоюються протопластом під час росту і тим самим редукція осмотичного тиску в середовищі.

Для стабілізації мембран протопластів використовують мін. Сорлі, особливо Са2 . Декстран-сульфат калію і поліаміни додають для нейтралізації шкідливої дії деяких токсичних речовин, напр. рибонуклеаз при ізолюванні, а сироватку бичачого альбуміну – для зменшення руйнування органел. К-ть ферменту 0,025-5% залежно від типу ферментів, джерела протопластів, температури, рН середовища (оптимальна 5,5-6,0). Температура 20-30 С, але для злакових ефективна зниженими (14) в поєднанні з короткочасною інкубацією 30 С Час необхідний для ізолювання 0,5-24 год і залежить від вихідного матеріалу, суміші ферментів, рН, температури.

3. Вихідний матеріал для виділення протопластів. Ізолюють з культивованих клітин або тканин. Найчастіше – тканини листків і клітинні суспензії.  Перед виділенням поверхню листків стерилізують, епідерміс знизу натирають карборундом або видаляють, або для поліпшення надходження ферментів густо надрізають. Дія ферментів посилюється вакуумною обробкою  та перемішуванням розчину на качалці.

Успіх виділення, життєздатність і стабільність протопластів пов'язана з умовами вирощування вихідного матеріалу. Крім цього: генотип рослини, вік листків, інтенсивність освітлення, вологість, вологість повітря при вирощуванні, додавання СаСі2 в субстрат та ін. 

Кількість протопластів і їх стабільність під час ізолювання залежать від: засобу стерилізації, типу ферменту, його концентрації, вакуумної інфільтрації, об'єму розчину, перемішування під час ізолювання, температура, осмотичний тиск і т.п.

4. Очищення протопластів. Від решток клітин і тканин фільтруванням крізь сита 40-150 мкм. Ферменти – центрифугуванням та 3-4 разовою промивкою в промив очному або культуральному середовищі.  Використовують метод флотації в концентрованих розчинах сахарози, манітолу, фіколу.

5. Культивування протопластів. Після очищення протопласти переносять у середовище із щільністю 105/мл. Сприятливі умови культивування стимулюють регенерацію кл. стінок і поділ. Спроможність протопластів до поділу = кількість протопластів, що діляться/загальна кількість, що залежить: 1) фізіологічний стан донорських рН, обумовлений генотипом; 2) умови вирощування; 3) віком; 4) умови попередньої обробки донорських рН; 5) склад живильного середовища; 6) умови культивування. Останні включають: джерело води, склад і концентрацію осмотичного розчину, склад мінеральних солей особливо амонію, Са, Zn, співвідношення і концентрація фітогормонів, додавання ам. кислоти, вуглеводів, вітамінів, орг. кислот, поліамінів, гідролізату казеїну, дрож. екстракту, рН, освітлення.

Живильні середовища діляться на хімічно визначені і комплексні. Напр. комплексне Као, які в доповнення до нормального складу 14 вітамінів, ауксини  і цитокініни , різноманітні орг., 10 видів цукрів і цукрових спиртів, 21 ам. кислоту, основи нукліїнових кислот, гідролізат казеїну і кокосове молоко.

1) 6. Методи культивування протопластів:

2) метод мікрокапель. Коли кількість протеїнів незначна та при тестуванні живильних середовищ. Об’єм капель не > 50мкл. Для підтримання вологості в середині чашки Петрі кілька капель стерильної води;

3) суспензії протопластів. Суспензують у тонкому прошарку товщиною 1 мм рідкого живильного середовища в колбах або чашках Петрі з хитанням або без нього;

4) метод Клейтингу. Протопласти суспензовані у рідкому живильному середовищі змішують з таким же об’ємом культурального середовища (перед цим на водяній бані при 450С). Для аерації суміш тонким шаром дно чашки. Середовище напіврідке (0,4% агару) або на поверхні культурального середовища (0,8% агару). Використовують фільтрувальний папір, який на агаризованому середовищі;

5) культивування на “живильному прошарку”. Неподільні, але з активним метаболізмом клітини опромінені рентгеном або гамма-променями і занурені в середовище можуть підтримувати ріст протопластів за щільності 5-50 протопластів на 1мм. Застосовується при клонуванні сомат. гібридів. Як живильну культуру часто хлорофілдефектні клітини;

культивування мобілізованих протопластів. Протопласти вкриті оболонками з альгінату Са спроможні зберігати тургорний тиск в умовах осмотичного потенціалу культурального середовища. Встановлено, що зниження осмот. тиску культурального середовища підвищує життєздатність протопластів окремих видів.

Оптимальні результати залежать від конкретного матеріалу. Теорії,  що пояснюють механізми злиття протопластів під дією ПЕГ: 1. внаслідок дегідратації – ПЕГ поглинає вільну воду між протопластами, розриваючи подвійний шар мембрані сприяє злиттю оголених місць мембран; 2. ПНГ зменшує полярність водяного середовища, що переросприділяє полярні і гідрофобні компоненти мембрани, стабілізуючи ліпідні структури мембрани; ПЕГ індукує утворення пор на всій поверхні мембрани, через які відбувається перетікання внутрішньоклітинного матеріалу. Відразу після злиття ділянки мембран з порами деякий час зберігаються. Злиті протопласти заокруглюються і за умови повторних пошкоджень регенерують клітинні стінки. 

Недоліки методу: частина протопластів пошкоджується і гине, часто зливаються не два , а більше протопластів, які нежиттєздатні, протопласти, які не злилися залишаються у злиплому стані.

На початку 80-х розроблений метод електрозлиття з використанням електричного поля (в суспензію вміщують два електроди). Змінний струм спричинює діелектрофорез – протопласти шикуються в ряд, приєднуючись своїми полярними поверхнями один до одного. Такі ланцюжки стабільні лише при наявності електричного поля. Додатковий одиничний сильний імпульс  (600В/см, 10-20 мкс) спричиняє утворення пор у стиснутих протопластів і вони перетікають один в одного. Змінний згасаючий струм утримує протопласти доки відбувається змішування цитоплазми. Після припинення дії струму злиті протопласти приймають сферичну форму. При цьому не потрібні спеціальні умови, а злиття високоефективне. 

Проте для електричного злиття потрібно дороге устаткування, а тому на практиці для злиття протопластів використовують модифікації хімічного методу.

На результативності злиття протопластів діє багато чинників, зокрема особливості ультраструктури  клітин. Меристемні і калюсні протопласти зливаються легко, а  вакулізовані, з розвиненими хлоропластами – гірше. Значний вплив має також вид рослин і навіть відносяться вони до одно- або двудольних  (перші легше). 

Методами клітинної інженерії (насамперед злиття протопластів) створює клітини нового типу не лише на основі гібридизації, але й шляхом реконструкції клітин з окремих фрагментів різних клітин. Генетична реконструкція передбачає введення ізольованих органел (ядер, хлоропластів, мітохондрій), тобто часто ознаки, які контролюються цитоплазмою. Використання високоефективних хлоропластів може активізувати фотосинтез, а звідси підвищити продуктивність рослин. Хлоропласти кодують стійкість до гербіцидів, імунітет до деяких хвороб, реакцію на токсини. Мітохондрії контролюють ЦЧС. 

Під час культивування злитих протопластів у процесі мітотичного поділу можуть відбуватися сегрегація (видалення) ядра і інших органоїдів, часткова елімінація хромосом, селективне розмноження органоїдів того або іншого батька, проявлятися генетична нестабільність та мутаційні процеси. 

7. Практичне значення соматичної гібридизації. Використовують для досліджень з цитології, молекулярної генетики, фізіології, в практичній селекції.

З використанням методу можна отримувати гібриди, які важко або неможливо статевим шляхом. Переваги над статевими ще і у можливості успадкування поза ядерних генів обох батьків.

Для подальшого використання отримані гібриди повинні бути фертильними, але це часто відсутнє (між картоплею і томатами).  У окремих гібридів спостерігається проміжне вираження ознак. Зі зростанням філогенетичної віддаленості батьківських форм збільшуються морфологічні аномалії і з'являються нові ознаки: нездатність до укорінення, цвітіння, плямистість, що не характерне для батьків.

Часто утворюються гібриди з різною кількістю хромосом. Для вегетативно розмножуваних культур це не є вадою, але порушення мейозу не дозволяє отримувати статеве покоління. Для отримання фертильних гібридів використовують злиття протопластів гаплоїдних рослин, або отримують рослини в культурі пиляків соматичного гібрида.

Інші недосконаленості методу: труднощі позбавлення від небажаних ознак, стерильність рослин.

Цінним для селекції є асиметричні гібриди (містять повний геном одного батька і декілька хромосом іншого). Для цього потрібна спрямована елімінація хромосом одного з батьків після злиття, що досягається радіоактивним опроміненням протопластів цього батька з метою дестабілізації хромосом. Залежно від дози і експозиції може відбутися повна інактивація ядер. При злитті таких протопластів з нормальними утворюються цибриди .

Методи соматичної гібридизації дозволяють маніпулювати цитоплазматичними генами, одержуючи рослини, які несуть частину цитоплазмону (наприклад, пластом) від однієї форми, а наприклад мітохондріон від іншого.

Використовували  два сорти ріпаку, отриманого на основі редиски і турнепсу, які є джерелом ЦЧС. Зливали протопласти,  цитопласти без ядер і протопласти без хлоропластів. Отримали різні комбінації: ядро і хлоропласти ріпаку, мітохондрії редиски; ядро ріпаку, хлоропласти турнепсу, мітохондрії редиски. Практичне використання: 1. утворення нових гібридних форм, 2. внесення в геном окремих генів, груп генів, яастин і цілих хромосом, 3. створення ліній з доданими хромосомами, 4. дослідження модифікованих ознак, що отримані на рівні клітини методом рекомбінантної ДНК або внаслідок мутагенезу, 5.перенесення ознак, локалізованих в органелах (одержання цибридів), 6. дослідження експресії і картування генів на основі феномене елімінації хромосом.

Соматичну гібридизацію можна розглядати як один із засобів генетичної трансформації рослин  

