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1. Struktura rostlinného genomu

Genetickd informace rostlinnych bunék je obsazena v molekulach DNA, chromozomech, a je
soucasti tfi riznych organel; jadra, chloroplasti a mitochondrii. Struktura chromozomu
jednotlivych organel se lisi. Jadra rostlinnych bunék obsahuji linearni molekuly DNA, jejichz
pocet a délka je u jednotlivych rostlinnych druhG odlisna (tab. 1.1). Chloroplasty
a mitochondrie také obsahuji DNA, ale ve formé kruznicovych molekul; organely obsahuji
vice kopii genomu.

Druh J ednodvélovin,é ) chr(f)rr(i(é)zz)mﬁ Ploidic Velikost genomu
Dvoud¢lozné (D) (bp)
(n)

Arabidopsis thaliana D 5 2 1,25x10°
Oryza sativa J 12 2 4,20x10®
Brassica oleracea D 9 2 6,00x10®
Lycopersicon esculentum D 12 2 1,00x10°
Brassica napus D 19 2 1,23x10°
Antirrhinum majus D 8 2 1,54x10°
Vicia sativa D 6 2 1,60x10°
Solanum tuberosum D 12 4 1,80x10°
Zea mays J 10 2 2,70x10°
Pisum sativum D 7 2 4,10x10°
Nicotiana tabacum D 24 4 4,40x10°
Hordeum vulgare J 7 2 4,80x10°
Secale cereale J 7 2 9,50x10’
Triticum aestivum J 21 6 1,60x10"
Fritillaria assyriaca J 12 2 1,30x10"




Tab. 1.1 — Charakteristika jadernych genomi nékterych druht rostlin (v bp haploidniho
genomu, 2 — diploid, 4 — tetraploid, 6 - hexaploid).

1.1 Jaderny genom

Velikost celého genomu urcitého druhu neni zavisla na poctu chromozomu. Napt. pSenice ma
v haploidnim genomu 21 chromozomi, ale asi 10x vice DNA ve srovnani s genomem
bramboru, ktery obsahuje 12 chromozomiti. Rozpéti velikosti genomt u vySSich rostlin je
uvedeno v tab. 1.1. Sirok4 rozmanitost existuje i u druh@l v ramci téhoZ rodu. Napf. Vicia
faba ma asi 10x vétsi mnozstvi jaderné DNA ve srovnani s blizce pfibuznym druhem V.
sativa, prestoze tyto dva druhy maji stejny pocet chromozomui. Obecné lze fici, Ze rostlinny
genom je mnohem VvétSi v porovnani s genomem zivoCicht. V. faba ma témér 4x vétsi
mnozstvi jaderné DNA neZ je v genomu ¢lovéka (3,3 x 10° bp). Arabidopsis thaliana ma
genom porovnatelny s zivo&isnym modelovym druhem Drosophila melanogaster (1,65 x 10°
bp) a velikost genomu kukufice (2,7 x 10’ bp) je srovnatelna s genomem &loveka.

Také hodnota C nezreplikovaného haploidniho jaderného genomu byla uréena u fady
kvetoucich rostlin bez ohledu na taxonomickou piibuznost a biologické vlastnosti a rozsah
hodnot C je u rostlin velmi Siroky, od 0,2 pg u A. thaliana po 127,7 pg u Fritillaria assyriaca.
Vétsina druhit ma vSak méné nez 10 pg DNA v haploidnim genomu.

Jestlize bereme v ivahu druhy blizce pfibuzné nebo naopak vzdalené piibuzné, velikosti
jejich genomt nekoreluji s biologickou komplexnosti organizmli nebo s poctem geni (tzv.
zahada C-hodnoty DNA). Rozdilnost ve velikosti genomi je spojena s rozdilnosti v délce
intrond, coz jsou nekodujici sekvence uvnitf genti. Velikost introni je v korelaci
s nekodujicimi sekvencemi mimo geny. Velikost intront miize hrat roli 1 v regulaci genové
aktivity prostfednictvim kondenzace chromatinu. Pfedpoklada se, ze vSechny rostlinné druhy
pottebuji k zajisténi svych funkci pfiblizné stejny pocet genl. Primérnd velikost genu bez
intrond je 1,3 kb, s introny 4 kb. Nekodujici sekvence na 5° konci genu obvykle obsahuji
elementy, které maji funkci pfi regulaci transkripce gent. 3" konec genu obsahuje elementy
pro modifikaci mRNA a pro konec transkripce, ale i dalsi regulacni elementy. Urceni, kde
kon¢i 3" ohranicujici oblast jednoho genu a kde za¢ina 5" regulacni oblast druhého genu, neni
jednoduché. Vétsina DNA rostlin s velkymi genomy spada pravé sem a funkce a vyznam
téchto nekodujicich sekvenci se stale studuyi.

Existuje Gzka spojitost mezi velikosti genomu a zivotnim cyklem urcitého rostlinného druhu.
Jednoleté rostliny, pfedev§im autogamni efemerni druhy, maji malé genomy, zatimco vytrvalé
druhy maji genomy vétsi. To je také spojeno s relativné rychlej§im bunéénym cyklem u
jednoletych druht ve srovndni s vytrvalymi druhy.



1.1.1 Struktura DNA

Dvouftetézcovou jadernou DNA Ize pisobenim vysSich teplot denaturovat do dvou
jednotetézcovych molekul. Za vhodnych podminek mulze nastat opét komplementarni
parovani mezi jednofetézcovymi molekulami. Jestlize vSechny ostatni parametry zlstanou
zachovany, rychlost parovdni bude zaviset na koncentraci komplementarnich sekvenci.
Genotyp s repetitivni DNA ma frakci s vysokym poctem opakovani, kterd bude hybridizovat
rychleji nez sekvence, které jsou jedine¢né a vyskytuji se v genotypu pouze jednou. Takova
analyza kinetiky renaturace homologické rostlinné jaderné DNA ukazala, ze krome
jedine¢nych sekvenci (geni) je velkd cast rostlinného genomu tvofena repetitivnimi
sekvencemi.

Protoze primérna velikost kodované oblasti rostlinného genu je asi 1300 bp, 25 tisic genii by
znamenalo 3,25 x 10’ bp jedinenych sekvenci DNA kodujicich produkty gent.
U Arabidopsis tento ptedpoklad ponechava urcity minimalni prostor pro introny a hrani¢ni
regulacni oblasti. AvSak u kukufice se pifedpoklada, ze mén€ nez 1 % genomu tvoii kddujici
sekvence. Tento hruby ptfedpoklad se blizi poctu bp, které jsou transkribovany do mRNA u
druhu se srovnatelnym genomem. U tabaku (Nicotina, 4,40 x 10° bp) jsou pouze 2 % genomu
transkribovana do mRNA. AvSak biochemické analyzy ukazuji, Ze az 40 % genomu tabéku je
tvofeno jedineCnymi sekvencemi DNA. Ziejm¢ tedy tento genom obsahuje mnoho
jedinecnych sekvenci, které nejsou transkribovany. U mnoha genomu je skutecné pouze asi
1 % transkribovano a translatovano v prubéhu bunécného cyklu. Koédujici kapacita
rostlinnych genomi s odliSnou velikosti je pfiblizné stejnd a genomy koduji priblizné stejny
pocet gentl.

V 80. a 90. letech 20. stoleti byla pozornost vénovdna podstat¢ jaderné DNA, ktera je
nezbytnd pro identifikaci funkci rostlinnych gent. Hlavni frakce nekddujicich sekvenci
u rostlin jsou repetice DNA; konkrétni druh miize mit v genomu 1 tisic az 40 tisic riiznych
rodin repetici. Tyto elementy jsou slozeny asi ze 30 riznych sekven¢nich motivi, které maji
délku od 1 bp po vice nez 10 tisic bp. Dany motiv mize tvotit 5 % ale i 50 % celkové
velikosti genomu, jestlize se opakuje v rozsahu 10°krat az 10°krat. Existuje pozitivni korelace
mezi velikosti genomu a rozsahem repetitivnich sekvenci. Repetice jsou v genomu
uspotradany jako tandemové nebo rozptylené. Vyznam téchto repetici je spojen s regulacni
funkei pfi rekombinaci, replikaci a transkripci, TDNA je vhodnym ndastrojem studia
evolu¢nich vztahti mezi druhy ur¢itého rodu i mezi druhy raznych rodt, jsou vhodnym
zdrojem genetickych markeri vyuzivanych v zékladnim vyzkumu i ve Slechténi.

Repetitivni sekvence je mozné rozd¢lit na:

e malo az stiedné se opakujici sekvence,
e vysoce se opakujici sekvence.

V&t3i rostlinné genomy obsahuji vice repetitivni DNA. Napk. Pisum sativum (4,10 x 10° bp)
obsahuje az 70 % repetitivni DNA, Vigna radiata s men$im genomem (5,00 x 10* bp) ma



pouze 40 % repetici. Hordeum vulgare ma asi 80 % repetici a Oryza sativa, kterd ma
nejmensi genom z obilovin, pouze 50 % a genom Arabidopsis thaliana obsahuje pouze asi
14 % repetici.

Malo- a stfedné repetitivni sekvence DNA se opakuji maximalné nékolik tisickrat a jsou Casto
rozptyleny v chromozomech mezi jednokopiovymi sekvencemi. Nékteré z téchto sekvenci
maji znamou funkci. Napf. histonové geny a geny ribozomalni RNA (rRNA) 5,8S, 18S a 28S
jsou soustfedény na chromozomu do urcitého mista, tzv. organizatoru jadérka. Tyto typy
RNA jsou transkribovany jako jediny prekurzor. Jaderny genom Vicia faba ma asi 4750
rRNA genu, zatimco V. sativa s men$im genomem ma jen 1875 téchto genu.

Vysoce repetitivni sekvence DNA jsou obvykle kratké sekvence, které jsou piitomny v 10° aZ
10" kopiich na genom. Tento typ DNA ¢&asto souvisi se strukturou chromozomil (napf.
centromera). Velké useky vysoce repetitivnich sekvenci mohou také souviset s rtiznou formou
kondenzace DNA béhem bunécného cyklu ve srovnani se zbyvajici ¢asti genomu, coz ma za
nasledek riiznou intenzitu barveni téchto oblasti chromozomu (heterochromatin).

Vétsina repetitivnich sekvenci jsou tandemové repetice, vcetné sekvenci spojenych se
strukturami chromozomii jako jsou centromery a telomery, tzv. satelitni DNA, tvofena
heterochromatinem a geneticky inaktivni. Zatimco u vétSiny zZivocichli a kvasinek je satelitni
DNA bohata na baze A-T, u rostlin je bohatd na baze G-C. Rozptylené repetice zahrnuji
transpozony a retrotranspozony.

Centromera

VétSina chromozomil eukaryot obsahuje specializovanou oblast tvofenou heterochromatinem
— centromeru. Podle jeji polohy jsou chromozomy klasifikovany na metacentrické,
akrocentrické a telocentrické. Tyto primarni chromozomové konstrikce jsou dulezité pfi
segregaci chromozomu v mitéze a meidze. Béhem profaze jaderné¢ho dé€leni se vytvari slozita
proteinova struktura, tzv. kinetochor. Centromericky chromatin je vysoce kondenzovany.
Centromericka oblast mize byt 1 Mb napf. u A. thaliana nebo vice nez 100 Mb u psenice.
Opakovani repetice asi 180 bp a vysoce heterochromatinovy stav naznacuje, ze tato struktura
je potiebna pro aktivitu centromery. Ackoli je organizace a uspotradani repetic v oblasti
centromery vysoce konzervativni, mezi organismy, dokonce mezi piibuznymi druhy, je
vysoce variabilni.

Telomera

Konce eukaryotickych jadernych chromozomii (telomery) jsou nezbytné pro stabilitu
chromozomli a chrani je pfed strukturnimi pfestavbami a exonukledzovou degradaci. U
mnoha organizmil v¢etné rostlin jsou telomery tvofeny kratkymi jednoduchymi repetitivnimi
sekvencemi DNA s vysoce konzervativnimi sekvencemi C,, Try Ay/Ty A Gy, kdem=0az 1, n
= 2 az 4. Napriklad telomery clovéka a trypanosom maji telomery tvofeny stejnym motivem
TTAGGG. Motiv telomer Arabidopsis je TTTAGGG. Pripojeni téchto repetici

8



k chromozomové DNA je katalyzovano enzymem terminalni telomerovou transferazou
(telomerazou). Telomerdza je enzym, ktery zajiStuje kompletni replikaci chromozoml a
kompenzuje tak neuplnou replikaci 5'-koncii chromozomiit DNA polymerazou. Je to reverzni
transkriptaza, kterd ke 3’-konci telomerového G-fetézce pridava dalsi telomerové repetice.
Enzym obsahuje RNA molekulu, kterd je komplementérni s 3"-koncem chromozomové DNA.
Telomeraza neni schopna prodluzovat tupé konce dvouvldknové DNA, ale jako substrat
vyuzivd pouze piesahujici jednoretézcové 3'-konce DNA. Zvlastni forma replikace koncii
linearnich DNA molekul je nezbytna pro ptipojeni DNA polymerazy a jeji pohyb po templatu
ve sméru 3° — 5°. Konce DNA molekul jsou pravdépodobné citlivé k exonukledzam.
Nereplikujici se telomera tvoii komplex s proteinem, ktery ma ochrannou funkci. Telomery
mohou navic obsahovat dal§i oblast repetici, kterd je lokalizovdna proximalné (blize
k centromefe) od telomerovych repetici. U Zita tvoii tato DNA 12 az 18 % genomu.

Mikrosatelity

Mikrosatelity (STR — angl. short tandem repeats nebo SSR — angl. simple sequence repeats)
jsou sekvence DNA slozené z mnohokrat se opakujicich motivi 1 az 6 nukleotidi (napt. (A)y,
(AG)n, (GATA),). Jejich celkova délka obvykle nepiesahuje 100 bp. Mikrosatelity jsou
soucasti nekodujicich sekvenci genomu. Nejvice informaci o mikrosatelitech bylo ziskano
z 7ivoCisSné fise, mnohem méné z fiSe rostlinné. Nejedna se o nadbytecnou DNA, ale DNA,
ktera se podili na regulaci rekombinace, replikace a transkripce.

Zakladni mikrosatelitni motiv byva zastoupen v rizném poctu opakovani (n). Podle slozeni
1ze mikrosatelity rozd¢lit na:

e dokonalé,
e nedokonalé,
e slozené.

Dokonaly mikrosatelit je tvofen souvislym motivem, napf. (AG)xu, u nedokonalého
mikrosatelitu je zakladni mikrosatelitni motiv pieruSen sledem ndhodnych bazi. Slozeny
mikrosatelit je tvofen n€kolika riznymi motivy, napt. (AG)14(AT)ss. Pocet dinukleotidovych
mikrosatelitlh v genomu rostlin je asi desetkrat nizs§i nez v lidském genomu. Odhaduje se, Ze
mikrosatelit del$i nez 20 bp se v genomu rostlin vyskytuje primérmné na kazdych 23,3 kb.
Nejhojngjsi jsou dinukleotidové mikrosatelity, nejméné Casté jsou mono- a tetranukleotidové
mikrosatelity. V rostlinnych genomech je nejcastéjsi motiv (AT),. Z trinukleotidovych
opakovani jsou v genomu rostlin nejc¢etnéjsi (AAG/CTT), a (AAT/ATT),. Oligonukleotidy
odvozené od GATA- a GACA- mikrosatelitnich motivil jsou jedny z nejcastéji pouzivanych
pro otisk DNA rostlinnych genomu. Postupné poznavani mikrosatelitnich sekvenci vedlo
k vyvinuti postupil pro rychlou detekci jejich polymorfizmu. Toho Ize vyuZzit pfi genetickém
mapovani.

Kromé chromozomd, které se pravidelné rozd€luji do dcefinych bun¢k béhem mitotického
a meiotického déleni jadra, se u mnoha rostlinnych druht hlavné z ¢eledé Poaceae, Liliaceae
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a Asteraceae, vyskytuji tzv. piidatné neboli B chromozomy. Béhem miozy se tyto
chromozomy neparuji s chromozomy zékladni sady, protoze snimi nejsou homologni,
nerekombinuji. Segregace téchto chromozomi béhem jaderného dé¢leni je ndhodna,
uskuteciiuje se mechanizmem non-disjunkce, a jednotlivé rostliny v populaci druhu maji
odli$ny pocet téchto B chromozomi. D&dicnost B chromozom1 je tedy nemendelisticka. Jsou
tvofeny predevSim heterochromatinem a jejich funkce neni zcela objasnéna. Neobsahuji
stejny typ genetické informace jako standardni A chromozomy, ale maji fyziologicky efekt,
jako je napft. u zita lepsi zdatnost klicnich rostlin ve stresovych podminkéach. Vétsi pocet B
chromozomli v genomu miize negativné ovlivnit fertilitu rostlin. U rostlin byly poprvé
identifikovany roku 1982, u kukufice roku 1986, u Zita roku 1993. Pravdépodobné vznikly
introdukci cizorodé DNA.

Rozptylené repetice

Rozptylené repetice tvoii vyznamnou c¢ast genomu. Kopie jednotlivych repetici jsou
rozptylené po genomu, nevyskytuji se pohromadé. Mnohé znich jsou transpozony
a retrotranspozony, a u rostlin tvofi vétSinu rozptylenych repetic. Naptiklad vice nez 12
transpozonti odvozenych od inaktivniho transpozonu se vyskytuje v okoli genu Adhl
u kukufice.

1.1.2 Metylace DNA

Cytozinova rezidua jadernych chromozomi rostlin jsou silné¢ metylovana. V genomu pSenice
je asi 30 % vSech cytozinovych bazi a 82 % CpG dinukleotidi metylovano. Pro porovnani
v genomu zivoCichli je metylovano jen 1 az 7 % C bazi. Na rozdil od zivocichli jsou
v rostlinném genomu metylovany kromé CpG dinukleotidli také cytoziny v trinukleotidech
CpXpG. Inkorporace 5-metylcytozinu do DNA je postreplikaéni modifikaci. V genomu
zivocichl je méné CpG dinukleotidi nez se teoreticky ocekava na zakladé zjistovani obsahu
C+G. DNA Arabidopsis ma extrémné nizky obsah metylcytozinu; pouze 4,6 % metylcytozind
je metylovéano, coZ je nejnizsi obsah znamy u rostlin. Metylace DNA u rostlin mé za nasledek
modifikaci exprese pfislusnych gent (epimutace).

1.1.3 Struktura jadernych genii

Genom vysSich rostlin tvoii 25,5 tisic (Arabidopsis) az 50 tisic gent. Mnoho geni je piitomno
v jediné kopii, ale velka ¢ast genl je pfitomna jako vice- a mnohogenové rodiny, které jsou
tvofeny skupinami téméf identickych genl v genomu. Zakladni struktura jadernych gent je
obdobné jako u jinych eukaryotickych organizmt. Obr. 1.1 ukazuje schematicky strukturu
jaderného genu chromozomové DNA, primarniho transkriptu (pre-mRNA) a mRNA.

Eukaryoticky gen se sklada z nékolika Casti: promotoru, zavadéci sekvence, kodujici sekvence
a terminacni sekvence. Promotor je misto, na které nasedd RNA-polymeraza. Sekvence
promotoru nepodléha transkripci, avSak rozhoduje o tom, kdy bude dochéazet k transkripci
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genu a s jakou intenzitou. U&innost promotoru silné zvysuje zesilova¢ transkripce. Je to
regulacni oblast, ktera muze sousedit s promotorem, ale vétSinou byva od promotoru
vzdalend. Zavadéci sekvence je umisténa za promotorem a je jiz piepisovana do RNA, ale
jesté se neptekladd do struktury polypeptidii. Pak nasleduje kodujici sekvence, ktera se
zpravidla skladé z kodujicich usekli (exont), prerusenych nekddujicimi useky (introny). Za ni
nasleduje terminaéni sekvence, ktera spolurozhoduje o stabilit¢ mRNA.

chromozom
zesilovace,
rozpoznavaci box box zadatek L
elementy CAAT TATA transkripce 5 3 polyadenylaéni signal

* 1/¢ */l Y Y \

11 11

-74bp -16 bp az -54 bp

primarni transkript

m RNA
&epicka 5" UTR 3" UTR poly(A)-konec
kéduijici sekvence (exony) UTR- oblast mezi zavadéci sekvenci a zagatkem translace
m introny promotor

Obr. 1.1 — Obecna struktura rostlinného genu (bp — par bazi, zacatek transkripce — 1 bp; AUG
— zacatek translace; UAA, UAG, UGA - stop kodony, konec translace; mRNA — vytvoiena
z primarniho transkriptu po odstranéni intront mezi 5" a 3"). (Zdroj: Hughes, 1996)

Promotor

Promotor je oblast chromozomu lezici ve sméru 5° od transkripéni oblasti. Je to sekvence
DNA, kterd ma schopnost vazat RNA polymerazu, a tim zahajovat pfepis genu. Aby mohl
promotor plnit svoji regulacni funkci, musi mit ur€itou sekvenéni charakteristiku, danou
specifickou sekvenci nukleotiddi a uréitym optimalnim pomérem A + T/G + C. Zvlasté
dilezité jsou urcité kratké specifické sekvencni iseky (boxy), spole¢né vSem promotortim,
které¢ byly podle své konven¢ni sekvence oznaceny zjednodusené symboly TATA a CAAT,
piipadné AGGA. Kromé téchto obecné se vyskytujicich sekvenénich tsekil maji promotory
dalsi sekvencni useky, které rozhoduji o specificnosti transkripce. VSechny tyto dualezité
sekvencni Useky maji afinitu k regulacnim proteinim, které migruji mezi cytoplazmou
a jadrem, ptipadné nckteré se trvale nachazeji v jadre. Tyto regulacni proteiny se za urcéitych
podminek (po své aktivaci) vazou na specifické sekvence promotorti, a tim promotory aktivuji
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(nebo inaktivuji). Promotor se obvykle déli na dva zakladni useky. Nejblize pocatku
transkripce je tzv. TATA box, ktery vaze specificky protein, jenz sam vaze RNA polymerazu
II. Tento usek lezi 16 az 54 bp od pocatku transkripce. Pak nasleduje dalsi tsek, pfedfazena
sekvence (sekvence proti sméru exprese genu). Jeho vyznamnou doménou je kratky
sekvenéni tisek CAAT v poloze — 74 bp od pocatku transkripce, ktery vSak muze chybét.
Casto se na jeho mist& nachazi sekvenéni tisek oznagovany AGGA (obr. 1.1).

Zesilovac

Zesilova¢ (angl. enhancer element) obsahuje kratké sekvencni useky, jez svou ptfitomnosti
zesiluji projev genu. Kratké sekvence zesilovacli mohou ménit stupeinl projevu gentll nezavisle
na své orientaci a do vzdalenosti az n€kolika kb od pocatku transkripce. Napi. u soje
zesilova¢ exprese genu pro zdsobni protein conglycinin tvoii sekvence Ctyf opakovani
A(A/G/C)CCA a zesiluje expresi genu asi 25x.

Zavadéci sekvence

Zavadeéci sekvence je pocatecni tsek struktury mRNA o délce n€kolika desitek part bazi, na

.....

Sekvence kolem pocatku translace, uréené¢ho prvnim tripletem ATG za promotorem,
rozhoduji o ucinnosti translace a podileji se tedy na regulaci na Grovni translace. Sekvence
pocatku translace jsou u jednotlivych geni tzv. genovych rodin vysoce konzervativni.

Kodujici sekvence

Kodujici sekvence rostlinnych 1 ostatnich eukaryotickych genl (exony) jsou ¢asto na jednom
nebo vice mistech preruseny nekddujicimi sekvencemi (introny), které na konci 5° zacinaji
dinukleotidem GT a na konci 3" kon¢i dinukleotidem AG. Sekvence pocatkli a konctl introni
jsou i v delSich tsecich u genovych rodin zna¢né konzervativni.

Terminacni sekvence

10 az 33 bp pted ukoncenim transkripce je obvykle polyadenylaéni signal, ktery méa velmi
konzervativni konvencni sekvenci AATAAA. VétSina rostlinnych genlt mé druhy
polyadenyla¢ni signal blizko stop-kodonu. Nedaleko ve sméru 3" od tohoto mista dochazi
k enzymatickému odstfizeni konce molekuly RNA a navazani enzymaticky syntetizovaného
useku polyA (polyadenylace RNA) (obr. 1.2). Doplnéni sekvence polyA na 3’-konci je
jednim zklicovych krokli projevu vétSiny eukaryotickych genti, ktera zvySuje stabilitu
mRNA. Nékteré geny maji na 3’-konci terminacni sekvenci, kterou je struktura, schopna
tvofit na vlakné DNA vlasenku, tedy ptevracené opakovani komplementarniho useku DNA.
Tato struktura vede k ukonceni transkripce.
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1.1.4 Geny rostlinného genomu

Experimentalni prace zabyvajici se klonovanim rostlinnych geni obvykle konci
sekvenovanim gend. Zpravidla jsou pak k dispozici dva typy sekvenci gent: sekvence klonu
cDNA odvozeného od mRNA (odpovidajici proteinovému produktu genu) a sekvence klonu
z genové knihovny. Klon cDNA je komplementarni k mRNA. Ten zahrnuje zavadéci
sekvenci, kodujici sekvenci a terminacni sekvenci. Nukleotidy jsou obvykle zna¢eny od mista
pocatku translace ve sméru 5'—3" od jednotky a na opacnou stranu od pocatku translace se
zapornym znaménkem.

Usek odvozeny od klonu genu z genové knihovny je delsi o promotorovou sekvenci (ktera
neni ve sméru 5'pfesné ohraniCena). Na konci 3° ptesahuje konec transkripce. Kodujici
sekvence obsahuje nejen sekvenci exond, ale také intront. Cislovéani takového klonu obvykle
za¢ina od pocatku translace. V sekvenovani se uvadi to vladkno DNA, které svou sekvenci
odpovidd mRNA. Opakujici se useky v sekvenci nebo dulezité¢ regulacni useky se oznacuji
¢arou nad sekvenci.

Zékladni klasifikace genli mlze byt zalozena na tom, jakym typem RNA-polymerdzy jsou
geny transkribovany, protoze kazdy z typi mé jiné regulacni sekvence (promotor, zavadéci
sekvenci, terminator transkripce). Geny pro rRNA jsou transkribovany RNA-polymerazou I,
geny pro tRNA RNA-polymerazou III. Tento typ genti miZeme zahrnout do spole¢né skupiny
jako geny sloZek genetického aparatu. Druhou skupinu tvoii geny kédujici proteiny, které
jsou transkribovany prostiednictvim RNA-polymerazy II.

Nekteré geny jsou v genomu jedinecné, jiné se vyskytuji v rodinach s 20 az 25 ¢leny. Geny
vSak netvoii tandemové repetice, 1 kdyZ mohou byt v genetické vazbé. Jednim ptikladem je
rodina genl pro zein u kukufice, které koduji zasobni proteiny semen. Rodinu tvoii dvé
podjednotky, kazda s piiblizn€ 25 ¢leny. Homologie kodujicich oblasti v rdmci podjednotky
je vysokd (vice nez 90 % identita aminokyselinovych sekvenci), ale homologie mezi
skupinami je niZsi.

Geny kédujici 25S — 18S rRNA

Eukaryotické ribozomy obsahuji Ctyfi typy rRNA (Tab. 1.2). Z nich tii, a to a) 25 az 28S, b)
5,85 a ¢) 58S jsou soucasti vetsi (60S) podjednotky ribozomt a d) 17 — 18S rRNA je soucasti
mensi (40S) podjednotky ribozomt. V rostlinném genomu je genova rodina lokalizovana
obvykle v jediném bloku haploidniho genomu jako mnohokrat se opakujici série kopii
genového bloku pro 18S — 5,8S — 28S rRNA. Tyto typy RNA jsou transkribovany jako jediny
prekurzor, jehoZ posttranslaéni upravou vznikaji uvedené téi typy rRNA. Cast DNA, na
zaklad¢ které se transkribuje tato prekurzorovd rRNA (rDNA) je pfitomna v genomu jako
blok tandemovych sérii s poétem opakovéni fadové 10° az 10%krat. Nejmensi pocet opakovani
na haploidni genom je 125 kopii u pomerancovniku a nejvyssi 31 900 u hyacintu. Délka
segmentu DNA se pohybuje v rozmezi 7 800 az 185 000 bp. Pocet opakovani je vSeobecné
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asi o jeden fad vyssi nez u podobnych genovych rodin v zivo€isném genomu. Tuto opakujici
se jednotku rDNA je mozno lokalizovat do ur¢itého chromozomu metodou hybridizace in

situ, do tzv. organizatoru jadérka (ang. nucleolar organizer region — NOR).

Genom Typy rRNA
V¢étsi podjednotky ribozomli | Mensi podjednotky ribozomt
Bakterialni chromozom 23S, 4,58, 5S 16S
Chloroplastova DNA 23S, 4,58, 5S 16S
Mitochondrialni DNA 238, 4,58, 58 18S
Jaderna DNA rostlin 25-288S, 5,88, 5S 17S-18S

Tab. 1.2 — Typy rRNA rdznych genomu

Pocet kopii zakladni jednotky rDNA se liS§i nejen mezi taxony, ale i mezi jednotlivymi
rostlinami. Diference byly dokonce zjiStény i mezi pletivy jedné rostliny. Mezi rostlinami
jeCmene (Hordeum spontaneum) byly nalezeny az Sestindsobné rozdily a mezi rostlinami
bobu (Vicia faba) dokonce stonasobné rozdily. Pletiva téze rostliny bobu se lisila poctem
kopii rDNA az dvanactinasobné. Pfi¢inou rozdili je nerovnomérny somaticky crossing-
over.

Misto na chromozomu, v némz jsou geny rRNA lokalizovany, se vyznaCuje v mitdze
zaSkrcenim (sekundarni konstrukce) a souCasné je v interfazi zakladem jadérka, které
obsahuje rRNA transkribovanou z tohoto useku. Pfedpoklada se, Ze existuje regulacni protein,
ktery ma afinitu k promotoriim geni rRNA. Svou vazbou na promotor pisobi protein jeho
aktivaci. Aktivita genti rRNA je spojena s hypometylaci cytosinu v useku promotoru.

Geny pro 5S rRNA

Geny, které koduji ribozomdlni 5S rRNA, tvoii samostatnou velkou multigenni rodinu. Jsou
lokalizované v tandemové repetici na jiném misté genomu nez geny pro usek 18S — 5,8S —
28S rRNA. Transkripce téchto genl se déje prostfednictvim RNA-polymerazy III. Geny
existuji v jesté vétsich tandemovych repeticich nez ptedchozi skupina (u Inu az 50 000 kopif).
Geny jsou podstatné kratsi, celkova délka nepfesahuje 500 bp. Rozdily jsou i ve stupni
metylace cytozinu.

Geny tRNA

U rostlin byly popsany jednotlivé geny pro nekteré tRNA u s6ji a fazolu. U sji bylo zjisténo,
Ze na genom piipada asi 400 genti. Tyto geny jsou v zasad¢ shodné s geny tRNA u prokaryot
a ostatnich eukaryot. Ve vSech genomech je velky pocet rtiznych gent tRNA, které koduji
téméer vSech 61 smysluplnych kodonti. V genomu existuje vice typti tRNA s mirné odlisSnymi
primdrnimi sekvencemi, které jsou specifické pro stejny triplet. To jsou izoakceptorové
tRNA. Kromé toho témét vSechny typy tRNA jsou kddovany malymi genovymi rodinami.
Kazda bunka obsahuje 50 az 100 rliznych typt tRNA. Délka molekul tRNA kolisa v rozmezi
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79 az 90 nukleotidl. Geny tRNA jsou transkribovany jako prekurzorové molekuly, které jsou
o néco delsi nez konecné délka tRNA. Transkripce zac¢ind u purinového nukleotidu, obvykle
méné nez 10 nukleotidi ve sméru 5 pied sekvenci upravené tRNA a konci u sekvence oligo
T, ktera byvé v kratké vzdalenosti ve sméru 3” za délkou upravené tRNA. Upravy obstaravaji
specifick¢ nukleazy. Pak nésleduje piidani terminalni sekvence CCA a modifikace
specifickych bazi.

Geny pro tRNA jsou v genomu obvykle uspofadany rozptylen¢, ale jsou znamy i tandemové
repetice. Jen asi 10 az 20 % gent pro tRNA obsahuje introny, které jsou obvykle extrémné
kratké (8 az 60 bp). NejvyznamnéjsSim rysem genit pro tRNA je, Ze jejich promotory jsou
soucasti vlastni sekvence tRNA. V pifepisované sekvenci jsou dva promotorové useky: jeden
blizko konce 5, obvykle zacinajici asi mezi 8. az 12. nukleotidem, druhy pobliZ konce 3’
s pocatkem v poloze asi 53 az 62. Pro usek blizky konci 5 existuje tato konsensus sekvence:
5" T PuPu N N A Pu Py G 3". Uginek promotorii je modulovan tiseky DNA piilehlymi ke
kodujici sekvenci. Ty jsou bohaté na pary bazi A a T a obsahuji domény, které snizuji, a jiné,
které¢ aktivuji expresi geni tRNA. Geny pro tRNA jsou transkribovany piisobenim RNA-
polymerazy III. Jsou schopny tvofit s RNA-polymerazou III stabilni transkripéni komplexy,
které¢ pfetrvavaji mnoho cykli transkripce. Je charakteristicky vyskyt neaktivnich
pseudogenii. Jde o nepfesnou kopii strukturniho genu, kterd vznikla pravdépodobné
nepiesnou duplikaci nebo mutaci, kterou se plivodné aktivni gen v genové rodin€ inaktivoval.

Vétsina typti tRNA byla odvozena ze spolecného genu. Specificnost genu pro tRNA miize byt
zménéna In Vvitro pouhou zménou né€kolika nukleotidi. Znacny konzervativni charakter
existuje také mezi prokaryotickymi a eukaryotickymi tRNA. Gen, ktery koduje tRNA pro
tyrozin v genomu Arabidopsis, vykazuje vysoky stupent homologie s mitochondrialnim genem
fenylalaninové tRNA u kukufice.

Geny pro histony

Histony jsou proteiny, které jsou hlavni komponentou chromatinovych proteinii. Pét genti pro
histony je uspotadano v repeticich s opakovanim 10 az 600krat. Kodujici oblast genl pro
histony je vysoce konzervativni dokonce u riznych druhi, ale jejich organizace v ramci
repetice je odlisnd. Béhem faze S bunécného cyklu se obsah histonli zdvojndsobi a tyto
histony jsou soucasti nové replikované DNA.

Geny kodujici proteiny
Geny zasobnich proteini semen a hliz

Zasobni proteiny semen jsou syntetizovany v pom&rmné kratkém obdobi nékolika tydnii po
oplozeni vajecné buiky. V této dobé v bunikach vyvijejicich se déloh, ptipadné endospermu
zrajicich semen, mRNA téchto genii tvoii velkou az prevazujici frakci typi mRNA
v pletivech vyvijejicich se semen. To je optimalni situace pro izolaci mRNA pro zasobni

15



proteiny semen, konstrukci kopii cDNA reverzni transkripei a ke klonovani ve vektorovych
plazmidech E. coli.

Studium téchto genli ma vyznamnou praktickou aplikaci. U obilovin tvoii zasobni proteiny
semen asi 10 % suSiny endospermu obilek, u ¢eledé Fabaceae je obsah proteini semen 20 az
40 % a u nékterych rostlinnych druhli obsah zasobnich proteini semen ¢ini az 50 % suSiny.
Nutri¢ni hodnota z&sobnich proteinii semen je znacné€ sniZena tim, Ze tyto proteiny nejsou
plnohodnotné. Zasobni proteiny obilovin jsou chudé na lysin a threonin, piipadné lysin
a tryptofan (u kukufice) a zasobni proteiny luskovin jsou chudé na methionin a cystein.

Zasobni proteiny semen se d€li na tyto typy:

e Albuminy rozpustné ve vode¢,

¢ Globuliny rozpustné v 5% solném roztoku,

e Prolaminy rozpustné v 70% alkoholu,

¢ Gluteliny rozpustné ve slabych kyselinach a hydroxidech.

Albuminy se vyskytuji jako minoritni frakce v semenech témét vSech rostlinnych druh.
Globuliny tvofi podstatnou ¢ast zasobnich proteinti semen u celed¢ Fabaceae, ale vyskytuji se
1 v zasobnich proteinech mnoha jinych celedi. Prolaminy se vyskytuji pfedevsim v semenech
obilovin. Jejich nazev je odvozen od toho, ze obsahuji velky podil prolinu a glutaminu.
Vseobecné obsahuji velmi malo lysinu, threoninu a tryptofanu. Gluteliny se vyskytuji rovnéz
pfedevsim u obilovin.

Zasobni proteiny semen musi byt po své syntéze v bunkdch zasobnich pletiv uloZeny
v nerozpustné formé. Jsou ukladany v proteinovych téliscich, coz jsou modifikované vakuoly.
Pro transport do proteinovych télisek maji zasobni proteiny specificky signdlni peptid.
Rostlinny genom obsahuje tyto geny pro zasobni proteiny:

e Geny pro zeiny,

e Geny pro leguminy,

e Geny pro viciliny,

e Geny zasobnich proteint brazilského ofechu.

Dalsimi skupinami genli s vyznamnymi funkcemi u rostlin jsou:

e Geny pro leghemoglobiny,
e Geny pro enzymy fotosyntézy,
e Geny pro stresové proteiny.

Geny pro zeiny

Geny pro zasobni proteiny kukufice zeiny byly prvni rostlinné geny studované metodami
genového inzenyrstvi. Zeiny jsou smés prolamint, z nichZ nejhojnéj$i maji Mr 22 kD a 19
kD, ale jsou i zeiny s Mr 15 kD a velmi malou frakci tvoti zeiny s Mr 10kD. Ptes rozdily

molekulové hmotnosti je struktura proteint a jejich primarni potadi aminokyselin u vSech
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typlt v zédsad¢ shodna. V genomu kukufice je asi 25 az 30 gentl kodujicich zeiny 22 kD,
a stejny pocet geni pro zeiny 19kD, ddle 2 az 3 kopie gent pro zeiny 15kD a 1 az 23 kopie
genu pro zeiny 10 kD. Jednotlivé geny kazdé skupiny se nepatrn¢ lisi svymi sekvencemi,
vykazuji mikroheterogenitu. Podstatné se lisi i1 intenzita jejich transkripce. Jen maly pocet
genll v kazdé skupin€ je transkribovan intenzivné a nékteré geny jsou piepisovany pomérné
vzacné nebo nejsou prepisovany viibec.

Geny pro zeiny se vyskytuji v genomu kukufice v tandemovych repeticich, lokalizovanych na
tfech mistech genomu: na kratkém rameni chromozomu 7, na kratkém rameni chromozomu 4
a na chromozomu 10. Geny pro zeiny obsahuji kratké sekvencni useky promotorti obvyklé
u promotort jinych rostlinnych gent: usek TATA v poloze asi —35 a usek AGGA v poloze
asi —70. N&které geny pro zeiny vSak jsou zvlastni tim, ze maji dva promotory, P1 a P2.
Promotor P1 lezi 900—100 bp pted promotorem P2 ve sméru 5" a a promotor P2 lezi 40—60 bp
pred pocatkem kodujici sekvence. Kodujici sekvence genl pro zeiny nemaji zadny intron. Na
konci 3" jsou dva polyadenylacni useky AATAAA.

K aktivaci genli pro zeiny dochazi vyhradné v pribéhu vyvoje obilek zcela specificky:
specificka mRNA pro zeiny se objevuje v dob¢ 10 az 15 dna po opyleni, s maximem 35 dnt
po opyleni. K vysokému stupni exprese genil pro zeiny v této dobé ptispiva 1 zvyseni obsahu
DNA v jadrech endospermu. Obsah DNA v jadrech pak tvoii az dvésténasobek zéakladni
jednotkové hodnoty obsahu DNA (C) v haploidnim jadie ve fazi bunécného cyklu G; na
rozdil od o¢ekavaného trojnasobku. Nedochazi vsak k selektivni amplifikci genil pro zeiny.

Geny pro leguminy

Zékladni formou zasobnich proteinti luskovin jsou globuliny. Existuji dva typy globuling,
které se vyskytuji nejen u Celedé¢ Fabaceae. Prvni typ, ktery je podle zakladniho proteinu
nazvan vicilinovy, ma sedimenta¢ni konstantu 7S a druhy typ, leguminovy, ma sedimentacni
konstantu 11S. Kazdd proteinova molekula leguminového typu je slozena ze dvou tiid
podjednotek: acidické a a bazické B, které jsou spojeny do dimeru a molekuly leguminu se
skladaji ze Sesti takovychto dimeri. Podjednotka o u hrachu ma Mr asi 40 kD a podjednotka 3
asi 20 kD, které obsahuji kovalentné¢ vazanou jednu acidickou a jednu bazickou podjednotku.
K Upravé dochazi pfi prichodu membranou do proteinového téliska. V misté spojeni obou
usekl nedochazi k Upravé, ale k prostému zlomu. Prekurzor leguminii obsahuje kratky
signalni peptid, ktery umoziuje jeho transport do proteinovych télisek. Obé podjednotky jsou
kodovany jednim genem. Geny pro leguminy tvoii malou genovou rodinu. K expresi gen
dochdzi vyhradné¢ ve vyvijejicich se semenech. Geny byly opakované klonovany
a sekvenovany.

Existuji dva zdkladni typy legumini: A a B. Oba byly definovany na zakladé diferenci
prekurzorového polypeptidu uréenych translaci in vitro. Lisi se také obsahem nedostatkové
aminokyseliny methioninu. Typ A obsahuje vice methioninu, typ B méné nebo zadny. U
jednoho z klonovanych gent pro legumin B Vicia faba ma kodujici sekvence délku 1649 bp,
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zavadéci sekvence 57 bp a na konci 3" jsou 4 signalni mista pro polyadenylaci. Gen koduje
pre-polypeptid, ktery ma délku 484 aminokyselin a zahrnuje signdlni peptid délky 22
aminokyselin. Kysely hydrofilni fetézec ma 281 aminokyselin a bazicky, pon¢kud hydrofobni
fetézec ma délku 181 aminokyselin. Oba tseky na sebe navazuji. Kazdy z obou useku je
prerusen kratkym intronem. Introny maji délky 95 bp a 100 bp. Introny maji vySsi obsah A +
T (76 %) nez exony (53 %). Gen pro leguminy A séji a hrachu maji introny ve stejnych
polohach, ale kromé toho maji jesté tieti intron. Byly také porovnavany promotorové
sekvence na konci 5’a bylo zjisténo, ze v poloze asi 100 nukleotidli od pocatku transkripce
maji vSechny tfi geny konzervativni sekvenci, kterda ma délku nejméné 28 bp a byla nazvéana
leguminovy box. Ten pravdépodobné podminuje specificnost exprese ve vyvijejicich se
semenech. Geny pro legumin tvofi malé genové rodiny s poctem méné nez 10 genli na
haploidni genom.

Geny pro viciliny

Druhou hlavni frakci zasobnich proteini semen hrachu a vikve jsou viciliny. Jsou v semenech
pfitomny v mnoZstvich, kterd odpovidaji 25 az 75 % vahového mnozstvi legumind. Viciliny
maji molekulovou hmotnost 180 az 200 kD. Skladaji se ze tfi podjednotek, samostatnych
polypetidovych fetézct, které maji u hrachu hmotnost 48, 50 a 72 kD a jsou kodovany tfemi
riznymi geny. U vicilinli dochazi ke dvéma typlim modifikaci: 1. kotransla¢ni modifikaci
(odstranéni signalnich polypetidii o Mr mensi nez 1 kD pfi transportu do proteinovych télisek)
a 2. posttranslaéni modifikaci, kdy dochazi k naruseni (nicking) polypeptidovych fetézcii
a k jejich glykozylaci. Geny pro viciliny maji 5 intront a jsou kddovany malou rodinou genil.

Geny zasobnich proteint brazilského ofechu

Paraofech (Bertholetia excelsa) obsahuje v pletivech endospermu zasobni proteiny zvlasté
bohat¢ na aminokyseliny obsahujici siru, methionin a cystein. Ty jsou nedostatkové
u luskovin. Uvedené aminokyseliny ¢ini 8,3 az 9,1 % hmotnosti zdsobnich proteinti. Geny se
tedy zdaly vyhodné pro vnaseni do genomu luskovin. Paraotechy jsou vSak u nékterych lidi
siln¢ alergenni a tento protein patii k proteinlim, které mohou zptisobovat alergické reakce.
Proto gen pro transgenozi u kulturnich druhti nelze vyuzit. Klonovany gen pro zasobni protein
je velmi zajimavy. Kédujici sekvence ma pouze 231 bp. Gen tedy koduje polypeptid, ktery
ma 77 aminokyselin. Z nich je 14x zastoupen methionin a 6x cystein. Gen ma znacnou
sekvenéni homologii s jednim z gend pro zasobni proteiny semen skoc¢ce (Ricinus communis)
a s jinym z fepky olejné.

Lektiny

Rostlinné lektiny (aglutininy) jsou proteiny, které maji alespon jednu nekatalytickou doménu,
kterou se specificky vazi k ur¢itému mono- nebo oligosacharidu. Jsou to obecné rostlinné
obranné proteiny. Rizné typy lektini mohou mit antivirové, antibakteridlni, antihoubové,
antiinsekticidni nebo antifeedantni GcCinky. Né&které typy lektini také piisobi specificky
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ndhodné otravy lidi syrovymi nebo nedostatecné uvafenymi fazolemi. Lektin se vaze na
sttevni buiiky a dochézi k jeho endocytéze. Pak zpusobuje zvySenou metabolickou aktivitu,
ato vede k hypoplazii bunék tenkého stieva. Podobné ucinky ma také lektin akatu a bezu
¢ern¢ho. Tyto stromy také nikdy nejsou poSkozovany hlodavci a sparkatou zveéti. Nékteré
lektiny plisobi zvétSeni pankreasu a dalsi toxické vlivy.

Lektiny se vyskytuji predev§im v semenech, ale na rozdil od zasobnich proteinii semen,
mohou se vyskytovat také v jinych ¢astech rostlin. Lektiny kofent legumindznich rostlin se
naptiklad Gcastni interakce rostlinnych bun¢k s bunkami bakterii fixujicich dusik.

Lektiny jsou kodovany v§eobecné malymi genovymi rodinami. Tyto malé genové rodiny maji
obvykle aktivni i neaktivni geny. U hrachu je napfiklad aktivni jen jeden ze Ctyf gend,
ptitomnych v genomu.

Lektiny se déli na:

1. Merolektiny: vazi se jen na jeden glycid. Nemaji schopnost aglutinovat bunky.

2. Hololektiny: vazi se také vyhradné na glycidy, ale maji dvé nebo vice vazebnych
domén, takze mohou podminovat aglutinaci.

3. Chimérolektiny: fazni proteiny, které maji karbohydrat vazebnou doménu
kombinovanou s enzymaticku doménou (napf. chitindzovou). Chovaji se jako
merolektiny nebo hololektiny, podle toho, kolik maji domén, nebo jsou schopny
vazat glykoproteiny. Napiiklad typ 2 RIP je schopen $tépit chloroplastové
proteiny.

4. Lektiny typu 2 RIP: Jsou to lektiny, které maji kromé domény, vazici se na
karbohydraty jest¢ dal§i doménu, ktera ma presné definovanou enzymatickou
aktivitu. Typ 2 RIP mé dokonce 2 domény, které se vazou na glykoproteiny.
Lektiny typu 2 RIP jsou silné¢ cytotoxické. Jejich fetézec B se vaze na
glykokonjugatovy receptor na bunééném povrchu a dostava se dovnitf bunck.
Retézec A katalyticky inaktivuje ribozomy tim, Ze §t&pi n-glykozidickou vazbu na
velké rRNA. Tento protein je vysoce toxicky pro vSechna eukaryota.

Tento lektin obsahuje napt. Ricinus communis - ricin. Lektin je toxicky pro houby, ne pro

bakterie, ale piekvapiveé podmiiiuje také odolnost k rostlinnym virtim.

Z hlediska perspektiv pfenosu genti do kulturnich rostlin, geny pro lektiny jsou skupinou, se
kterou je tfeba zachazet velmi obezietné. Nékteré lektiny totiZ mohou byt toxické 1 pro
obratlovce (viz lektin snéZenky — Gallanthus nivalis lektin GA-lektin nebo ricin).

Geny pro leghemoglobiny

Leghemoglobiny jsou proteiny, které se vyskytuji v kofenovych hlizkdch leguminéz, které
fixuji vzdusny dusik v symbidze s bakterii rodu Rhizobium. Maji zde dvoji funkci: snizuji
hladinu volného kysliku, ¢imZz chrani enzym nitrogenazu katalyzujici tvorbu amoniaku ze
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vzdus$ného dusiku. Enzym je poskozovan jiz nizkymi hladinami kysliku. Funguji také jako
prenaSeci kysliku k mistim jeho terminalnich akceptort pti dychani.

Leghemoglobiny jsou tvofeny monomernimi polypeptidy. Apoproteinovou slozku koduje
rostlina, zatimco hemova slozka je determinovdna genem rizobakterii. Leghemoglobiny jsou
proteiny razové az Cervené barvy. Tvoii az 30 % rozpustnych proteinti kofenovych hlizek
ajsou lokalizovany v cytoplazmé bunék a zpusobuji tak nacervenalé zbarveni hlizek. Pii
tvorbé kotenovych hlizek jsou leghemoglobiny syntetizovany diive neZ nitrogenaza, ale dalsi
zvySovani aktivity nitrogenazy je v korelaci se syntézou leghemoglobinti. Exprese genl pro
leghemoglobiny v kofenovych hlizkdch je podminéna nejen rostlinnym genomem, ale
1 genomem rizobakterii. Primérni regulace syntézy leghemoglobinil je na tGrovni transkripce.
Leghemoglobiny jsou kddovany malou genovou rodinou, kterd obsahuje také pseudogeny.

Struktura gent pro leghemoglobiny mé mnoho spole¢ného se strukturou zivoc¢isnych genti pro
globiny. Zivo¢iiné globinové geny, které se tiastni tvorby krevniho barviva, maji jen dva
introny, zatimco rostlinné geny pro leghemoglobiny maji tfi introny. Lokalizace intronli
v zivoc¢iSnych genech pro globiny odpovida s pfesnosti na nukleotid lokalizaci prvniho
a tietiho intronu leghemoglobinovych gend.

Globiny jsou v pifirodé vSeobecné rozsifeny. Zahrnuji tetramerni hemoglobiny vysSich
vertebrat, monomerni hemoglobiny prochordat, rizné dalsi globiny bezobratlych a dimerni
globiny v kofenovych pletivech nelegumindznich rostlin fixujicich dusik. Sekvencni shoda
zivocisnych a rostlinnych genti pro globiny se ptivodné vysvétlovala tim, ze doslo k pieneseni
zivociSného genu do rostlin prostfednictvim neznamého vektoru. Dnes vSak pievazuje nazor,
podle né¢hoz geny pro globiny jsou pfitomny jiz v rané fylogenezi u primitivnich eukaryont
avprubéhu fylogeneze se wuchovaly, protoze maji v rostlinach obecnou funkci.
Leghemoglobinové geny byly podrobné studovany zejména u séji a fazolu. V posledni dobé
je vénovana velka pozornost struktuie leghemoglobinovych genii tropické rostliny Sesbania
rostrata, ktera tvoii hlizky fixujici vzduS$ny dusik nejen na kotenech, ale i na nadzemnich
¢astech rostliny. Projev leghemoglobinovych genii u druhu S. rostrata je tedy odlisny od
specifi¢nosti projevu odpovidajicich gent u so6ji. Pfi¢inu téchto odliSnosti je tieba hledat ve
struktufe promotort. Pfi analyze sekvenci bazi dvou leghemoglobinovych gent S. rostrata a
jednoho genu s6ji byla shledana sekvenéni podobnost od pocatku translace az k poloze —240,
ale déle byly jiz sekvence odlisné. Vyznamné promotorové sekvenéni useky TATA a CAAT
maji u riznych leghemoglobinovych gent shodnou polohu, obvyklou i u jinych rostlinnych
genll. Pocatek transkripce v poloze —48 a druhy, méné Casto vyuzivany v poloze —44 jsou
zvlastnosti leghemoglobinovych gend. Analyza promotori ukézala ptitomnost nckolika
vyznamnych kratkych sekven¢nich tuseki DNA, které se podileji na regulaci
leghemoglobinovych gent. Byl zjistén sekvencni usek 16 bp, s konsenzus sekvenci
NTNAATNNTTTATTTN, ktery se v useku promotoru vyskytuje 3x. V bunécnych jadrech
bunék vyvijejicich se kofenovych hlizek se podatilo prokazat protein, ktery pravdépodobné
funguje jako transkripéni faktor. To znamend, Ze se specificky vdze na uvedeny tsek DNA.
Jedna se o regulacni protein a jeho Mr je 50 kD. V promotorové oblasti —195 az —157 genu
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kodujiciho leghemoglobin u S. rostrata byly zjistény dva kratké sekvenéni useky AAAGAT
a CTCTT, které jsou vysoce konzervativni u promotortl rostlinnych gent, jeZ se projevuji
specificky v kofenovych hlizkach.

Geny pro enzymy fotosyntézy

Ptestoze fotosyntéza probihd v chloroplastech, celd fada enzymu tohoto procesu je kédovéana
jadernym genomem. K translaci dochazi v cytoplasmé a pak jsou proteiny transportovany do
chloroplastii. Pii transportu dochézi k jejich posttranslacni uprave, odstépeni transportniho
proteinu pfi prichodu membranou chloroplasti.

Jaderné geny pro enzymy fotosyntézy tvoii malé genové rodiny. Nékteré z téchto gentli patii
k nejlépe prostudovanym rostlinnym gentim z hlediska primérni struktury. Prvni zavazny
vysledek, ktery byl pfi studiu fotosyntézy na Urovni gena ziskan, je zjisténi, ze celd tada
proteini chloroplastti, ucastnicich se pii fotosyntéze, se skldda z podjednotek, které jsou
kédovany chloroplastovou DNA, a jinych, kodovanych jadernymi geny. Nejvyznamnéj$im
vysledkem studia genovych rodin enzymt fotosyntézy je poznani regulace aktivity geni. Bylo
umoznéno nejen porovnanim sekvenci bazi usekit promotorti, ale také pokusy, v nichz byly
riznym zpisobem modifikované klonované geny pienaseny do jinych genomt.

Geny pro mens$i podjednotky enzymu Rubisco

Enzym ribuldza-1,5-bisfostatkarboxyldza/oxygenaza (Rubisco, rbc, RuBPC) je vychozi
enzym fotosyntetické redukce CO, a fotorespirani oxidace uhliku. Katalyzuje karboxylaci
a hydrolytické §tépeni ribuloza-1,5-bisfosfatu na dvé molekuly 3-fosfoglyceratu. Uplatiiuje se
jak v Calvinové cyklu, tak v C4 fotosyntetickém cyklu, ktery je aktivni v buiikach pochev
cévnich svazkll. Také u rostlin s fotosyntetickym cyklem C3 je tento enzym pletivove
specificky. Vyskytuje se predevSim v listech, mén¢ v ostatnich zelenych pletivech, ale
nevyskytuje se v kotfenech, pokud nejsou zelené. Aktivni enzym se skladd z osmi jednotek
akazda jednotka je slozena ze dvou podjednotek: mensi, kterd je koédovana jadernym
genomem (gen rbcS) a ma velikost asi 14 kD a vétsi, ktera ma velikost 53 kD a je kodovana
chloroplastovym genomem (gen rbcL). Usporadani aktivniho enzymu z podjednotek se
uskutecnuje v chloroplastech. Prekurzor mensi podjednotky ma velikost 20 kD a ma signalni
(transportni) ¢ast o Mr asi 8 kD, ktera se oddé€luje posttranslaéni tpravou pii aktivnim
transportu do chloroplastii. Tohoto procesu se ucastni ATP.

Geny pro mensi podjednotku jsou pfitomny v genomu jako multigenni rodina, obvykle o 6 az
12 ¢lenech. Geny maji jeden, dva nebo tii introny. Aktivita genii pro mensi podjednotku je
regulovéana svétlem. Uplatiiuji se pfi tom na svétlo reagujici signalni proteiny, fytochromy. Ty
nepusobi piimo jako regulacni proteiny na promotory, ale jejich plisobeni je zprostiedkovano
dal§imi proteiny. Velikost tiseku promotoru, ktery ovliviiuje expresi pfi regulaci svétlem i
organovou specifi¢nosti v plné intenzité, je asi 1 kb. Promotor obsahuje proximalni kratké
specifické sekvencéni useky a distalni zesilovace. Aktivita jednotlivych genti genové rodiny se
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méni v riznych pletivech a b&hem vyvoje rostliny. Céast genfi existuje v tandemovych
repeticich a ¢ast je jich na dalSich mistech genomu jednotlivé. Naptiklad u rajcete se genova
rodina skldd4 z péti gentll, z nichz dva existuji izolované na riznych mistech genomu a tfi
tvofi tandemovou repetici, jejiz délka na chromozému ¢ini 10 kb. Srovnani sekvenci bazi
DNA pro rbcS z riznych genomt ukazalo vysoky stupeni homologie mezi kodujicimi i
regulacnimi sekvencemi vSech genl. Geny maji tfi, dva nebo jeden intron a poloha intront je
u riznych genti stala.

Geny pro mensi 1 vétsi podjednotku enzymu byly nalezeny také u nékterych bakterii a sinic.
Pivodné byly geny pro mensi a vétsi podjednotku na DNA fazeny tandemové. Toto sefazeni
genl, kde gen pro vétsi podjednotku (rbcL) sousedi ve sméru 3° s genem pro mensi
podjednotku (rbcS) a oba dohromady tvoii operon. Tato organizace existuje také u sinic.
V pribéhu evoluce byly geny pro mensi podjednotku enzymu (rbcS) preneseny do jadra
a genové produkty pak mohly ziskat jiné funkce. Pfedevsim to bylo pfipojeni transportniho
peptidu pro transport do chloroplasti. Musely vzniknout i nové regulacni signaly ke
koordinaci gent vét§i a mensi podjednotky. To obstarava ptisobeni fytochromd.

Dalsimi geny podilejicimi se svymi produkty exprese na fotosyntéze jsou geny pro proteiny
svétlosbérnych komplexti (CAB — angl. chlorophyll a/b binding proteins) fotosystému II
a fotosystému I. Geny pro vSechny typy proteint CAB jsou kdédovany malymi genovymi
rodinami, které se obvykle skladaji ze 7 az 16 cleni. Dalsi komponentou jsou geny pro
fosfoenolpyruvétkarboxylazu.

Geny pro stresové proteiny

Existuje n¢kolik skupin stresovych proteini kodovanych geny, jejichz promotory jsou
aktivovany pfi raznych typech stresti. VéEtSina téchto genil je pfitomna v genovych rodinach,
ale nekteré jsou zastoupeny jen dvakrat, popt. jsou jedine¢né. Podle typu stresového faktoru,
muzeme geny rozdélit na nasledujici typy:

e Geny proteint aktivovanych patogeny,

¢ Geny proteint aktivovanych nizkymi teplotami,

e Geny proteintl tepelného Soku,

e Geny proteint aktivovanych nedostatkem kysliku pii zaplaveni,
e Geny proteint aktivovanych poranénim.

1.1.5 Regulace genové exprese

Naskytad se otdzka, jak vznikaji rozdily mezi rliznymi typy bunék, kdyZz kazde jadro
mnohobunééného organizmu obsahuje kompletni genetickou informaci (totipotence).
Odpovéd’ je jednoduchd; ne vSechny geny jsou stale aktivni ve vSech buiikdch. Exprese genli
je regulovana vyvojovymi signdly a signaly z prostiedi, které¢ jsou detekovany regulacnimi
oblastmi genti a podle toho dochazi k aktivaci nebo supresi exprese gent. Exprese genti rostlin
a syntéza enzymu a bilkovin je regulovana v n€kolika rznych stupnich:
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e konformace chromatinu,

e kontrola transkripce,

e kontrola Gprav transkriptu a transport,

e stabilita mRNA,

e kontrola translace,

e kontrola posttranslacnich procest, jako je fosforylace proteint,
e transport bilkovin.

Budou popsany elementy DNA regulujici transkripci RNA a diskutovano, jak geny
detekuji a odpovidaji na signaly aktivujici transkripci.

Organové a bunécné specificka regulace

Buiiky, které jsou soucasti jednotlivych pletiv a organi, maji aktivovany razné skupiny genti
pro regulacni proteiny (trans-aktivacni faktory). Ty piisobi na soubor gena a genovych rodin
se spolecnymi kratkymi promotorovymi sekven¢nimi useky. Organové specifickou regulaci
genovych aktivit nelze odd¢lit od ontogeneze rostliny. Velké skupiny genil, které jsou aktivni
béhem embryonalniho vyvoje a ranych fazi vyvoje semen, jsou zapindny a vypindny soucasné
a s pokracujicim vyvojem se jejich aktivace méni. Stejné rozdily jsou i mezi organy, pletivy
organti a bunkami pletiv a spektrum pravé aktivovanych genti se méni v pritbéhu vyvoje
rostliny. Soucasné se méni kvalita i kvantita regulacnich signalt i stupeit odpovédi na tyto
signaly.

Polyzoémy vSech rostlinnych orgdna transkribuji tisice aZ desetitisice typi mRNA; ¢ast je
spole¢nych, ale kazdy orgdn maé specifické jinde se nevyskytujici typy mRNA. Naptiklad
u embryi baviniku se transkribuje asi 30 tisic rtiznych sekvenci mRNA.

Dobte charakterizovany gen kukufice, ktery ma dilezitou funkci v determinaci prubéhu
bunécného déleni, je Knottedl (Knl). Tento gen je nezbytny pii zachovani meristému vyhonu
a dochéazi-li k jeho expresi v listech, kde je normaln¢ inaktivni, stimuluje proliferaci cévnich
bun¢k, které tvoii ,hrbolky* pletiva, protoze bunky se déli mimo plochu listu. Toto
abnormalni bunécné déleni se vyskytuje poté, co proliferace bunééného deleni by se méla
zastavit u Cepele pln¢ diferencovaného listu. Knottedl je oznacovan za dominantni nebo
aktivaéni mutaci (angl. gain of function), protoZe fenotyp vznik4 na zaklad¢ exprese genu
spiSe nez na zdklad¢ ztraty exprese. Geny podobné tomuto byly identifikovény 1 u jinych
druht — KNAT1 u Arabidopsis, a vzdy maji funkci v morfologii a vyvoji listt.

Vnitinimi signaly genové regulace jsou rostlinné hormony — auxiny, cytokininy, gibereliny,
kyselina abscisovd (ABA) a etylén, které¢ puisobi na regulaci rtiznych gend rostlinného
genomu pfimo na Urovni transkripce, ale soucasné i na dal$ich urovnich. Toto plisobeni se
déje modifikaénim vlivem na regulacni proteiny. Auxiny reguluji bunécné déleni,
prodluzovani a diferenciaci bun¢k. Byla pozorovana jak pozitivni tak negativni regulace
auxinem. Cytokininy pusobi na mnoha trovnich. Aktivuji bunééné dé€leni, stimuluji rist
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bunck, snizuji apikdlni dominanci rostliny, oddaluji starnuti buné€k, aktivuji chloroplastovy
aparat, zptisobuji otevieni priiduchil, maji ochranny vliv vii¢i neptiznivym faktortim prostredi.
Gibereliny vyrazné ovliviwyji rist rostlin, vyznamné se uplatiuji pii regulaci kli¢eni semen
a kveteni. Klasickym piikladem vlivu giberelinli na transkripéni urovni je indukce aktivity
amylaz v pocateCnich fazich kliceni obilek je¢mene. Kyselina abscisova reguluje mnoho
vyznamnych vyvojovych procesii jako je vyvoj a kliceni semen, funkci priduchti, odpoveéd’
rostliny na vodni deficit. Je antagonistou giberelinu. ABA inhibuje pfedcasné kliceni semen,
ale stimuluje normalni embryogenezi. Etylén ovliviiuje kliceni semen, rast kli¢nich rostlin,
odpovéd’ na poranéni a jiné stresova ptisobeni a také zrani plodu.

Regulace podnéty z prostfedi

Vnéjsi prostiedi rostliny vysila smérem k rostlin€ fadu podnétd, které funguji jako signély pro
aktivaci transkripce gent. Takovymi hlavnimi podnéty jsou svétlo, délka dne, denni
(cirkadidlni) rytmy, patogeni, poranéni a jiné¢ stresy, které se Casto piekryvaji. Napiiklad
sucho zpisobuje stres vlivem nedostatku vody pro kotfeny a indukuje aktivaci genli pro
syntézu rostlinného hormonu ABA. ABA potom iniciuje kaskadu procesii koncicich ztratou
iontl z ochrannych bunék, tim zavirani priaduchii s cilem minimalni transpirace a ztraty vody.

Regulacni elementy promotoru

VétSina regulacnich elementd gend je umisténa proti sméru (57) transkripce, jako promotor.
Regulacni elementy umisténé na stejném fetézci DNA jako kodujici oblast genu, se nazyvaji
cis-elementy. Je to predevsim TATA box, ktery je u vétSiny eukaryotickych gentl, v pozici
-30 (tj. 30 nukleotidii od zacéatku transkripce). Vedle néj je lokalizovan dalsi cis-element —
CAAT box. TATA je mistem vazby RNA polymerazy II. Inducibilni geny obvykle obsahuji
TATA box a alesponi dva dalsi cis elementy, které maji vyznamnou funkci v konecnych
fazich prenosu signalu z prostiedi.

Regulacni elementy jsou casto i didle od TATA boxu proti sméru transkripce, i ve sméru
transkripce, v netranslatované oblasti a dokonce i v intronech. Tyto elementy obvykle funguji
jako zesilovacde a prispivaji k efektivnosti RNA polymerazy II pti aktivaci transkripce genu.

Sekvence zesilovace Casto tvofi stovky bp a mohou obsahovat kazety repetic, z nichz kazda
muZe fungovat nezavisle jako cis-element. Zesilovace mohou fungovat v obou smérech 1 ve
znacné vzdalenosti od kodujici oblasti genu. Plsobi-li jako cis-elementy, musi byt na stejném
fetézci DNA jako oblast genu, ktery ovliviiuji. Zesilova¢e mohou také regulovat specificitu
exprese, kdy je ur¢ity gen exprimovan jen v ur¢itém pletivu nebo organu. Tato funkce je
zachovana 1 v pfipadé, ze je zesilova¢ odstranén z obvyklého mista a umistén v jiném genu,
kde aktivuje tkanové specifickou expresi nového hostitelského genu. Strukturalné podobné
umlcovace funguji proti regulaci exprese genu.

Zesilovace je mozné v rostlinném genomu identifikovat prostiednictvim systému pasti na
zesilovade, ktery souvisi s aktivitou transpozonii. AC element je modifikovan, takze nedochazi
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k jeho transpozici, a kodujici sekvence transponazy jsou pod kontrolou promotoru 35S
CaMV. Jde tedy o Ds element obsahujici bezpromotorovy gen pro B-glukuronidazu (GUS).
Jestlize se konstrukt DS/GUS transponuje pfed promotor v blizkosti vhodného zesilovace,
buiika exprimuje enzym GUS, coz Ize detekovat kalorimetricky.

Rostlinné geny s podobnou funkci maji elementy promotoru podobné. Naptiklad fada geni
aktivovanych signaly z vné&jsiho prostiedi ma konzervativni cis-element nazyvany G-box (5°-
TCCACGTGGC-3"), ktery rozpoznava tento typ signali. Dele¢ni a mutacni analyzy
promotort citlivych ke svétlu, UV zareni, ABA, kumarové kyseliné (fenolicka latka), chladu
a dehydrataci ukazuji, ze zména G-boxu ovliviiuje schopnost promotoru reagovat na
konkrétni signal. Vyznamnym rysem vSech téchto promotorl je nezbytnad pfitomnost jesté
jednoho cis-elementu kromé G-boxu, aby transkripce genu byla dostatecnd. Jeden z nich je
ABA-responzivni element ABRE v promotorech n¢kolika genti, které jsou aktivovany ABA.
Mutaéni a dele¢ni analyza s promotory obsahujicimi ABRE element ukazuje, ze ackoli je G-
box nezbytny pro funkci genti s ABRE elementem, pfitomnost G-boxu neni dostacujici pro
rozpoznani signalu zprosttedkovaného ABA. G-box asi plni funkci pfi vazbé néjakého
obecného transkripéniho faktoru, ktery funguje v kombinaci se specifickymi regulacnimi
proteiny pii aktivaci RNA polymerazy II.

Transkripéni faktory

Cis-elementy promotor funguji ve spojitosti s proteiny (transkripéni faktory, trans-
elementy), které se vazou na DNA, a umoziuji navazani RNA polymerazy II. Transkrip¢ni
faktory maji alesponn dvé domény; jedna funguje pfi rozpoznani a navazani k cis-elementu
adruha pfi vazbé s dalSimi proteiny, které se ucastni aktivace transkripce. Transkripcni
faktory jsou kddovany rodinami gent vzdy pro populaci ptibuznych proteini.

Transkripce genll je fizena multifaktorialnim nukleoproteinovym transkripénim komplexem.
Modelové situace je uvedena na obr. 1.2. Aktivita RNA polymerazy II vyzaduje spolupréci
fady zakladnich transkrip¢nich faktord, bilkovin, které se vazou na TATA box (TFIIA, TFIIB,
TFIIE, TFIIF, TFIIH) spolu s TATA vazebnym proteinem (TFIID). Kromé toho je do
transkripce RNA polymerazou II zahrnut specificky transkripéni faktor (aktivator), ktery se
vaze na distalni promotorové elementy. Tyto transkripéni faktory urcuji typ exprese urcitého

genu.

Protein Druh Motiv Regulac¢ni funkce DNA-vazebné misto

Cl Zea mays Myb Syntéza antokyanu -

P Zea mays Myb Syntéza antokyanu -

Knl Zea mays Homeo- Vyvoj listi -

doména

DEFA | Antirrhinum majus SRF Vyvoj kvéth -

AG Arabidopsis thaliana SRF Vyvoj kvéth -

Gll1 Arabidopsis thaliana Myb Vyvoj trichoml -
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TGAI1b | Nicotiana tabacum bZIP Histonové geny TGACGT
HBP-1a | Triticum aestivum bZIP Histonové geny ACGTA
EmBP-1 | Triticum aestivum bZIP Indukce ABA GTACGTGG
GT-1 Nicotiana tabacum - Regulace svétlem | GTGTGGTTAATATG

Myb transkrip¢ni faktor kvasinek, zivoc¢ichti i rostlin

SRF sav¢i transkripéni faktor

bZIP transkrip¢ni faktor

- neurceno

Tab. 1.3 — Transkripéni faktory rostlin a jejich regulacni funkce.

Sekvence distalnich promotorovych elementl byla identifikovana u fady gent:

Box leguminu TCCATAGCCATGCAAGCTGCAGAATGTC determinuje regulaci gena pro
tvorbu leguminu béhem vyvoje semen.

1. Element ABRE (angl. abscisic acid-responsive element) CGAGCAGGC byl zjistén
v promotorovych oblastech né¢kolika genli, které jsou regulovany rostlinnym
hormonem kyselinou abscisovou.

2. Element LRE (angl. light-responsive element) s boxem GATAAG, s boxem II —
GTGTGGTTAATATG a boxem III - ATCATTTTCACT byl zjistén u nékterych genti
kodujicich fotosyntézu, které jsou regulovany svétlem.

3. Element ARE (angl. anaerobic responsive element)

Specializované transkripcni faktory, které se mohou vazat na distalni promotorové elementy,
byly izolovany u nékterych rostlinnych druht. Byl klonovan transkripcni faktor EmBP-1
pSenice. Interaguje specificky s elementem ABRE. Nékteré transkripcni faktory a vazebna
mista promotort jsou uvedena v tab. 1.3.

Proteiny s homeodoménami jsou kédovany geny s tzv. homeoboxy, coz jsou sekvence dlouhé
180 bp. Tyto proteiny funguji jako transkripéni faktory pti regulaci riznych vyvojovych stadii
rostlin a specifit¢ mnoha organli a pletiv. Geny s homeoboxy byly poprvé identifikovany
u Drosophila. Mutace téchto genti maji za nasledek zna¢né vyvojové defekty, jako je tvorba
jinych organt. U kukufice jsou takovymi geny Knottedl a ZMH1/ZMH2. Knottedl byl
prvnim takovym genem identifikovanym u rostlin.

Funkce chromatinu

Hlavnim kritériem pro aktivni transkripci genu RNA polymerdzou II je dostupnost DNA,
ktera je naopak determinovana konformaci chromatinu.

Histony pomahaji regulovat transkripci prostfednictvim stupn€ kondenzace DNA. Specifické
enzymy jako je histonova acetyl transferaza mohou modifikovat histony a tak inhibovat
kondenzaci a tim vytvofit oblast genomu pfistupnou pro transkripéni faktory. Odstranéni
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acetylovych skupin z histonti prostfednictvim deacetylazy zvySuje kompaktnost chromatinu
a zpusobuje, ze geny jsou méné piistupné pro RNA polymerazu.

Genomy vysSich eukaryot jsou pravdépodobné organizovany do smyckovych domén
chromatinu prostfednictvim pfipojeni k jaderné siti (angl. scaffold). Smycky, které jsou
v rozsahu 5 az 200 kb, jsou zde pfipojeny v mistech MAR (angl. matrix attachment region).
MAR jsou bohaté na motiv DNA AT a jsou dlouhé¢ 200 az 1000 bp. MAR plni funkci ve
strukturni organizaci genomu a mohou usnadnovat transkripci genti nebo skupin gent
prostiednictvim tvorby méné kondenzované struktury chromatinu. Chromatinové vlakno je
k oblasti MAR piipojeno proteinem MAR. Oblasti MAR obklopuji koédujici oblasti genti
a ¢asto jsou spojeny s regulacnimi elementy. MAR byly charakterizovany u genti s¢je, tabaku,
hrachu a kukufice. Také gen pro B-fazeolin u fazolu je ohranicen takovou sekvenci MAR na
5" konci a pfi transkripci funguje spolecné se zesilovacem genu. Také bylo zjisténo, ze tato
oblast genu ma zvysSenou citlivost k DNaze 1.

Epigenetické mechanizmy genové regulace

Exprese geni muze byt ovlivnéna epigenetickymi zménami v genomu, které jsou dédicné
a reverzibilni.

e Imprinting

e Paramutace

e Kosuprese
e Metylace
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holoenzym
(RNA polymeraza Il +
zakladni transkripéni
faktory TFIIB, TFIIF a

TFIIH)
zakladni zakladni
transkripéni transkripéni
faktor TFIIA faktor TFIID

DNA

zesilovaé box TATA TCS aktivator
(specialni
+ transkripéni
faktor)
‘ @ zakladni
transkripéni
faktor TFIIE

aktivni komplex

transkripce
DNA

box TATA  'TCS
Obr. 1.2 — Vytvoteni aktivniho transkripéniho komplexu (TCS — zacatek transkripce). (Zdroj:
Hughes, 1996)

1.1.6 Transpozony

Transpozony jsou sekvence DNA, které maji schopnost ménit svoji lokalizaci v genomu
transpozici, kterou umoznuji produkty gent, které¢ jsou soucasti dané¢ho nebo ptibuzného
elementu. Transpozony mohou byt rychle a pomérné stabilné fixovany v populaci, piestoZe
sniZuji zdatnost rostlin a maji mutagenni u¢inek.

Podobné jako u jinych eukaryot, také u rostlin byly objeveny transpozony. Transpozony tak
odlisnych organizm jako je Drosophila, kvasinky a kukufice maji znacné konzervativni
zpusob transpozice. Vlastnimu objevu transpozonli ptedchazely neobvyklé vysledky
hybridiza¢nich analyz u kukufice. V roce 1938 analyzoval Marcus Rhoades neobvyklé
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vysledky po samospraSeni mexické kukufice. Linie, ktera se vyznacovala zbarvenymi
obilkami, dala po samospréaseni rostliny se zbarvenymi, skvrnitymi a bezbarvymi obilkami
v palici v modifikovaném mendelovském dihybridnim $tépném poméru 12 : 3 : 1. Analyza
ukazala, Ze se jednalo o mutace ve dvou genech, genu pro zbarveni (tvorba pigmentu) Aj/a;
a genu podminujiciho skvrnitost Dt/dt. Formalni genetické vysvétleni tohoto $tépného poméru
bylo zaloZeno na tom, ze puvodni linie byla genotypu A;A; dt dt a mutacemi se zménila na
dihybridni Aja; Dt dt, kde alela A; podminuje zbarveni obilek a alela Dt skvrnitost. Barevné
skvrny se vSak mohou fenotypové projevit pouze na pozadi jinak nezbarvenych obilek. Po
samospraSeni dihybridniho genotypu vzniklo potomstvo: 9/16 A;- Dt- a 3/16 A;- dt dt se
zbarvenymi obilkami, 3/16 a;a; Dt- se skvrnitymi obilkami a 1/16 a;a; dt dt s obilkami
bezbarvymi.

MW

na A; v somatickych bunkéch, avSak velky pocet skvrn na obilkdch by zaroven znamenal
extrémné vysokou rychlost reverze. Riiznym kfizenim nakonec prokdzal, ze alela a; je
opravdu nestabilni mutantni alelou, u které s vysokou ¢etnosti dochazi k reverznim mutacim.
Tato nestabilita je vSak zavisla na pritomnosti alely Dt jiného nevazaného genu.

Podobné pokusy u kukufice provadéla v padesatych letech 1 Barbara McClintock, jejiz
vysledky vedly k objevu transpozont u kukufice.

B. McClintock (nar. vr. 1902) se zabyvala v laboratofich Cold Spring Harbor v USA
cytogenetikou kukutice. Provadéla velka mnozstvi kiizeni, pii kterych zjistila 1 projevy rizné
genetické nestability. V téchto ptipadech zjistila chromozomové zlomy a tvorbu skvrn
v somatickém pletivu kukufi¢ného zrna. Tyto své vysledky zvetejnila v roce 1951 formou
prednésky a poté v r. 1953 je publikovala. AvSak jeji genetické analyze jevu, ktery, jak dnes
vime, byl podminén chovanim transpozont, bylo obtizné porozumét, a proto se jeji prace
nesetkala s odezvou ve védecké komunité (dostala pouze dvé zadosti o separat své publikace
zr. 1953). McClintock objevila autonomni a neautonomni transpozony u kukufice (slovo
transpozice pouZzila poprvé vr. 1949). Nasla geneticky faktor Ds (disocidtor), ktery
podminuje vysokou néachylnost k chromozomovym zlomim v misté, kde se nachazi. Tyto
zlomy mohou byt lokalizovany bud’ cytologicky, nebo geneticky (obr. 1.3). Navic se zjistilo,
Ze tato nestabilita je zavisla na pfitomnosti nevdzané¢ho genu Ac (aktivatoru), podobné jako
nestabilita a; byla zavisla na ptitomnosti Dt.

Kdyz se McClintock pokusila lokalizovat gen Ac na chromozom, zjistila, Ze to neni moZzné,
nebot’ se u rostlin téze linie nachazel v riznych mistech. Také lokus Dt ménil svou polohu na
rameni chromozomu, jak se zjistilo podle exprese riznych recesivnich fenotypt projevujicich
pseudodominanci (obr. 1.3). Na zakladé dalSich pokusii bylo zjisténo, ze se u kukufice
vyskytuji mobilni elementy, které se mohou piemistovat v jaderném genomu a zptisobovat
nestabilni mutace genu, do nichz se zacleni. Jeji prace byla piijata az za deset let, kdy byly
transpozony objeveny u bakterii.
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Teprve molekuldrni analyza potvrdila pozorovani a vysvétleni tohoto jevu a tficet let po
publikovani svych vysledkt dostala B. McClintock za svou praci Nobelovu cenu (1983).

Obecna charakteristika transpozont

Transpozony ¢1 mobilni elementy jsou ¢asti DNA, které se mohou pfemistovat (transponovat)
v jaderném genomu.

U kukufice bylo nalezeno nékolik systémti podobnych a;/Dt a Ds/Ac. Jejich pisobeni je
obdobné — maji cilovy gen, ktery je inaktivovan inzerci n¢jakého receptorového elementu do
jeho struktury, a samotny regulatorovy gen udrzujici mutacni nestabilitu. Naptiklad mobilni
element Ds se mtlize zaclenit do genu waxy, ktery podminiuje charakter endospermu (Skrobovy
¢i voskovy) a zpusobit za pfitomnosti AC jeho nestabilitu. Uvedené piiklady jsou piikladem
neautonomniho transpozonu, ktery pro svou transpozici vyzaduje pfitomnost jiného
mobilniho elementu v genomu. Autonomni transpozony se naopak mohou piemistovat
v genomu nezavisle na jakémkoli jiném elementu.

Transpozony casto zpusobuji inzeréni mutace tim, Ze se zacleni do funk¢nich genti a porusi
tak jejich integritu. Nasledné vyclenéni transpozonu z mutantniho genu (a tedy obnova funkce
genu) zpusobi somatické reverzni mutace v pfislusnych buiikach. Tyto mutace se Casto
projevi jako skvrnitost nebo variegace barvy nebo struktury pletiva, které vzniklo délenim
bunék, v nichz byl pfislusny gen aktivovan. Na rozdil od variegace zplisobené virovymi
chorobami, chimérickym stavem nebo chloroplastovymi mutacemi, jevi mutace zpiisobené
transpozony mendelistickou dédi¢nost.

A

Knob
Ds

par homologickych
lokus Ds chromozomu
( s v meidze

recesivni fenotypy

A

¢ sh bz wx NDs+

e e CETT——
Ds
C
sh delece

Wx Bz
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Obr. 1.3 — Detekce chromozomovych zlomii u kukufice vlivem genetického faktoru Ds
A/ cytologicky a B/ geneticky, podle recesivnich fenotypt - ¢ (bezbarvy), sh (svrastély), bz
(bronzovy), wx (voskovy).

Struktura mobilnich elementd Ac a Ds kukufice

Element Ac je dlouhy 4563 bp skoncovymi 11 bp dlouhymi obriacenymi repeticemi.
Transpozon koduje transkript o 3,5 kb a vysledny protein s 807 aminokyselinami
s transpondzovou aktivitou. Gen pro transponazu je rozdélen na exony, jak ukazuje
schematicky obrazek 1.4. V genomu je pfitomna vzdy jedna jeho kopie. Pfi vétSim poctu
kopii by dochazelo kjejich vzdjemné inaktivaci. Elementd Ds mize byt az 10 kopii
v genomu.

| BN O SN O NS O KR O

I‘mRNA

-t — -
650 bp otevieny ¢éteci ramec
5" UTR koédujici protein transpozazu

(807 aminokyselin)

< obracena repetice 11 bp
. sekvence urcujici misto excise

]
chromozom

Obr. 1.4 — Struktura autonomniho transpozonu Ac kukufice (1 — 5 exony, a — d introny).
(Zdroj: Hughes, 1996)

Struktura Ds elementli vykazuje rozsahlou homologii s AC; tyto elementy jsou vSak kratsi
a zjevn€ vznikly deleci vnitini ¢asti ¢teciho rdmce Ac. Ponévadz Ds elementy nemaji uplny
¢teci rdmec, nemohou produkovat aktivni transponédzu, a proto se nemohou samy autonomn¢
transponovat. Mobilizace jejich transpozice je moznd pouze za pritomnosti transponazy
produkované elementy Ac. Ne vSechny elementy Ds kukufice vykazuji deleci ve srovnani
s Ac. Byly nalezeny 1 jiné s velmi malou homologii s Ac, napt. DS2 nebo Ds5933. Celkem
bylo identifikovano asi 20 ¢lenii rodiny Ds.

U kukutice byly popsany i dalsi systémy plsobeni mobilnich elementl a jejich struktura,
napiiklad systém En/Spm (angl. enhancer/supresor mutator).
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Strukturné podobny jako Ac je mobilni element Tam3 objeveny u hlediku (Antirrhinum
majus); ma vSak 12 bp dlouhé invertované repetice a obsahuje Eteci ramec bez intrond.
Produkovany protein vykazuje asi 60% identitu aminokyselin s transpondzou Ac. Oba
srovnavané elementy maji 8 bp dlouhé cilové misto pro vélenéni do DNA. Srovnani Taml
hlediku s Spm kukufice odhalil témét identickou sekvenci terminalnich repetic i exond obou
elementi. Tyto elementy pfi zaclenovani do DNA vytvaii 3 bp dlouhé duplikace. Pii
sekvenovani DNA se podle téchto duplikaci odhali misto, ve kterém byl transpozon zaclenén.
Duplikace a neuplné duplikace jsou zplUsobeny pfi transpozici nepfesnym Stépenim DNA
a tvorbou jednovldknovych zlomu piisobenim transponazy. V mistech transpozice tak dojde
k posunuti o urcity pocet nukleotidi (3 az 12). Pfi repara¢nim procesu je struktura rostlinné
DNA uzaviena dosyntetizovanim jednovldknovych tsekt a ligaci obou koncti vlaken DNA.

Transpozice elementi Tam je silné ovliviiovana prostfedim. Pii mnozeni rostlin hlediku pfi
15°C se frekvence transpozice zvysSuje az 1000krat ve srovnani s mnozenim pii 25°C.
Transpozony se zaélenuji do gent pallida a nivea, které podminuji syntézu antokyanu.
Inaktivace téchto genti se projevi fenotypove rizn€ pigmentovanymi a skvrnitymi kvéty.

Pii klonovani genu Rugosus (R/r) Pisum sativum byla identifikovana duplikace dlouha 12 bp,
ktera je homologni s termindlnimi sekvencemi elementu Ac kukufice. Svéd¢i to o minulé
pfitomnosti transpozonu. Gen tvoii enzym SBEI (angl. starch branching enzyme) zodpovédny
za vétveni molekuly Skrobu. Pfi inaktivaci genu transpozici dochazi k akumulaci sacharézy,
zvySeni obsahu vody a zménam v osmotickém tlaku. Pfi zrani semen genotypu IT tato ztraci
vice vody nez semena genotypu R- a v duisledku toho se vytvari charakteristicky svrastély
fenotyp.

Transpozonové mutace (transpozon tagging)

Sekvence transpozonti lze vyuzit jako sondy pti klonovani transpozont stejného typu a izolaci
mutantnich gen.

Mobilni element Ac, ktery byl nalezen u jednodé€lozné rostliny, je schopen transpozice i do
genomu raznych dvoudéloznych druht rostlin (heterologni transpozice) jako je Arabidopsis,
tabak, rajce, sdja nebo brambor. To otevielo moznost pouzit tyto elementy pro ziskavani
novych mutaci. Byly navrZzeny postupy efektivniho vyhledavani a izolace inzercnich
transpozonovych mutaci. Schéma tohoto postupu je na obr. 1.5. Element Ds a stabilizovany
element AC (sAc) byly vneseny zvlast do genomu jednotlivych rostlin standardniho typu.
Tyto rostliny se nasledné mezi sebou kiizi. Ponévadz rostliny F; obsahuji oba typy elementi,
bude Ds mobilizovan transpondzou produkovanou elementem Ac. Mobilizovany Ds se miize
nadhodné zaclenit do pfislusného zadouciho genu (Ph) za vzniku inzeréni mutace Ph::Ds.
Vznikne-li za¢lenénim elementu mutace recesivniho typu, je mozno ji detekovat kiizenim F,
s rostlinami homozygotné recesivnimi pro tento gen (ph ph). Vétsina potomstva z tohoto
kiizeni bude heterozygotni (Ph ph) a standardniho fenotypu, av§ak budou zde i rostliny, které
zdédily od jedincu F; alelu s transpozonem a ty budou mutantni, genotypu Ph::Ds ph.
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Jinou moznosti indukce transpozonové inzer¢ni mutace je vyuZiti autonomniho elementu Ac.
Ten je soucasti konstruktu vytvofeného z T-DNA Agrobacterium tumefaciens (v zavadéci
sekvenci markerového genu pod fizenim promotu 35S). Po transformaci rostlin timto
konstruktem mutize dojit k excizi Ac a aktivaci markerového genu. Expresi tohoto genu je
mozné detekovat jen v urcitych pletivech, tedy v potomstvech bun€k, u nichz doslo k excizi.
Po excizi se mize Ac zaclenit do sousedniho genu a zpusobit jeho inaktivaci.
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® bodova mutace
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Obr. 1.5 — Indukce transpozonové mutace. Postup vyuziti klonovaného neautonomniho
transpozonu Ds pfi inzeréni mutagenezi a klonovani genu Ph. (Zdroj: Hughes, 1996)

1.1.7 Retrotranspozony
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U vyssich rostlin, jako naptiklad u Arabidopsis nebo Nicotiana, byly objeveny castice
strukturalné podobné retrovirim a byly nazvané retrotranspozony. Jsou to uUseky DNA
schopné vkladat své vlastni kopie do novych pozic v genomu. Jsou virového ptivodu a jako
retroviry maji gen kodujici reverzni transkriptdzu, kterd umoznuje piepis RNA (vznika
transkripci retrotranspozonu) do komplementarni DNA. Tato DNA je presnou kopii
puvodniho retrotranspozonu a je vlozena do nového mista v genomu (retropozice). Pfimym
dasledkem transpozice retrotranspozonti je zvySovani jejich poctu. Genom kukufice je jimi
tvofen az z 50 %. V oblasti genu Adhl je nékolik kopii retrotranspozonu Opie. U bobu
predstavuji elementy typu Tyl-copia kolem 40 % genomu. Konkrétni retrotranspozon se
muze vyskytovat 1 v n€kolika desitkdch kopii, naptiklad Tntl se vyskytuje v genomu tabaku
v nékolika stovkach kopii. V genomu je¢mene je pfitomen element bisl, ktery tvofi nékolik
procent celkové genomové DNA.

Délka retroelementli je vrozmezi 1 az 13 kb. Témto rostlinnym retrotranspozontim vsak
chybi sekvence homologni s oblasti env kodujici strukturalni bilkovinu plastového obalu,
ktera je nezbytna pro pohyb mezi buikami. To znamena, Ze retrotranspozony nemohou tvofit
Castice podobné virim. Strukturni podobnost mezi retroviry a retrotranspozony je
pravdépodobné vyrazem jejich evolucni piibuznosti. Pro retroelementy jsou typické sekvence:
gen gag kodujici strukturdlni protein, gen prot (proteaza), gen pro reverzni transkriptazu,
RNazu H a integrazu. V soucasné dobé se studuje jejich schopnost retropozice do rtiznych
rostlinnych genomtl. Podobné jako transpozony mohou slouzit jako nastroje k cilenému
vnaseni pozadovanych genli do riznych genomi, jsou zdrojem rozmanitosti vlivem své
schopnosti inaktivace genu po svém zaclenéni retropozici.

Retrotranspozon kukutice Mu (Mutdator) transponuje tak cCasto, ze dochazi az k 50krat vyssi
Cetnosti mutaci nez v genomu bez tohoto elementu a mutace jsou vétSinou nestabilni.
V genomu se vyskytuje 20 az 40 kopii. Pti kiizeni kukutice s Mul s kukufici bez n¢j, dojde
k retropozici Mul a integraci do novych mist genomu, pficemz pocet kopii se doplni na
pivodni pocet. V hostitelském genomu tvoii Mu 9 bp dlouhou repetici. Od konce 70. let
minulého stoleti, kdy byl Mu objeven, byla pomoci né¢ho ziskana u kukutice fada mutaci.

Dalsi elementy kodujici transponazy

Prvni skupina obsahuje elementy s charakteristickou obracenou terminélni sekvenci, které se
pohybuji po chromozomu prostfednictvim mnohonasobnych zloma a ligaci. Jsou to napf.
elementy Tphl u petiinie a Tagl u huseni¢ku. K transpozici dochazi pifevazné do gent na
témzZe chromozomu.

Byly identifikovany dvé dal$i rodiny mobilnich elementil této skupiny. Alespont u nékterych
druhti rostlin se vyskytuji ve velkém poctu kopii. Elementy trav Tourist se Casto vyskytuji
u kukuftice (pfiblizné na kazdych 30 kb genomu) ve vice nez 10 tisicich kopiich. Element
Stowaway je Siroce rozsifen u jednodéloznych 1 dvoudéloznych druhl. Jsou malé, maji
konzervativni terminalni obracenou repetici a zaclenuji se do sekvenci TA.
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1.2 Mimojaderna DNA

Jednim z hlavnich ryst eukaryotickych buné€k, ve srovnani s prokaryotickymi, je pfitomnost
riznych vnitrobunéénych organel. Organely jako jsou mitochondrie a chloroplasty maji sviij
puvod v symbidze s primitivnimi bunkami a na rozdil od dalSich organel maji vlastni
genetickou informaci. B€hem evoluce eukaryot byla fada jejich gent pfenesena do jadernych
genomu. Dlouhé useky organelové DNA byly pifeneseny do jadernych chromozomi az
pozdéji béhem evoluce. Tyto sektory jsou snadno detekovatelné prostfednictvim hybridizace
s klonovanou chloroplastovou DNA. Diisledkem ptuvodu plastidi a mitochondrii jsou shodné
znaky s prokaryotickymi organizmy, jako je napf. organizace jejich genomil do operonil nebo
charakter ribozomalni RNA.

Existence chloroplastové a mitochondridlni DNA byla objevena pied 40 lety a vyzkum
smétuje ke studiu struktury a funkce téchto genomtl. Funkce gend jednotlivych organel je
siln€ regulovéana jadernymi geny a dochézi ke koordinaci exprese jadernych, chloroplastovych
a mitochondridlnich gent. N&které sekvence jaderné, chloroplastové a mitochondrialni DNA
jsou homologni. To dokazuje existenci mechanizmi, které umoznuji pienos (vymeénu)
genetického materialu mezi organelami. Dédi¢nost organel a tim 1 jejich genomu je u vyssSich
rostlin vétSinou uniparentalni.

1.2.1 Chloroplastova DNA

Chloroplasty jsou organely, které se diferencuji na svétle z cytoplazmatickych organel
nazvanych proplastidy pfitomnych v meristematickych buiikdch. Chloroplasty jsou 5 az
10 um velké cockovité struktury obklopené dvojitou membranou. Buniky listového mezofylu
obsahuji az 100 chloroplastt.

Dvojita membrana chloroplastu obklopuje vlastni télo chloroplastu, které obsahuje enzymy
pro fixaci oxidu uhli¢itého, biosyntézu aminokyselin a metabolizmus lipida. Uvnitt téla je
systém thylakoid, ktery obsahuje proteiny pro svételnou reakci fotosyntézy. Chloroplasty jsou
organely, které maji schopnost mnozit se a obsahuji mnoho kopii dvoufetézcového
kruznicového chromozomu, ktery je tvofen DNA. Jednotlivé bunky se 1i8i poc¢tem jeho kopii
v kazdém chloroplastu. Bunky mezofylu mladych listd jich obsahuji az 100, zatimco
chloroplasty starych listli maji jen 20 az 30 kopii. Pocet kopii chloroplastového chromozomu
v jednotlivych bunkach listu se tak pohybuje kolem 500 az 10 000 a tvoii 10 az 30 % DNA
ptitomné v buiikéach listd.

Chloroplastové chromozomy se nachazeji uvnitf téla chloroplastu a nékterymi rysy své
struktury se podobaji prokaryotickym chromozomim. Jsou to kruznicové molekuly DNA,
kter¢ na rozdil od jadernych chromozoml netvoii komplex s histony. Replikace
chloroplastové DNA (cpDNA) a jeji distribuce mezi dcefinymi proplastidy je komplexnim
procesem. U vétSiny rostlin je cpDNA dlouhd 120 az 160 kb. Cely chloroplastovy
chromozom druhti A. thaliana, Nicotiana tabacum, Marchantia polymorpha (porostnice
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mnohotvarna), ale i Oryza sativa, Triticum aestivum, Zea mays, Pinus thumbergii, Spinacia
oleracea, Medicago truncatula a Lotus japonicus byl jiz sekvenovan. Jsou znamy kompletni
sekvence chloroplastovych genomt vice nez 100 druhii rostlin.

Chromozom tvoii obvykle ¢tyfi segmenty: velka a mala oblast s jednokopiovymi geny, a dvé
kopie invertovanych repetic, které¢ tyto dvé oblasti odd€luji. Chloroplastové genomy byly
klasifikovany do tii typt. Prvni skupinu tvoii ¢eled’ Pinaceae a legumindzy (véetné hrachu
a fazolu), které maji chloroplastové chromozomy bez obracené repetice. Chloroplastové
chromozomy ostatnich vysSich rostlin maji velkou (6 az 76 kb) obracenou repetici. Do treti
skupiny patii fasa Euglena gracilis s péti tandemovymi repeticemi.

Organizace chloroplastového genomu

Chloroplastové genomy obsahuji 120 az 140 genti. Poznatky o téchto genech byly ziskany
genetickou analyzou, studiem syntézy proteini u izolovanych chloroplasti, RNA-DNA
hybridizaci (kterd umoznila identifikovat nékteré geny pro rRNA a tRNA) a klonovanim
spolecné se sekvenacni analyzou. Dalsi geny koduji nékteré proteiny ribozomi, podjednotky
RNA polymerazy a nékteré procesy fotosyntézy.

Syntéza proteint

Chloroplastovy genom obsahuje vétSinu genetické informace pro syntézu chloroplastem
koédovanych proteint a 4 geny rRNA, které jsou soucasti velké obracené repetice (u druht
s touto obracenou repetici). Dalsi geny determinujici chloroplastové proteiny zahrnuji geny
pro ribozomové proteiny, geny asi pro 30 tRNA a geny pro RNA polymerazu a elongacni
faktory.

Syntéza chloroplastovych proteini mad podobny mechanizmus jako u prokaryot.
Chloroplastové ribozomy (70S) jsou mensi neZ eukaryotické cytoplazmatické ribozomy (80S)
a na rozdil od nich jsou inhibovany antibiotikem chloramfenikolem. V tab. 1.4 jsou uvedeny
rRNA chloroplastovych ribozoml kukutice. Molekuly 23S a 16S jsou podobné ekvivalentnim
molekulam prokaryotickych ribozomi. Molekula 58S je pfitomna ve vSech ribozomech kromé
ribozomti hub a zivoc€ichii, ale molekula 4,55 rRNA se vyskytuje pouze u chloroplasta.
Chloroplastové ribozomy obsahuji asi 60 riznych proteinli a asi jedna tfetina z nich je
pravdépodobné kdédovana chloroplastovou DNA. Podobné uspoiadani genti chloroplastového
operonu rpl23 tabaku a homolognich gent spc a a operonu E. coli S10 naznacuje, Ze geny E.
coli a tabaku mohou pochazet od spole¢ného predka.

Introny

Chloroplastové ribozomové geny tabaku rpl2 a rpll6 obsahuji intron stejné¢ jako n&kolik
dalsich chloroplastovych genl. VétSina téchto genlt obsahuje jediny intron. Ne vSechny
chloroplastové genomy maji stejnou strukturu.
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U chloroplastovych genom byl zjiStén zpisob trans sestfihu stejné jako u mitochondrii (kap.
1.2.2).

rRNA Pocet nukleotidi Pozn.
Velké podjednotka 23S 2860 Podobné prokaryotickym ribozomim
5S 122 U vSech ribozoma kromé
mitochondrii hub a Zivocicht
Mala podjednotka  4,5S 95 Pouze u chloroplastli vyssich rostlin
16S 1450 Podobné prokaryotickym ribozomim

Tab 1.4: Chloroplastova ribozomalni RNA u Zea mays.

Dédi¢nost chloroplastovych gent

Chloroplasty se dédi po matefské linii, nemohou tedy byt pfendSeny sam¢imi gametami.
Tento zplsob dédi¢nosti byl poprvé dokazan roku 1909 Corrensem u Mirabilis jalapa.
Odrtida albomaculata tohoto druhu ma Zlutobilé skvrny. Rostliny obsahuji dva typy
chloroplastii; norméalni zelené chloroplasty, které obsahuji chlorofyl, a chloroplasty, které jsou
v disledku mutace v chloroplastovém genu bezbarvé. Bunky listovych primordii obsahuji
smés téchto dvou typl chloroplasti. Prilezitostné mohou byt vyhony tvofeny
meristematickymi buitkami, které neobsahuji chlorofyl, takze cely vyhon je zlutobily. Naopak
jsou zde 1 vyhony vzniklé z meristematickych bunék obsahujicich pouze normalni
chloroplasty, takZe tyto vyhony jsou zelené.

Kvéty téchto jednobarevnych vyhont Ize vyuzit pti kontrolnich kiiZenich ke studiu dédi¢nosti
zbarveni listil a tedy i typu chloroplasti. Z riznych kombinaci kiiZzeni vznikne potomstvo
vzdy pouze jednoho typu, a to mateiského rodice (tzv. maternalni dédi¢nost). Fenotyp vyhoni
nesouci kvéty, které byly pouzity jako zdroj pylu, se u potomstva neprojevi. Tato
chloroplastova mutace je letalni a zlutobilé kli¢ni rostliny se dale nevyvijeji.

Replikace cpDNA

Kazdy chloroplast obsahuje mnoho kopii jednoho chromozomu, ¢asto az 150. Vysoky pocet
molekul DNA v chloroplastech odrazi vysoké ndroky na expresi proteinti aktivnich pfi
fotosyntéze. Podstatné mensi mnozstvi molekul DNA bylo zjisténo v amyloplastech a dalsich
nefotosyntetizujicich plastidech. Poznani replikace cpDNA neni uplné, ale je znamo, ze
replikace DNA v organelach je vétSinou nezavisla na replikaci DNA v jadie. Replikace DNA
je regulovana Cetnosti iniciace replikace DNA, bud’ v synchronizaci s bunéénym cyklem
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urychle se délicich bun¢k, nebo mechanizmem nezavislym na bunééném cyklu béhem
diferenciace bunék.

Mechanizmy replikace cpDNA jsou podobné mechanizmtiim replikace u E. coli. V dlouhé
obracené repetici je lokalizovan zalatek replikace a mista specificka pro rekombinaci.
U tabaku zacina replikace ve specifickém pocatku replikace blizko genu pro 16S rRNA.
U hrachu, 1 kdyZ nema obracenou repetici, je pocatek replikace také blizko genu pro rRNA.
Plastidové genomy mohou obsahovat jest¢ dalsi replikacni zacatky nez ty spojené s rRNA
operonem.

Vsechny enzymy a regulacni proteiny nezbytné pro replikaci cpDNA jsou kodovany
jadernym genomem. V plastidech rostlin byly detekovany specifické enzymy, jako jsou DNA
polymerazy, primazy, topoizomerazy a helikdzy. Jejich funkce v procesu replikace se studuje.

Kontrola exprese chloroplastovych gent
Kontrola transkripce

Studium promotort Sesti chloroplastovych genii odhalilo podobné motivy jako u promotora
E. coli. Jsou to pozice kolem nukleotidu -35 (konven¢ni sekvence TTGACA) a pozice kolem
nukleotidu -10 (konvenéni sekvence TATACT). Sekvence podobna jadernému TATA boxu
leZi mezi témito dvéma prokaryotickymi promotorovymi motivy.

VétsSina chloroplastovych gent je transkribovdna jako polycistron podobné jako geny
prokaryot, takze vice nez 120 gent je seskupeno asi do 50 transkripénich jednotek. Na rozdil
od prokaryot tyto jednotky obsahuji i funkéné odlisné geny.

Rostlinné chloroplasty maji dva typy RNA polymeraz. Prvnim typem je RNA polymeraza
podobna prokaryotické RNA polymeraze E. coli. Jeji podjednotky a, B a B’ jsou
determinovany chloroplastovymi geny, gen pro podjednotku 6 je jaderny a slouzi jako dalsi
dikaz kooperace obou genomil a regulace chloroplastové transkripce. Plastidova RNA
polymeraza rozpoznavéd chloroplastové promotory obsahujici -10 a -35 prokaryotické
konsenzuélni sekvence. Posledni poznatky naznacuji, Ze chloroplastové geny mohou byt
transkribovany také RNA polymerazou sestavajici z jedné podjednotky. Tato polymeraza je
podobna polymeraze bakterofaga T3 a T7 a je determinovana jadernym genem. Tento typ
RNA polymerazy chloroplastd nahrazuje funkci RNA polymerdzy prvniho typu, jestlize
n¢jaky inhibitor zablokuje translaci v chloroplastech a nevznikaji podjednotky a, B a B".
Jadernym genem kodovana polymerdza pokracuje v transkripci chloroplastovych genil.
Promotorové sekvence pro pro tento druhy typ RNA polymerazy nejsou znamé.

Post-transkrip¢ni kontrola
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Nékteré chloroplastové geny jsou konstitutivné transkribovany, ackoli se transkripéni urovné
méni. To naznacuje, ze post-transkripéni zpracovani primarnich transkriptd je dilezitym
krokem v kontrole chloroplastovych genti.

Akumulace transkripti geni béhem vyvoje chloroplastii byla sledovana u tady rostlinnych
druhd.

Prokaryotické charakteristiky chloroplastového genomu

(1) Kruznicova dvoutetézcova molekula DNA.

(2) DNA netvoii komplex s histony.

(3) Obsah bazi G/C je podobny jako u bakterii (3640 %).

(4) Zadné metylcytosiny.

(5) Prokaryotické motivy promotort.

(6) Polycistronova mRNA.

(7) 708 ribozomy.

(8) Syntéza proteinil je inhibovana antibiotikem chloramfenikolem.
(9) Syntéza proteint zac¢ina A-formylmethioninem.

(10) Chloroplastovda mRNA neni modifikovdana na 5’konci a na 3’konci tvofi
typickou vlasenku.

Interakce mezi chloroplastovou a jadernou DNA

Chloroplastovy genom neni dostate¢né velky, aby kodoval vSechny proteiny pfitomné v této
organele. VSechny hlavni proteinové komplexy thylakoidnich membrén, které jsou soucasti
fotosyntézy, obsahuji proteiny kodované jadernymi geny. Komplex ATP syntetazy,
fotosystém I, fotosystém II a komplex cytochromu blf obsahuje komponenty kdédované jak
chloroplastovym tak jadernym genomem. Jaderné geny tvoii malé genové rodiny (1 az 5
genl), zatimco chloroplastové geny jsou piitomny az v 10 000 kopiich na buiiku. Z toho
vyplyva, Ze musi existovat pfisné kontrola funkci jadernych i chloroplastovych gentl, aby byla
zajisténa koordinovana souhra vSech struktur. Kontrola exprese jadernych genti vlivem svétla
je dilezitou komponentou této interakce.

Dalsim rysem chloroplastovych proteinti kdédovanych jadernymi geny je nutnost jejich
transportu z cytoplazmy do chloroplastii. Tyto proteiny jsou syntetizovany jako prekurzorovy
protein, ktery je delsi nez vlastni zraly protein. Napf. vazebny protein ferredoxin PS1-2
reakéniho centra fotosystému I je syntetizovan jako polypeptid sestavajici z 212
aminokyselin, avSak zraly protein lokalizovany v periferni thylakoidni membrané je dlouhy
pouze 162 aminokyselin. Vysvétlenim tohoto rozdilu je, ze prvni A-terminalni aminokyseliny
vznikajictho PS1-2 polypeptidu tvoii signalni misto pro piesnou lokalizaci tohoto proteinu
uvniti buiiky. Tyto aminokyseliny jsou vystépeny z proteinu pii transportu chloroplastovymi
membranami. Signalni protein zplisobuje jednak tfidéni proteinii do chloroplastii a také
transport pies chloroplastovou membranu. Transportni peptid se vaze nejdiive na lipidy a
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proteiny vnéj$i membrany chloroplastu a pak je uchopen transportnim aparatem, ktery tvofi
proteinovy por. Tento aparat se skladd z proteinii vnéjSi membrany TOCI159, TOC75
aTOC34 (TOC — angl. translocon of the outer membrane of the chloroplast), a proteiny
vnitini membrany, TIC110 a jeden neznamy protein (TIC — angl. translocon of the inner
membrane of the chloroplast). Slozeni tohoto komplexu je dynamické a méni se béhem
procesu translokace. Po pfenosu proteinu dovnitt chloroplastu, existuji tfi rizna mista ur€eni:

e Proteiny, které zlistdvaji ve stromatu (napt. Rubisco) ztraceji svoje transportni peptidy
a jsou sklddany do funkénich proteinti procesem vyzadujicim ATP a velky chaperon
Hsp60.

e Proteiny, které funguji v thylakoidni membrané jsou rozpozndny a uchopeny
chloroplastovou signalni rozpoznévaci ¢astici SRP a ptitomného GTP.

e Proteiny urené do lumenu thylakoidGi (vnitini prostor mezi thylakoidnimi
membranami). Tyto proteiny maji dva signdlni peptidy. Prvni je odstranén pfi
transportu ptes chloroplastovou obalovou membranu stromatovou peptidazou. Druhy
signalni peptid je nyni na A-signalnim konci polypeptidu. Umoziuje lokalizaci
proteinu na thylakoidni membrané aje odstranén pifi transportu do prostoru
thylakoidni membrany thylakoidni peptiddzou. V zavislosti na proteinu, ktery je
transportovan, tento proces prenosu vyzaduje pouze rozdilné pH a ATP.

Kromé¢ téchto tfi kompartment muize byt cilovym mistem proteinu transportovaného
z cytoplazmy vnitini 1 vnéj$i membrana chloroplastu.

Enzym Rubisko (ribul6zo-1,5-bifosfat karboxylaza) pro fixaci CO,, je multiproteinovy
komplex s podjednotkami dvou typi. Gen pro mens$i podjednotku (rbcS) je lokalizovan v
jadre, gen pro vétsi podjednotku (rbcl) je v cpDNA. Podjednotka enzymu determinovana
jadernym genem je transportovana z cytoplazmy do chloroplastu, malé podjednotky enzymu
jsou ve stromatu. Protein se skladd z osmi malych a osmi velkych podjednotek ve formé
dimert a ma tvar krychle. Rubisco je jeden z nejcastéjSich proteinli na Zemi, tvoii az polovinu
proteini ve stromatu chloroplasti. Tvorba tohoto proteinu vyZaduje koordinaci tii
subbunécnych kompartmentt, jadra, cytosolu a chloroplastu.

1.2.2 Mitochondridalni DNA

Organizace mitochondrialniho genomu

Mitochondrie, stejn¢ jako chloroplasty, obsahuji vlastni chromozom, mtDNA.
Mitochondrialni genomy rostlin jsou vétsi nez mitochondrialni genomy savcl nebo kvasinek.
Existuji vSak zna¢né rozdily i mezi jednotlivymi druhy rostlin. Napt. Brassica campestris ma
mitochondrialni genom 218 kb, zatimco Cucumis melo 2 400 kb. MtDNA A. thaliana ma asi
366 kb a obsahuje 57 geni. MtDNA né¢kterych druht rostlin byla kompletné¢ sekvenovana
(A. thaliana, Oryza sativa a Beta vulgaris).
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Rozdily ve velikosti mitochondridlniho genomu nelze vysvétlit rozdily v mnozstvi
repetitivnich sekvenci. Ty tvoii vétSinou jen 10 % genomu. Vétsi velikost genomu nelze
vysvétlit ani vétSim poctem mitochondridlnich gend, nebot studium syntézy proteint
izolovanymi mitochondriemi ukazalo podobny pocet mitochondridlnich polypeptidd, a to
iurostlinnych druhli, které maji velice rozdilné genomy. Velikost a struktura
mitochondrialnich gent také nezpusobuje tuto variabilitu, 1 kdyz mitochondrialni geny mohou
obsahovat introny. MtDNA neobsahuje vétsi mnozstvi cpDNA, 1 kdyz urcité mnozstvi zde
bylo zjiSténo (u kukufice asi 4 az 5 %). V mitochondriich nékterych linii kukufice
s cytoplazmatickou samci sterilitou jsou kromé¢ mtDNA pfitomny i plazmidy. Jsou to malé
kruZznicové nebo linearni utvary, jejichZ velikost se pohybuje v rozmezi od 1,4 do 7,4 kb, a
jejich hlavni vyznam je spojen s pylovou sterilitou. Hlavni typy jsou oznafeny S, R a D.
Plazmidy S mohou zlistat extrachromozomalni nebo se mohou integrovat do mtDNA.
Rostliny kukufice s cytoplazmatickou samci sterilitou a s cytoplazmou cms-S maji
mitochondridlni plazmidy S-1 a S-2. Tyto plazmidy se zaclenily do mtDNA. Kromé
mitochondrialnich plazmidi mohou mitochondrie rostlin obsahovat i 1- a 2-fetézcovou
plazmidovou RNA dlouhou az 18 kb. Kompletni sekvence plazmidi mitochondrii jsou znamé
u Zea mays, Beta vulgaris, O. sativa a Vicia faba.

Analyzovat strukturu rostlinnych mitochondridlnich genomi je obtizné ¢aste¢né proto, Ze se
jejich struktura rychle méni. Malé kruznicové molekuly mtDNA v ZivociSnych buiikach (asi
16 kb) mohou byt vizualizovany elektronovou mikroskopii. U rostlinnych bunék se
elektronovou mikroskopii nedafi kruznicové molekuly mtDNA identifikovat. Byly
identifikovany pouze kruznicové struktury, které vSak byly pfili§ malé, nez aby Slo o cely
mitochondridlni genom. Pfedpokladéd se, Ze mtDNA existuje v buitkach ve formé nékolika
subgenomovych kruznicovych struktur, které¢ vznikaji ¢astymi rekombinacemi v oblastech
s malymi repeticemi.

Mitochondridlni genom kukutfice ma 570 kb, ztoho je 540 kb jedine¢nych sekvenci.
V genomu je 7 velkych repetici vétsich nez 700 bp a mnoho kratkych repetici. Velké repetice
mohly vzniknout jako disledek rekombinace mezi malymi repeticemi a ty mohly vzniknout
reverzni transkripci ,,nefunkénich® ¢asti mitochondrialnich transkripti.

Sekvenovani mtDNA odhalilo, ze mtDNA obsahuje 1 sekvence homologni s cpDNA. Navic
také tyto sekvence byly zjistény v jaderném genomu. To odhalilo moznost pfenosu DNA mezi
organelami a jaddrem a r. 1982 vzniklo oznaceni promiskuitni DNA pro sekvence, které byly
nalezeny ve vice nez jednom ze tii genetickych systéml — jadro, mitochondrie, chloroplast,
jako relikty extenzivniho pfenosu DNA mezi organelami.

MtDNA obsahuje geny pro enzymy, které se podileji na oxidativni respiraci, syntéze ATP
a mitochondridlni translaci.

Exprese mitochondrialnich gent

Uprava transkripti
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Proteinové produkty mitochondridlnich geni nelze odvodit ze sekvenci mtDNA piesné,
protoze RNA je modifikovédna posttranskripnimi upravami (angl. RNA editing). Ty zahrnuji
zamény C bazi genomu za U baze v mRNA, méni se 5’ netranslatované oblasti (zkr. UTR), 3’
UTR a také introny a exony.

Neékteré mitochondridlni geny obsahuji introny. U fady intrond byly identifikovany sekvence
homologni s virovou reverzni transkriptdzou. Funk¢éni vyznam této homologie nebyl
objasnén.

Translace

Mitochondrialni genom koduje ¢ast proteinti mitochondrii, které se podileji na translaci. Ne
vSechny potiebné tRNA geny jsou pfitomny v mtDNA vysSich rostlin, a proto dalSi tRNA
musi byt transportovany do mitochondrii z cytoplazmy. Ribozomy mitochondrii jsou
strukturalné vice podobné prokaryotickym ribozomiim. Maji sedimentaéni koeficient 77 az
78S a na rozdil od cytoplazmatickych ribozomt (80S) jsou inhibovany antibiotiky
chloramfenikolem a tetracyklinem. Rostlinné mitochondridlni ribozomy maji také
podjednotky 5S rRNA, které nejsou u jinych eukaryotickych mitochondrialnich ribozomu. Jak
rRNA tak tRNA mitochondrii rostlin jsou vice podobné rRNA a tRNA z chloroplasti
a eubakterii nez t¢émto molekuldm vyskytujicim se u zivocicht a kvasinek.

Stejn¢ jako chloroplastové mRNA ani mitochondridlni mRNA nemaji 5° konec kryty
cepickou a obvykle nemaji ani 3’ poly(A) konec. Mitochondrie maji ponékud odlisny
geneticky kod. Napt. kodon CUA kéduje aminokyselinu leucin u jadernych gend, ale threonin
u mitochondrii (kvasinky), jaderny stop kodon UGA kdduje u mitochondrii aminokyselinu
tryptofan.

Interakce mezi mitochondrialni a jadernou DNA

Protein syntetizovany v cytoplazmé musi opét nést signalni sekvenci, usek na molekule, ktery
umoznuje jeho rozpoznani jako proteinu uréeného pro transport do mitochondrii. Je jim
kratky usek na zacatku fetézce, uspofadany do Sroubovice tak, ze jedna jeji strana je po délce
hydrofobni, druhd kladné¢ nabita.

Takto oznacené proteiny jsou uchopeny systémem chaperoninti (Hsp) a dalSich pomocnych
proteini a dopraveny k vné&j$i mitochondridlni membrané, kde se systém navaze na
multiproteinovy por oznaCovany jako TOM (angl. translocase of the outer membrane).
Protoze molekula ve tvaru klubicka se ptes TOM nedostane, je nutno ji rozbalit a jako
jednorozmérny fetézec piesunout pres vnitini mitochondridlni membranu.

Jestlize je protein uren pro mitochondridlni matrix, musi pifekonat jeSte¢ wvnitini
mitochondridlni membranu. V té se nachazi pérovy komplex TIM (angl. translocase of the
inner membrane) slozenim odlisny od TOM. Obé membrany k sobé pfilnou a protein prochézi
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komplexem TOM/TIM. Zavedeni do TIM vyzaduje pfitomnost membranového potencialu na
vnitini membrané, tj. mitochondrie musi byt energeticky nabité.

Z vnitini strany je protein uchopen opét chaperoninem (Hsp70), pomoci proteinazy je
odstépena signalni sekvence a ptisobenim dal§iho chaperoninu ziské kone¢né uspotradani.
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2. Genomika rostlin

Koncem roku 1980 se objevuje pojem genomika; bylo to v dobé pocatki sekvenovani
prvnich genomi a jejich mapovani. V oblasti mikroorganizmi postupuje sekvenovani
genomu rychle. V soucasné dob¢ je jiz osekvenovano 421 genomii bakterialnich, 3 virové
a 31 genomu archei (http://cmr.jcvi.org/tigr-scripts/ CMR/CmrHomePage.cgi). Z eukaryot je
osekvenovano 65 genomd, z toho jsou genomy vyssich rostlin — Arabidopsis thaliana r. 2000,
Oryza sativa r. 2002, Populus trichocarpa r. 2006, Vitis vinifera r. 2007, Carica papaya r.
2008, Lotus japonicus r. 2008, Vigna radiata r. 2009, Glycine max r. 2009, Sorghum bicolor
r. 2009, Zea mays r. 2009, Medicago truncatula r. 2009, Brachypodium distachyon r. 2010.
Roku 1997 se vedle strukturni genomiky zacala rozvijet funkéni genomika. Strukturni
genomika se zabyva analyzou genomu vylu¢né s cilem ziskat Gplné sekvence DNA urcitého
druhu. Funk¢ni genomika vznika jako systematicka funkcni analyza genomu urcitého druhu
a jejim tkolem je pfifazeni funkce jednotlivym gentim.

2.1 Klicové projekty studia rostlinnych genomii

Velikost genomu byla rozhodujicim diivodem pro zahajeni sekvenovani genomu Arabidopsis
thaliana, po bakterialnich genomech a genomech prvnich eukaryot (r. 1996 Saccharomyces
cerevisiae, r. 1998 Caenorhabditis elegans) prvniho rostlinného. Jeji genom je asi 25krat vetsi
nez genom bakterie E. coli, 10krat vétsi nez genom kvasinky S. cerevisiae, porovnatelny
s genomem zivo¢isného modelového objektu octomilky D. melanogaster a asi 26krat mensi
nez genom c¢loveka.

Vroce 1992 byla zahdjena prace na projektu nazvaném ,Long-Range Plane for the
Multinational Cooperation Arabidopsis thaliana Genome Research Project®. Jeho cilem bylo
prostiednictvim studia mutaci, genovych interakci, klonovani a sekvenovani porozumét
fyziologii, biochemii a procesum riustu a vyvoje A. thaliana jako predstavitele kvetoucich
rostlin. Vlastni sekvenovani bylo zahdjeno roku 1994 a koncem roku 2000 bylo dokonceno
(,,The Arabidopsis Genome Initiative). Na vyzkumu se v ramci projektu podilelo Ctyficet
svétovych laboratoti z Evropy, Japonska a USA. Podle vysledkli tohoto projektu genom
Arabidopsis obsahuje celkem 25 498 gend, které koduji 11 601 typu proteind, z nichz 35 % je
jedine¢nych. U produktli mnoha geni 1ze ptedpokladat urcitou homologii s proteiny ¢lovéka a
s proteiny C. elegans. Asi 20 % z téchto ptedpokladanych proteint, pro které jsou k dispozici
kompletni sekvence, vykazuje signifikantni homologii s proteiny jinych eukaryotickych
organizmi, coz poukazuje na dileZitou skute¢nost zachovani bunéénych funkci u eukaryot.
Byla tak ziskdna prvni kolekce vSech genti kvetoucich rostlin.

Roku 2000 byl zahajen druhy kli¢ovy projekt ,,The Arabidopsis 2010 program® a spole¢né
s projektem ,, The plant genomics* byl experimentdlné¢ zahijen prechod od strukturni
genomiky rostlin ke genomice funkéni a s ptibyvajicimi poznatky u fady dalSich rostlinnych
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druhil byl vytvoten pfedpoklad pro rozvoj srovnavaci genomiky rostlin. Zakladnim nastrojem
funkéni genomiky se stala mutageneze. Pfi ur€ovani funkci jednotlivych gent se vyuzivaji
dva zakladni genetické pfistupy, a to pristupy primé a reverzni genetiky, po indukci mutaci
jak klasickymi (chemomutageny, fyzikalni) tak biologickymi mutageny. Byly vytvoreny
velké kolekce inzer¢nich i klasickych mutanti.

Klicovym projektem z hlediska poznani rostlinnych genomu je i1 projekt ,,International Rice
Genome Sequencing Project® zabyvajici se sekvenovanim genomu ryze, prvni jednodélozné
rostliny a prvni obiloviny. Genom kulturni ryZe ptedstavuji dva ekotypy, japonica a indica;
koncem roku 2002 byl genom ekotypu japonica odridy Nipponbare osekvenovan ve vysoké
kvalité.

2.2 Nastroje studia rostlinnych genii

2.2.1 Mutageneze

Klasicka mutageneze

Herman Muller poprvé indukoval pomoci paprskti X mutaci u D. melanogaster roku 1927
ajiz v roce 1928 byla poprvé indukovana mutace u rostlinného druhu Zea mays L. Lewisem
Stadlerem. Mutace jako dédicné zmény v primérni strukture DNA mohou byt indukovany
chemomutageny nebo fyzikalnimi mutageny a mutageneze patii k zakladnim nastrojiim studia
funkci gent.

U rostlin bylo publikovano pomérné malo mutaci ziskanych fyzikalnimi mutageny. Je nutné
vyuzit takovy druh ioniza¢niho zéfeni, ktery pronikd do dostatecné hloubky. Hloubka
pronikani do rostlinnych pletiv je vysoka u paprski vy, dale nasleduje rentgenové zaieni
(paprsky X), neutrony a Castice a, nejnizsi je u ¢astic f. V minulosti byla testovana mutagenni
schopnost vice nez tisice sloucenin (chemomutageny). Pro praktické tcely indukce mutaci
a muta¢niho Slechténi u rostlin je vSak jejich pocet omezen. Nejucinn€j$i z nich je EMS
(etylmetansulfonat), =~ MNG  (1-metyl-3-nitro-1-nitrézoguanidin), = ENU  (1-etyl-1-
nitrézomocovina), MNU (1-metyl-1-nitr6zomocovina), EI (etylenimin) a dES (dietylsulfat).
Tyto latky alkyluji DNA, zplsobuji tranzice parit bazi, obvykle GC za AT, vzhledem
k chybnému péarovani O°-alkyl-G s T. Podobng O*-etyl-T m4 za nésledek tranzici TA za GC.
Z hlediska indukce vysoké cetnosti mutaci u rostlin jsou z alkylacnich ¢inidel nejuc¢inné&jsi N-
nitrézoslouceniny. EMS u rostlin zptisobuje primarn¢ bodové mutace na riznych mistech
genu, Uplnou ztratu genové funkce, zmény v nacasovani exprese mRNA nebo zmény
v aktivité proteinli. Metylnitrozomoc€ovina ma za nésledek plastidové, ale 1 jaderné mutace.

I pti klasické mutagenezi, konkrétné chemomutagenezi, se od roku 2000 zacal vyuzivat
ptfistup molekuldrni neboli reverzni genetiky prostiednictvim metodiky TILLING (angl.
Targeting Induced Local Lesions In Genome), kdy je mozné detekovat specifické zamény
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bazi na irovni DNA a metoda je urcena k identifikaci bodovych mutaci v konkrétnich genech,
ale 1 ke zjisténi polymorfizmu mezi jednotlivymi pfirodnimi populacemi (tzv. Eco-
TILLING). Metoda je zalozena na specifické amplifikaci pomoci polymerazové fetézové
reakce a tvorbé heteroduplexti v misté polymorfizmu. Cilova mista heteroduplexu s chybnym
parovanim bazi v disledku jednonukleotidovych polymorfizmii jsou Stépena endonuklazou
Cell (izolovana z celeru r. 1998) a jednotlivé fragmenty odpovidaji mistim polymorfizmu
mezi sledovanymi jedinci. Metoda vypracovana pro A. thaliana je uplatfiovana i u kulturnich
druhti jako je kukufice, pSenice a jeCmen.

Inzeréni mutageneze

Rozvoj identifikace funkci rostlinnych genii akceleroval po zavedeni metodik inzer¢ni
mutageneze, kdy se k indukci mutaci vyuzivaji tzv. biologické mutageny, coz jsou sekvence
cizorodé DNA, a to prevazné T-DNA A. tumefaciens a transpozony. Cizi DNA je do genomu
rostliny vnaSena jako soucast vektori.

Zakladem byly odzbrojené vektory, tj. T-DNA, ze které jsou zachovany jen krajni sekvence
25 bp nezbytné pro zaclenéni do rostlinného genomu. Do nich se zallenuji geny
selektovatelné (NPT — koduje enzym neomycin fosfotransferdzu a rezistenci k antibiotiku
kanamycinu, HPT — koéduje enzym hygromycin fosfotransferdzu a rezistenci k antibiotiku
hygromycinu, BAR — koéduje odolnost k herbicidu typu fosfinotricinu, napf. Basta) pro
identifikaci transgennich rostlin a geny signalni (GUS — koduje enzym B-glukuroniddzu, GFP
— koduje zeleny fluorescencni protein, ktery preménuje dopadajici modré svétlo UV spektra
ve svétlo zelené), jejichz expresi je mozné studovat. Nejvice vyuzivany binarni vektorovy
systém je zptlisob, pii némz geny virulence Ti plazmidu a sekvence T-DNA jsou oddéleny na
samostatnych plazmidech, protoze bylo zjisténo, ze usek virulence a T-DNA nemusi byt
spole¢né na jednom plazmidu. Tzv. mini Ti plazmid s hrani¢nimi sekvencemi T-DNA je diky
sveé velikosti snadnym objektem pro genetické manipulace. Klasicky typ binarniho vektoru je
vhodny pro pienos n¢kolika mélo genti soucasn¢. Velikost T-DNA vektoru je omezena asi na
10 kb. Pro pfenos vétSich tiseki DNA byl vytvofen novy typ binarniho vektoru BIBAC
(angl. binary BAC), umély bakteridlni chromozom, jehoz soucésti jsou selekéni markery.
Umoznuje pienos az 300 kb cizorodé DNA a vyuziva se pii genetickych modifikacich, kdy je
potieba do rostlinného genomu vnést vice genil nebo pii vnaseni genti odolnosti k patogeniim
nebo abiotickym stresim vzhledem ke komplexnosti vysledného znaku. Jeho vyuziti je také
pfi komplementaci, kdy je potfeba vnést do genomu rostliny vétsi usek DNA z genomové
knihovny. Napfi. ke komplementaci genu FILAMENTOUS FLOWER u Arabidopsis byl vyuzit
vektor TAC.

V systému binarnich vektor ¢ast Ti plazmidu obsahujici oblast vir produkuje faktory
potiebné pro pienos T-DNA. Produkt genu VirG je pozitivnim transkripénim faktorem, ktery
aktivuje expresi ostatnich gent vir. Geny virD1 a virD3 (v komplexu s proteinem VirD2)
svymi produkty umoziuji vytvoreni zafezu v jednom fetézci T-DNA a na jeji volny 5 konec
se vaze protein VirD2. Dal§im genem, jehoz funkce byla objasnéna, je gen VIrE2. Protein
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VirE2 se vaze na jednotetézcovou DNA, kterd je pifendsena do rostlinné buiiky, a stabilizuje
ji. Geny operonu VirB koduji membranové proteiny, které umoznuji transport z bakterialni do
rostlinné bunky. Gen VirF urcuje specifitu hostitele.

Mensi ¢ast ptivodniho Ti plazmidu nesouci T-DNA, je schopna replikace jak v agrobakteriu,
tak i v E. coli. Geny T-DNA mohou byt nahrazovany rostlinnymi selekénimi markery,
reportérovymi geny a dalsimi DNA elementy pii pouziti E. coli jako hostitele. Takto
vytvoieny bindrni vektor je transformaci nebo konjugaci pfenesen do agrobakterialniho
kmene. Zatim jsou jen ¢astecné zndmy procesy, které se uplatituji pfi integraci mezi buiikami
bakterialnimi a rostlinnymi; pouze Castecné je znam mechanizmus fidici zaclenéni T-DNA,
a do ni zaclenéného genu, do rostlinné akceptorové burky.

Jiz od konce 80. a zacatku 90. let zacaly byt vytvareny velké kolekce linii Arabidopsis
transformované prostfednictvim A. tumefaciens a zpocatku byly vyhledavany mutantni
fenotypy ve specifické draze a sekvence zaclenéné T-DNA byla vyuzita pro ziskani okolnich
rostlinnych sekvenci, tedy sekvenci genu. Zpocatku se uplatitoval piistup pfimé genetiky, tedy
identifikace genii a funkéni charakterizace zacinajici od identifikovaného mutantniho
fenotypu. Vysledkem prvnich praci byla izolace gent kontrolujicich tvorbu rostlinnych
hormonii, vyvoj kvétt, ukladani vosku, vyvoj trichomii nebo dobu do kveteni.

Po osekvenovani genomu Arabidopsis byly velké kolekce inzer¢nich mutanti skrinovany
s cilem identifikace zasazenych geni, ale vychodiskem byly znamé sekvence genil, coz je
typické pro pfistup reverzni genetiky. Prvni transformacéni protokoly zavedli Feldmann
a Marks r. 1987; jednalo se o transformaci semen bakterii A. tumefaciens, kdy soucasti
protokolu byly explantatové kultury a regenerace rostlin in vitro. Efektivnéj$i protokol
transformace zavedli Bechtold a spolupracovnici r. 1993 a vypracovali metodu vakuové
infiltrace, in planta transformace. Pletiva rostlin v zac¢atku kveteni byla infiltrovana kulturou
agrobakteria, k selekci transformovanych rostlin byl nové vyuzit gen pro resistenci
k herbicidu Basta. K vyhoddm této metody patiila vy$si Cetnost transformace (1 az 4%)
a vylouceni faze kultivace a regenerace rostlin in vitro, coz mohlo byt zdrojem somaklonalni
variability. Zjistili, ze sami¢i gametofyt je cilovy pro zaclenéni inzertu béhem transformace
(pravdépodobné i v praci Feldmanna a Markse z roku 1987 pfi transformaci semen).

V soucasné dobé€ se rozviji predevS§im reverzni skrining zahrnujici tvorbu smésnych vzorki
DNA velkého poctu inzer¢nich mutantt pro identifikaci cilové sekvence genu polymerazovou
fetézovou reakci prostiednictvim specifickych primert. Nezbytnym piedpokladem pro Siroké
vyuZziti a rozvoj tohoto pfistupu byla tvorba velkych kolekci T-DNA inzerénich mutantd.
K nejvétsim patii kolekce SIGnAL (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) vytvorena na
pozadi ekotypu Columbia. Semena inzer¢nich mutantl v generaci T3 jsou k dispozici
v semenné bance ABRC. Nejvétsi databaze SALK obsahuje asi 150 tisic inzer¢nich linii na
genetickém pozadi ekotypu Columbia primérné po 1,5 inzertu na linii, to je celkem 225 tisic
inzerci. Pro 88 tisic inzerci byla ur¢ena lokalizace v ptislusném genu. Teoreticky je potieba
180 tisic nezavislych inzerci s 95% pravdépodobnosti detekce urcité specifické inaktivované
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alely genu o velikosti 2,1 kb. Ale nékteré mutace jsou letdlni nebo vedou ke sterilité
v homozygotni konstituci. Proto je tato pravdépodobnost jen 80%. Doposud nebylo asi 2 200
genll zasazeno zadnou inzerci.

Pokrok byl zaznamendn i ve vyuzivani rGznych typd konstruktl. Prvni vektory byly
nespecializované s vlastnimi promotory jednotlivych gentd, které byly soucasti vektort.
Pozd¢ji byly konstruovany vektory specializované, které umoznily detailnéj$i zkoumani
mutovanych genii. Pasivni vektory obsahovaly markerové geny bez promotord nebo
s minimalnimi promotory bez sekvenci umoziujici normalni vyvojové regulovanou expresi,
ale schopnymi iniciovat transkripci. Pomoci téchto vektorl je mozné sledovat fuize genii,
transkrip¢ni i translacni.

Past na geny — soucasti konstruktu je reportérovy gen bez promotoru, s intronem v zavadéci
sekvenci. Pfi zaclenéni do intronu rostlinného genu dojde k transkripéni fizi vlivem sesttihu.

Past na promotory — soucasti konstruktu je bezpromotorovy reportérovy gen. Po za¢lenéni
inzertu do exonu rostlinného genu dojde k transkripéni fuzi a aktivaci reportérové genu ze
specifického promotoru. Expresi reportérového genu lze pozorovat ve specifickych buiikach
a pletivech (cévni svazky, svéraci bunky praduchi, endoplazmatické retikulum aj.).

Past na zesilovace — soucasti konstruktu je reportérovy gen s minimalnim promotorem
CaMYV 35S. Funkce promotoru je zesilena v pfipad€ zaclenéni v blizkosti zesilovace a tim je
zvySena exprese reportérového genu na detekovatelnou uroven. Pfi velké vzdalenosti mezi
zesilovacem a inzertem zesilovac neidentifikujeme.

Urceni funkce genu prostiednictvim inzer¢ni mutageneze je Casto nelspéSné vzhledem
k pfitomnosti viceclennych genovych rodin a nepfibuznym proteinim s piekryvajicimi se
funkcemi. Takové multigenni rodiny, pfitomné jako kopie genil v klastrech nebo rozptylené,
jsou v genomu Arabidopsis ¢etné. Proto byly konstruovany aktivni vektory s cilem aktivaéni
mutageneze a indukce dominantnich mutaci. Témito vektory bylo doposud ziskano
u Arabidopsis kolem 40 tisic linii a plné charakterizovano asi 30 dominantnich mutaci.

Vektory pro homologni rekombinaci (gene targeting) umoznuji takovou strategii inzer¢ni
mutageneze, pti které jsou sledovany integrace transgenu nikoliv do libovolného genu, ale do
genu, ktery je snim homologicky. K inaktivaci cilového genu dochazi po homologni
rekombinaci s vnaSenou sekvenci konstruktu. U rostlin se tento pfistup inzeréni mutageneze
vyuZziva v mensim rozsahu.

Soucasti snah o saturaci celého rostlinného genomu inzercemi DNA je 1 tvorba linii RNAIi
a technik zaloZenych na umlCovani specifickych genu prostfednictvim RNA interference.
Hlavnim objektem je A. thaliana v ramci projektu AGRIKOLA (Arabidopsis Genomic RNA
Interference Knock-Out Line Analysis). Zékladem projektu je kolekce 25 tisic genové
specifickych sekvenci (GST, ang. Gene Specific tag) vytvotfenych konsorciem CATMA
(Complete Arabidopsis Transcriptome Micro Array) pro A. thaliana. Jejich velkost je 150 az

48



500 bp a vétSinou jsou vytvoiena pro cilové a jedine¢né konzervativni sekvence exontl.
Pomoci téchto GST bylo ptipraveno vice nez 20 tisic specifickych konstrukt a vloZzeno do
vektoru navrzeného pro posttranskripéni umlcovani gentt mechanizmem RNAi. Sekvence
GST je do konstruktl vkladdna ve formée invertované repetice oddélené intronem.

Od poloviny 90. let zacaly byt pii inzeréni mutagenezi vyuzivany transpozony kukutice Ac
a Ds, které maji vétSi tendenci pro transpozici do urcitych cilovych mist. Postupné byly
ziskavany linie s integraci transpozoni do kodujicich a regula¢nich sekvenci Arabidopsis
genomu, ale to bylo odstranéno pomoci T-DNA agrobakteria, které vnasi transpozon. Jestlize
se transpozon zacleni v okoli cilového genu, dochazi k saturaci oblasti inzercemi Ac/Ds. Prvni
gen izolovany transpozonovou inzer¢ni mutagenezi byl gen kukufice bronze, klicovy enzym
biosyntézy antokyanu.

Kromé systému transpozonti Ac/Ds jsou vyuzivany pfi inzeréni mutagenezi i dalsi, jako je En
a Spm (Enhancer a Supresor/Mutator, pro které je charakteristicky vétsi rozsah sekundarnich
inzerci; z 5 pavodnich inzertl dochéazi k postupné saturaci genomu inzercemi béhem 6 az 12
generaci samospraseni rostlin po ptivodni transformaci. Tak se ziskaji linie s 5 az 20 inzerty.
Pro ziskani inzerci ve vSech genech (primér 6 nezavislych inzerci na linii) by bylo potieba
celkem 16 tisic linii.

Transpozonova inzeréni mutageneze neziistala omezena jen na druhy, u nichZ se
transpozony pfirozené vyskytuji, ale vyuziva se i u druhti jako je tabék, rajce, Arabidopsis,
petinie, len, mrkev, brambor, s6ja nebo ryze. Inzeréni mutageneze a pfistupy reverzni
genetiky byly vyrazné urychleny klonovanim rostlinnych gend, pfedevsim u Arabidopsis,
jejiz genom byl jako prvni osekvenovan. Do roku 2003 bylo klonovano 620 genti cestou
inaktivace genli a v souCasné¢ dob¢ je uplnd funkéni analyza provedena u 10 % genil
Arabidopsis. Spektrum mutaci ziskanych inzeréni mutagenezi je velmi Siroké. Jednim
z nejcastéjSich typt mutaci jsou embryonalné letalni mutace (emb).

Funkéni genomika a kulturni druhy

Pro soucasny vyzkum rostlinnych genomi je charakteristické prolindni zakladniho
a aplikovaného vyzkumu. Ukolem zékladniho vyzkumu je identifikace funkci vsech
rostlinnych genli. Tyto poznatky se promitaji do aplikovaného vyzkumu snahou o jejich
vyuziti pii zlepSovani kulturnich druht.

Az osekvenovanim genomu ryze byl vytvoten ptedpoklad pro aplikaci reverzni genetiky
u tohoto druhu. Do té doby byly geny identifikovany ptredevSim piistupem piimé genetiky.
Predpokladem pro aplikaci metod piimé genetiky je existence populaci segregujicich ve
sledovaném znaku, dostate¢ny pocet DNA markert, existence genomovych knihoven nebo
znalosti sekvenci pro kandidatni genomovou oblast a vhodny transformacni systém. U ryze je
k dispozici fada mutanti vzniklych spontanné¢ i1 indukovanych paprsky y a chemomutageny.
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Je zndmo 463 charakterizovanych mutaci, z nichz 185 bylo lokalizovano na chromozomy
pomoci morfologickych markerii, pozdéji dalSich 95 bylo mapovano DNA markery.

Pro pfistupy reverzni genetiky jsou u ryze vyuzivany tii biologické mutageny, a to
transpozony kukufice Ac/Ds, T-DNA A. tumefaciens a retrotranspozon Tos17. Existuje jiz
pres tisic linii ryze s elementem Ds, ktery je do jejiho genomu vnaSen prostfednictvim
T-DNA. Jeon r. 2000 vytvotil 18 358 inzer¢nich linii T-DNA, coZ ptedstavuje celkem 25 tisic
zasazenych genli. Endogenni retrotranspozon T0s17 byl piivodné ptitomen ve dvou kopiich
v genomu ryze odrady Nipponbare. K transpozici dochazi ve stresovych podminkach, jakymi
je explantatova kultura nebo virova infekce, a to mélo za nésledek vytvoieni 5 az 30 kopii
béhem 3 az 5 tydnd kalusové faze. Transpozice jsou udrzovany v jednotlivych
regenerovanych rostlinach a u potomstva jsou stabilni.

Kukufice je dal$im druhem, u kterého se rozviji funkéni genomika. Co do velikosti genomu
patii k druhtim se stfednimi genomy. U tohoto druhu se vyuziva transpozonova inzeréni
mutageneze se tfemi typy transpozoni - Ac/Ds, En/l (synonymum Spm/dSpm) a Mu.
V genomu kukutice se vyskytuji i étyfi rodiny retrotranspozont - Huck, Ji, Opie a Zeon.

2.2.2 Genetické mapovani a identifikace genii

Koncept genetickych markert zalozenych na sekvencich DNA byl skute¢né revolu¢nim
pralomem v moznostech konstrukce genetickych map u jednotlivych rostlinnych druhi,
pfedevsim kulturnich, a stal se dal$im vyznamnym néstrojem pfi studiu rostlinnych genomii.
Uplné nebo &asteéné sekvence genomil umozituji tvorbu obrovského poétu DNA markert
zalozenych predevS§im na specifické amplifikaci znamych sekvenci. Pocty genetickych
markert tak dosahuji desitek tisic. Prvni genetickd mapa RFLP markert byla zkonstruovana
pro kukufici a raj¢e roku 1986. Do roku 1990 byly ro¢né zkonstruovany tii mapy, od roku
1993 se pocet zkonstruovanych map zvysil na 30 ro¢né diky praktické aplikaci polymerazové
fetézoveé reakce pii tvorbé DNA markert. V soucasné dobé¢ jsou k dispozici genetické mapy
DNA markert pro vice neZ 70 rGznych druhl. Ke druhiim s nejvice vysycenymi mapami
kromé& Arabidopsis, ryze seté, rajéete jedlého, kukufice seté a titiny cukrové patii i jeCmen,
u n¢hoz se v soucasné dob¢ podarilo sestavit integrovanou mapu se tfemi tisici genetickych
markera.

Detekce DNA markerd v tésné vazbé s geny, které maji prakticky vyznam ve Slechténi,
umoziuje jejich vyuziti pfi identifikaci genotypid s konkrétnimi alelami vyznamnych gent
atim i selekci rostlin na znaky determinovanymi témito geny. Navic u fady vyznamnych
kulturnich druhti je v soucasné dob¢ piinosnym a ovéfenym zpisobem identifikace novych
rostlinnych genli genetické mapovani cilené na klonovani genli na zdkladé mapové pozice.

Prvni klonovany gen determinujici rezistenci k patogenu byl v roce 1992 gen Hm1 kukufice,
ktery podminuje rezistenci k houbovému patogenu Cochliobolus carbonum, jeho rase 1. Gen
kéduje NADPH-dependentni reduktdzu, ktera inaktivuje potencidlni rostlinny toxin
produkovany timto kmenem patogena. Jako dal$i byl klonovdn gen Pto rajcete, ktery
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podminuje rezistenci vici Pseudomonas syringae pathovar tomato s genem avirulence
avrPto. Rostlinny gen koduje proteinkindzu serin-threoninového typu. Jiné klonované geny
rezistence koduji proteiny, které obsahuji motivy z repetici bohatych na leucin (leucine rich
repeat, LRR) a fadu dalSich oligopeptidovych domén, které se Casto vyskytuji v R-proteinech.

2.3 Srovndvaci genomika

Dvé hlavni skupiny kvetoucich rostlin — jednodélozné a dvoudélozné se oddélily od
spolecného predka asi pied 135 az 200 miliony lety. Né&které funkéni a morfologické
podobnosti zustaly zfejmé 1 mezi odliSnymi taxony. Jiz Vavilov r. 1922 poukézal v zékonu
o homolognich faddch na zdkladni podobnosti riiznych rostlinnych druht na fenotypové
urovni. Lze ocekévat, Ze 1 jejich genomy budou do urcité miry podobné, samoziejmée
s podstatnymi vyvojovymi a metabolickymi odliSnostmi. Za poslednich 20 let nam
molekularni genetika poskytla nastroje nezbytné pro studium podobnosti a odliSnosti na
urovni genetické informace u riznych taxond.

Molekularni markery jsou ve vyznamném rozsahu vyuzivany ke konstrukci genetickych map
genomu 1 jejich evoluci. Porovnanim map ptibuznych druhtt mizeme vyhodnotit druh
genomovych zmén, které doprovazeji vznik daného druhu. Urovefi konzervativniho
charakteru téchto map se znacné 1isi u jednotlivych druhti. Studium uspotadani gent a lokusii
na chromozomech se stalo naplni srovnavaci genomiky rostlin u péti celedi — Brassicaceae,
Poacea, Fabaceae, Malvaceae a Solanaceae. Nebyly vybrany nahodou, ale protoze zahrnuji
ekonomicky nejvyznamnéjsi druhy jako je brukev zelna Brassica oleracea L., fepka ladni B.
rapa L., ¢ernohofcice seta B. nigra (L.) Koch a jejich hybridy brukev hoi¢i¢na B. juncea (L.)
Czern., fepka setd B. napus L. a hoicice habesska B. carinata A. Braun. (Brassicaceae);
kukufice seta Zea mays L., pSenice seta Triticum aestivum L., ryZe seta Oryza sativa L.
(Poaceae); soja lustinata Glycine max (L.) Merrill, cocka kuchynska Lens esculenta Moench,
fazol obecny Phaseolus vulgaris L., hrach sety Pisum sativum L., vojtéska setd Medicago
sativa L. (Fabaceae); bavinik Gossypium hirsutum L. (Malvaceae); rajce jedlé Lycopersicon
esculentum Mill., brambor obecny Solanum tuberosum L., tabak virginsky Nicotiana tabacum
L., paprika ro¢ni Capsicum annuum L. (Solanaceae). Dostavame se tak k poznani genomu
vyznamnych plodin, ale i k moZnosti vyuziti konkrétnich rostlinnych gent pti zlepSeni jejich
znakl a vlastnosti prostfednictvim genetickych modifikaci.

Srovnavaci genetické mapovani a sekvenovani genomu rtiznych druht odhalilo kolinearni
oblasti genomtl a lze predpokladat, ze i u vzdalen¢ ptibuznych druht mize byt konzervativni
uspofadani genli zachovano. Je proto snaha vyuzit poznatky o genomu jednoho druhu
iudruhu jiného, blizce nebo i vzdalené¢ piibuzného, s méné¢ prozkoumanym genomem.
Dusledkem spoleénych evoluénich zakladt je makrokolinearita, tedy konzervativni
usporddani gent v urCitych oblastech chromozomi v rozsahu mnoha Mb. Srovnavaci
mapovani je zaloZzeno na analyze ortolognich lokusti u riznych rostlinnych druhti. Ortologni
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lokusy jsou odvozeny piimo od spolecného (ancestralniho) ptredka. Srovndvaci mapovani je
zaloZeno na klonovanych sekvencich DNA, které se vyskytuji na jednom nebo nékolika malo
mistech odpovidajicich genomil sledovanych taxont. Klasickd metoda RFLP byla vhodna pro
takové srovndvaci mapovani u rostlin. Pro ziskdvani komparativnich dat u rostlin vyznamné
napomohlo sestavovani fyzickych map rostlinnych chromozomt pomoci knihoven DNA
zalozenych na umélych kvasinkovych chromozomech (YAC) a piedev§im na umélych
bakterialnich chromozomech (BAC).

Srovnavanim genomu B. oleracea a A. thaliana bylo identifikovano 57 % shodnych lokusi.
Genomy zita a pSenice se liSi 13 chromozomadlnimi aberacemi, ke kterym doslo béhem
6 milioni let v pribéhu jejich divergence. Srovnavaci mapovani odhalilo blizké ptibuzenské
vztahy mezi ¢irokem a cukrovou titinou. Genomy rajete a bramboru se 1i§i pouze péti
chromozomalnimi aberacemi typu paracentrickych inverzi. Naopak genomy rajcete a papriky
se lisi ve vétSim rozsahu, a to alespont 15 chromozomovymi aberacemi. Srovndvaci mapovani
se tak stalo zdrojem informaci také o evolucnich a piibuzenskych vztazich. U papriky lze tak
piedpokladat odlisny evolu¢ni ptivod v porovnani s ostatnimi druhy ¢eledé Solanaceae. Dalsi
piiklady ukazuji na moznost konzervativniho uspofadani gent i mezi vzdalené piibuznymi
taxony. V genomech jednodé€loznych a dvoud€loZznych druhl zlstava 43 az 58 % usekt
dlouhych 3 cM, kter¢é jsou kolinearni. Takovy typ kolinearity v rozsahu 5 az 10 cM nazyvame
mikrokolinearita. Pro potvrzeni tohoto zjisténi byly pouzity stejné sondy DNA pfi mapovani
husenicku, ¢iroku, baviniku a brukve. Geny, které byly tésné vazané u huseni¢ku a brukve,
byly také ve vazbé u ¢iroku a baviniku.
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3. Reproduk¢ni vyvoj rostlin — kveteni

Pohlavni rozmnoZovéni rostlin zajistuji kvéty, které jsou charakteristickym znakem
krytosemennych rostlin. Typicky oboupohlavny (hermafroditni) kvét krytosemennych rostlin
tvofi sterilni kvétni obaly a reprodukcni orgény. Tyto organy jsou organizovany do kruhd.
Obr. 3.3 ukazuje uspofadani kvétnich organi do ¢tyi kruhd u A. thaliana. Vnéjsi organy
(perianth) u rostlin tvofi listky okvétni nebo rozliSené listky kaliSni (sepala) a korunni
(petala). K reprodukénim orgdnim patii tyCinky (stamen), které zajiStuji tvorbu samcich
mikrospor a plodolisty (carpel) s vajicky, ktera obsahuji sami¢i megaspory.

Vegetativni meristém stonku tvoii dvé az tii vrstvy bunék. Bunky vrstvy L1 se déli
antiklinaln¢ a jsou zdkladem epidermalnich struktur. Bunky vrstvy L2 popt. L3 jsou zdkladem
vnitinich pletiv. Rizné endogenni faktory 1 signaly z vnéjSiho prostiedi (teplota, délka dne)
spousti pfechod z nedeterminovaného vegetativniho rlstu stonku na determinovany
generativni rast. Jednotlivé organy kvétu jsou odvozeny z bun€k vegetativniho apikalniho
meristému po jeho pfeméné v meristém kvétenstvi. Jiz v ranych fazich je kvétni meristém
schopen zalozit vSechny kvétni organy a skupiny bunék neboli primordia se diferencuji
v jednotlivé kvétni organy (obr. 3.1).

Proces tvorby kvéti 1ze rozdélit do Ctyt etap:

e Indukce kveteni, tj. pfepnuti zneorganizovaného vegetativniho rastu do faze
organizovaného generativniho rastu.

e Pieména vegetativniho meristému v meristém kvétenstvi. S tim souvisi pozdéjsi
tvorba kvétnich primordii, lateralnich organti a lodyZnich listkd.

e Vlastni tvorba kvétu. Pfeména meristému kvétenstvi v meristém kvétni a s tim
souvisejici tvorba prekurzori kvétnich organti a jejich dalsi diferenciace.

e Funk¢ni faze kveteni zaCina tehdy, jestlize jsou kvétni organy funkeni, tzn. maji-li
odpovidajici strukturu. Dochazi ke zrani reprodukénich organti, k opyleni a oplozeni.

Geny determinujici tyto Ctyfi faze vyvoje kvétu lze rozd€lit do odpovidajicich skupin:

e geny regulujici pfechod z vegetativniho rstu do generativniho,
e geny podminujici tvorbu meristému kvétenstvi,

e geny regulujici tvorbu a identitu kvétnich organt,

e geny reguluyjici rist kvétnich orgdnt a jejich funkcnost.
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RozliSujeme dva typy kvétenstvi:

e kvétenstvi nedeterminované (racemoézni) — ,,oteviené”, u n€¢hoz se na konci osy
nevytvaii terminalni kvét, protoze termindlni meristém kvétenstvi ziistava zachovén a
pokracuje ve tvorbé determinovanych kvétnich meristémi a také primordii lateralnich
vyhont a lodyznich listd. Pi. Arabidopsis, Antirrhinum.

e kvétenstvi determinované (cymozni) — ,,zaviené“, které tvoii pouze jeden kvét na
konci osy (terminalni kvét). Pt. tabdk, petinie.

A

listove
primordium

vegetativni
meristém

B zaklady - ;
kvétnich organti meristém kvétni
(kaligni listky) kvétenstvi primordium

Obr. 3.1 — A/ Prifez vegetativnim vrcholem stonku. B/ Pfeména vegetativniho meristému
v kvétni meristém (L1, L2, L3 — jednotlivé meristematické vrstvy). (Zdroj: Westhoff et al.,
1998)

3.1 Geny regulujici piechod 7 vegetativniho riistu do generativniho

Ptfechod rostlin do faze generativniho riistu je podminén geneticky, ale vyznamnou ulohu
hraji 1 vlivy vné¢jSiho prostiedi, jako je délka dne nebo chladové plsobeni a pusobeni
giberelinti.  Fotoperiodickd kontrola kveteni je zprostiedkovana interakci fotoreceptor
a endogennimi cirkadidlnimi rytmy. Rostliny maji podle osvétleni dva zakladni
morfogenetické programy:

1. fotomorfogeneze — morfogeneze na svétle,
2. skotomorfogeneze — morfogeneze ve tme.
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Fotomorfogeneze je slozity proces, ktery zahrnuje vice fotoreceptoru a cest pfenosu signalu.
U A. thaliana byly popsany mutace fady gent, které se ucastni riznych slozek tohoto procesu.
Jsou to predevsim dvé zékladni skupiny mutaci, které se vyznacuji ve tmé obdobnou
morfogenezi jako na svétle: det — de/ethiolated a cop — constitutive photomorphogenesis.
Kazda z téchto typli mutaci se vyskytuje v nékolika rtiznych lokusech.

Tyto geny kéduji proteiny, které se ucastni pfenosu signalu a jejich recesivni neaktivni
mutace pisobi v homozygotnim stavu zmény exprese mnoha gend.

Jednim z charakteristickych znakt morfogeneze klicnich rostlin ve tmé¢ (skotomorfogeneze) je
prodluzovani hypokotylu. U né&kterych specifickych typi mutaci A. thaliana dochazi
k prodluzovani hypokotylu i na svétle. Takovéto mutace jsou oznaCovany hy. Mutace ve tfech
lokusech, hyl, hy2 a hy6 jsou mutace syntézy chromoforu fytochromt. Mutace hy3 je mutace
genu pro apoprotein fytochromu B a mutace hy8 je mutace genu pro apoprotein fytochromu
A. Zmény se tykaji svétlolabilnich i svétlostabilnich proteini a mohou byt reparovany
dodavanim prekurzoru chromoforu.

3.1.1 Zakladni piedstava pienosu svételného morforegulacniho signalu

Svételny signal piisobi pies zménu konformace fytochromt (fotoreceptori) a dalSich
svétlosenzitivnich proteinii. Tyto proteiny pak plisobi zmény konformace dalSich proteint.
Jedna se o kaskadu nékolika typi proteint. Kaskada zahrnuje také nizkomolekularni signalni
latky, které umoziuji prenos signdlu do dalSich bun€k a pletiv rostliny. Je tedy tfeba se
zabyvat témito otazkami:

1. Biochemickou analyzou fotoreceptord.

2. Identifikaci sekvenci DNA, plsobicich v cis a trans-aktivacnich faktorech, které tidi
aktivitu podfizenych genil regulovanych svétlem.

3. Genetickou analyzou drah plsobeni fytohormoni a cest pienosu signalu, které
ovladaji vyvoj chloroplastt.

Vyvoj chloroplastii zahrnuje Casové fizenou biosyntézu jejich komponent a vyzaduje
koordinovanou expresi jadernych a chloroplastovych gent. K pocatecnim stadiim vyvoje
chloroplasti z proplastidi  dochazi v prabéhu tvorby mezofylovych bunék
z nediferencovanych meristematickych bunék. K iniciaci tohoto procesu jsou nutné signaly
cervené¢ho nebo modrého svétla. Pro dalsi faze je nutny silny tok bilého svétla. Rozeznavame
Ctyfi stadia vyvoje chloroplasti:

1. Na konci prvého stadia vyvoje chloroplasti v délicich se bunikdch v pribéhu vyvoje
listh je soucasné skoncena vétsSina déleni mezofylovych bunck.

2. Ve druhém stadiu, stadiu "vystavby" chloroplastl, dochazi ke zvySovani poctu
chloroplastii v buiice a ke zvySovani objemu chloroplastii. Pokracuje rist listi, ale
spociva vétSinou ve zvySovani objemu bunék. Dochézi k vysokému stupni exprese
chloroplastovych genti.
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3. Tteti faze vyvoje chloroplastl je udrzovaci faze. Fotosynteticka kapacita je udrzovana
na stalé trovni, kterd je urcena svétlem. Dochézi ke stfednimu stupni exprese genli
kédovanych svétlem.

4. Posledni fazi je senescence. Pocet i objem chloroplastd klesa a exprese geni
regulovanych svétlem klesa jen asi na 10 % maxima.

Jiny je vyvoj chloroplastd ve tmé, skotomorfogeneze. Jestlize dochazi k vyvoji ve tmé,
proplastidy kotyledonii zac¢inaji vyvoj v chloroplasty, ale vyvoj skon¢i o etioloplastli, pro
které je charakteristicky nepravidelny tvar a centralni parakrystalické prolamelarni télisko.
Nedochazi k zadné nebo dochazi jen k velmi nizké expresi genl regulovanych svétlem.
JestliZe jsou etiolované rostliny pfeneseny na svétlo, z etioloplastii se vyvijeji chloroplasty.

Rostliny maji akceptorové proteiny (receptory), které prochdzeji dvéma konformacénimi stavy
a tyto stavy se méni na zaklad¢ prijeti kvant svételného zareni urCité vinové délky. Byly
prokazany ¢tyii hlavni typy fotoreceptort:

Citlivé na Cervené/dlouhé Cervené zaieni (600—700 nm), fytochromy (PHY),

Citlivé na modré, ptipadné¢ modré/UV zateni (400-500 nm), kryptochromy (CRY),

Citlivé na modré a UV-A zaieni, fototropiny (PHOT),
4. Citlivé na UV-B zéfeni, dosud neidentifikované fotoreceptory.

W N

Primarnim receptorem cerveného a dlouhého cerveného zafeni jsou nejlépe prostudované
fytochromy. Jsou to rozpustné chromoproteiny, které tvoii dimery, skladajici se ze dvou
stejnych polypeptidd 120-127kD, z nichz kazdy je kovalentné piipojen k tetrapyrolovému
chromoforu. Tento pigmentproteinovy komplex miZze prochazet reverzibilné, na zakladé
fotoindukce, dvéma stavy a ma dv€é mozné formy:

1. Formu absorbujici ¢ervené svétlo, Pr (Apax 666—-668 nm),

2. Formu absorbujici dlouhé ¢ervené zateni, Pfr (Apax 730-734 nm).

Pfr je fyziologicky aktivni forma a jiz nizké intenzity Cerveného svétla méni Pr na Pfr
a aktivuje odpovéd'.

Prvni typ apoproteind, ktery se oznacuje jako typ A, je koédovan genem oznacovanym u
A. thaliana gen PHYA. Fytochrom se hromadi ve tmé a na svétle se rychle rozklada. Kromé
toho na svétle dochdzi i k rychlému odbourdni jiz syntetizované odpovidajici mRNA
a poklesu dalsi transkripce. OdlisSnym typem fytochromu je typ B, ktery je svétlostabilni a ani
jeho biosyntéza neni regulovdna svétlem. Jeho apoprotein je kédovan genem PHYB. Tento
fytochrom ftidi predev§im odpoveédi na konec dne, jako je stimulace prodluzovani stonku
dlouhym ¢ervenym zatrenim.

U A. thaliana byly klonovany geny pro dalsi tfi apoproteiny fytochromt, PHYC, PHYD,
PHYE, ale jejich biologickd funkce zatim neni prostudovana. Celkem tedy bylo
identifikovano pét genti pro fytochromy.
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Primarni mechanizmus zmény konformace fytochromil neni znam, ale podili se na ném
fosforylace. Existuji proteinkindzy, které jsou v komplexu s fytochromy. Aktivované
fytochromy jsou translokovany z cytoplasmy do jadra. Zde interaguji s transkripnimi faktory
a tak reguluji svétlem indukovanou transkripci dal§ich genii: PHYA je v cytoplazmé
autofosforylovan a funguje jako kinédza, kterd fosforyluje Phytochrom Kinase Substratl
(PKS1). PHYA mulZe interagovat s proteinovou fosfatazou (FyPP). FyPP defosforyluje
PHYA prostiednictvim konformacnich zmén a aktivovany PHYA je vtéto formé
translokovan do jadra. V jadte PHYA a PHYB interaguji s transkripénim faktorem PIF3
(Phytochrome Interacting Factor3), ktery umoziuje vazbu na promotory gent regulovanych
svétlem. Tyto promotory obsahuji motivy LRE umoznujici tuto vazbu. Kindza CKII
zprostfedkovava fosforylaci transkripéniho faktoru HYS (Elongated hypocotyl in light5),
ktery je dalsi kli¢ovou slozkou fytochromové signaliza¢ni kaskady.

Co se tyCe druhych posld, predpokldda se, ze hlavnimi z nich jsou heterotrimerické
G-proteiny, 1 kdyz definitivné to zatim prokézano nebylo. Dalsi prvky, které navazuji v této

regulacni kaskadg, jsou jiz vidlicovité rozvétvené. Je to jednak systém Cat™ - kalmodulin
a jednak cGMP. Systém vépniku zptisobuje predevs§im stimulaci vyvoje chloroplasti. Systém
cGMP se uplatiiuje piedev§im pfi aktivaci enzymu chalkonsyntazy a drah syntézy
fotoprotektivnich flavonoida a antokyantl, ale souc¢asné s prvnim systémem se také podili na
regulaci vyvoje chloroplastii. Ob& drahy druhych poslti maji v prvnich fazich vyvoje kli¢nich
rostlin vztah vzdjemné inhibice. Je diilezité, aby se nahromadil dostatek fotoprotektivnich
latek diive, nez bude zahajena intenzivni fotosyntéza. Jakmile vSak doslo k akumulaci
fotoprotektivnich latek a fotosyntéza bézi, jejich dalsi rychld syntéza jiz neni tfeba. Po kroku
aktivace heterotrimernich G-proteinti dochazi nejprve k aktivaci cGMP a je kratkodobé
inhibovana aktivace Ca-kalmodulinového systému, pak se rovnovaha piesune smérem k Ca-
kalmodulinovému systému a ve tieti fazi jsou ob¢ drahy aktivovany rovnomérné.

Cesta mezi aktivaci druhych posli a uvedenych cilovych geni mé jeSté své mezistupné.
Témito mezistupni jsou aktivace gend skupiny DET a COP.

3.1.2 Geny pro negativni regulaci fotomorfogeneze

Morfogeneze ve tmé — skotomorfogeneze se u klicnich rostlin li§i v nékolika zasadnich
skute¢nostech od morfogeneze na svétle. Ve tmé dochazi k silnému prodluZovani hypokotylu,
délozni listky pfed€asné ukoncuji svilj vyvoj, nedochazi k vyvoji pravych listli a nedochazi
k pteméné proplastidii na chloroplasty. Na genetické urovni dochazi k represi Cetnych geni
a genetickych systémi. Tato represe musi byt podminéna aktivitou nékterych regulacnich
gent, jejichz produkty se pfipojuji na specifické promotorové sekvence dalSich genti a brani
jejich aktivaci. Jestlize je skotomorfogeneze podminéna aktivitou urcitych genti, musi
existovat mutace, u kterych doslo k inaktivaci téchto genti a které se budou ve tm¢ fenotypove
projevovat fotomorfogenetickym vyvojem. Byly skutecné zjistény mutace takovychto gend.
Jeden z nich byl nazvan COP (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENETIC). Recesivni
mutanty tohoto genu podmiiuji normalni rist a vyvoj déloznich listkli ve tmé. Pozdé&ji bylo
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zjisténo, ze mutace s obdobnym fenotypovym projevem vznikaji u genl na riznych lokusech
genomu. V takovychto gentll bylo popséano v riznych laboratotich ptivodné 11 (COP1, COP2,
COP3, COP4, COPS8, COP9, COP10 a COP11), ale o n¢kterych z nich bylo zjisténo, ze jsou
vzajemné alelické. V soucasné dobé je zndmo 8 rtznych lokusti. Napiiklad gen COP1 je
lokalizovan na 2. chromozdmu, v poloze asi 27 cM. Jsou popsany jeho riizné mutované alely,
jako copl-1, copl-2, copl-3 a copl-4.

Pon¢kud jiny fenotypovy vliv maji mutace lokust DET1, DET2 a DET3 (DE/ETHIOLATED).
U téchto mutanti dochazi ve tmé nejen k normalnimu vyvoji kotyledoni, ale také k vyvoji
chloroplastii a pletiv listového mesofylu. Na svétle jsou vSak tyto rostliny svétle zelené a maji
sniZzenou apikalni dominanci. Zvlasté byl studovan lokus DET1 a zd4 se, Ze pravé ten fidi
syntézu hlavniho regula¢niho proteinu, ktery podminuje negativni regulaci fotomorfogeneze.
Tento protein je lokalizovan v jadie, ale nevaze se pfimo na DNA. Jeho potlacujici funkce na
transkripci genli aktivovanych svétlem vSak muize byt obecnéj$i povahy a mize spocivat
naptiklad ve vlivu na nukleozomovou strukturu chromatinu.

Na negativni regulaci fotomorfogeneze se podileji také geny skupiny FSC — FUSCA (fuscus
znamend purpurové cerveny), jejichz recesivni mutace podminuji Cervené, anthokyanové
zbarveni embryi a kli¢nich rostlin, které brzy ustavaji ve vyvoji. Podrobnou genetickou
analyzou bylo zjiSténo, Ze nckteré z diive popsanych lokusi COP a DET jsou identické
s lokusy FSC. V soucasné dobé se proto hovoii o regulacnim komplexu COP/DET/FUS.
Protein COP9 v buiikach existuje jako velky komplex monomerti, jehoz tvorba a stabilita
vyzaduji spolutcast proteini COP8 a COP11. Protein COP1 ma vysoky stupenn homologie
s faktorem TAFII80 drozofily, ktery je soucasti komplexu TFIID, a ten podmifiuje iniciaci
transkripce u drozofily. COP1 je jaderny protein, ktery ziejmé& podminiuje represi transkripce
genl aktivovanych svétlem. Gen COP1 je aktivni ve tm¢, zatimco na svétle je jeho aktivita
potlacena.

Na aktivaci téchto genil se kromé fytochromt podileji jesté receptory modrého svétla. Jejich
existence je nepochybna zhlediska biologickych ucinki, ale zatim nebyly izolovéany.
Sekundéarni poslové méni né¢jakym zptisobem komplex proteinti, ktery je kodovan geny
COP8, COP9 a COP11. Tento komplex pak ptisobi aktivaci geni DET1 a COP1 a tyto geny
ptusobi jako faktory, které vyvolavaji dalsi aktivace genti, které se podileji na syntéze
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neznamych prvki a teprve v prabéhu dal$ich let bude uptfesnén a potvrzen.

Kone¢nym vlivem téchto negativnich regulatora transkripce je potlaceni aktivity velké rady
genll, podilejicich se na fotosyntéze, syntéze fotoprotektivnich latek a morfogenetickém
vyvoji typickém pro rostliny na svétle. Promotory takovychto genli maji jednak specifické
sekvenéni useky (boxy) pro pozitivni regulaci svétlem a negativni regulaci tmou. Signély
negativni regulace tmou jsou ziejmé soucastmi popsaného systému regulacnich gent a jejich
mutaci.
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Co se tyCe signalll pozitivni regulace svétlem jsou zatim dobfe znamy specifické
promotorové Useky oznaené LRE (Light Regulatory Elements). Byly popsidny u genil
genovych rodin kodujicich napfiklad menSi podjednotku enzymu fotosyntézy
ribulézabisfosfatkarboxylazy (geny rbcS) nebo geny pro proteiny svétlosbérného komplexu
cab — chlorophyll a/b binding. Tato pozitivni regulace svétlem je pravdépodobné
zprostiedkovana dal§imi, zatim neidentifikovanymi geny tohoto komplexu.

3.1.3 Geny autonomni a vernalizacni drahy regulujici pFechod z vegetativniho
do generativniho ristu

Bylo identifikovéno vice neZz 80 lokusl tzv. autonomni drdhy, které fidi dobu do kveteni.
Ptikladem jsou geny FLC a FRI determinujici pozdni kveteni. Ke genim pro rané kveteni
patii gen FCA. Dalsi geny regulujici prechod z vegetativniho do generativniho ristu lze
rozdelit do tii skupin: geny kddujici biosyntézu giberelint, geny fytochromti a geny kodujici
vernalizani reakci. Kyselina giberelova udrzuje homeostazi ve vyvoji kvétd v rliznych
podminkach vnéjsiho prostfedi. Gen FLC muze blokovat ucinek kyseliny giberelové v apexu
bud’ regulaci exprese genl biosyntézy kyseliny giberelové, nebo ovlivnénim genti pfenosu
signalu. Fytochromy kontroluji kveteni prostfednictvim délky dne.

U A. thaliana je ptechod z vegetativni do generativni faze charakterizovan ukonc¢enim tvorby
listd v listové razici a rychlou tvorbou kvétnich primordii. Standardni genotypy maji
v podminkach dlouhého dne rizici s 9 listy a vykvétaji za 23 dni. Mutantni rostliny s pozdnim
kvetenim (fca) vykvetou za 47 dni a listova rizice ma 29 listi. U nékterych genotypu je
mozné kveteni iniciovat vernalizaci, tzn. vystavenim semen (po vyseti) nizkym teplotam 4°C
po dobu 8 tydnd. Mutantni rostliny fca po vernalizaci vykvetou za 16 dni a maji 8 lista
v ruzici. Tento pokus dokazuje, ze exprese genu FCA je ovliviiovana vernalizaci. Produkty
gent VRN1 a VRN2 blokuji expresi genu pro pozdni kveteni FLC.

3.2 Geny podmiriujict tvorbu meristémit kvétenstvi

U homozygotnich mutantt tfl1 (terminal flower1) se meristém kvétenstvi pfeménuje v kvétni
meristém a kvéty se tvofi pfedcasné. Gen TFL1 kdéduje zachovani meristému kvétenstvi.

Gen LEAFY (LFY) plni dulezitou funkci pii zakladani kvétnich meristémt a pii regulaci
exprese gend kveteni. Mutace Ify determinuje zpozdéni ve tvorbé kvétnich meristému
a homozygotni mutanti casto vytvareji misto kvétd listy. Produktem tohoto genu je
transkripcni faktor.

U homozygotnich mutanti pin (pin formed) se netvofi kvétni pupeny nebo se tvofi
deformované kvéty.
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3.3 Geny regulujici tvorbu a identitu kvétnich orgdnii

Homeotické mutace zplsobuji pfeménu jednoho kvétniho orgénu v jiny a tento odliSny
fenotyp je kodovan geny kontrolujicimi funkci kvétnich organti. VétSina gentl této skupiny
byla identifikovana prostiednictvim homeotickych mutaci.

Gen APETALAL (AP1) ma dvoji funkci: kéduje preménu meristému kvétenstvi v kvétni
meristém a tvorbu primordii kaliSnich listk. K dal§im homeotickym gentim patii geny AP3
(APETALA3), AG (AGAMOUS), PI (PISTILLATA) a SUP (SUPERMAN) (tab. 3.1). Na obr.
3.2 je znazornéna Casova a prostorova regulace exprese genu této skupiny.

3.4 Geny regulujici rust kvétnich orgdnii a jejich zrani

Geny posledni faze vyvoje kvétl zajiStuji tvorbu samciho a samic¢iho gametofytu, tvorbu
gamet a pfipravu na oplozeni. Nékteré geny této skupiny (AT, APT, SINI) jsou uvedeny v tab.
3.1.

3.5 Geny regulujici tvorbu kvétu u Arabidopsis

A. thaliana a Antirrhinum majus maji fadu genti homolognich. Nékteré geny byly jiz
klonovany a na zaklad¢ vydedukované sekvence aminokyselin a proteind, které jsou témito
geny kodovany, byla u nékterych urcena i jejich predpokladana funkce. Sledovanim
mutantniho fenotypu, jak u jednoduchych, tak u vicendsobnych mutantli, byly ziskany
informace o interakcich téchto gend. VSechny tyto studie vedou k pochopeni genetické
kontroly tvorby a vyvoje kvétu u dvoudéloznych rostlin. V tab. 3.1 jsou uvedeny nckteré
mutace A. thaliana ovlivijici tvorbu kvétu.

Predpokladand funkce na

Gen A. thaliana Mutantni fenotyp molekularni firovni
Geny regulujici ptfechod z vegetativniho do generativniho ristu
FLOWERING TIME (FCA) Pozdni kveteni Neurc¢eno
GIBERRELLINI1 (GA1) Pozdni kveteni Poruchy v biosyntéze giberelinu
PHYTOCHROMEA (PHYA) Dlouhy hypokotyl Apoprotein fytochromu A
LONG HYPOCOTYL3 Rané kveteni, dlouhy hypo- Apoprotein fytochromu B
(HY3, kotyl
PHYB)
LONG HYPOCOTYL2 Rané kveteni, dlouhy hypo- | Biosyntéza fytochromu chromo-
(HY?2) kotyl foru
Geny podminujici tvorbu meristému kvétenstvi
TERMINAL FLOWER Pfeména meristému kvéten- | Negativni regulace Ify, apl, ap2
(TFL) stvi v kvétni meristém
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LEAFY (LFY)

Céaste¢na pfreména meristé-
mu kvétenstvi v kvétni
meristém

Transkrip¢ni faktor

APETALA1 (API1)

Tvorba axilarnich kvéta,
homeotickd pfeména kalis-
nich listkt v listy

Transkripéni faktor, box MADS

APETALA2 (AP2)

Homeoticka pfeména
kali$nich listkl v listy a
korunnich listkl v ty€inky

Negativni regulace ag

PIN FORMED (PIN)

Netvoti se kvétni pupeny
nebo deformované kvéty

Slozka transportniho systému
auxin

Geny regulujici tvorbu a identitu kvétnich organt

APETALA3 (AP3)

Homeoticka pfeména
korunnich listkll na kali$ni
listky a ty¢inek v plodolisty

Transkrip¢ni faktor, box MADS

AGAMOUS (AG)

Homeoticka pfeména ty-
¢inek v korunni listky,
plodolistil v kali$ni listky,
nedeterminovany kvétni
meristém

Transkripcni faktor, box MADS

PISTILLATA (PI)

Homeotick4 pfeména ko-
runnich listkl v kali$ni a
tyCinek v plodolisty

Transkripéni faktor, box MADS

SUPERMAN (SUP)

V¢Etsi pocet tyCinek, maly
pestik

Regulace exprese pi a ap3

Geny regulujici rast kvétnich organti a jejich zrani

ANTHERLESS (AT)

Ty¢inky bez prasnikt

Neurceno

ADENINE Tvorba nefunkéniho pylu | Adenin fosforibosyl transferaza
PHOSPHORIBOSYL-
TRANSFERASE (APT)
SHORT INTEGUMENTS Abortujici vajicka Neurc¢eno
(SIN1)

Tab. 3.1 — Geny reguluyjici tvorbu kvétu u Arabidopsis thaliana.

3.6 Regulace genové exprese behem vyvoje kvétii, ABC model

U Arabidopsis a Antirrhinum bylo doposud ziskano mnoho homeotickych mutant. U vétSiny
z nich jsou mutaci ovlivnény vzdy dva sousedni kruhy kvétnich orgdnta (obr. 3.3). To vedlo
k domnénce, Ze existuji 3 skupiny geni, které koduji kvétni orgdnovou identitu (skupina A, B,
C). Funkce genti skupiny A ovlivitluje vnéjsi ¢asti kvétl, tj. kruh tvofici kaliSni a korunni
listky. Geny skupiny B reguluji vytvareni stfedni €asti kvéth (kruh tvofici korunni listky
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a ty€inky). Geny skupiny C reguluji vytvareni vnitini ¢asti kvétu (kruh tvofeny ty¢inkami
a plodolisty). Na zdklad€ téchto poznatkii byl vytvoren tzv. ABC model, ktery je zndzornén
na obr. 3.3.

Ztrata funkce gentd skupiny A ma za nasledek tvorbu plodolisti misto kaliSnich listkti v kruhu
1 a tvorbu ty¢inek misto korunnich listka v kruhu 2. To je pf. mutace apetalal a apetala2 u A.
thaliana. Ztrata funkce gent skupiny B ma za nasledek nahradu korunnich listkti za kali$ni
a nahradu ty¢inek za plodolisty. Pfikladem jsou mutace apetala3 a pistillata u A. thaliana. Pti
ztraté funkce genii skupiny C se tvofi korunni listky misto tyCinek a listky kaliSni misto
plodolistd. Pt. je mutace agamous A. thaliana.

vyvojove geny s MADS boxy

Obr. 3.2 — Casova a prostorova regulace tvorby kvétniho meristému a exprese genil organové
identity u Arabidopsis thaliana (MK — meristém kvétenstvi, KM — kvétni meristém, S —
sepala, kali$ni listky, P — petala, korunni listky, St — ty¢inky, C — plodolist, Ify — leafy, apl —
apetalal, ap3 — apetala3, ag — agamous). (Zdroj: Hughes, 1996)
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4  kalidni listky

3 korunni listky

2  tycCinky

1 plodolisty

[[] exprese genii skupiny A

EI exprese genu skupiny B

. exprese genu skupiny C

Obr. 3.3 — ABC model stavby kvétu objasiiujici expresi homeotickych geni tii skupin.

Genetickd analyza dvojnasobnych mutantli potvrdila, Ze exprese genl skupiny B je nezavisla
na genech A a C. To neplati pro geny skupin A a C. Fenotypy mutanti bez funk¢nich genti C
maji zvySenou funkci genli A a naopak. Geny skupiny A a C funguji antagonisticky.

Dalsi revizi modelu ABC je zahrnuti negativniho regulatoru SUP funkce geni B (Pl a AP3).
SUP je zahrnut do negativni regulace genii skupiny B, epigenetické regulace a reguluje
komunikaci mezi kruhy (spojeni mezi kruhy 3 a 4).

Sekvencéni podobnost kvétnich proteinil s transkripénimi faktory zivo¢ichi a hub umoziuje
ucinit urcité zaveéry o jejich funkcich. MCM1 kvasinek a sav¢éi SRF interaguji s podobnymi
vazebnymi oblastmi uréitych promotori. Rostlinné faktory MADS boxi (MCML1,
AGAMOUS, DEFICIENS, SRF) se také vazi s témito sekvencemi.
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4. Rozmnozovani rostlin a jeho genetické
dusledky

4.1 Zpusoby rozmnoZovani rostlin

Pro zachovani jakéhokoli rostlinného organizmu je nutné stfidani generaci, které je umoznéno
rozmnozovanim (obr. 4.1). U rostlin rozeznavame tti zdkladni zplisoby rozmnozovani:

1. nepohlavni, amixie (amixis),
2. pohlavni, amfimixie (amfimixis),
3. apomiktické, apomixie (apomixis).

meidza

tvorba kVétﬁ \. spéry (1")
/ =
gametofyty " Q

gamety (1n)
opylenN

oplozeni
zygota (2n)
- semenacek
7 \Tﬁi& Abryogeneze
ﬁ){)ﬁ / '__——'/
w \, & !ry: tvorba organa - Kkliceni semenolembryo

rast

Obr. 4.1 — Schéma zivotniho cyklu dvoudélozné rostliny Nicotiana tabacum. (Zdroj:
Westhoff et al., 1998)
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4.1.1 Amixis

Amiktické, nepohlavni rozmnozovani je nejprimitivnéjSim zptisobem rozmnozovani, pti némz
neni organizmus schopen pohlavni diferenciace. Tento zplisob rozmnozovani je typicky pro

vwr

generativnim (pohlavnim).

Pfi nepohlavnim rozmnozovani vzniké jedna rostlina z jednoho rozmnozovaciho zékladu, a to
rostliny vyrtistaji z tohoto rozmnozovaciho zakladu piimo novi samostatni jedinci, ktefi
vznikli pouze mitotickym d€lenim bunék. U rostlin se tento zpiisob rozmnozovani nazyva
vegetativni. Velkd regeneracni schopnost rostlin, kdy oddé¢lend cast vytvari za vhodnych
podminek postupné vSechny organy, byla pozorovéna a vyuzivana uz davno. Z genetického
hlediska je zajimavé, Ze tato regeneracni schopnost je casto zachovana i1 u vysoce
specializovanych organt, jako napt. u listl. Mnoho rostlin vytvari specialné diferencované
organy, které castecné¢ nebo zcela slouzi k nepohlavnimu rozmnoZzovéani. Jsou to napf.
kotfenové hlizy (Dahlia variabilis, Ipomea batata, Ficaria verna), oddenky jako metamorfozy
stonku (Convalaria, Agropyron, Agrostis), stonkové hlizy oddenkové (Solanum tuberosum,
Helianthus tuberosus) a bazalni (Gladiolus, Colchicum, Crocus, Cyclamen), cibule a cibulky
jako metamorfozy lista (Allium cepa, Lilium) a;.

Vegetativni potomstvo jedné rostliny se nazyva klon. Klon jako zakladni jednotku amikticky
se mnozicich rostlin mizeme definovat jako genotypové shodné jedince, ktefi vznikli
vegetativné z jediného ptivodniho organizmu. Vegetativni cestou tedy mizeme ziskat velké
mnozstvi geneticky identickych rostlin nehled€ na genetickou konstituci vychozi formy.

Stalost klond vSak neni absolutni. Neziidka dochazi ke genotypovym a fenotypovym
zménam, jeZ jsou vysledkem spontanni mutace v urcitém sektoru pletiva nebo v urcité buice.
Tyto zmény byly jiz Darwinem oznaceny jako pupenové variace neboli sporty. Vznikaji tedy
somatickou mutaci (spontanné ¢i indukované) v jedné nebo vice inicialach pupenu. Vyhon,
ktery se vyviji z takového pupenu, ponese mutantni znak pouze pokud byl pfislusny gen
heterozygotni. Fakta o pupenovych variacich, jak se s nimi setkavali prakticti Slechtitelé
v minulosti, shrnul poprvé velmi podrobné pravé Darwin, ktery zdlrazioval, Ze pupenové
variace nejsou zvlaStnim znakem nékterych rostlinnych forem, nybrz jsou vlastni
nejruznéjSim predstavitelim kulturnich i planych forem druhii. Dnes zname mnoho odrad
ovocnych stromtl, okrasnych rostlin a zelenin, které vznikly cestou pupenovych variaci. Jsou
to prfedevSim stovky odriid chryzantém, rizi a brambor a vétSina odrid citrusovych stromii.
Tyto somatické mutace se mohou tykat znaki a vlastnosti morfologickych (tvar, barva,
velikost organt apod.) i1 fyziologickych (ranost, rezistence k chorobam a Skiidctim, obsah

urcitych latek apod.).
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Velké regeneracni schopnosti rostlin se vyuzivd v Sirokém méfitku v zeméd€lské praxi
a v zahradnictvi. Takto nepohlavné 1ze mnozit vysoce heterozygotni odridy, které by se pii
rozmnozovani pohlavni cestou rozpadly na mnozstvi riznych genotypt. Tyka se to predevsim
ovocnych dfevin a rGzi, u kterych se uplatiiuje technika roubovani nebo ockovani. V podstate
jde o transplantaci vEtsi Casti rostliny s nékolika pupeny (roub) nebo pouze jednoho pupenu
(o€ko) na vhodnou podnoz. Vegetativné se mnozi také okrasné stromy a kete, chmel, cukrova
tftina, brambory, cibule, Cesnek, jahodnik a mnohé rostliny okrasné kvétem.

Vegetativni rozmnoZzovani se ve Slechtitelské praxi pouziva jako nasledna metoda pohlavniho
rozmnozovani k udrzeni heterozygotnosti a hybridni zdatnosti. Nékdy miize slouzit i ke
zvySeni podilu rostlin jednoho pohlavi v populacich (jako napf. namnoZeni samcich rostlin u
palmy datlové) nebo kudrzeni autoinkompatibilnich rostlin (avokado). Vegetativni
rozmnozovani je mozné vyuzit k ziskani klont bez patogenti technikou explantatovych kultur
in vitro (napf. meristémové kultury a embryokultury).

Pfednosti nepohlavniho rozmnozovani vzhledem k zachovani druhu je tedy potencidlné
neomezend moznost zvySeni pocetnosti geneticky identickych potomkt jednoho jedince, tj.
vytvoieni tzv. klonu.

4.1.2 Amfimixis

Amfimixie je pohlavni rozmnoZovani, které piedstavuje evolucné progresivngjsi reprodukci
potomstva. Jeho ptednosti je zajiSténi genetické rozmanitosti zabezpecujici piizplisobeni
organizmu vnéj§imu prostiedi.

Pro tento zplisob rozmnoZovani je typickd tvorba diferencovanych reprodukénich organt
a stiidani pohlavni haploidni generace (gametofytu), produkujici gamety, s nepohlavni
diploidni generaci (sporofytem). U nizsich rostlin pfevazuje faze gametofytu nad sporofytem,
zatimco u vysSich rostlin je tomu naopak.

U krytosemennych rostlin jsou generativni organy soucdasti specifické €asti rostliny — kvétu.
Sami¢im pohlavnim organem je pestik (pistillum) vznikajici sristem jednoho nebo vice
plodolistl (megasporofyll). Pestik je obvykle rozliSen na semenik (ovarium), ¢nélku (stylus)
a bliznu (stigma).

Makrosporogeneze a makrogametogeneze

Uvnitt semeniku se vyviji vajicko (nebo vajicka). Zakladem pro vznik sami¢iho gametofytu je
diploidni tzv. archesporova buiika, ze které vznikne délenim matetskd bunika megaspory.
Redukénim délenim vznikd v procesu megasporogeneze samici vytrus (megaspora neboli
primarni zarodeény vak). V dal$im procesu se megaspora pietvari na zraly zarodeény vak
se sami¢i pohlavni bunkou (oosférou). Vznik sami¢i gamety se oznacuje jako
megagametogeneze. V zarodecném vaku se vyviji kromé vajecné bunky jest¢ dvé pomocné
bunky (synergidy), které sni spole¢né tvofi tzv. vajecny aparat. Proti nim se formuji tfi
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bunky, tzv. protistojné (antipody). Uvniti zdrode¢ného vaku se nachdzi jeSté centralni jadro
zarodecného vaku (obr. 4.2).

Dlouho chybéla molekularni analyza samic¢iho gametofytu. Hlavnim divodem
byly problémy se ziskdnim proteinti v dostatecné koncentraci. Moznost fesit tento
problém umoznila metoda RT-PCR (amplifikace vychdzejici z cDNA po reverzni
transkripci mRNA). Pro tuto metodu je dostate¢né malé mnoZzstvi vychoziho
materidlu (RNA), a je proto vhodna pro analyzu sami¢iho gametofytu a objasnéni
funkci specifickych genovych produktd. Dulezitd zjisténi byla uskutecnéna i
pomoci kvétnich mutanti, které se vyznacuji samici sterilitou. Do této skupiny
patii fada mutantd A. thaliana s defekty ve vyvoji integumentd, vaji¢ek nebo
embryonalniho vaku: sinl (short integuments-1), ovm2, ovm3 (ovule mutant-2,
ovule mutant-3), bell (bell), ats (aberrant testa shape). Dalsi mutaci s defektnim
vyvojem vajic¢ka u A. thaliana je ant (aintegumenta). Gen ANT byl klonovan.
Produkt genu vykazuje vysokou sekvencni shodu s produktem genu AP2 v tzv.
AP2 doméné. To naznacuje, Ze oba proteiny jsou ptibuzné transkripéni faktory.
Vsechny vyse uvedené mutace jsou sporofytické. Vzacné existuji i gametofytické
mutace, napi. u kukufice ig (indeterminate gametophyte) a u husenicku gf.

Mikrosporogeneze a mikrogametogeneze

Samc¢im pohlavnim orgdnem v kvétu je tyCinka (mikrosporofyl) tvofend nitkou (filamentum)
a prasnikem (anthera). Prasnik se sklada ze dvou prasnych vacki, z nichz kazdy obsahuje dvé
prasnd pouzdra. Uvnitf prasnych pouzder vznikaji ze sporogennich bunék mitotickym
délenim pylové matefské bunky. V nich pak redukénim dé€lenim vznikaji v procesu
mikrosporogeneze ¢&tyfi haploidni mikrospory (pylova zrna). Pylové zrno se jeSté pied
opusténim prasného pouzdra mitoticky déli na malou buiikku rozmnoZovaci (generativni)
a vétsi bunku lackovou (vegetativni), takze pylové zrno je pak dvoubunécné. Generativni
buiika se jesté jednou deli na dvé spermatické buiiky (samc¢i gamety). Tento vznik samcich
pohlavnich bunék je oznacovan jako mikrogametogeneze (obr. 4.2).
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Obr. 4.2 — Schéma tvorby samcich a samicich spor a gamet. (Zdroj: Westhoff et al., 1998)

Mikrospory a pyl jsou pro svij haploidni stav, relativni jednoduchost a vyvojovou
synchronizaci vhodnym syst¢émem pro vyzkum molekuldrnich mechanizmi spojenych
s vyvojem a diferenciaci bunék. Pfi vyzkumu bunééné specifi¢nosti genové exprese se v prvni
fazi obvykle pfipravi knihovna cDNA z mikrospor nebo zralého pylu a klony, které
nehybridizuji s cDNA somatickych organti, jsou povazovany za specifické pro ptislusné
buiiky.

K vyvoji mikrospor je tfeba koordinovana genova exprese jak v téchto bunkach, tak
v pletivech sporofytu, které je obklopuji. Podle toho I1ze geny rozdélit do tfi skupin:

e geny, které se transkribuji jen ve sporofytickych pletivech,
e geny, které se transkribuji jak ve sporofytickych pletivech, tak v mikrosporach a pylu,
e mikrosporové nebo pylové specifické geny.

Podle na¢asovani aktivace jednotlivych gentl je lze rozdélit na Gasné a pozdni. Casné geny se
transkribuji po skonceni meidzy a vétsSinou koduji cytoskeletarni proteiny a proteiny pottebné
pro syntézu bunééné stény nebo ukladani Skrobu. Pozdni geny jsou aktivovany po skonceni
mikrosporové mitdézy a jejich mRNA dosahuje maxima ve zralém pylu. Obvykle kéduji
bilkoviny potiebné pro zrani pylu a rust pylové lacky.
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K ¢asnym gentim patiéi klon 13 ¢cDNA izolovany znezralych pra$niki Brassica napus.
Transkript tohoto genu se akumuluje v obdobi mikrosporové mitézy a poté jeho mnozstvi
klesa. V nezralych praSnicich B. napus byl dale identifikovan gen BA42. Transkripty tohoto
genu byly nalezeny jak ve vyvijejicich se mikrosporach, tak v bunkach tapeta a perifernich
buiikdch cévniho svazku. Nebyly vSak identifikovany ve zralém pylu. Tento gen mé 64 az 67
% homologii s chalkonsyntazou, kterd se ucastni biosyntézy flavonoidi.

Mezi geny, které se transkribuji v buiikach tapeta v obdobi po mikrosporové mitoze a jejichz
produkty byly nalezeny na povrchu pylovych zrn, patiéi geny pro oleoziny. U B. napus bylo
identifikovano nékolik forem oleozinti o rtiznych molekulovych hmotnostech. Jednotlivé
formy jsou kodovany rozdilnymi transkripty jednoho genu. Jejich exprese zacind v buiikach
tapeta ve stadiu pozdnich mikrospor, zvySuje se ve f4zi dvoujaderného pylu a klesa po pylové
mitoze, kdy zacinad dehydratace prasniki a tapetum degeneruje.

U tabaku byl identifikovan jeden gen NTM19, ktery je transkribovan specificky
v mikrosporach. Gen je aktivni ve stadiu tetrad, jeho transkripty se tvotfi v mikrosporach a po
mikrosporové mitdéze jeho aktivita mizi. Transkripty byly identifikovany pouze
v mikrosporach a nebyly nalezeny ve sporofytickych pletivech prasniku. U B. napus byl
identifikovan gen Bp4, ktery se exprimuje v ranych stadiich vyvoje mikrospor a jehoz
transkripty se nehromadi ve zralém pylu.

Genetickou analyzu sam¢iho gametofytu umoziiuje fada mutanta s jadernou sam¢i
sterilitou vyznacujicich se defekty ve vyvoji tyCinek, ale standardnich ve vyvoji
plodolistii. V ramci této skupiny mutantll je mozné dalsi rozliSeni podle typu
defektu. U A. thaliana byly nalezeny mutace s defekty v procesu
mikrosporogeneze, napf. ms a mutace s defekty v uvoliiovani pylu msH nebo ve
funkci pylu, mutace pop.

Jde vétSinou o sporofytické mutace, coz znamend, ze heterozygoti Ms ms tvoii
normalni pyl. Pouze v ojedinélych piipadech byly ziskdny gametofytické mutace.
U nich tvoii heterozygoti 50 % funkéniho pylu.

Oplozeni krytosemennych rostlin

Po opyleni, tj. pfenosu pylu zprasniku na bliznu, dochdzi k oplozeni. Pro vSechny
krytosemenné rostliny je charakteristické dvojité oplozeni, které¢ spociva v tom, ze jedna
spermaticka buiika splyne s vajecnou buiikou a druha spermaticka bunka splyne s centralnim
jddrem zérodecného vaku. Po splynuti bun€k (plazmogamii) nasleduje splynuti jejich jader
(karyogamie). Cely tento proces se nazyva syngamie. Z oplozené vajecné buiky vznika
diploidni zygota a z oplozené centralni bunky zarode¢ného vaku se vyviji endosperm
(nejcastéji triploidni).

Cely proces vyvoje samciho a sami¢iho gametofytu a oplozeni u krytosemennych rostlin je
znazornén na obr 2.
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4.1.3 Apomixis

Apomikticky zplsob rozmnoZovani je povazovan za fylogeneticky nejmladsi, odvozeny od
pohlavniho rozmnozovéani. Apomixie je nepohlavni zpisob rozmnozovani semeny, pfi kterém
novy jedinec vznika bez splynuti samc¢ich a samicich gamet (tj. bez syngamie) a nevyviji se
tedy ze zygoty. Je to komplexni znak vyplyvajici z n€kolika modifikaci pohlavniho cyklu
rostlin.

Zacatkem minulého stoleti se chapala apomixie v SirSim smyslu. Napi. Winkler pod tento
pojem zahrnoval viviparii a ostatni formy vegetativniho rozmnozovani. Tato Siroce chapana
definice se dnes jiz nepouziva. V soucasné dobé se vegetativni rozmnozovani do tohoto
pojmu nezahrnuje. Zakladni vyzkum vzniku, roz$iteni a klasifikace apomixie spadd do
poloviny 40. let naseho stoleti. Zaslouzil se o to pfedevsim Svédsky botanik Gustafsson
a pozdégji v 60. letech indicky védec Battaglia.

Apomixis v uz§im slova smyslu tedy chdpeme jako nepohlavni zplisob rozmnozovani semeny
(agamospermie), pro ktery jsou typické nasledujici odchylky v porovnani s pohlavnim
rozmnozovanim:

modifikace nebo Gplné vynechani meidzy,

tvorba neredukovanych megaspor,
partenogeneticky vyvoj embrya,

AW N~

autonomni (nezavisly na opyleni) nebo pseudogamni (zavisly na opyleni) vyvoj
endospermu.

V disledku uvedenych odchylek se vytvareji embrya (a potomstvo), ktera jsou presnou
genetickou kopii matetské rostliny.

Apomixie zahrnuje dva typy reprodukce:

1. gametofytickou apomixii a
2. adventivni embryonii (sporofytickou apomixii).

Gametofyticka apomixie

Tento zplsob apomixe piedpokladd pozménénou megasporogenezi, pti které nedochazi
k redukci poctu chromozomd, tzn., Ze vznikly primarni zarode¢ny vak (megaspora) a z n¢ho
odvozeny zraly zarodecny vak (samici gametofyt) neméd redukovany pocet chromozomd.
Dalsim predpokladem 1spéSné apomixie je schopnost neoplozené vajecné buiky
(s neredukovanym poctem chromozomu 2n) vytvaret embryo. Tato schopnost se nazyva
(diploidni) partenogeneze. Oba procesy jsou pod nezavislou genetickou kontrolou a jsou
determinované pravdépodobné polygenné.

Vedle diploidni partenogeneze se nékdy do apomixie zahrnuje i haploidni partenogeneze,
kdy se haploidni zarodek tvoii z neoplozené vajecné bunky (gynogeneze) nebo mikrospory
(androgeneze).
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Podle ptivodu a zplsobu vzniku zdrodecného vaku a odchylek v megagametogenezi se
rozliSuji dva typy gametofytické apomixie:

1. diplosporie a
2. aposporie.

Pro diplosporii je typicky vznik neredukovaného zarode¢ného vaku z bunky samiciho
archesporia (obr. 4.3). Pro tento typ apomixie se uziva synonym mitoticka, somatickd, piima
diplosporie, generativni aposporie aj. Embryonalni vak se vytvaii z neredukované megaspory
nebo matetské buiiky megaspory. Embryo se vyviji partenogeneticky. Endosperm se vyviji
autonomné z neredukovanych centralnich jader také bez oplozeni (Compositae). Mize mit
proménlivou uroven ploidie. U rodt Ergastosis a Tripsacum je pro tvorbu endospermu
nezbytné opyleni (tzv. pseudogamie). Meioticka diplosporie se vyskytuje u rodt Arabis,
Paspalum, Taraxacum, Ixerix a zastupct n¢kterych rodi Compositae. Mitoticka diplosporie
byla zjisténa u rodu Antennaria.

U polyploidnich druhti Allium nutans (2n = 40), A. odoratum (2n = 32) a A. tuberosum (2n =
32) je diplosporic typu Allium. U téchto druhti dochazi k premeotickému zdvojeni
chromozomti endomitéozou. Vznikaji dva identické chromozomy, oba se dvéma
chromatidami. B¢hem nésledujici meidzy se paruji sesterské chromozomy a tvofi
autobivalenty. Vznik4 tetrada jader rodicovského genotypu.

Pti aposporii (n¢kdy téz somatické aposporii) vznika neredukovany zarodeény vak z n¢které
jiné somatické buniky nucelu, nez ze které¢ vznikd archesporova buiika (obr. 4.3). Aposporie
i amfimixie mohou probihat v jednom vajicku. Pti vyvoji apospornich zarode¢nych vakt
dochazi k fadé morfologickych odchylek v uspotadani a polarité, které slouzi jako kritérium
pro klasifikaci jednotlivych typa (typy: Hieracium, Poa, Panicum, Andropogon). U typu
Hieracium se tvofi neredukovany 8 jaderny bipolarni embryonalni vak. Embryonalni vak typu
Panicum je zpravidla neredukovany 4 jaderny monopolarni. Pro vyvoj endospermu je
u vétSiny druhtt s vyjimkou Hieracium spp. nezbytné opyleni. Aposporie je castym
apomiktickym mechanizmem u fady druhti trav patficich k rodim Pennisetum, Poa,
Paspalum a Cenchrus.

Adventivni embryonie

Embrya a nové sporofyty vznikaji ze somatickych pletiv vajicka (obr. 4.3), nejcastéji z nucelu
nebo integumenti (nucelarni nebo integumentalni embryonie). Na tvorbé adventivnich embryi
se tedy podileji diploidni buiiky, které bezprostiedné sousedi se zdrode¢nym vakem. Tyto
bunky prortstaji do zarodecného vaku, kde se z nich vyviji embryo. Pfitom miZze vznikat
v zérode¢ném vaku pohlavnim i nepohlavnim zplisobem embryo z vaje¢né buiiky. Vznik vice
embryi v jednom zarode¢ném vaku se nazyva polyembryonie.

Jednotlivé typy apomixie jsou schematicky zndzornény na obr. 4.3.
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Obr. 4.3 — Jednotlivé typy apomixie.

Priciny vzniku apomixie

I kdyZ bylo vysloveno mnoho teorii o pfi¢inach vzniku apomixie, je dnes vSeobecné uznavana
koncepce dédicné determinace apomixie. K dispozici je vSak dosud mdalo experimentalnich
udajl o typu dédicnosti, poctu genu a jejich vztazich. Pozornost se soustfed’uje na objasnéni

genetické determinace jednotlivych slozek apomixie. Klicovymi mechanizmy apomixie je

modifikace nebo vynechini sami¢i meidzy a podpofeni autonomniho vyvoje embrya ve
vajicku. Nejcastéji jsou uvadény tyto odchylky vedouci k apomixii:

1.

SN
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Vynechani heterotypického meiotického déleni, jehoz dasledkem je neredukovany
pocet chromozomli a vznik neredukovanych diplospornich nebo apospornich
zarodecnych vak.

Vynechani heterotypického meiotického dé€leni, jehoz disledkem je neredukovany
pocet chromozomii a vznik neredukovanych diplospornich nebo apospornich
zarode¢nych vaki.

Schopnost genotypil vytvaret diplosporni nebo aposporni zarodecné vaky.

Schopnost neoplozenych vajicek k autonomnimu vyvoji (partenogenezi).

Neschopnost neredukovanych vaje¢nych bun¢k k oplozeni.

Schopnost somatickych buné¢k nucelu a integumentii pronikat do zarodecného vaku
a vytvorit adventivni zarodky (polyembryonie).

Na opyleni nezavisla schopnost polarnich jader nebo sekundarniho jadra zdrodecného
vaku k autonomnimu vyvoji endospermu.



Husenicek a ryze se staly hlavnimi rostlinnymi objekty pfi izolaci odpovidajicich gent
podminujicich jednotlivé procesy vedouci k apomixii, a to pfredevSim prostiednictvim
mutageneze a ziskani apomiktickych mutanti. K objasnéni genetiky apomixie pfispelo
studium populaci hybridi ziskanych kiizenim Pennisetum squamulatum a Tripsacum
dactyloides s kukufici.

Rozsifeni apomixie

Existuje fada experimentalnich dikazt o tom, ze apomixie a amfimixie se jako dva zékladni
zpliisoby rozmnoZovani navzajem nevylucuji. Naopak se v populacich urcitych rostlinnych
druhli casto vyskytuji soucasné ve stavu urcité rovnovahy. Apomiktické taxony obvykle
zahrnuji pohlavné se mnozici diploidy a polyploidy, ale také fakultativni apomikty.
Pozitivnim aspektem vétSiny apomiktii je zachovani sam¢i fertility. Diploidni partenogeneze
u jinak pohlavné se mnozicich druhti byla zjisténa napt. u rodd Fragaria, Solanum, Zea,
Primula, Triticum, Petunia, Nicotiana, Brassica aj. Z dalsich kulturnich rostlin, u kterych je
vyznamné apomiktické rozmnozovani, miZzeme jmenovat Taraxacum officinale a Parthenium
argentatum (Asteraceae), druhy rodid Malus a Rubus (Rosaceae), dale Poa, Panicum,
Paspalum, Pennisetum a dalsi subtropické travy celedé Poaceae. Odridy druht subtropickych
roda Citrus, Mangifera a Musa se rozmnozuji apomikticky semeny vzniklymi adventivni
embryonii. Celkové se rGzné typy apomixie zjistily u vice nez 300 druhGt a 90 rodid
krytosemennych rostlin. Pfitom se ¢asto vyskytuji ve fylogeneticky mladych celedich, napft.
Poaceae (témét 60 rodi) a Asteraceae (témét 30 rodl). Nejcastéjsi je vyskyt apomixie u
Gramineae, fadu Compositae a ¢eledé Rosaceae. Apomixie byla zjisténa vétSinou u druhd
s vyssi ploidii, coz také komplikuje jeji vyuziti ve Slechténi.

Vyuziti apomixie ve Slechténi

Detekce apomixie pfedchéazejici jejimu vyuziti je pomérné snadné pii uplné apomixii. Napf.
u vétsiny rostlin Taraxacum officinale i po peclivé kastraci jednotlivych kvéti a po vylouceni
moznosti cizospraseni izolaci uboru, vznikaji normélni semena. Naproti tomu c¢astecnou
apomixii zjistime timto zplsobem velmi tézko. Jeste¢ komplikovangjsi jsou ptipady
pseudogamie, kdy embryo sice vznikd partenogeneticky, vyzaduje vSak stimulaci opylenim
pro vyvoj endospermu. Na pseudogamii miizeme usuzovat tehdy, jestlize po ,.kfiZzeni* dvou
homozygotnich rostlin s riznymi dominantnimi geny — markery (AA bb x aa BB) bude
potomstvo F; jednotné a fenotypoveé shodné s matetskou rostlinou.

Zajem o apomikticky zplsob rozmnoZovani a jeho vyuziti ve Slechténi se soustfed’uje na
nékolik zékladnich oblasti:

1. Pozornost je zaméfena na oveéfeni biologickych a genetickych predpoklada
apomiktickych forem pii fixaci heteroze u vhodnych hybridnich kombinaci
hospodarsky dulezitych rostlin, bez neustalého opakovani kiizeni pfi tvorbé hybridt
ana snadnéj$i udrzovani rodiCovskych linii. Urcité tspéchy byly vtomto sméru
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dosazeny u ciroku a jinych Poaceae a u nékterych zastupcti z ¢eled¢ Asteraceae, napf.
u Centaurea cyanus.

2. Neékteré Slechtitelské programy jsou zaméfeny na zvySeni genetické variability
hospodarsky dtlezitych apomiktd mezidruhovym kiizenim s pohlavné se
rozmnozujicimi formami nebo fakultativnimi apomikty. Obvykle se pouziva kiiZeni,
ve kterém se matefské rostliny opyluji pylem obligatnich apomiktl. Vzniklé
heterozygotni potomstvo vykazuje velkou variabilitu jak ve sledovanych znacich, tak
1 ve zplusobu rozmnozovani. Nasledujici vybér je obvykle zaméfen na hospodaisky
nejcennéjSi vysoce apomiktické hybridy. V nékterych ptipadech bylo mozno timto
zpusobem vybrat i obligatni apomikty (napt. Pennisetum ciliare, Panicum maximum).

3. Dalsi oblast vyuziti je spjata s piedstavou indukce vysSi cCetnosti haploidni
partenogeneze, naslednym vybérem haploidnich rostlin a po jejich diploidizaci
rychlym odvozenim homozygotnich linii. Takové linie se mohou uspé$né vyuzit jako
rodicovske linie pti tvorbé vykonnych hybrida.

4. Opakovany vznik partenogenetickych rostlin je Casto pozorovan v potomstvech
mezidruhovych 1 mezirodovych hybridi, kdy v dusledku poruch v meiéze dochazi
v n¢kterych piipadech k tvorbé neredukovanych gamet. Jejich vznik v fad¢é ptipada
umoznuje i fixaci amfidiploidniho stavu napf. u mezirodovych hybridd Haynaldia x
Triticum, Triticum x Aegilops. Nejvice amfiploidd s naslednym praktickym vyuzitim
bylo vsak ziskano z k¥izeni Triticum x Secale.

5. Adventivni embryonie je vyznamnym zpusobem reprodukce u Citrus sp. a vyuziva se
k ziskani bezvirozniho potomstva. Tento typ reprodukce se prakticky vyuziva
i u dalsich rodt napt. Mangifera, Malus, Ribes a Beta.

K uskutecnéni uvedenych Slechtitelskych zdméra je nutna zdmérnd introgrese jednotlivych
slozek (geneticky kontrolovanych komponent) apomixie do pohlavné se mnozicich
hospodarsky dulezitych rostlin. To je mozné bud’ vybérem rostlin z cizosprasnych populaci
(u samosprasnych rostlin se predpoklada, Ze jsou tyto geny rychle eliminovany), nebo indukci
mutaci. V neposledni fade¢ je to mozné uskutecnit pfenosem celych chromozomt (nebo jejich
fragmenttl) vzdalenou hybridizaci z geneticky pfibuznych apomiktickych forem nebo druht
a naslednym vybérem linii s vhodnymi slozkami apomixie. K jejich identifikaci se vyuZivaji
1izoenzymové nebo DNA markery. Byly rozpracovany vysoce efektivni metody pienosu Casti
chromozomt, které¢ mohou tento proces podstatné urychlit. Podafilo se napiiklad pifenést
slozky apomixie z Tripsacum dactyloides do Zea mays. K introdukci apomixie byly vyuzity
také druhy rodt Beta, Malus, Agropyron, Elymus a Solanum. Pokusy o introdukci slozek
apomixie ze vzdalenych piibuznych druht do druht se zemédélskym vyuzitim vSak byly
vétSinou nelspeéSné, protoze vysledkem byly jen Caste¢né fertilni apomiktické rostliny.
Z téchto divodu se usili vyzkumnych pracovnikd zaméftilo na identifikaci a izolaci klicovych
regulacnich gend.
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Geneticka determinace apomixie

Ptfes mnohaleté usili Slechtitell neni apomixie ve vetsi mife vyuzivana ve Slechtitelskych
programech a jeji genetickd kontrola neni doposud zcela objasnéna. Pravdépodobné jde
o znak kvalitativni. U vétSiny sledovanych druhii segregovala apomixie jako jeden lokus.
U druhtt Panicum maximum, Ranunculus auricomus a Brachiaria sp. byla zjisténa aposporie
s monogenni dédi¢nosti, kde byla tvorba neredukovaného zarode¢ného vaku determinovéna
dominantni alelou. Hlavnimi modelovymi druhy pii studiu genetiky diplosporie byly druhy
rodu Taraxacum. U nich je gen nebo nékolik malo genii determinujicich tento typ apomixie
lokalizovan na jednom chromozomu. U druht rodu Tripsacum je apomixie kontrolovana
nekolika tésné vazanymi geny a dédi se mendelovsky jako jeden lokus. Vyskyt obligatni nebo
fakultativni apomixie a odliSny stupen fakultativni apomixie v ramci jednoho druhu naznacuje
vliv jinych gent, tzv. modifikatori, nebo vliv genetického pozadi.

Gametofytickd apomixe zahrnuje nékolik modifikaci pohlavniho reprodukcniho cyklu, jako je
apomeiodza, partenogenetickd tvorba embrya a v nékterych piipadech zmény tvorby centralni
buiiky zarode¢ného vaku a riizné zplsoby tvorby endospermu.

Vyzkum provadény v 80. a 90. letech minulého stoleti u nékolika druhti naznacuje, Ze
apomeioza se dédi monogenné, dominantni alelou. Rizné penetrance genu vysvétluje vyskyt
fakultativnich apomiktti. U nékterych druht, jako je Ranunculus auricomus, Pennisetum
maximum a Hieracium piloselloides, se apomeioza spole¢né s dal$imi elementy apomiktické
reprodukce dédi také jako jeden znak. U druhti Taraxacum officinale, Poa pratensis
a Erigeron annuus, apomeidza ne vzdy kosegreguje s dal$imi rysy apomeiozy. U vSech
testovanych druhtl je silna suprese rekombinace v okoli lokusu pro apomeidzu, coz naznacuje,
Ze apomixis je asi kontrolovdna mnoha geny, které jsou v tésné vazb¢, geny tvoii jeden nebo
dva komplexy.

Prace od r. 1999 dokladaji nezavislou kontrolu jednotlivych komponent apomeidzy
a partenogeneze dominantnimi alelami majorgenti. Ale to nevylucuje, ze kazda komponenta
apomixis muze byt kontrolovdna vice geny. Doposud nejsou zadné poznatky o faktorech
podminujicich penetranci a expresivitu u riznych genetickych pozadi. Rozdily v expresivité
a interakce genti jsou zodpovédné za Sirokou Skalu zplsobli reprodukce. Aposporie
a partenogeneze a také jednotlivé geny segreguji nezavisle.

Genetické analyzy jsou komplikovany nizkou rekombinaci, nepravidelnou segregaci
a polyploidii. Nejobtiznéjsi jsou analyzy tvorby apomiktickych semen, protoze gametofyticka
generace je reprezentovana jen nckolika malo buiikami a je omezena na kratky casovy
interval.

Poa pratensis je vyznamna picnina. Je to aposporni pseudogamni apomikt s 2n = 18 az 150.
Geneticka kontrola apomixie byla studovana u fady segregujicich potomstev pochazejicich
z ktizeni a selfovéani obligatnich pohlavné se mnozicich rodict a fakultativnich apomiktickych
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rodict. Vysledkem je model s péti geny s velkym Uc¢inkem, které jsou nezbytné pro kontrolu
tvorby asexuélnich semen:

e Apospory initiator Ait aktivace aposporie

e Apospory preventer Apv inaktivace tvorby aposporniho zdrodecného vaku
e Megaspore development Mdv tvorba matetské bunky megaspory

e Partenogenesis initiator Pit aktivace partenogeneze

e Partenogenesis preventer  Ppv inaktivace partenogeneze

Rozdily v expresivité a interakce gent jsou zodpovédné za Sirokou Skalu zptisobt reprodukce.
Aposporie a partenogeneze a také jednotlivé geny segreguji nezavisle.

e Geny Apv, Ppv bréani tvorbé aposporniho zarode¢ného vaku a embrya bez oplozeni.

e Penetrance a expresivita je uplna u gentt Apv a Ppv u rostlin s amfimixii.

e Recesivni alely apv, ppvV toleruji, ale neindukuji apomeiézu nebo partenogenezi.

e Dvojndsobny recesivni homozygot apv apv ppv ppv tvoii apomiktickd semena
sporadicky.

e Pro vyssi podil apomixe existuji dva dalsi geny. Dominantni alely Ait a Pit indukuji
aposporii a partenogenezi. Nejvyssi podil apomixie je u genotypt Ait - apv apv, Pit -
PPV ppv.

e Obligatni amfimixie je u genotypu ait ait Apv -, pit pit Ppv - .

e Recesivni alela mdv zpiisobuje aborci megaspor nebo megagametofyta.

e Genotyp stabilniho aposporniho apomikta je Ait - apv apv mdv mdv Pit- ppv ppv.

Je mozZné Slechténi na apomixii?

Testované pristupy introdukce apomixie do kulturnich druhli jsou zaloZeny napf. na
hybridizaci pribuznych druhii, apomikta s pohlavné se mnozicim kulturnim druhem. Celed’
Poaceae ma tadu apomiktickych druhit a fadu ekonomicky vyznamnych druhii. V fadé
programi byly snahy pfenést pseudogamni apomixii do kulturniho druhu prostfednictvim
mezirodové nebo mezidruhové hybridizace (Tripsacum dactyloides x Zea mays nebo
Pennisetum squamulatum x Pennisetum squamosum)..

Hybridizace byla vzdy malo uspésna. U kiizencli dochézelo ke ztraté apomiktické schopnosti,
aborci semen a sterilit¢ v disledku nerovnovahy endospermu vlivem fize neredukovanych
centralnich bunék s haploidni spermatickou buiikou. Introgrese autonomni apomixie, ktera je
schopna obejit problémy s endospermem, vSak neni k dispozici u celedé Poaceae, ale
vyskytuje se jen u ¢eledé Asteraceae.Dalsi pristup byl zalozen na indukci mutaci u pohlavné
se mnoziciho druhu a vybéru rostlin s autonomni tvorbou semen. Byla provadéna fada pokust
a u jednotlivych mutantl byly ziskany dil¢i znaky, jako je schopnost tvorby neredukovanych
gamet a partenogenetickych embryi. Ale nepodafilo se ziskat rostlinu, kterd vytvaii asexudlni
embrya ve vysokych cetnostech. Mutageneze a skrinink apomixie byly testovany i u
Arabidopsis. Byly identifikovany tfi mutace fis (fertilisation independent seed) — fisl/mea
(medea), fis2, fis3/fie (fertilization independent endosperm). U mutanti dochazelo
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k autonomnimu vyvoji centralni buiikky ve zralém zarode¢ném vaku. AvSak zaddnd mutace
samostatné nebyla schopna indukovat plnou diferenciaci automniho endospermu. Déle se u
mutantll nepodafilo iniciovat vyvoj vajecné buiiky, pravdépodobné proto, ze gen FIS je pozdé
exprimovan.

Klonovani genti pro apomixii u rostlin s apomixii a jejich nasledné vyuziti pii genetické
transformaci je velmi obtizné z diivodli suprese rekombinace v okoli lokusu, polyploidie
druht a redukované sexualité apomiktii. Ackoli nékteré lokusy byly zmapovany, zadné
nebyly osekvenovany. Je nezbytné aplikovat jiné ptistupy, napi. pies mRNA.

Byly identifikovany geny podilejici se na indukci embryogeneze bez oplozeni. Napi. roku
2001 byl identifikovan gen AtSERKI, ktery je exprimovan u vajicek pied oplozenim a u
ranych embryi; exprese genu zvySuje embyogenni potencial kalust in vitro. Roku 2002 byl
identifikovan gen BABYBOOM, ktery je exprimovan béhem tvorby semen; v podminkach in
vitro indukuje tvorbu somatickych embryi napi. na okrajich listi a v apikalnim vrcholu.
Exprese téchto gend stimuluje sice somatickou embryogenezi in vitro u vegetativnich organt,
avSak zdaleka nic nefikd o moZnosti indukovat partenogenezi v semenech, coz je nezbytné
pro apomixii.
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5. Inkompatibilni systémy vyssich rostlin

U 90 z 320 celedi vysSich rostlin byly nalezeny genetické mechanizmy, které¢ znemoziuji
samoopyleni. Tato blokdda se nazyva autoinkompatibilita. Obecné pod pojmem
inkompatibilita rozumime neschopnost rostlin tvofit semena, ackoli tvoii funkéni gamety, a to
jak pfi samoopyleni, tak i1 pfi cizospraseni s geneticky blizkymi formami. Inkompatibilita je
vrostlinné fi$i velmi rozSifend. Nejznaméjsi je u celedi Fabaceae, Rosaceae,
Scrophulariaceae, Solanacea, Brassicaceae, Papaveraceae a Poaceae. Z tohoto velkého
roz$iteni v rostlinné 1i8i je vidét, Ze inkompatibilita hraje dilezitou roli v evoluci.

Termin inkompatibilita zavedl v roce 1917 Stout pii studiu fertility u Cichorium intybus,
ackoli tento mechanizmus byl zndm jiz mnohem diive. Jiz pfed dvéma stoletimi Kdélreuter
pozoroval, ze u rodu Verbascum se pii opyleni vlastnim, zjevné fertilnim pylem netvoii
semena, zatimco pfi cizospraseni se semena tvori v dostate¢ném poctu.

Hlavni funkci inkompatibilnich systémil je zabranéni inbridingu a tedy zajisténi cizospraSeni.
Tento mechanizmus je uskute¢iiovan na zaklad¢ inkompatibility pylu a pletiva ¢nélky nebo
blizny. Nelze jej tedy zaménovat s formami sterility, kdy neschopnost vytvaret zivotaschopna
semena je zpusobena chromozomovymi abnormalitami, nékterou formou poruchy tvorby
gamet nebo vyvoje embrya, popt. neschopnosti uvoliiovani pylu z prasnych vack.

Inkompatibilita je geneticky determinovana jednim nebo vice lokusy, oznaCovanymi
symbolem S. Lokus ma fadu charakteristik, které jsou spole¢né vsem celedim:

e U nekterych druhd byl pocet alel lokusu odhadnut az na 200. Jeden lokus mtize byt
tvoten skupinou nékolika vazanych gend.

e U diploidnich rostlin jsou pfitomny vzdy dvé alely.

e Inkompatibilni reakce vznika v pfipad¢, zealela (alely) S rodiCovské rostliny
poskytujici pyl je stejnd jako alela (alely) S u matetské rostliny.

Inkompatibilni systém vysSich rostlin je mechanizmus, ktery prostfednictvim lokusu
S zabranuje samooplozeni a tim zabezpecuje oplozeni mezi geneticky odliSnymi jedinci. Byly
ziskany poznatky tykajici se molekularnich a biochemickych procesti inkompatibility
a postupné jsou odhalovany rizné systémy.

Obr. 5.1 ukazuje klicova pletiva rostliny, kterd souviseji s mechanizmy inkompatibility.
K oplozeni dochazi tehdy, jestlize pylova zrna tvoii pylové lacky, které prortstaji bliznou
a pletivem ¢nélky az do semeniku k vajickiim. Béhem rtstu pylové 1a¢ky se jedno haploidni
jadro pylového zrna (generativni) déli mitoticky a v pylové la¢ce jsou pfitomna tfi haploidni
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jaddra. Mize dojit k dvojitému oplozeni, jestlize lacka proroste k mikropylarnimu otvoru

vajicka.

Existuji dva odlisné genetické mechanizmy kontroly autoinkompatibility kodované lokusem
S. Je to gametofyticka (GI) a sporofyticka inkompatibilita (SI). Dale se rozliSuje také
heteromorfni a homomorfni inkompatibilita, ktera se vztahuje pouze k morfologii kvétu.
Vramci jedné celedé mohou byt druhy jak autofertilni tak autoinkompatibilni. Ale

u inkompatibilnich druht v ramci Celedé existuje jen jeden systém (GI nebo SI).

« - Auto-
Celed Druh Autofertilita ) o
inkompatibilita
Arabidopsis thaliana ano
Brassicaceae Brassica napus ano
Brassica oleracea sporofyticka
Hordeum vulgare ano
Gramineae
Secale cereale’ gametofyticka
Trifolium repens gametofyticka
Leguminosae
Pisum sativum ano
Papaveraceae Papaver rhoeas gametofyticka
. . . sporofyticka
Primulaceae Primula vulgaris pOroty ]
heteromorfni
Scrophulariaceae | Antirrhinum majus ano
Nicotiana alata gametofyticka
Nicotiana tabacum ano
Solanaceae Solanum tuberosum gametofyticka
Petunia inflata gametofyticka
Petunia hybrida ano

' dvoulokusovy inkompatibilni systém

Tab. 5.1 — Systémy inkompatibility u nékterych druhti vyssich rostlin.
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Genotyp haploidniho pylu (gametofyt) determinuje inkompatibilni reakci pylu pii GI.
V ptipadé¢ SI je inkompatibilni reakce determinovana diploidnim genotypem rostliny
(sporofytem), ktera produkuje pyl (obr. 5.2). GI je u vyssich rostlin ¢astéjsi nez SI.

Jsou opylovany tfi rizné matetské rostliny s gametofytickym typem inkompatibility genotypt
S1S2, S$2S3, S2S4. Genotyp otcovské rostliny je S1S3. Veskery pyl je genotypit S; nebo Ss. Na
blizné rostliny S1S; vykli¢i pouze pyl s alelou Sz, opyleni pylem S; je inkompatibilni, protoze
se setkava ve ¢nélce s identickou alelou. Vzniku zygot se ucastni jen polovina pylovych zrn.
Na blizné rostliny S;S3 vykli¢i pyl S; a pii opyleni rostliny S;S4 je kompatibilni veskery pyl
(obr. 5.2 1). GI se vyskytuje u fady druhti napi. v ¢eledi Solanaceae.

SI je charakteristicka pro ¢eled’ Brassicaceae. Typickym ptedstavitelem je Brassica oleracea.
Pyl rostliny genotypu SiS3 je fenotypu S1Sz at’ nese alelu S; nebo Sz. Je to zplsobeno
ptitomnosti proteinii v obalech pylu, tzv. samé€ich determinantii, které maji ptivod v buiikach
tapeta pfi mikrogametogenezi. U matetskych rostlin genotypt S1S; a S,Ss k oplozeni po tomto
opyleni nedojde. Usp&sné je oplozeni pouze rostlin S;S;. Alely S jsou kodominantni, ptisobi
nezavisle (obr. 5.2 II). U nékterych druhi jsou alely S ve vztahu dominance (kap. 3.2).

Rozdil mezi GI a SI se projevuje i v na¢asovani exprese inkompatibility u pylu. V dasledku
pritomnosti a charakteru samcich determinantti dochazi u GI k inhibici rustu pylové lacky ve
¢nélce (ale lacka vyklici na blizng). U SI je rist pylové la¢ky inhibovan jiz na povrchu blizny.

blizna pylové zrno

pylova lacka
cnélka ————»
pletivo

pro prorustani
pylové lacky

semenik ——3»
vajeéna
bunka

mikropylarni
otvor

——— zarodecny vak
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Obr. 5.1 — Pletiva t¢astnici se mechanizmti inkompatibility. (Zdroj: Hughes, 1996)

5.1. Gametofyticka inkompatibilita

Gametofytickou inkompatibilitu poprvé popsali East a Mangelsdorf (1925) u Nicotiana
sanderae. V tomto systému je inkompatibilita podminéna vzajemnym pusobenim pylu
a pestiku, tj. haploidnim genomem kazdé¢ho pylového zrna a diploidnim genomem pletiva
¢nélky, kterou pylova lacka proristd do semeniku k vajecné bunice. Inkompatibilni reakce,
tedy neschopnost rtstu pylové lacky, nastava tehdy, jestlize pylové zrno nese shodnou alelu
jako pletivo pestiku. Jsou vSak mozné i takové piipady, kdy se mechanizmus inkompatibility
uplatni az v zarodecném vaku (inkompatibilni systém haploid — haploid). Takovyto
mechanizmus je charakteristicky pro viceleté druhy rodu Freezia, Hemerocallis a Narcissus.

5.1.1 Jeden mnohoalelni lokus

Na piikladu Nicotiana sanderae lze demonstrovat GI determinovanou jednim lokusem S.
Tento lokus obsahuje velky pocet alel: Si1, Sy, Ss, ..., Sh. Diploidni sporofyt je vétSinou
heterozygotni (napt. S;Sy, S1S3). Kazdé pylové zrno obsahuje pouze jednu zalel S. Ke
kompatibilnimu opyleni dojde pouze v tom ptipad¢, kdy se dana alela pylu setkd s odliSnymi
alelami v pestiku.

Genetické zaloZeni tohoto systému inkompatibility pfedurCuje minimdlni pocet alel
v izolované populaci na tii. Populace se pak bude skladat ze tfi genotypa: S1S,, S1S3 a S»Ss. Pii
opyleni (samoopyleni i1 cizospraseni) budou z deviti reciprokych kombinaci tii inkompatibilni
(pfi samoopyleni) a zbyvajicich Sest bude kompatibilnich, i kdyZ pouze polovina pylovych
zrn bude schopna proristat ¢nélkou a ucastnit se oplozeni (tab. 5.2A). Se zvysSujicim se
poctem alel v populaci se bude zvysovat podil kompatibilnich opyleni. Budou-li v populaci
¢tyfi alely S, pak ze 36 moznych kombinaci bude 6 inkompatibilnich, ve 24 kombinacich
bude kompatibilni pouze polovina pylovych zrn a 6 bude pln¢€ kompatibilnich (tab. 5.2 A,B).
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A B C

S,5,xS,S, SS,xSS, S5S,xS,S,

S S
S > S; S, . S3 § pylova zrna
blizna
¢nélka
semenik
vajecné burnky
8133 3183 8134
S,
8384
518, %%% <SS
S, 33 ' S3 1 S, pylova zrna
blizna
¢nélka
@ @ semenik
vajecné burky
S,Sz
S,S,
8283
55,

Obr. 5.2 — Kompatibilni a inkompatibilni kiizeni rostlin s 1/ jednolokusovym
gametofytickym, I1/ sporofytickym systémem autoinkompatibility. Prorastani pylovych lacek
a oplozeni.
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Obecné lze fici, jestlize v dané populaci je pocet kombinaci opyleni (samoopyleni
1 cizospraSeni) T a pocet inkompatibilnich kombinaci s, pak 1ze jejich vztah vyjadfit:
IS —
N
Dalsi zvlastnosti populaci s gametofytickym systémem inkompatibility se tfemi alelami je
jednosmérna kompatibilita potomstva pii jeho kiiZzeni s rodiCovskymi genotypy: jestlize
matetské rostliny S;S; budou opyleny pylem rostliny S;S3, v potomstvu budou rostliny

1

genotypli S153 a $,S3; rostliny matefské populace mohou byt opyleny obéma genotypy rostlin
potomstva, avSak rostliny otcovské populace mohou byt opyleny pouze rostlinami S;Ss.

AZ na nepatrné vyjimky (napt. Solanaceae) maji vSechny druhy urc€ité celedé urcity systém
inkompatibility. Gametofyticky systém s jednim mnohoalelnim lokusem S byl prostudovan
zejména v Celedich Fabaceae (Trifolium), Solanaceae (Nicotiana, Lycopersicon, Solanum,
Petunia), Scrophulariaceae (Antirrhinum, Nemesia), Rosaceae (Prunus, Malus),
Oenotheraceae (Oenothera) a Liliaceae (Lilium). V nékterych piipadech je tento systém
funk¢ni u kulturnich druhd (napt. Prunus avium, Trifolium repens), jindy se vyskytuje pouze
u plané rostoucich piedku (napi. Lycopersicon peruvianum vs. L. esculentum; Nicotiana alata
vs. N. tabacum). U kulturnich druhti tedy doslo ke ztraté inkompatibility modifikaci lokusu S.

A B
39

SNy S$1S3 S2S3 S1S4 S2S4 S3S4
SNV - 1/2 1/2 1/2 1/2 1
S1S3 172 - 172 172 1 172
S2S3 1/2 172 - 1 1/2 1/2
S1S4 1/2 1/2 1 - 1/2 1/2
S2S4 1/2 1 1/2 1/2 - 1/2
S3S4 1 172 12 172 172 -

Tab. 5.2 — Kompatibilni a inkompatibilni kombinace pii reciprokych kfiZzenich a samoopyleni
v populacich s gametofytickym systémem inkompatibility a jednim mnohoalelnim lokusem S
(A — populace se tiemi alelami, A + B — populace se &tyfmi alelami. Cisla uvadgji podil
kompatibilnich pylovych zrn).

5.1.2 Dva mnohoalelni lokusy

Tento systém inkompatibility byl poprvé objeven u druhti Secale cereale a Festuca pratense
Lundqvistem r. 1955. Pozdg&ji byl popsan i u jinych druht ¢eledé Poaceae, napt. u Phalaris
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coerulescens, Hordeum bulbosum, Dactylis glomerata, Lolium perenne. Pozdéji v letech 1991
az 1993 byl identifikovan tfeti lokus T, ktery se podili na determinaci inkompatibility u
P. coerulescens, L. perenne a S. cereale. U S. cereale je lokus S lokalizovan na chromozomu
IR, lokus Z na chromozomu 2R a lokus T na chromozomu 5R. U L. perenne je lokus
S lokalizovan na chromozomu 6 a lokus Z na chromozomu 2.

Genetickd determinace inkompatibilni reakce je v tomto ptipad€ charakterizovana dvéma
lokusy oznacenymi S a Z, které se dédi nezavisle, avSak funk¢né spolupiisobi. Inkompatibilita
se projevi pii identité alel obou lokust v genotypu pylu a pestiku. Ma-li pyl a pestik identické
alely pouze v jednom lokusu, opyleni je kompatibilni. Kompatibilni reakce je ur¢ena pouze
genotypem gametofytu, nebot’ se jednd o gametofyticky systém, pfitom alely téhoZ lokusu
jsou rovnocenné (neexistuje mezi nimi vztah dominance a recesivity) a také mezi alelami
ruznych lokust neni epistaticky vztah.

Tento systém inkompatibility 1ze demonstrovat na fad¢ kiizeni:

1. 9 S1S1 7373 % (? S2S; 2474 kompatibilni
2. 9 S1S1 Z3Z3 x & $1S1 Z4Z4 kompatibilni
3. 9 8181 Z3Zg X 6\ 8182 Z3Z4 kompatibilni
4. 9 8182 Z3Z4X 6\ 8181 Z3Z3 inkompatibilni

Z uvedenych ptikladi je vidét, ze reciproka kiizeni (3) a (4) vedou k riznym vysledkim.
U ktizeni (3) prorusta pyl S1Z4, SpZ3 a SyZ4.

Dalsi znaky tohoto systému ukaZzeme na jiném ptikladu. Pfedpokladejme, ze u rostliny
heterozygotni v obou lokusech, $;S; Z3Z4, =ziskdme samoopylenim potomstvo
(1 u autoinkompatibilnich druhli je to za zvlaStnich podminek mozné). V tomto potomstvu
bude 9 genotypt s Cetnostmi odpovidajicimi teoretickému poméru 1:2:1:2:4:2:1:2:1.
Vysledky kiizeni vSech téchto genotypli mezi sebou vcetné samoopyleni ukazuje tab. 5.3.

Z tabulky je ziejmé, ze genotyp S1S; Z3Z4 je autoinkompatibilni. Bereme-li ho jako matetskou
formu, je se vSemi ostatnimi genotypy inkompatibilni, jestliZze ho v§ak bereme jako otcovskou
formu, je naopak se vSemi ostatnimi genotypy kompatibilni. Dale je vidét, Ze podil
kompatibilnich opyleni je zde mnohem vys§i (60,9 %) nez byl v potomstvu nucené
samosprasenych rostlin S;S,, tedy v jednolokusovém systému (37,5 %).

Obecné lze fici, Ze stabilita inkompatibility je ve dvoulokusovém systému mnohem mensi nez
v systému s jednim lokusem S.

Studium alel inkompatibility ve zcela neznamém systému je ukol velmi slozity. Ve

pfipadé€, mame-li k dispozici rostliny zndmého genotypu.

5.1.3. T¥i a vice lokusu
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Pfi analyze vztah v systému inkompatibility se dvéma lokusy jsme dosli k zavéru, ze
jednosmérna inkompatibilita je charakteristickd pro ty pfipady, kdy otcovskd forma je
homozygotni v lokusech, ve kterych je matetska forma heterozygotni (9 S1S1 Z3Z3 x & $1S;
Z3Z4 je kompatibilni, avSak Q $1S; Z3Z4 x &' S1S1 Z3Z3 je inkompatibilni).

V nékterych ptipadech se miize stat, ze rostlina A je kompatibilni jako otec se dvéma druhymi
rostlinami, B a C a rostlina B je jako otec kompatibilni s rostlinou C, avSak pfi tom jina
kiizeni mezi A, B a C jsou inkompatibilni. Kdybychom chtéli tyto ptipady vysvétlit na
zaklad¢ dvou lokusii inkompatibility, pak by se tato tfitiroviiova kompatibilita dala zapsat:

A: 8182 Z3Z4 — B: 8181 2324 — C: 8181 Z323

d NN S1Sy S1Sy S1S2 S1S; S1S; S2S) S2S, S2S)

0 ZoZs | ZsZa | ZaZs | Z3Zs | ZsZa | ZaZs | Z3Z5 | Z3Za | Z4Zs

1 2 1 2 4 2 1 2 1

S1S1 Z3Z3 1 2 1 2 4 2 1 2 1
1

S1S1 Z3Z4 2 4 2 4 8 4 2 4 2
2

S1S1 Z4Z4 1 2 1 2 4 2 1 2 1
1

S$1Ss 7575 2 4 2 4 8 4 2 4 2
2

S1S>7374 4 8 4 8 16 8 4 8 4
4

1S Z4Z4 2 4 2 4 8 4 2 4 2
2

S,S5 7575 1 2 1 2 4 2 1 2 1
1

S»S5 7374 2 4 2 4 8 4 2 4 2
2

$,8> 7474 1 2 1 2 4 2 1 2 1
1

D inkompatibilni kombinace
D kompatibilni kombinace

Tab. 5.3 — Vztahy mezi potomstvem ziskanym nucenym samosprasenim rostlin (¢isla udavaji
¢etnosti jednotlivych kiiZeni z celkového poctu 256 za predpokladu, Ze jsou vSechna kiizeni
mozna).

Vidime, ze rostlina C by musela byt dvojnasobné heterozygotni, coz v ptipad¢ legitimniho
kiizeni neni v tomto systému inkompatibility mozné. Tyto piipady, které byly objeveny napf.
u Ranunculus acris, mohou byt vysvétleny na zakladé tii lokusti inkompatibility. U Beta
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vulgaris a Papaver rhoeas byly na zakladé ctyfuroviiové jednosmérné inkompatibility
odhaleny 4 lokusy inkompatibility.

V piedchozim jednolokusovém mnohoalelnim systému gametofytické inkompatibility jsme
poznali, ze se vzristajicim poctem alel v lokusu vzristal podil kompatibilnich kiizeni
linedrné. Ve vicelokusovém systému roste tento podil se vzrlstajicim poctem lokust
exponencialng.

5.2 Molekularni analyza gametofytické inkompatibility

5.2.1 Nicotiana, Petunia

Druhy rodu Nicotiana maji gametofytické mechanizmy inkompatibility. Molekularni analyza
byla iniciovana identifikaci hlavniho glykoproteinu ¢nélky jako sami¢iho determinatu.
Z knihovny ¢cDNA byl izolovan klon cDNA ze zralé ¢né€lky a byl potvrzen jako gen kddujici
¢nélkovy glykoprotein. Pfitomnost mRNA tohoto genu byla zjiSténa ve zralych ¢nélkach
asemenicich a protein kodovany genem byl detekovan ve velkych koncentracich
v mezibunécnych prostorach na povrchu pletiv, kterymi prorasta pylova lacka.

Sekvencni analyza klonu cDNA ukézala, Ze je homologni se skupinou houbovych ribonukledz
(RNaz) a v disledku toho byl nazvan S-RNaza (30 kDa). Tab. 5.4 doklada tvorbu enzymu
degradujiciho RNA béhem inkompatibilniho opyleni u Nicotiana alata. Rostliny rtiznych
genotypl byly opyleny pylem, jehoZ nukleové kyseliny byly radioaktivné znaCeny 32p. Po
uréitém Case, aby mohlo dojit ke kli¢eni pylovych lacek, byla extrahovana RNA ze ¢nélek
a byla zjist€éna koncentrace radioaktivni RNA (pochazejici z pylu). Tab. 5.4 ukazuje, Ze
z inkompatibilnich kiiZeni bylo ziskdno malo pylové RNA a z kompatibilnich kfiZeni to byly
podstatné vyssi koncentrace. Toto potvrzuje piredpoklad, ze RNaza je produkovana béhem
inkompatibilniho kfiZeni (obr. 5.3).

Genotyp ¢nélky Genotyp pylu Reakce konc. **P RNA
S1S3 S,S, kompatibilni 161
SHSs SHSH inkompatibilni 49
SHSs S1S3 kompatibilni 165
S1S3 S1S3 inkompatibilni 43

Tab. 5.4 — Zjisténé koncentrace radioaktivni RNA po kiizeni rostlin riznych genotypi
s kompatibilnimi 1 inkompatibilnimi reakcemi.
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Jako sam¢i determinant pylu byl identifikovan protein SLF (S-locus F box), ktery funguje
jako cytoplazmaticky receptor v pylové lacce (obr. 5.3B). Byla tak korigovdna prvni
predstava funkce tohoto receptoru jako transmembranového (obr. 5.3A).

5.2.2 Model interakce pyl — ¢nélka

Geny pro sam¢i a samici determinant jsou tésné vazané v lokusu S. Konkrétni dv¢ alely se
dédi spole¢né jako jeden znak, proto hovoiime o dvou haplotypech v piipad¢ heterozygotnosti
rostliny v lokusu S. Na obr. 5.3 je schéma interakce pylu a bun€k ¢nélky, pti které dochazi k
S-RNazové aktivité. S-RNaza je produkovana bunkami ¢nélky a tento protein je
transportovan do prorustajicich pylovych lac¢ek v pletivu ¢né€lky. K rozpoznavaci reakci mezi
proteinem pylu a proteinem ¢nélky dochéazi na zéklad¢é vazebnych mist téchto proteind, pokud
jsou produkty rtiznych haplotypt. Po navazani S-RNazy na receptor dojde k jeji detoxifikaci
aneprojevi se jeji RNazova aktivita. V rostouci pylové lacce aktivni S-RNaza, kterd se
nenavaze na receptor, degraduje mRNA v lacce, coz vede k zastaveni riistu lacky a nedochazi
k oplozeni (obr. 5.3B).

A

— 9 burika énélky

d pylova lacka

—— (3
£ 8

_elg
c € @

degradace mRNA

@ S-RNaza ‘ aktivni S-RNaza
receptor v membrané
pylové lacky

B
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S-RNéza SLF/SFB

S, haplotyp
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=

Pletivo pestiku
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Plazmaticka
membrana
.’ " pylové lacky 82
SLF/SFB \ e Cytoplazma

Obr. 5.3 — Model t¢inku S-RNazy pii inkompatibilni reakci mezi buikami ¢nélky a pylovych
lacek u r. Nicotiana a Petunia. Sam¢i determinant jako A) transmembranovy receptor, B)
cytoplazmaticky receptor. (Zdroje: Hughes, 1996; Iwano a Takayama, 2012)

5.2.3 Papaver rhoeas

Druhy rodu Papaver maji gametofyticky typ inkompatibility a podafilo se klonovat gen
kodujici tzv. maly protein blizny (15 kDa). Tento protein neni S-RNaza, ale podobné jako
tyto proteiny vykazuje uplnou vazbu s lokusem S u mdku. Gen kddujici tento protein byl
exprimovan u E. coli a ukazalo se, Ze rekombinantni protein inhiboval pylova zrna kli¢ici
v podminkéch in vitro. Autoinkompatibilni reakce u maku je spojena s uvolitovanim Ca** do
cytoplazmy pylovych zrn a tato skute¢nost vedla k vytvofeni modelu vysvétlujiciho interakci
mezi pylem a bliznou, ktera je ve zjednodusené forme uvedena na obr. 5.4A.
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Obr. 5.4 — Model ptisobeni malého proteinu blizny na inhibici rustu pylové 1a¢ky pii
inkompatibilni reakci u Papaver rhoeas. A), B) interakce samc¢iho a sami¢iho determinantu
jako produkti bunék pylu a blizny, C) mechanizmus bun&éné smrti a zastaveni ristu pylové
lacky. (Zdroje: Hughes, 1996; Iwano a Takayama, 2012; Thomas et al., 2006)

Vazbou proteinu blizny s receptorem S v rozpoznavacich mistech se aktivuje inkompatibilni
reakce, jejiz signalizatni kaskada je zahdjena tokem Ca®" do kli¢ici pylové lacky a zvysuje se
tak koncentrace Ca®" v cytoplazmé pylu. Béhem 1,5 min. se aktivuji dva mechanizmy, do
nichZ jsou zapojeny dva pylové proteiny, p26 a p56. p26 ma fosfatazovou aktivitu a ma
dalezitou funkci pti tvorbé ATP a biopolymerti nezbytnych pro nové se tvofici membrany
a bunécnou sténu pfi rastu pylové la¢ky. Pti inkompatibilni reakci je redukovana fosfatdzova
aktivita proteinu p26. Fosforylaci proteinu p26 se zvySuje koncentrace fosfatu az na toxickou
uroven. Pylovy protein p5S6 ma kinazovou aktivitu (MAP kinaza). MAP kinazy jsou Casto
aktivovany stresem a podileji se na programované bunééné smrti. Pfi inkompatibilni reakci se
také aktivuje kaskada apoptotického mechanizmu, kterd ma za disledek uvolnovani
cytochromu ¢ z mitochondrii, tvorbu kaspadz a fragmentaci jaderné DNA v pylové lacce.
Mechanizmus je doprovazen i reorganizaci a depolymerizaci vldken F-aktinu v cytoskeletu.
Toto vSe zastavuje rist pylove lacky.

K inhibici vyvoje pylu pfi gametofytické inkompatibilit¢ méku dochazi na povrchu blizny. Na
rozdil od jinych druhti, kde k inhibici dochazi pfi prortstani pylové 1acky, je to zplisobeno
nepiitomnosti ¢nélky u maku.

5.3 Sporofyticka inkompatibilita

Sporofyticky systém inkompatibility poprvé popsali v roce 1950 Hughes a Babcock u Crepis
foetida a Gerstel u Parthenium argentatum. Vyznacuje se tim, ze reakce pylu (kazdého
pylového zrna) je podminéna diploidnim genotypem somatického pletiva (sporofytu), ve
kterém pyl vznika. Znamena to tedy, Ze pii mikrosporogenezi si vSechen pyl bez ohledu na
svij genotyp ponechava fenotypovou reakci dominantni alely pfitomné v sam¢im diploidnim
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pletivu, popf. je tento vztah kodominantni. Naptiklad otcovska rostlina S;S; bude mit vSechen
pyl fenotypu S; pii dominanci S; > S, ackoliv ¢ast pylovych zrn ponese alelu S;. Kiizeni ¢
S1S2 x &' S1S;3 je inkompatibilni, nebot’ viechen pyl bude fenotypové Sy, a tedy inkompatibilni
s pletivem blizny S1S;. Reciproké kiizeni je také inkompatibilni.

Na rozdil od gametofytického systému je ve sporofytickém systému moznost vzniku
homozygott vzhledem k alelam S. Napf. pfi kiizeni @ S;S3 x & $1S; a dominanci S; > S,
v pylu vznikne potomstvo S$1Sy, S1S3, $252 a S,Ss.

Vzhledem k morfologii kvéti mlizeme v systému sporofytické inkompatibility rozliSit dvé
skupiny: heteromorfni a homomorfni inkompatibilitu.

U vétSiny cCeledi s inkompatibilitou kodovanou lokusem S je morfologie kvéth identicka
u vSech rostlin v ramci druhu. U 23 celedi byly identifikovany geny determinujici morfologii
kvéth, které jsou ve vazbe¢ s lokusem S. Tyto rostliny maji heteromorfni inkompatibilitu.

5.3.1 Heteromorfni inkompatibilita

Jiz Darwin pozoroval, Ze u nékterych druht rostlin existuji rozdily ve stavbé kvéti, které
souviseji se zabranou opyleni. Termin ,.heteromorfni inkompatibilita“ pro tyto ptipady navrhli
Fischer a Mather ve 40. letech minulého stoleti.

Heteromorfizmus zahrnuje celou fadu znakd, jako napft. velikost a tvar pylovych zrn a bunék
blizny, avSak nejzfetelnéji se projevuje v délce ¢nélky (heterostylie). Znama je tzv. distylie,
kdy druhy (nebo populace) se skladaji zrostlin dvou typl: s kvéty skratkymi pestiky
a dlouhymi ty¢inkami a kvéty s dlouhymi pestiky a kratkymi tyC¢inkami. Pfi tristylii maji
kvéty kombinace tfi délek pestiki a tyCinek.

V systému heteromorfni inkompatibility nedochédzi k oplozeni ani pii samoopyleni, ani pfi
cizospraseni mezi morfologicky stejnymi rostlinami. Heterostylie byla nalezena u vice nez
130 rodt z vice nez 20 ¢eledi, a to jak u rostlin jednod€loznych, tak dvoudéloznych. Z toho
tristylie byla zjiSténa u 9 rodi, u ostatnich byla distylie.

Heteromorfni inkompatibilita se velmi zfidka vyskytuje u hospodatsky vyznamnych rostlin,
byla popsana u c¢eledi Linaceae (Linum), Plumbaginaceae (Plumbago, Ceratostigma,
Limonium), Lythraceae (Lythrum), Amaryllidaceae (Narcissus), Pontederiaceae (Eichhornia)
a Primulaceae (Primula).

Klasickym ptipadem distylie je Primula vulgaris. P. vulgaris ma sporofyticky systém
inkompatibility determinovany 2 alelami lokusu S. Tyto alely se podileji na kontrole riznych
pozic blizny a prasnikli v kvétech. Populace tohoto druhu maji stejny pocet rostlin s dlouhymi
¢nélkami a kratkymi tyCinkami (tzv. ,,pin“ — genotyp SS) a rostlin s kratkymi ¢nélkami
a dlouhymi tyCinkami (tzv. ,,thrum* — genotyp SS). U rostlin pin jsou buiiky blizny mnohem
vEtsi a pylova zrna mensi nez u rostlin thrum (obr. 5.5).
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Obr. 5.5 — Dimorfni heterostylie u Primula vulgaris se sporofytickym typem inkompatibility.
(Zdroj: Repkova, Relichova, 2001)

Zcela kompatibilni jsou pouze kombinace ¢ pin x & thrum (ss x Ss) a ¢ thrum x & pin (Ss x
ss). Opyleni vlastnim pylem je inkompatibilni.

Heterostylie ¢i heteromorfizmus nemusi vSak byt spojen s genetickymi mechanizmy
inkompatibility (napf. u Narcissus tazetta z celed¢ Amaryllidaceae nebo Anchusa hybrida —
Boraginaceae). Tyto druhy jsou autoinkompatibilni, avSak nelegitimni opyleni je fertilni.

Tristylie je znama ve tfech cCeledich krytosemennych (Oxalidaceae, Lythraceae
a Pontederiaceae). V populacich jsou tii morfologické skupiny kvéti: s dlouhymi, stifednimi
nebo kratkymi ¢nélkami. Ty€inky maji obvykle dvé ze tfi moznych délek komplementujicich
v kvétu s délkou ¢nélky. Takovéto tfi skupiny rostlin pozoroval uz Darwin v populacich
Lythrum salicaria (obr. 5.6).

Mechanizmus opyleni u inkompatibility s tristylii je takovy, Ze pyl z ty€inek urcité délky je
kompatibilni pouze s pestikem stejné délky. To znamend, Ze pyl ztyCinek, které jsou
v kazdém kvétu dvou riznych délek, muze oplodit oosféry v pesticich kvéti dvou
komplementarnich forem. Geneticky je tento systém determinovan dvéma nezavislymi lokusy
(M aS), kazdy s dvéma alelami:

dlouhé ¢nélka: genotyp mm sS
stiedni ¢nélka: genotypy Mm ss nebo MM ss
kratka ¢nélka: genotypy MM SS, Mn SS, MM Ss, Mm Ss, mm Ss nebo mm SS.

Dominantni alela S determinuje kratkou ¢nélku a je epistatickd k M; recesivni
alela s v homozygotnim stavu spoluplisobi s M nebo m a determinuje stiedni ¢i dlouhou
¢nélku. Kromé toho existuji mezi rostlinami jesté jiné rozdily, napt. ve tvaru pylovych zrn
a struktufe blizen. Takovyto geneticky mechanizmus inkompatibility byl zjistén u Lythrum
Nékteré heteromorfni druhy, jako napt. Armeria maritima maji konstantni délku ¢nélky, ale
jsou dimorfni vzhledem k morfologii pylu a blizny (obr. 5.7).
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Obr. 5.6 — Tristilie u Lythrum salicaria se sporofytickym typem kompatibility. (Zdroj:
Repkova, Relichovd, 2001)

Obr. 5.7 — Dimorfizmus blizen u Armeria maritima var. typica. (Zdroj: Repkovd, Relichovd,
2001)

5.3.2 Homomorfni inkompatibilita

Uz v roce 1912 pozoroval Correns sporofytickou kontrolu inkompatibility pylu u Cardamine
pratensis (Brassicaceae), avsak teprve v 50. letech byla geneticka kontrola tohoto systému
podrobné prozkoumana u dvou druhti ¢eledé Asteraceae, u Crepis foetida a Parthenium
argentatum. Systém homomorfni sporofytické inkompatibility je velmi dulezity
u hospodaisky vyznamnych plodin ptfedev§im zceledi Asteraceae, Brassicaceae
a Convolvulaceae. Vyznacuje se témito vlastnostmi:

1. Inkompatibilita je kontrolovana jednim lokusem S s n¢kolika alelami, jejichZ pocet je
obvykle mensi nez v jednolokusovém gametofytickém systému, i kdyZ u nékterych
druhd (napt. Brassica oleracea) bylo zjisténo vice nez 50 alel.

2. Vsechen pyl rostliny vykazuje stejnou reakci (inkompatibilni nebo kompatibilni),
nebot’ tato reakce je ddna diploidnim genotypem pletiva sporofytu, ve kterém pyl
vznikl.

3. Dv¢ alely mohou putisobit bud’ nezavisle, nebo spoluptisobit tak, ze jedna je dominantni
nad druhou, a to jak v pylu, tak v pestiku (tab. 5.5). Recesivni alela je inaktivni.
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4. Identita aktivnich alel v pylu a pestiku zplsobuje inkompatibilni reakci. Tab. 5.6
ukazuje rtizné modely kompatibility v potomstvech riiznych kiiZeni.

5. Vztahy dominance a nezavislych alel se mohou rtizné¢ kombinovat v pylu a v pestiku,
coz mize vést k pomérné slozitym reakcim. Napf. pfi kiizeni @ S1S3 x & S1S, mohou
nastat vztahy, jak je uvedeno v tab. 5.4. Ptiklady rtiznych vztaht alel u nékterych
rostlin jsou na obr. 5.8.

Zvlastni druh inkompatibility se vyskytuje u Theobroma cacao. VSechny pylové lacky
proniknou ¢nélkou do zarodecného vaku, avsak pfi inkompatibilnim k#izeni nedojde
k oplozeni vajicka. Cely systém je kontrolovan nejméné péti alelami S se slozitymi vztahy
(obr. 5.8), neni vSak vylouceno i plsobeni jinych nezavislych lokust.

IRV

pomérné slozité. Nastésti existuje jiz nékolik vypracovanych metod a postupti, které umoziuji
poznat tyto vztahy a vyuzit je. Jsou to napf. rizné zptisoby piekonani bariér inkompatibility,
dokonce i u rostlin homozygotnich pro alely S, takze lze u nich uskute¢nit i nucené
samoopyleni. Pomoci téchto rostlin miZeme identifikovat neznamé alely u geneticky
neprozkoumanych rostlin. Nucenym samoopylenim heterozygotnich rostlin znamého
genotypu a naslednym kiizenim v potomstvu lze objasnit vzijemné vztahy téchto alel.
Pomoci zpétného kiiZzeni srodiCovskymi formami nebo kiiZenim s rostlinou zndmého
genotypu si pak miiZzeme ovéfit spravnost predpokladanych vztaht alel S.

Spoluptisobeni alel Kompatibilita
v pylu v pestiku ktizeni
nezavislé nezavislé inkompatibilni
S1> S, nezavislé inkompatibilni
S, > 5y nezavislé kompatibilni
nezavislé S1 > S inkompatibilni
nezavislé S3 > S kompatibilni
S1 >S5 S1 > Sz inkompatibilni
S1 > S, S3 > S kompatibilni
S, > 5 S;1 > S3 kompatibilni
S, > S, S3 > S kompatibilni

Tab. 5.5 — Sporofyticka inkompatibilita. Kompatibilita kiizeni @ S1S3 x &' S$1S; pii riizném
vztahu alel v pylu a v pestiku.

U druhit se sporofytickou inkompatibilitou nenaruSuje zdvojeni poctu chromozomi
inkompatibilni reakci (na rozdil od mnoha rostlin s jednolokusovym systémem gametofytické
inkompatibility).

Nézorné srovnani sporofytického systému inkompatibility s gametofytickym ukazuje tab. 5.7.
Pro jednoduchost je sporofytickd inkompatibilita demonstrovana piipadem, kdy alely
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S pusobi nezavisle jak v pylu, tak v pestiku a gametofyticka inkompatibilita je kontrolovana
jednim lokusem S.

Q 3 Potomstvo
Kitizeni: A 8182 X S3S4 8183, 5184, 8253, 5254
B S$1S3 x S5 S1S2, S1S4, S2S3, S3S4
C S1S4 x S3S3 S1S2, S183, S2S4, S3S4
D S1S3 x S3S3 S1S2, S183, S2S3, S3S3
Kiizeni uvniti potomstev
A B
S1S3 | S1S4 | S2Sz | S2S4 S1S> | S1S4 | S2S3 | S3Sa
S1S3 0 0 F F $1S, 0 0 0 F
S1S4 0 0 F F S1S4 0 0 F F
SoS3 F F 0 0 SoS3 F F 0 0
S,S4 F F 0 0 S3S4 F F F 0
C D
S1S2 | S1S3 | S5Ss | S3S4 S1S2 | S1S3 | SpS3 | S3Ss3
S5, 0 0 0 F $1S, 0 0 0 F
S1S3 0 0 F 0 S1S3 0 0 F 0
S»Ss F F 0 F S»S3 F F 0 0
S35, F F F 0 S3S3 F F F 0

Tab. 5.6 — Sporofyticka inkompatibilita. Kompatibilita v potomstvech ¢tyt riznych kiizeni
(A, B, C a D) za predpokladu dominance alel v pylu (S; > S, > S3 > S4) a nezévislého
pusobeni alel v pestiku.
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Gametofyticky systém s jednim Homomorfné sporofyticky systém

mnohoalelnim lokusem S s nezavislym plisobenim alel S v pylu i
v pestiku
P Q S1Sax & S3S4
Fi S1S3, S1S4, S2S3, S2S4
Fo:
Si1Ss [SiSs |S2Ss | S2S4 Si1Ss | SiSs |S2Ss | S2Ss
S1S3 2 2 4 SiSs3 4
S1S4 2 4 2 S1S4 4
S,S;3 2 4 2 NINE! 4
S2S4 4 2 2 S2S4 4

D inkompatibilni kombinace

Tab. 5.7 — Teoretické vysledky dialelniho kiizeni rostlin F; ziskanych kiizenim @ $;5; x &
S3S4 v gametofytickém a sporofytickém systému inkompatibility (¢isla udavaji relativni pocet
zygot v kazdém kiiZeni).

5.4 Molekularni analyza sporofytické inkompatibility

5.4.1 Brassica oleracea

Molekularni studium inkompatibility u B. oleracea bylo zahajeno identifikaci proteinu
syntetizované¢ho bliznou jeden den po vykveteni a uvoliiovani pylu z prasniki. Protein
obsahuje glykosidické vazby a byl nazvan SLG (angl. S-locus-specific-glycoprotein) - protein
specificky pro lokus S. Skriningem ¢cDNA knihovny blizny se podafilo izolovat klon cDNA
tohoto proteinu o délce 2 kb. Tento klon reprezentuje mRNA syntetizovanou bliznami
v kritické dob& syntézy proteinu SLG (prav€ pii otevirdni kvétid). Tato mRNA neni
produkovana listy ani pletivy semenacki. SLG mRNA se netvofi u autokompatibilnich
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mutanttt B. oleracea. Pomoci in situ hybridizace se podafilo dokazat, ze protein SLG je
ptitomen v bunéénych sténach bunék blizny, v tzv. papilach.

1,3,4,6,7,8,10,12, 14,
16, 22, 23, 24, 25, 27, 29

8,9,12,13, 14, 16,
, 20, 22, 23, 25, 27, 29

Crepis foetida

47

Theobroma cacao
Brassica oleracea

(— uplnd dominance, ---- nezavislé plsobeni).

Obr. 5.8 — Vztahy mezi alelami u nékterych druhti se sporofytickou inkompatibilitou. (Zdroj:
Iéepkovd, Relichova, 2001)

5.4.2 Model interakce pylu a blizny

Pii skriningu genomové knihovny B. oleracea (genti SLG) byl izolovan dalsi gen, ktery mé&l
do urc¢ité miry homologni sekvenci s cDNA sondou SLG. Protein byl nazvan SRK (angl. S-
locus receptor kinase — podle kindzové domény), je vazan s lokusem SaSLG a je také
exprimovan v bunikach ¢nélky.

V ramci lokusu S B. oleracea bylo postupné identifikovano celkem 17 gend v tésné vazbé.
Dva znich, SLG (S-locus-specific glycoprotein) a SRK (S-locus receptor kinase) jsou
povazovany za geny, které se podileji na schopnosti blizny rozeznat piibuzny a nepiibuzny
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pyl (samiéi determinanty). Oba geny jsou vysoce polymorfni a jejich exprese byla zjisténa
pouze na povrchu zralych blizen. I v prasnicich byla zjiSténa nizkd Groveit mRNA téchto
genl, vlastni proteiny se zde nepodafilo detekovat. Tieti gen lokusu S spojeny
s inkompatibilni reakci je gen SCR (S-locus cystein protein), jehoz exprese probiha naopak
pouze v prasnicich. Produktem je protein, ktery je povazovan za samci determinant
inkompatibility.

A

bunééna sténa

?

burika blizny

d' pylové zrno
e \v.\l

fosforylace

e fosforylace

S-kinaza

aktivni S-kinaza

SLSG - protein specificky pro lokus S

b

ligand
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B

Samici determinant Samdci determinant
SRK SCR

b —— o

8, haplotyp

ssrR @ @
I

I
Bunka blizny

[
4
# - -
SRK Plazmapcka
membrana
@ @

Obr. 5.9 — Model objasiujici interakei proteintt SLG a S kinazy pfi inkompatibilni reakci u
Brassica oleracea (A). B) Proteiny SRK (S kinaza) a SCR jako samici a sam¢i determinanty.
(Zdroje: Hughes, 1996; Iwano a Takayama, 2012)

Gen SLG ma velikost 1,3 kb a koduje glykoprotein o molekulové hmotnosti 55 kDa, ktery je
vylucovan do bunécné stény papilarnich bun€k (buiikky na povrchu blizny; obr. 5.9A).
Prestoze je aminokyselinova sekvence genti SLG velmi polymorfni, vZzdy ma v podobné
pozici 12 cysteint. To svéd¢i o jejich vyznamu pii formovani terciarni struktury patrné nutné
pro normdlni funkci glykoproteinu. Na kazdém aminokyselinovém fetézci je nékolik
potencidlnich N-glykosylac¢nich mist, z toho dvé mista jsou konzervativni.

Kli¢ovou roli v rozpoznani pylu hraje protein SRK, coZ je samic¢i determinant. SLG se také
ucastni rozpoznavaciho procesu. Gen SRK koduje membranovy protein (obr. 5.9B, 10), ktery
je pravdépodobné proteinkinaza serin-threoninového typu, a skladd se ze tfi domén: 1.
extracelularni doména (S-doména) ma v ramci jednoho haplotypu zna¢nou podobnost s SLG
(min. 90%). Cast genu SRK kodujici S-doménu obsahuje 12 konzervativnich cysteintl, stejné
jako je tomu u ostatnich gentli z tzv. S-genové rodiny. S-doména je spojena pies 2. doménu
transmembranovou s 3. cytoplazmatickou doménou, kterd je sekvencné blizkd protein
kinazam. Kindzova aktivita SRK byla prokazana expresi cytoplazmatické domény v E. coli.
SRK je ptibuzna s rostlinnymi kindzami, které se podileji napt. na obrannych mechanizmech
proti patogeniim ¢i regulaci vyvoje meristému. Obranny systém 1 mechanizmus
inkompatibility jsou zaloZzeny na rozpoznéavaci reakci. Inkompatibilita ma mozna ptivod praveé
v mechanizmu obrany proti patogentim.

U celed¢ Brassicaceae je skupina genu strukturné piibuznych s SLG a SRK, komplexni
multigenova rodina exprimujici se jak v generativnich tak ve vegetativnich pletivech.

99



Predpoklada se, ze i tato skupina geni je zapojena v riznych mechanizmech rozpoznavani
pylu a bun¢k ¢Enélky. Geny jsou sekvencné piibuzné s SLG, ale nejsou geneticky vazané
na lokus S (jsou lokalizovany na jiném chromozomu). Jsou oznacovany jako geny SLR (S-
locus related). Byly analyzovany geny SLR1, SLR2 a SLR3. SLR1 je exprimovan v blizn¢
a produktem je glykoprotein sekretovany podobné jako SLG do bunécné stény papilarnich
bun¢k (obr. 5.10). Neni ovSem tak vysoce polymorfni. SLR2 je ve vazbé s SLRI1, je
exprimovan v blizné¢ a sekvencné podobny geniim SLG izolovanym z pylové recesivnich
haplotypt. Exprese SLR3 byla zjisténa i ve vegetativnich organech. Geny a jejich produkty
jsou zapojeny do mechanizmu tvorby adhezni vrstvy na blizné, kterda umoziuje kontakt pylu
a papilarnich bunék blizny.

pylovy

pylové zrno

pylové zrno

samci determinant Q
SCR

.SCR bunééna

PCPs sténa
- l SGL SLR1

SRK SRK aquaporin

thiogoxin 2 2 .
ARC1 > 2 p:ﬁ'r-:i;m papily blizny

Obr. 5.10 — Model objasnujici interakci sam¢ich (pyl) a samicich determinanti (papila
blizny) pii inkompatibilni reakci u Brassica oleracea. (Zdroj: Sakova a kol., 2002)

Pylovym proteinem je maly protein patfici do rodiny protein povrchu pylovych zrn (PCP —
pollen coat protein), které jsou soucasti tzv. tryfinu. Je to material bohaty na proteiny a lipidy,
ktery je soucasti vnéj$i bunécné stény pylového zrna. Pfedpoklada se, Ze PCP ma vyznamnou
ulohu v procesu pylové adheze. Dlouho se vSak nedafilo najit hlavni sam¢i determinant.
Nedavno se podafilo identifikovat gen SCR a prokazat, Ze kdduje pylovy sam¢i determinant
(obr. 5.10). Proteiny SCR tvoii novou tfidu proteinit PCP. Tak jako ostatni PCP jsou malé,
bohaté na cystein, struktura jejich aminokyselinového fetézce se ovSem lisi od znamych
zastupct rodiny PCP. Gen SCR je v tésné vazbé s geny SLG/SRK a vykazuje specifickou
a vyvojové regulovanou expresi v buitkach tapeta. Protein SCR funguje jako ligand (samci
determinant) a pokud je na blizné rozezndn komplexem SLG-SRK, nasleduje odmitnuti
proristani pylu. SRK a SLG tvofi receptorovy komplex analogicky s mezibunéénymi
signadlnimi mechanizmy savcl. V pfipadé¢ opyleni inkompatibilnim pylem je samci
determinant SCR navazan na receptor SRK, coZ vede k jeho aktivaci a spusténi signalizacni
kaskady, kterd vede k degradaci proteinli bun¢k blizny nezbytnych pro rust pylové lacky a
v kone¢ném diisledku znamena inhibici kli¢eni pylu.
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Pro vyzkum inkompatibility u rodu Brassica jsou také vyznamné poznatky ziskané studiem
hydratace pylu. Pro start ristu pylové 1acky je nutné, aby na blizn¢ doslo k uplné rehydrataci
pylovych zrn. Protoze se jednd o druhy se suchou bliznou, zdrojem vody jsou papilarni
bunky. Pfi hydrataci pronika voda z papilarnich bun€k ptes obalovou vrstvu do pylu. Kratce
po dopadu pylového zrna na bliznu (10 min) se vytvoii adhezni vrstva (obr. 5.10). Je tvofena
pfevazné tryfinem a zajiStuje spojeni mezi pylem a bliznou. V tryfinu byly nalezeny proteiny
ze skupiny oleosint, které zfejmé umoziuji transport vody do pylu. Pritbéh hydratace pylu se
deli na tfi faze a klicova je druha faze, ktera trva asi 10 min., a pfi niz probiha rychly transport
vody do pylového zrna, a to az do dosazeni plného turgoru. Jestlize je pyl inkompatibilniho
haplotypu, je hydratace ve své druhé fazi zastavena, tedy pted tim, neZ je dosaZeno turgoru
pylového zrna. Hydratace pylu je zfejmé prvnim z kontrolnich mechanizmi, kdy se rozhoduje
o uspéchu nebo netspéchu opyleni.

Po dopadu pylového zrna na bliznu se musi proteiny SCR a PCP ptesunout do bunécné stény
papilarni bunky. Tato difuze probiha kratce po opyleni (Casné stadium). Proteiny PCP se
v bunééné sténé dostavaji do kontaktu s proteiny SLG a SLRI1, které jsou zde volné ve
velkém mnozstvi. Protoze SLG vazou PCP, mohly by usnadnovat transport hlavniho sam¢iho
ligandu SCR na plazmatickou membranu. SCR se pravdépodobné vaze k aminokyselinovym
zbytklim uvnitf extracelularni S-domény SRK. Model piedpoklada, Ze po navézani ligandu
dojde k dimerizaci SRK a autofosforylaci, a tim je vyvolana inkompatibilni odpovéd'.
Autofosforylace SRK je normélné blokovana thioredoxinem a jeho oddéleni probéhne az po
navazani pylového ligandu.

5.5 Wyuziti inkompatibility ve Slechténi

Prvni prace o inkompatibilité byly zaméfeny predevSim na jeji evoluéni vyznam. S tim, jak se
pozdéji objevily rizné problémy pii péstovani rostlin s inkompatibilitou, pokro¢il i vyzkum
mechanizmu ptsobeni v nékterych systémech. Teprve pomérné neddvno se zacaly poznatky
vyuzivat ve slechténi rostlin.

Jednim z prvnich problémt, které byly zdarné vyfeSeny na zdklad¢ znalosti inkompatibility,
bylo zavedeni autokompatibilnich druhti u Prunus domestica misto autoinkompatibilnich,
které vyzadovaly péstovani vice stromu v tésné blizkosti, jejich soucasné kveteni a prihodné
podminky pro hmyzi opylovace, aby byla zabezpecena dobra sklizen. V soucasné dob¢ se ve
Slechténi  druht s inkompatibilnimi syst¢tmy muliZzeme setkat s potfebou zavedeni
inkompatibility do urcitého kultivaru ¢i druhu, nebo naopak se snahou o jeji trvalé ¢i doCasné
odstranéni. Slechtitele také zajimaji zptisoby vyuziti inkompatibility p¥i ziskavani hybridnich
semen, nebo ziskavani kultivari okrasnych rostlin, které v disledku ztraty tvorby semen maji
delsi periodu kveteni.

Je samoziejmé, ze pied tim, nez budeme chtit zménit inkompatibilni reakci nebo ji vyuzit, je
nutné znat jeji genetickou podstatu u daného druhu ¢i kultivaru. Jiz bylo uvedeno dfive, ze
studium dédicnosti inkompatibility a identifikace genotypil v jednotlivych liniich, je mozné
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pomoci kiiZzeni. Krom¢ toho existuji dalsi dopliujici zplsoby, napt. sérologicka
charakteristika pylu a pestiku, stanoveni jejich izoenzymovych spekter, vyuziti specialnich
signalnich genll vazanych se specifickymi geny S, opyleni izolovanych pestiki in vitro apod.

5.5.1 Zavedeni inkompatibility do odridy

Pro Slechtitelské ucely je nékdy potreba zavést inkompatibilitu do odridy, linie nebo
specifického klonu, nebo posilit jiz existujici inkompatibilitu. Odridy, kterym chybi
inkompatibilita, mohou patfit k druhtim, jejichz jiné odridy maji velmi silnou inkompatibilni
reakci (napf. Brassica oleracea, Chrysanthemum morifolium). Jindy se inkompatibilita
vyskytuje u plané rostoucich piibuznych druha. V téchto ptipadech se miize ptenos
inkompatibilnich alel uskutecnit vnitrodruhovym nebo mezidruhovym kiizenim. Takovyto
ptenos byl Gspésny napi. u Lactuca a Phaseolus.

5.5.2 Odstranéni inkompatibility

Existuji tf1 zptsoby trvalého odstranéni inkompatibility:

1. zdvojeni poctu chromozomti,
2. indukce mutaci,
3. pienos kompatibility do inkompatibilni linie.

Zdvojeni poctu chromozomu (napf. pouzitim kolchicinu) u diploidnich druhi je G¢inné pti
odstranéni inkompatibility pouze v gametofytickych systémech. Ponévadz pylové lacky
tetraploidnich rostlin obsahuji dvé alely S, vznikd moznost interakce alel v heterogennich
pylovych lac¢kach (obr. 5.11). Zobrazku je zieimé, ze indukci tetraploidie
autoinkompatibilniho druhu lze navodit autokompatibilitu. Tak tomu bylo napt. v rodech
Trifolium, Nicotiana, Prunus a Petunia.

Pfi indukci mutaci ozafenim paprsky X zplisobily mutace v nckterych piipadech ztratu
inkompatibility jak u pylu, tak u pestiku (Trifolium repens), v jinych piipadech pouze u pylu
(Oenothera, Petunia, Prunus). Vétsinou se ozafuji poupata ve stadiu pylovych matefskych
bun¢k. Postup, kterym byla ziskdna autokompatibilni reakce u tfesni a jeji preneseni do
kultivaru s vynikajicimi vlastnostmi uvadi obr. 5.12.
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S S2 55 8182 S S,S1 55 S5, S S,

5% 55 55, 55, 55, 55,
diploid tetraploid diploid tetraploid
samoopyleni samoopyleni tetra}:loid dip)I(oid
autoinkompatibilita  kompatibilita kompatibilita inkompatibilita

Obr. 5.11 — Kompatibilita u diploidnich a tetraploidnich rostlin. Diploidni pyl S1S; je
kompatibilni ve ¢nélkach S;S; resp. S1S1 S2S,, nebot’ v disledku interace alel v pylu doslo
k odstranéni inkompatibilni reakce. (Zdroj: Repkovd, Relichovd, 2001)

Obr. 5.12 zaroven ukazuje, jak pomoci kiiZzeni mohou byt kompatibilni alely pieneseny do
inkompatibilnich linii. Jestlize S$lechtitel potfebuje k ziskani Cistych linii odstranit
inkompatibilitu z odriidy, bude mit ovSem i zajem uchovat si inkompatibilitu v takovémto
Slechtitelském materidlu. Mit obé& tyto vlastnosti v jedné linii je pro Slechtitele vyhodné napf.
pii masovém ziskavani hybridnich semen F; (linie s autoinkompatibilitou). Pfenos
kompatibility do inkompatibilnich odrtid byl popsan napi. u Chrysanthemum morifolium.

mutantni pylové

/ zrno Sf
autofertilni mutant  vynikajici odrida

paprsky X

& 3lf 113

pyl vajicka
@ S, S; S,;5

autofertilni potomstvo
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Obr. 5.12 — Postup ziskani autokompatibilnich (S3S¢) rostlin pomoci indukce mutaci a
pfeneseni této mutace do jin¢ho kultivaru s vynikajicimi vlastnostmi (S1S3) u Prunus

domestica. (Zdroj: Repkovd, Relichovd, 2001)

5.5.3 Pseudokompatibilita

Pseudokompatibilita (pseudofertilita) se vyskytuje pii nelegitimnim oplozeni nasledujicim po
samoopyleni nebo po kifizeni mezi rostlinami v jinak inkompatibilnich kombinacich. Objevuje
se za specidlnich podminek v ptfirod¢ spontanné, nebo ji lze navodit zdmérné nékterou
z uvedenych metod:

l.
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Ozafeni pylu — ozafenim pylovych matetfskych bunék v poupatech lze docilit toho, ze
pyl je pfi samoopyleni funk¢ni. Tato metoda byla s ispéchem pouzita u nékterych
druhti Solanaceae, kde v potomstvu vznikali bud’ homozygoti, nebo heterozygoti pro
alely S, u nichZ se obnovila piivodni inkompatibilni reakce.

. Opyleni v poupatech — naneseni zralého pylu na blizny v poupatech n€kolik dnl pied

kvetenim je nejrozsifenéjsi metodou vedouci k pseudokompatibilité. Tato metoda je
vhodné pro druhy s gametofytickou, tak i sporofytickou inkompatibilitou. Podrobné
byla rozpracovana v rodech Brassica a Raphanus. U nékterych druhti bylo opyleni

v poupatech efektivnéjsi, jestlize na nezralou bliznu byl nanesen vymések z povrchu
zralych blizen.

. Opyleni na konci vegetace — u neékterych druhti se na konci vegetacniho obdobi nebo

v podminkach pozdniho podzimu znaéné zeslabuje inkompatibilita. Napi. u tabaku
muze byt rostlina autoinkompatibilni po celou riistovou sezonu s vyjimkou nékolika
malo poslednich dnti, kdy dochazi k samooplozeni. Spolehlivost této metody je vSak
sporna. Dokonce u téhoz druhu (B. oleracea) byly ziskany protichiidné vysledky.
Pusobeni vys$Sich teplot — u nékolika druhtt (napt. Oenothera, Trifolium,
Lycopersicon) doslo po ptsobeni vysSich teplot (do 60 °C) na pestiky k ptekonani
inkompatibilni reakce.

. Chirurgické metody — tyto metody jsou zalozeny na umisténi pylu na feznou plochu

¢nélky po odstranéni blizny (napf. u Brassica) nebo na zavedeni pylu pfimo do
semeniku (Petunia). U petunie bylo také tispésné oplozeni in vitro nanesenim pylu na
placentu.

Opakované opyleni — v nékterych piipadech je mozné dosdhnout oplozeni tak, ze za
nékolik hodin po kompatibilnim opyleni naneseme na bliznu inkompatibilni pyl nebo
pouzijeme pro opyleni pfimo smés pylu.



6. Determinace pohlavi u krytosemennych
rostlin

Pohlavni rozmnozovani je nejrozsifenéjSim zplisobem rozmnozovani vysSich rostlin.Kveét s

rozmnozovacimi organy ma témei neomezenou rozmanitost morfologickych a fyziologickych

znakd, jejichz kombinace pfedstavuje rlizna piizplsobeni kvéth piedevsim k efektivnéjSimu

opyleni a regulaci stupné cizospraseni. Jednim z takovych ptizplsobeni je i riizné rozmisténi
pohlavnich orgénd v kvétech, na rostlinach a ve skupindch rostlin. Pfi klasifikaci je tfeba

rozliSovat typy pohlavi v samostatnych kvétech, na celych rostlindch a v rdmci skupiny rostlin
(obr. 6.1).

6.1 Typy pohlavi jednotlivych kvétit

1.

Oboupohlavny (obojaky, hermafroditni, hermaphroditus) - kvét, ktery ma jak tyCinky,
tak 1 jeden nebo n¢kolik plodolisti

Ty¢€inkovy (samci, masculum) — kvét, ktery mé pouze tyCinky a nema plodolisty
Pestikovy (samici, feminus) — kvét, ktery ma pouze plodolisty a nema tyCinky

6.2 Typy pohlavi jednotlivych rostlin

1.
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Oboupohlavna (obojaka, hermafroditni, hermaphroditus) — rostlina, ktera méa pouze
oboupohlavné kvéty

. Jednodoma (monoecickd, monoickd, monoecious) — rostlina, kterd ma jak ty¢inkové,

tak pestikové kvéty
Sam¢i (androecicka, androecious) — rostlina, kterd ma pouze ty¢inkové kvéty

. Samiéi (gynoecickd, gynoecious) — rostlina, kterd ma pouze pestikové kvéty

Andromonoecickd (andromonoecious) — rostlina, kterd ma jak oboupohlavné, tak
ty¢inkové kvéty (Veratrum album, Astrantia major)

Gynomonoecicka (gynomonoecious) — rostlina, kterd ma jak oboupohlavné, tak
pestikové kvéty (Paraetaria officinalis)

Trimonoecicka (trimonoecious) — rostlina, kterd ma tii typy kvétd: oboupohlavné,
ty¢inkové a pestikové (Saponaria ocimoides)

Agamonoecicka (agamonoecious) — rostlina, kterd méa vedle oboupohlavnych kvéth
jeste kvéty bezpohlavné se zakrn€lymi nebo abortovanymi tyc¢inkami a semeniky
(Viburnum opulus)



6.3 Typy pohlavi skupiny rostlin (populace, druhu, odriidy)

1. Oboupohlavna (obojakd, hermafroditni, hermaphroditus) — skupina, kterd ma pouze
oboupohlavné rostliny

2. Jednodoma (monoecicka, monoickd, monoecious) — skupina, kterd ma pouze
jednodomé rostliny (Zea mays, Juglans regia, Corylus avelana)

3. Dvoudoma (dioecicka, dioicka, dioecious) — skupina, ktera ma samci a samici
rostliny, (Bryonia dioica, Melandrium album, Silene alba, Humulus lupulus)

4. Androdioecicka (sub-androecickd, androdioecious) — skupina, ktera ma rostliny
oboupohlavné a sam¢i (Dryas octopetala)

5. Gynodioecicka (sub-gynoecickd, gynodioecious) — skupina, kterda ma rostliny
oboupohlavné a samic¢i (Origanum vulgare, Cirsium oleracea, Thymus serpyllum)

6. Trioecicka — skupina, ktera ma rostliny oboupohlavné, sam¢i i samici (Fraxinus
excelsior, Asparagus officinalis)

Ptehled uvedenych typl a pouzivané symboly uvadi obr. 6.1.

Vycet typt v uvedeném piehledu neni vyCerpavajici a existuji jesté dalsi moznosti ¢i varianty,
které by vyzadovaly zvlastni popis. Jako piiklad 1ze uvést tfi varianty jednodomé rostliny:

1. tyCinkové a pestikové kvéty jsou rozmistény po celé rostliné (napt. Cetné odridy
okurek),

2. ty€inkové a pestikové kvéty se shlukuji v sam¢i a samic¢i kvétenstvi (napt. kukufice) a

3. vurcitém stadiu ristu ma rostlina kvéty pouze jednoho typu, jako napf. u Arisaema
japonica se zpocatku objevuji pouze ty¢inkové kvéty, pozdéji pouze pestikové, takze
se pii zb&ézném pohledu jevi rostliny jako dvoudomé.

Podstatné je pfesné vymezeni pohlavi kvétl, rostlin a skupiny rostlin (napf. musime mluvit
o ty¢inkovém kvétu, samci rostliné a dvoudomé populaci).

Pievazna vétSina rostlin jsou rostliny oboupohlavné. Uvadi se, ze mezi pfiblizn¢ 120 tisici
druhy krytosemennych rostlin je 86 % druhtli s rostlinami, které maji pohlavni organy obou
typl, 4 % druhl s rostlinami oddélené¢ho pohlavi a 10 % druhd ostatnich. Je vidét, Ze
jednopohlavnych forem neni v rostlinné #i§i mnoho. Toto rozdé€leni je vyznamné z evolu¢niho
hlediska, nebot oboupohlavnost spolu s mechanizmy izolace rizného typu dava vice
moznosti ve smyslu adaptace k ménicim se podminkam prostiedi nez jednopohlavnost.

U kulturnich rostlin se pohlavni dimorfizmus vyskytuje pouze u nckolika malo druhi;
umnoha dvoudomych kultur se objevuji pravidelné nebo obcas oboupohlavné nebo
jednodomé rostliny v Cetnosti zavislé na genetickych faktorech ¢i vnéjSich podminkach.
Dvoudomost se u rostlin hospodéisky vyznamnych vyskytuje hlavné u viceletych plodin. Jsou
to napt. Cannabis sativa, Simondsia californica, Humulus lupulus, Piper nigrum, Dioscorea
sp., Spinacia oleracea, Asparagus officinalis, Poa arachnifera, Atriplex sp., llex aquifolium,
Acer negundo, Fraxinus sp., Pistacia vera, Carica papaya, Vitis rotundifolia, Morus alba, M.
nigra, Ficus carica a Phoenix dactylifera. U téchto rostlin dochazi vice nebo méné casto
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k obligatnimu cizospraseni v zavislosti na vyskytu oboupohlavnych nebo jednodomych
rostlin v populacich a na stupni jejich inkompatibility.

U oboupohlavnych rostlin mizeme pozorovat velkou rozmanitost ve zplisobu rozmnozovani.
Takovéto rozdily jsou podminény jak genotypovou variabilitou uvnitt druht, tak vnéjSimi
podminkami, kterym je tato potencialné cizosprasnd populace vystavena. Podle zplsobu
rozmnozovani se rostliny rozd€luji na samosprasné (autogamni) a cizosprasné (alogamni).

KVET

@ © ®

oboupohlavny tyéinkovy pestikovy

¢ d 9
ROSTLINA
RO QO QW
Z % 7 2
oboupohlavnd  jednodoma samcéi samici

g-d 9-d - d 29
QY QO .,. Qe
7
% 4 4
andromonoecicka gynomonoecicka trimonoecickd agamonoecicka

g d g9 oo g-o

SKUPINA ROSTLIN

QPP 99

oboupohlavna jednodoma dvoudoma
g+d g-d+q:d 9+d
androdioecicka gynodioecicka trioecicka
J+d d+9 d+o+d

Obr. 6.1 — Schematické znazornéni a nazvy jednotlivych typt pohlavi u kvétd, rostlin a
skupin rostlin. (Zdroj: Repkovd, Relichovd, 2001)
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Samosprasné jsou takové rostliny, u kterych dochézi nejen k opyleni, ale 1 oplozeni vlastnim
pylem a podobné u cizosprasnych rostlin pfedpokladdme nejen opyleni, ale i oplozeni cizim

vvvvvv

6.4. Determinace pohlavi

Genetické zaloZeni pohlavi u rostlin bylo experimentalné prokazano brzy po znovuobjeveni
Mendelovych principi dédi€nosti. Jednim z téch, ktefi se o to zaslouzili, byl Carl Correns,
ktery svoje zavéry zalozil na vysledcich tfi zadkladnich pokusi s kfizenim rostlin rodu
Bryonia. V prvnim piipadé kiizil samiéi rostliny B. dioica s jednodomymi rostlinami B. alba
a dostal 11 rostlin, které byly bud’ zcela samici nebo samici s né¢kolika brzy odumirajicimi
nebo nefunkénimi ty¢inkovymi kvéty. Ve druhém pokusu kitizil Correns samici rostliny B.
dioica se sam¢imi rostlinami téhoz druhu a ziskal 41 kvetoucich rostlin (21 sam¢ich a 20
samiCich). Ve tfetim pokusu kiizil rostliny B. alba se sami¢imi kvétenstvimi se saméimi
rostlinami B. dioica a ziskal 76 kvetoucich rostlin, polovinu sam¢ich a polovinu samiéich.
Correns jest¢ tehdy neznal vyznam vnéjSich podminek na projev znaku, proto nékteré
vysledky nemohl spolehlivé vysvétlit. Jasné vSak poukazal na vztah mezi pohlavim
a genotypem rostliny.

Objev pohlavnich chromozomt u rostlin se datuje do roku 1923, kdy Blackburn, Kihara a
Ono a nezavisle na nich Winge objevili heteromorfni bivalenty u Silene latifolia (Melandrium
album), Rumex acetosa a Humulus sp. Poté byly pohlavni chromozomy objeveny u mnoha
dal$ich dvoudomych rostlin. Pfitom se vSak ukazalo, ze ne vSechny dvoudomé rostliny musi
obsahovat tento heteromorfni bivalent.

Determinace pohlavi u krytosemennych rostlin je proces, ktery zajiStuje potlaceni vyvoje
samcich nebo samic¢ich organti v jednotlivych kvétech. V ptipadé¢ dvoudomych druhit dochézi
takto ke vzniku jedinci nesoucich pouze sam¢i nebo samici kvéty. K potlaceni vyvoje orgdnt
opacného pohlavi dochazi v riiznych fazich vyvoje kvétu (obr. 6.2). Tento proces je ovlivnén
geneticky; u nékterych druhli vSak miize byt ovlivnén také riznymi faktory vnéjSiho
prostfedi, jako je napf. intenzita svétla, délka dne, teplota a minerdlni vyziva. Exogenni
aplikace rostlinnych hormont také vede v nékterych ptipadech k ovlivnéni pohlavi kvéta.
Z4dna z téchto latek nema shodny G&inek u viech druht s jednopohlavnymi kvéty.
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Obr. 6.2 — Jednotlivé faze potlaceni vyvoje organa urcitého pohlavi u dvoudomych rostlin.
(Zdroj: Janousek, 1996)

Roku 1956 Hartmann formuloval tzv. ,,zakon potencialni oboupohlavnosti®, podle kterého
nesou ob¢ pohlavi veskerou genetickou informaci potfebnou k vytvofeni pohlavnich organt
opacného pohlavi. Tento zdkon odréazi situaci u evolu¢né malo pokrocilych typii determinace
pohlavi, které jsou zaloZzeny na puasobeni jednoho nebo nékolika gent fidicich pohlavi.
U druhii s pohlavnimi chromozomy se vSak setkdvame s tendenci k akumulaci gent, které
jsou vyhodné pouze pro heterogametické pohlavi, na chromozomu Y. Muze proto dochazet
k vyjimkam z tohoto zédkona, nebot’ u homogametického pohlavi nemusi byt potom pfitomny
vSechny geny potiebné pro vznik organli opaéného pohlavi. U pohlavi heterogametického
vSak plati tento zadkon bez vyjimek.

Obecna teorie genetické determinace pohlavi vychazi z predpokladu, Ze geny zapojené do
exprese pohlavi je mozné rozdélit do dvou skupin. Pocetna je prvni skupina genti, které jsou
pifimo zapojeny do morfogeneze pestikii nebo tyCinek (angl. sex differenciation genes).
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Druhou skupinu tvofi geny, které fidi expresi genil prvni skupiny (angl. sex determination
genes).

6.4.1 Determinace pohlavi u jednodomych druhii

Jednim z moZnych modelti pro vyzkum determinace pohlavi u rostlin je kukufice, ktera je
nejprozkoumanégj§im jednodomym druhem, ale podatilo se u ni ziskat i jednopohlavné linie.
U kukufice standardniho fenotypu jsou saméi kvéty soustfedény v termindlni laté¢ (angl.
tassel) a kvéty samici se zase vyskytuji pouze v postrannich palicich (angl. ear), jejichz
pestiky se vyznacuji dlouhymi bliznami (angl. silk). U kukufice byl proveden pokus
o vytvoreni umélého systému dvoudomosti zalozené¢ho na ptlisobeni recesivnich mutantnich
alel silklessl (skl) a tasselseed2 (ts2). Piitomnost alely skl v homozygotnim stavu vede
k potlaceni vyvoje pestikii samic¢ich kvéth v postrannich klasech a vznika rostlina samciho
fenotypu. Pokud je rostlina homozygotni pro alelu ts2, dochdzi u ni k pfeméné vSech sam¢ich
kvéth v lat¢ v samici, a proto opét vznika jednopohlavna rostlina. K vytvoteni stabilni
dvoudomé populace mélo vést kiizeni rostlin genotypu Skl skl ts2 ts2 (pfedpokladany samici
fenotyp) se sam¢imi rostlinami genotypu sk1 skl Ts2 ts2, jez by dalo vznik sam¢im a samic¢im
rostlinam v poméru 1 : 1. Lokusy silklessl a tasselseed2 vsak spolu interaguji, a proto se
rostliny genotypu skl skl ts2 ts2 vyznacovaly zcela neocekavanym fenotypem; v postrannich
palicich se u vSech kvéth vyskytovaly pestiky a v koncovém kvétenstvi se kromé
ocekavanych samicich kvéti vyskytovaly také kvéty samci a hermafroditni.

V soucasné dobé je jiz zndmo nékolik lokust dilezitych pro organové specifickou aborci,
kterd je nezbytnad pro vyvoj jednopohlavnych kvéth u kukufice. Dva lokusy zapojené do
suprese tvorby pestikll v termindlnim kvétenstvi byly identifikovany pomoci recesivnich
mutaci tasselseed (ts1 a ts2) a jeden lokus pomoci dominantni mutace Tasselseed5 (Ts5). U
mutantd dochazi k feminizaci ty¢inkovych kvéti a kvéty jsou oboupohlavné. Gen TS2 byl
1zolovan prostiednictvim inzer¢ni mutageneze; koduje alkoholdehydrogendzu, ktera se podili
na bunécné smrti primordii pestiku. Geni, které se podileji na fizeni procesu aborce ty€inek je
znamo celkem sedm. Sest z nich jsou recesivni mutace: dwarf (d1, d2, d3, d5), anther ear
(anl) a silkless (skl). Jedna mutace je dominantni povahy — Dwarf8 (D8). Gen D8 je
negativni regulator kyseliny giberelové a u mutanta dochazi k obnoveni signalu, coz mé vliv
na pferuseni aborce ty¢inek. V dalS$im vyzkumu se ukazaly byt velmi cenné rostliny recesivné
homozygotni v lokusech dwarf (d1, d2, d3, d5), protoze bylo zjisténo, Ze naruseni funkce
kteréhokoli z téchto lokusti vede k vyraznému snizeni obsahu giberelini a maskulinizaci
pestikovych kvétt, kdy je prerusena aborce tyCinek. Standardni alely genii se tedy podileji na
biosyntéze giberelinl a potlaceni tvorby tyc¢inek.

Ve studiu genetické determinace pohlavi se vyuzivd nékolik modelovych druhd, které
zastupuji rdzné typy determinace pohlavi. K perspektivnim modelovym objektim patii
kukufice setd (Zea mays), bazanka rocni (Mercurialis annua) a knotovka bila (Silene
latifolia).
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Na zaklad¢ studia vzdjemnych interakci rliznych lokust byl navrzen model, podle kterého
jsou v procesu determinace pohlavi u kukufice rozhodujici interakce mezi lokusy
TASSELSEED?2, SILKLESS1 a hladinou giberelinti. Podle tohoto modelu standardni alela
lokusu Sk1 blokuje pusobeni produktu genu TASSELSEED2, a to vede k tvorbé pestiki
v kvétech postrannich klaski. V koncovém kvétenstvi je zase naopak plsobeni genu
SILKLESS1 blokovano genem TASSELSEED?2, a proto zde dochézi k aborci pestikti. Aborce
tyCinek v sami¢im klasu u homozygoti TS2 TS2 SK1 SK1 je disledek antagonistického
pusobeni pestikli na tyCinky prostfednictvim feminizujiciho faktoru, jakym jsou gibereliny.

Typické zastupce jednodomych rostlin najdeme v ¢eledi Cucurbitaceae. Jeden
u z4dné jiné kultury nebyl prozkouman projev pohlavi tak detailng, jako pravé u okurky.
Kromé toho je tento objekt modelovym systémem ke zkoumani morfogeneze vyssich rostlin.
Proto také geneticka kontrola jednodomosti mtize byt vylozena na piikladu okurky.

Rostliny okurky se vyznacuji velkou raznorodosti v projevu pohlavi (obr. 6.3). Kvétni
poupata v ranych fazich vyvoje maji zéklady jak tyCinek, tak pestikii, avSak kvéty jsou
vetsinou ruznopohlavné. Jednotlivé rostliny se vyznacuji velkou variabilitou v rozmisténi a
poctu ty¢inkovych a pestikovych kvétti. U jednodomych rostlin okurky je prakticky ve vSech
uzlabich listi bud’ nékolik samcich, nebo jednotlivé (zifidka dva a vice) samici kvéty.
Tendence k feminizaci je vétsi v akropetalnim sméru (podobné jako u Cucurbita pepo).

Nékteré odridy okurek mohou mit na rostliné kromé¢ samcich kvétd i kvéty hermafroditni.
Kvéty rizného pohlavi se vyrazné 1isi morfologicky (obr. 6.4).

Obr. 6.3 — Schéma rozd¢leni kvétl riznych typt na hlavnim stonku Cucurbita pepo cv.
Acorn. (Zdroj: Repkovd, Relichovd, 2001)

Determinace pohlavi u okurky se ucastni tyto hlavni geny:

e M/m kontroluje spoustéci mechanizmus v kvétnim poupéti; v pfitomnosti alely M,
ktera je pIln€ dominantni, se tvofi pouze jednopohlavné kvéty;

e F/f kontroluje schopnost k vyvinu pestiku (FF) a tvofi gradient pro sami¢i pohlavi
podél lodyhy; mezi alelami je vztah neuplné dominance;

e Ala gen je epistaticky viuéi genu F, zvySuje samici tendenci.
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Obr. 6.4 — Typy kvéti u Cucumis sativus. (Zdroj: Repkovd, Relichovd, 2001)

Kombinace téchto tii hlavnich genid zodpovédnych za determinaci pohlavi mohou dat
nasledujici fenotypy:

e M- FF populace monoecicka, kvéty pestikové

e M-ff populace monoecicka, kvéty ty¢inkové

e mmff populace andromonoecicka
Projev pohlavi u okurky mlize v nékterych ptipadech podléhat i plisobeni dalSich gend.
Dulezité je, Ze na projev pohlavi maji znacny vliv 1 vné€j$i podminky, a to do té miry, Ze
identické genotypy mohou dévat v riznych podminkach rizné fenotypy a naopak rizné
genotypy mohou mit shodné fenotypy. Kromé klimatickych podminek (délka dne a teplota)

mohou projev pohlavi ovliviiovat ristové reguldtory a jiné chemické latky. Plsobenim
chemickych latek Ize zménit pohlavi libovolnym smérem.

6.4.2 Systémy dvoudomosti zaloZené na jednotlivych lokusech

Dvoudomost se vyskytuje vrostlinné fiSi asi dvakrait méné nez jednodomost. Zcela
dvoudomych je pouze asi 5 % celedi a 75 % celedi obsahuje nékteré dvoudomé druhy.

Pozornost byla dosud soustfedéna pfevazné na druhy s pohlavnimi chromozomy, a proto jsou
v soucasné dob¢ znamy pouze dva druhy, u kterych je vznik samcich a samicich rostlin fizen
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jednotlivymi lokusy: tykvice stiikava (Ecballium elaterium) a bazanka ro¢ni (Mercurialis
annua).

Typickym zastupcem této skupiny je druh tykvice stiikava =z celed¢ tykvovitych
(Cucurbitaceae), u které o expresi pohlavi rozhoduje piitomnost ti druht alel (a°, a*, a%
v lokusu urujicim pohlavi. Alela a° je dominantni vi&i alele a* i alele a’, jeji pritomnost
vede u rostlin k sam&imu fenotypu. Pokud se uplatni alela a*, kterd je recesivni vzhledem
k alele a° a dominantni viici alele a%, vznikd rostlina jednodoma. Vznik samicich rostlin je
podminén pfitomnosti alely alv homozygotnim stavu.

6.4.3 Pohlavi Fizené vice lokusy

Morfogeneze tyCinek a pestikii je determinovana vétsim poctem genti. U oboupohlavnych
rostlin jsou vSechny geny pottebné k tvorbé obou typl kvétnich organti pfitomné a funkéni.
V procesu diferenciace (tj. pii vyvoji tyCinek nebo pestikd) jsou tyto geny ridzné
exprimovany. Ztrata formy nebo funkce muze byt pak zplsobena potlatenim exprese
ptislusného genu nebo jeho nepfitomnosti.

U dvoudomych rostlin vzniknou pii kiizeni mezi sami¢imi a sam¢imi rostlinami zase bud’
samici, nebo samci rostliny. Za ptredpokladu, Ze u obou pohlavi jsou pfitomné jak geny
zodpovédné za tvorbu tyCinek (A, B, C), tak geny pro vznik pestika (D, E, F), pouze jejich
aktivita je riznd, odpovida nésledujici schéma:

AA BB cCC di
DD EE FF

AA BB CC
mm [DD EE

:Il:ll
[E—
+0O

Je vidét, ze klicovou roli hraje alelovy par M/m: mm podminiuje expresi pouze téch gend,
které jsou zodpovédné za tvorbu pestikli, Mm pouze za tvorbu ty¢inek. Podle tohoto modelu
muze byt diferenciace tyCinek a pestikii podminéna neomezenym pocltem gend, avSak
determinace pohlavi je kontrolovana pouze jednim lokusem ptisobicim jako jakysi spoustéci
mechanizmus (angl. trigger).

U bazanky roc¢ni je pohlavi determinovano tfemi lokusy A/a, B1/b; a Ba/b,, které nevykazuji
genetickou vazbu. Pro vyvoj sam¢iho pohlavi je nutnd pfitomnost dominantni alely lokusu
Ala a navic alesponi vjednom z lokust B. Dominantni alela lokusu Bi/b; ma silngjsi
maskulinizacéni efekt nez alela By. Zaroven se sam¢i a samici rostliny vyznacuji rozdilnym
obsahem rostlinnych hormont. Cytokininovy hormon trans-zeatin je pfitomen pouze
u samicich rostlin, pfibuzny cytokininovy hormon trans-zeatin mononukleoid se vyskytuje
pouze u samcich rostlin. Exprese pohlavi mize byt u jednoho druhu ovlivnéna rostlinnymi
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hormony v souladu s vySe uvedenymi rozdily. Auxiny maji maskulinizujici a cytokininy
feminizujici vliv.

Vicelokusovému modelu odpovida experimentalni navozeni dvoudomosti u kukufice.
U kukufice bylo nalezeno mnoho mutantl, u kterych jsou potlacena samici kvétenstvi
(rostliny silkless) nebo zménéna samci kvétenstvi — laty tak, Ze misto nich se tvofi pestikove
kvétenstvi (tzv. tassel seed).

Alelovy par Ts2/ts2 muzeme v souhlase s pifedchozim modelem povaZzovat za spoustéci
mechanizmus (trigger). Kromé gent Ts2/ts2 jsou ostatni geny determinujici vyvoj pohlavnich
organl pro ob¢ pohlavi spolecné a homozygotni a je tedy lhostejné, kde jsou lokalizovany
(rekombinace je neucinna). V tomto modelu tvofi samci rostliny vzdy dva druhy gamet,
zatimco samici rostliny pouze jeden druh.

Umeéla dvoudomost u kukufice byla také navozena pomoci jiné kombinace genti. Gen ba
(barren stalk) je recesivni, lokalizovany na III. chromozomu a genotyp ba ba tvoii na
rostlinach pouze laty. Podobné jako v pfedchozim piipadé budou rostliny ba ba ts2 ts2 sami¢i
a ba ba Ts2 ts2 sam¢i. Podobné jako gen Ts2/ts2 muze pusobit i jiny gen Ts3/ts3, v tomto
ptipadé vSak budou heterogametni rostliny samici (ba ba Ts3 ts3). I kdyz tyto systémy u Zea
mays jsou velmi zndmé a Casto se uvadéji jako ptiklady umélé dvoudomosti, v nékterych

vvvvvv

vvvvvv

supresorové geny a vazbu mezi geny. Pii determinaci pohlavi u normalné hermafroditniho
druhu R. idaeus pisobi dva geny: jeden potlacuje diferenciaci tyCinek (M/m) a druhy
diferenciaci pestiku (F/f). Pfitom samiéi supresor je epistaticky nad sam¢im supresorem. Tzn.,
ze genotypy FF MM, Ff Mm a FF Mm budou sam¢i rostliny a genotyp ff mm samici. Mezi
ob&ma geny existuje navic silna vazba. V tomto piipadé kiizeni @ fm fm x &' FM fm da pouze
rodicovské typy, coz odpovida systému dvoudomosti u R. idaeus.

Popsany model se mize zdat slozity, pfedstavuje v§ak obecny princip pohlavniho dimorfizmu
u rostlin. Jinym zplisobem zabrany crossing-overu mezi dvéma protichiidnymi supresorovymi
geny je mechanicka bariéra na chromozomové rovni, tj. chromozomova aberace.

6.4.4 Systémy determinace pohlavi u rostlin s pohlavnimi chromozomy

Pohlavni dimorfizmus zaloZeny na supresorovych genech se bude nejefektivnéji projevovat
pii vazbe téchto gend. To vedlo ke vzniku pohlavnich heteromorfnich chromozomd, které se
ziejme vyvijely v pozd¢jSich stadiich evoluce a pouze u téch druhti, u kterych existovala
dvoudomost. U mnohych dvoudomych druhti je heteromorfizmus pohlavnich chromozomu
morfologicky vyjadien slabé a mize byt cytologicky odhalen pouze v urcitych fazich meidzy.
Navic se stupeil tohoto dimorfizmu miZze i u velmi blizkych dvoudomych druhii znac¢né lisit,
coz casto vedlo k nejednotnym experimentalnim zavérim. V soucasné dobé byl dimorfizmus
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pohlavnich chromozomii bezpecné prokédzan u 13 druhii rostlin ze tii rodd (ncktefi autofi
uvadéji 70 druhti z 24 roda).

Nejjednodussim piipadem dimorfizmu chromozomt je systém X/Y. Tyto pohlavni
chromozomy musi obsahovat alespoii dva odlisSné segmenty: jeden homologni, ktery
chromozomt X a Y. Zvlastnim pfipadem je systém X/0, jehoz existence byla zjiSténa pouze
u tf druht rostlin patiicich k rodu Dioscorea, avSak nékterymi autory nebyla potvrzena.

V tab. 6.1 jsou uvedeny druhy rostlin s heterolognimi pohlavnimi chromozomy a je z ni
ziejmé, ze v prevazné vetsing pripadi jsou heteromorfni chromozomy u samciho pohlavi.
Pouze u Fragaria elatior je heteromorfni sami¢i pohlavi. V rodu Fragaria se vyskytuje
dvoudomost pouze na polyploidni trovni (F. orientalis — 4x, F. elatior — 6x, F. virginiana, F.
grandiflora — 8x).

Druh Pohlavni chromozomy

? 3

Cannabis sativa XX XY

Fragaria elatior XY XX

Humulus lupulus XX XY

H. lupulus var. cordifolius X1 X1 XX X1Y:1X5Y2

H. japonicus XX XYY

Rumex angiocarpus XX XY
R. acetosa XX XY1lY2

R. paucifolius XX XY

Silene latifolia XX XY

Melandrium rubrum XX XY

Populus sp. XX XY

Urtica dioica XX XY

Spinacia oleracea XX XY nebo YY

Tab. 6.1 — Druhy rostlin s heterolognimi pohlavnimi chromozomy.

U rostlin s pohlavnimi chromozomy jsou zpravidla uvadény zékladni typy determinace
pohlavi, které jsou reprezentovany dvéma modelovymi objekty: knotovkou bilou (Silene
latifolia) a stovikem kyselym (Rumex acetosa). Nejvice pozornosti bylo dosud vénovano
druhlim, které se vyznacuji ptitomnosti heteromorfnich pohlavnich chromozom (tab. 6.1).

Typ s aktivni ulohou chromozomu Y — Silene latifolia

U S. latifolia uskute¢nil uz Correns ve 20. letech technicky velmi jednoduché pokusy ke
zjisténi, které pohlavi je heterogametické. Tyto pokusy byly zalozeny na ptedpokladu, ze
heterogametické pohlavi produkuje dva druhy pylu, u nichZ existuje konkurence. Ta se
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projevi pii opyleni dostateénym mnozstvim pylu tak, Ze v potomstvu vznik4 vice samicich
rostlin nez samc¢ich. Naopak pfi opyleni malym mnozstvim pylu se konkurence neuplatni
a pomér pohlavi je zhruba 1:1. Podobné jednoduché pokusy byly zalozeny na rozdilném
ptezivani pylovych zrn. Knotovka bild ma systém determinace pohlavi zalozeny na aktivnim
plisobeni chromozomu Y (samci se vyznacuji konstituci AAXY a samice AAXX), ktery
obsahuje geny dillezité pro tvorbu tyCinek a gen nebo genovy komplex suprimujici expresi
sami¢iho pohlavi. Chromozomy X a Y se u knotovky bilé navic vyznamné liSi a exprese
pohlavi nepodléha vlivim prostiedi. Kromé knotovky bilé a jeji piibuzné knotovky Cervené se
timto typem urceni pohlavi vyznacuji i nékteré jiné druhy z riznych Celedi: chiest (Asparagus
officinalis), plané¢ druhy révy (Coccinia indica), stovik mensi (Rumex acetosella)
a pravdépodobné 1 mnoho dalSich dosud neprozkoumanych druhti s heteromorfnimi, ptipadné
1 homomorfnimi pohlavnimi chromozomy. Chiest se vyznac¢uje homomorfnimi pohlavnimi
chromozomy. Také funk¢ni odliSnost mezi chromozomem X a Y neni u tohoto druhu tak
vyraznd jako u dvoudomych druhti knotovek a je tedy mozno ziskat i tzv. supersamce, kteti
maji genetickou konstituci AAYY. Zatimco samici rostliny nesou pouze rudimenty ty€inek,
nejsou u samcich rostlin pestiky zcela zakrnélé a vykazuji znacnou variabilitu. Také tento fakt
svéd¢i o menSi evolucni pokrocCilosti systému determinace pohlavi u tohoto druhu
a pravdépodobném vzniku dvoudomosti prostfednictvim gynodioecie. Dosavadni studie se
zde zamé&fovaly spiSe na hledani pohlavné specifickych rozdili na urovni proteini. Z obecné
genetického hlediska je zjevna podobnost determinace pohlavi u knotovky a typu savciho.
Oba tyto systémy jsou zalozeny na aktivni tloze chromozomu Y, ktery nese geny potlacujici
expresi samiciho pohlavi. Vlastni biochemické mechanizmy, které realizuji expresi pohlavi,
jsou vSak zasadné odli$né 1 vlivem celkovée odlisného metabolizmu rostlin a savci.

Studium rostlin s aberantnimi chromozomy, které provadél Westergaard, ukazalo na rtzny
vyznam jednotlivych segmentli chromozomu Y (obr. 6.5): segment I potlacuje vyvoj samicich
organt, aviak nepiekazi vyvoji saméiho pohlavi (rostliny XY' maji kvéty se @ i & organy).
Segmenty III a IV nepotlacuji vyvoj samicich organii, maji vSak vliv na konec etapy
diferenciace prasniki (rostliny XY® jsou samé&i a pylové sterilni). Centralni segment II
obsahuje geny, které kontroluji pocatecni etapy tvorby prasniku. Chromozom Y je ¢aste¢né
homologni s chromozomem X (segment IV). Zbyvajici nehomologni ¢ast chromozomu X
(segment V) obsahuje determinanty sami¢iho pohlavi. Y', Y* a Y’ jsou skupiny rostlin
z urcité populace, které nesou delece riizného rozsahu a polohy. Na zaklad¢ hermafroditniho
fenotypu rostlin s chromozomem Y' a Y? bylo zjisténo, Ze diferencialni rameno chromozomu
Y nese sami&i supresor. JelikoZ rostliny, které diferencialni rameno zcela postradaly (typ Y?),
tvofily normalni praSniky, bylo mozné konstatovat, Ze geny nezbytné pro tvorbu tyCinek (tzv.
male promoter) lezi vrameni ¢aste¢né homolognim s chromozomem X. V distalni ¢asti
homologniho ramene chromozomu Y Westergaard dokazal ptitomnost gend dilezitych pro
saméi fertilitu na zaklad& fenotypu rostliny typu Y.

U S. latifolia se sleduje mozny vliv metylace DNA pii determinaci pohlavi, protoze byla
pozorovana hypermetylace jednoho nebo dvou chromozomii X. Nabizi se domnénka, ze
u rostlin by mohl existovat mechanizmus zajistujici kompenzaci funkcnich alel uloZenych
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v pohlavnich chromozomech X genetickou inaktivaci jednoho nebo dvou chromozomi X
u samicich rostlin a to metylaci. Podobné je tomu u homogametického pohlavi savéiho typu
(tzv. lyonizace).

Podobn¢ jako u S. latifolia je ureno pohlavi u R. acetosella, ktery v§ak obsahuje homomorfni
pohlavni chromozomy, oznadované jako S a S™. Chromozom S™ hraje rozhodujici lohu
v determinaci pohlavi tim, Ze inhibuje sami¢i potenci lokalizovanou v chromozomu SF.
Predpoklada se, ze celkové je pohlavi kontrolovano nékolika malo geny s velkym t¢inkem
anékolika geny s malym u&inkem lokalizovanymi na uvedenych chromozomech S" a S™.
Autozomy se nepodileji na determinaci pohlavi.

standardni hermafroditni sterilni
rostlina rostliny rostlina

Q supresor B

VyVOj
tyCinek

d fertilita

pohlavni chromozomy pohlavni chromozomy Y

Obr. 6.5 — Schematické znazornéni normalnich chromozomu X a Y u Silene latifolia a
experimentéalng ziskanych aberantnich chromozomti Y', Y ? a Y°. (Zdroj: Janousek, 1996)

Typ s omezenou roli chromozomu Y — Rumex acetosa

U druhti ptibuznych $toviku kyselému (Rumex acetosa) rozhoduje o expresi pohlavi pomér
chromozomll X a sad autozomu. Tento pohlavni index je u samicich rostlin 1,0 (2A + XX)
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a u samcich rostlin 0,5 (2A + XY;Y2). V pokusech s polyploidy bylo zjiSténo, Ze rostliny
s pomérem 0,5 a menSim, napi. 3A + XYY, byly sam¢i, zatimco rostliny s pomérem 1,0
a vysSim, napf. 3A + XXXX byly sami¢i. Rostliny s pomérem od 0,5 do 1,0 zaujimaji stfedni
postaveni (oboupohlavné rostliny s karyotypy 3A + XXY a 3A + XXYY maji pohlavni index
0,67).

Vyvoj ty€inek neni zavisly na ptitomnosti chromozomu Y. Exprese pohlavi je velmi stabilni.
Ztrata role chromozomu Y se projevuje jeho znaénym polymorfizmem v populacich rostlin.
U samotného Stoviku kyselého jsou dokonce ptitomny v bunkach samcich rostlin soucasné
s chromozomem X také dva chromozomy Y, které vykazuji opét znacnou variabilitu. Chmel
japonsky (Humulus japonicus) se podobné jako Stovik kysely vyznacuje pfitomnosti dvou
chromozomli Y v buikach. Systém determinace pohlavi u typu Stovik je z obecné
genetického hlediska podobny typu Drosophila, nebot’ ani zde nerozhoduje o expresi daného
pohlavi pfitomnost ¢i nepfitomnost chromozomu Y, ale pomér poctu chromozomi X a sad
autozomu.

Typ s heterogametickym samicim pohlavim

Heterogametnost samicich rostlin byla dosud popsana pouze u planych polyploidnich druhti
jahodnikti a u silenky usnice (Silene otites). U silenky usnice to bylo prokazano kiizenim
umeéle ziskanych polyploidnich saméich a samicich rostlin s diploidnimi rostlinami. Pokud
byla samici rostlina tetraploidni, tedy konstituice AAAAXXYY, vyskytovaly se v potomstvu
taktka vyhradné rostliny samici, nebot gamety XX a YY se tvofi pouze vyjimecné
a prevladaji gamety XY. Tento typ pfipomina systém determinace pohlavi u ptaki, nebot’ i
zde je heterogametnim pohlavim pohlavi samici.
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7. Genetika odolnosti rostlin k patogentim

Rostliny jsou zdrojem obZivy nejen pro lidskou populaci, ale jiz na po¢atku své evoluce byly
zdrojem vyzivy pro dal$i organizmy — mikroorganizmy, jako jsou napf. houby a bakterie.
Vétsina téchto organizmii jsou saprofyté vyuzivajici jako zdroj své vyzivy metabolity rostlin,
které jsou jiz odumielé a rozkladaji se. Mnoho dalSich vSak napada zivé rostliny. Nékteré
organizmy Ziji s rostlinami v symbioze, ktera je vyhodna pro rostlinu i mikroorganizmus — pf.
jsou rizobia (fixace dusiku, vyznam v zemé&dé€lstvi), nebo mykorhizni houbové organizmy.
Dalsi skupinou organizmi jsou ty, které napadaji rostliny a vyuzivaji jejich metabolity,
rostlinu neusmrti, ale negativné ovlivituji jeji metabolizmus. Negativni vlivy ptisobeni ciziho
organizmu se projevi u rostliny uréitymi ptiznaky jako choroba. Podle vné&jSich ptiznaka
odbornici poznaji, kterym organizmem je rostlina napadena. Choroba ma tedy urcité
fenotypové projevy. Dusledkem napadeni je vétSinou zhorSena vitalita rostlin, a pokud jde
o kulturni plodiny, vznikaji tak Skody v zeméd¢€lstvi. Takové organizmy se nazyvaji
patogenni, napadend rostlina je hostitel. Ne vSechny organizmy jsou pro urcity druh
patogenni; nepatogenni organizmus nenapada rostliny urc¢itého druhu.

Reakce rostlin na napadeni patogenem jsou velice rozmanité a odolnost rostlin mize mit
rizné pric¢iny. V procesu kontaktu parazita s hostitelem a v procesu vytvareni parazitického
vztahu Ize nalézt obecné rysy:

Prvni etapa je kontakt — interakce patogena s hostitelem. Nalet pocate¢niho inokula na
rostlinu se uskutec¢iiuje vzdusnymi proudy, vodou nebo hmyzem. Pocatecni inokulum je urcité
mnozstvi jednotek, které se dostanou na hostitelskou rostlinu. Pocate¢ni inokulum vyvolava
tzv. infekéni tlak. V této etapé pusobi mechanizmy uniku pted chorobou, tedy hlavné
mechanizmy zdbrany vniknuti do pletiv. Prinik do rostliny se uskuteciiuje piimo pies
povrchové vrstvy prostfednictvim mechanického tlaku nebo enzymatického plsobeni, pres
prirozené otvory jako jsou priduchy a lenticely nebo az po poranéni rostliny.

Druhou etapou je infekce. Pocate¢ni inokulum se dostane do aktivniho stavu, v némz je
schopno infikovat hostitele. Etapa infekce konc¢i, jakmile mezi parazitem a hostitelem vznikne
paraziticky vztah. V této fazi mohou s vysokou Uc¢innosti ptisobit inhibi¢ni latky produkované
rostlinou.

Tteti etapou je vlastni paraziticky vztah. Ten je charakterizovdn vyZivou na ukor hostitele.
Tento proces zacina skryté (inkubacni dobou) a kon¢i vnéjSimi ptiznaky napadeni.

Rostliny vzhledem ke svému nepohyblivému zplisobu Zivota musi mit schopnost adaptovat se
k rliznym extrémnim (stresovym) podminkam prostiedi. Rada adaptaci se d&je na trovni
transkripce genl. Rostlina disponuje ¢etnymi obrannymi mechanizmy, které se rliznym
zpusobem piekryvaji:
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1. Konstitutivni — pifedem vytvorené jako fyzické bariéry (kutikula, bunééna sténa)
a riizné antimikrobidlni latky, pokud jsou pfitomné i bez plsobeni stresového faktoru,
2. indukované — vyzaduji ur¢itou formu indukéniho signalu ke své aktivaci.

Obrana rostliny mize byt dvou typt:

1. pasivni — zavisi na anatomickych a morfologickych vlastnostech rostliny,
2. aktivni — dana syntézou indukovanych obrannych latek.

7.1 Mechanizmy piisobeni rostlinnych patogenii

Rostlinné patogeny ptisobi riiznymi mechanizmy, které byly zatim prozkoumany jen
v hlavnich rysech. Studium mechanizmi jejich plsobeni je dilezité k tomu, aby bylo mozné
pfesnéji definovat jednotlivé typy rostlinnych obrannych mechanizml. Proto studium
mechanizmit pasobeni rostlinnych patogenii, zvlast¢ jejich enzymu, které se patogeneze
ucastni, je stejné vyznamné jako studium rostlinnych gent podminujicich rezistenci. Zakladni
typy rostlinnych patogenti jsou houbové, bakteridlni a virové organizmy.

7.1.1 Houbové organizmy

Bylo popsano asi 74 tisic az 100 tisic druht hub, av§ak vétSina z nich jsou saprofyté. Vice nez
poskozeni (vnéjsi priznaky — choroba). Nejcast&jSimi patogeny u rostlin jsou Blumeria
(padli), Erysiphe (padli), Monilinia (houbova choroba plodi), Sclerotinia (kofenové
a stonkové hniloby), Ustilago (snét’), Melampsora, Puccinia a Uromyces (pavodci rzi),
Fusarium (piavodce krckovych hnilob).

Tito parazité jsou:

e biotrofni a ziskavaji ziviny z Zivych hostitelskych bunék pletiv a snizuji tak vitalitu
rostlin,

e nekrotrofni vyuZivaji svoje enzymy nebo toxiny, kterymi narusi bunéCnou sténu 1
cytoplazmatickou membranu, rostlina uhyne a potom vyuzivaji metabolity rostlinnych
bunck pro svoji vyzivu.

VétsSina houbovych organizmil jsou kombinované formy — hemibiotrofni. V prvni fazi po
napadeni dochdzi k biotrofni infekci, potom k poskozeni bun€k a jejich smrti. Nésleduje
sporulace houbového organizmu.

Enzymy, které narusuji rostlinné bunécné stény, jsou zejména polygalakturonidazy, pektat
lyazy a kutindzy. V dalSim stadiu se ucastni hydroldzy a esterazy, které rozrusuji
makromolekuldrni komponenty rostlinnych buné€k, jez jsou potom pouzity pro vystavbu
bun&énych komponent patogena. Casto se podileji i nizkomolekularni toxiny (alkaloidy
a dalsi). Geny pro zékladni enzymy, plsobici patogenicitu mnoha patogent byly klonovany.
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Cochliobolus carbonum produkuje specificky HC toxin, ktery inhibuje aktivitu histonové
deacetylazy, enzymu nezbytného pro aktivaci genti obranného systému. Alternaria alternata
f. sp. lycopersici produkuje AAL toxin, ktery pravdépodobné aktivuje mechanizmus
programované bunéné smrti u rajcete. Dal§i houby tvofi neselektivni toxiny, napf.
Fusicoccum amygdali tvofi toxin fusicoccin, ktery piisobi na H'-ATPazu lokalizovanou na
membranach. Plsobenim toxinu dochézi k nevratnému otevieni stomat a vadnuti rostlin, to je
nasledovano programovanou buné¢nou smrti a nekrotrofni kolonizaci.

7.1.2 Bakterialni organizmy

Z 1600 druhti bakterii asi 100 druhi zpusobuje choroby rostlin (napf. Pseudomonas,
Xanthomonas, Agrobacterium, Erwinia a dalsi). Nékteré druhy Pseudomonas mohou byt
symbiotické, jiné patogenni. Bakterie podobné jako houby degraduji pektin a dalsi
komponenty rostlinné bunééné stény (pektin lyazy, polygalakturonidazy). Bakterie pak
ptezivaji v mezibunécnych prostorach riznych organti nebo v xylemu. Bakterialni geny, které
pusobi patogenicitu, jsou zmapovany a klonovany lépe nez houbové diky znaénym
moznostem bakteridlni genetiky a bakteridlniho genového inzenyrstvi. Je pomérné dobie
znama degradativni draha pektinu. U bakterie Erwinia chrysanthemi byly izolovany nejen
enzymy, které se ji ucastni, ale byly detekovany také jednotlivé geny, z nichz vétSina byla
klonovana a sekvenovana. Jsou to nasledujici geny kodujici piislusné enzmy:

e pel  pektat lyaza (kddovana u Pseudomonas péti geny pelA az pelE)
e o0gl oligogalakturonat lyaza

e kdul 5-keto-4-deoxyuronat izomeraza

e kduD 2-keto-3-deoxyglukonat oxidoreduktaza

e kdgK 2-keto-3-deoxyglukonat kinaza

e kdgA 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonat aldolaza

e pme pektin metylesteraza

e exuT transportni systém galakturonatu do rostlin
e uxaC urondtizomeraza

e uxaB altronat oxidoreduktaza

e UuxaA altronat hydrolyaza

Kromé toho mnoho druhii fytopatogennich bakterii produkuje toxiny, které spolupiisobi pii
vzniku a vyvoji choroby.
Z hlediska poznani mechanizmu pisobeni toxinli mtizeme rozlisit tii skupiny:

1. toxiny se zndmym mechanizmem plsobeni (nizky pocet),

2. toxiny se znamym metabolickym procesem, do kterého jsou zapojeny, piipadné které
organely jsou jim postizeny,

3. toxiny s neznamym mechanizmem piisobeni (vétsina).

Jednim bakteridlnim klonem muze byt produkovano vétsi mnozstvi toxind, ale jen nékteré
z nich jsou znamy. Spektrum toxint produkovanych mikrobialnim patogenem in vitro mutize
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byt odlisné od spektra toxinl produkovanych v rostliné. Toxiny jsou extracelularni
polysacharidy a kazdy toxin ma sviij jediny typ cilové molekuly — obvykle specificky enzym,
ktery inaktivuje. Disledek plisobeni toxint je cévni vadnuti, rakovina, snéti, hniloby a plisn¢.

Naptiklad Pseudomonas syringae pv. (patovar) phaseolytica produkuje fazeolotoxin, ktery
inhibuje specificky rostlinny enzym ornitinového cyklu, ornitin karbamoyltransferazu
(OCTéazu). Pseudomonas syringae pv. tabaci produkuje tabtoxin, jehoZ beta-laktam inhibuje
glutamin syntdzu, ktera se t€astni odbouravani amonnych ionti v rostlin€. Genti pro produkci
bakteridlnich fytotoxinl (nizkomolekularnich difundabilnich latek) byvéa obvykle n¢kolik a
byvaji spole¢né lokalizovany na velkém bakterialnim plazmidu. Rada téchto genti byla
klonovana. Pro patogenezi jsou obecné nezbytné geny Hrp (Hypersensitive response and
pathogenicity cluster) produkujici protein umoznujici transport proteintt Avr do rostliny.

Hlavnim molekuldrné genetickym poznatkem vyuzitelnym pro genové manipulace rostlin je,
ze 1 bakterie maji enzymy obdobné tém rostlinnym, které jsou cilovymi misty plsobeni
toxinu. Tyto bakteridlni enzymy jsou vSak k toxinu rezistentni. Klonované geny pro takové
bakterialni enzymy mohou byt po spojeni s vhodnymi rostlinnymi regulacnimi sekvencemi
vneseny do rostlinného genomu a tam podminovat rezistenci k bakteridlnim toxintm.

7.1.3 Viry

Mnoho virt infikuje fadu rostlinnych druhti; u riznych hostitelti zptisobuji rizné symptomy.
Vétsina rostlinnych virh ma genom tvofeny jednofetézcovou RNA a plaStovym proteinem
(Rhabdoviridae, Potyviridae, Luteoviridae). Dalsi rostlinné viry maji dsRNA (Reoviridae,
Partitiviridae), mezi rostlinnymi viry se vyskytuji i ty sgenomem tvofenym ssDNA
(Geminiviridae) i dsDNA (Caulimoviridae). Hlavnimi vektory viri jsou mSice, dal$imi
nematody a zZivocichové, Sifit se mohou ale i semeny nebo pylem. Jakmile je virus uvnitt
rostliny, replikuje se, vyuziva a modifikuje rostlinny replikaéni aparat. Siii se plazmodezmaty
mezi buitkami a cévnim systémem celou rostlinou.

7.2 Pasivni (konstitutivni) obranné mechanizmy

Pasivni obranné mechanizmy zahrnuji jak strukturni elementy jako je kutikula, tak
antimikrobidlni chemické latky v rostling, které jsou zde pfitomny jiz pfed napadenim
patogenem, tzv. fytoanticipiny. Je to prvni obranna bariéra vii¢i napadeni mikroorganizmem.

7.2.1 Strukturni bariéry

Povrch rostlin tvori kutikula a jeji hlavni soucasti je kutin, dale celuléza a pektin. Kutin je
nerozpustny polyester, ktery se skldda z hydroxy a hydroxyepoxy mastnych kyselin. Dalsi
vyznamnou soucasti je suberin s obdobnym slozenim. Prvni pasivni bariéru proti
mikroorganizmum na povrchu kutikuly tvofi vosky. Chrani rostlinu pied vyschnutim a ptsobi
jako bariéra proti vstupu mikroorganizmu. Brani tvorbé kapek vody, které jsou nezbytné pro
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pronikéni bakterii a kliceni spor hub. Podobnou funkci maji chloupky na listech. Kutikula je
velmi ucinnd proti vstupu vird, ale ty pronikaji pfes poranéni nebo prostfednictvim vektord.
Houby pronikaji kutikulou ptimo, v disledku exkrece kutindz. Buné¢na sténa epidermalnich
bunck tvoii dal§i bariéru proti vSem patogenim, kromé téch hub, které maji faktory
patogenicity pro piimou penetraci, a vektord, které nesou patogena. Stomata jsou jedinymi
otvory ve strukturni bariéte. N&které houby mohou pronikat zavienymi stomaty, jiné, jako
napf. rzi obilovin, musi ¢ekat na jejich otevieni.

Lignifikace rostlinnych pletiv je jednim z dalSich typti obrannych reakci. U starSich
rostlinnych organiti dochéazi k lignifikaci cévnich pletiv. Lignin je komplexni heterogenni
aromaticky polymer, ktery zesiluje bunééné stény bun€k vyssich rostlin a ¢ini je nepropustné
pro vodu. Vznika polymeraci fenylpropanoidovych monolignoll, para-kumaryl, -koniferyl a
-synaptylalkoholt. Ligniny riiznych rostlin i riznych casti téze rostliny se li§i slozenim
a obsahem svych monolignolii. Tato variabilita je pravdépodobné urcovdna rdznymi
substratovymi specifitami enzymi syntetizujicich lignin. Je to polymer s komplexni
strukturou, s riznymi esterickymi a uhlikatymi vazbami mezi monomery 1 pficnymi vazbami
s dalsimi polymery bunécnych stén. Prekurzory ligninu jsou syntetizovany
fenylpropanoidovou metabolickou drahou, ktera syntetizuje také prekurzory antokyanii,
flavonoidl a tanini. Obecné enzymy fenylpropanoidového metabolizmu jsou fenylalanin
amonium lyaza (PAL) a cinamat-4-hydroxyldza (C4-H).

Byl ziskdn transgenni tabdk se snizenou aktivitou PAL a sniZenym obsahem ligninu
v xylemu. M¢l mnoho morfologickych abnormalit, jako zakrsly rlst, zménény tvar listd,
sniZzenou Zzivotaschopnost pylu, zménénou morfologii kveteni. Jiny transgenni tabdk mél
zménén jeden z termindlnich enzyml syntézy ligninu. Vytvarel jiny typ ligninu
cervenohnédého zbarveni, takze lodyhy odkvétajicich rostlin mély hnédé zbarveni. Tento typ
ligninu by byl vhodny u dievin pouzivanych v dfevozpracovatelském primyslu, protoze se da
snadno oddé¢lit od celulozy.

7.2.2 Chemické bariéry

Fytoanticipiny jsou chemické slouceniny piitomné v rostling, které funguji jako
antimikrobidlni latky a tvofi chemickou bariéru proti invazi patogent. Detoxifikuji enzymy
patogenli; napf. triterpenoid avenacin (saponin pfitomny u ovsa) detoxifikuje enzym
avenacinazu.

7.2.3 Morfologické strukturni bariéry

infikuji pfes oteviené kvéty — ptes bliznu a sténu semeniku. JeCmen je autogamni, opyleni
tedy nevyzaduje otevieni kvétd. Proto se Slechti odridy kleistogamni, u nichz se kvéty
neotviraji, k opyleni a oplozeni dochazi uvniti zavieného kvétu a patogen se nedostane do
kvéth a neinfikuje rostlinu.
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7.3 Aktivni (indukované) obranné mechanizmy

7.3.1 Lokalni signaly

Prvni reakci rostliny po invazi patogena, pied aktivaci exprese specifickych genil a syntézou
proteintll, je tvorba iontovych kandld, reaktivnich kyslikovych radikal, tvorba kysli¢niku
dusnatého a aktivace fosforylacni kaskady.

7.3.2 Programovand bunécna smrt

Dulezitym aktivnim obrannym mechanizmem u rostlin je hypersenzitivni reakce (HR), ktera
je charakterizovana rychlou nekrdzou, tj. mistnim odumienim zivého pletiva v misté napadeni
patogenem. Tento mechanizmus pravdépodobné zahrnuje dvé faze: zaprvé indukce
programované smrti okolnich bunék mize zamezit Sifeni patogena a lokalizovat jej od zbytku
rostliny a zadruhé existuje Sirokd fyziologicky podminénd imunita, tzv. systémova rezistence,
ktera je disledkem hypersenzitivni reakce a aktivace genti spojenych s obrannym procesem.

HR je cCasové a prostorové koordinovany mechanizmus, kdy v buiikach dochazi ke
kondenzaci chromatinu a degradaci DNA.

7.3.3 Inhibiéni latky rostlin

Piikladem ucinku inhibi¢nich latek je rezistence zelenych plodi rajcat, které obsahuji
steroidni alkaloid tomatin, vii¢i Fusarium spp. Aby byla zjisténa funkce tohoto alkaloidu pro
rezistenci, byly selektovany mutantni kmeny Fusarium, které mély schopnost rust pfi
vysokych koncentracich tomatinu. Bylo zjisténo, Ze tyto kmeny maji zvySenou virulenci
k zelenym plodiim, takze i tomatin ma dulezitou funkci v rezistenci vici tomuto patogenu.

7.3.4 Biopolymery bunécné stény

Poranéni nebo infekce rostliny maji za nasledek akumulaci specifickych proteinli extenzini
v bunééné stén¢, zvlasté¢ u dvoudéloznych rostlin. Extenziny jsou glykoproteiny bohaté na
hydroxyprolin a maji schopnost vazat intramolekularné riizné komponenty bunééné stény.

V bunkach je¢mene a nékterych dalsich Poaceae byly zjistény thioniny, proteiny, které jsou
vysoce toxické pro houby a jsou velmi odolné vici degradaci patogenem. Geny pro tyto
proteiny byly jiZ klonovéany a sekvenovany.

Dalsi polymer, odolny k degradaci patogenem je lignin. Kli¢ové enzymy syntézy ligninu jsou
cinamylalkoholehydrogenazy a polyfenoloxiddzy. Dalsi fenolickou slouc¢eninou ukladajici se
na vnitinim povrchu bunééné stény je suberin. Kaléza je polysacharid (B-1,3-glukan), ktery
je deponovan pfi infekci patogenem v bunééné stén€, coz blokuje Sifeni hub i virt. Kaldza
blokuje také plazmodezmata vuéi pohybu virt. Proces lignifikace mize byt indukovan
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patogenem a Ucastni se ho soucasné celd skupina gent hostitele, ktera je aktivovdna na Grovni
transkripce. Mezi nimi jsou i hydrolazy, které rozklddaji komponenty bunécné stény hub, jako
chitindzy a B-1,3-glukanazy. Nékteré chitiny maji soucasné také lysozymovou aktivitu a Ize
predpokladat, Ze ptsobi antibakterialné tim, Ze hydrolyzuji bunécné stény bakterii.

Peroxidazy jsou hlavni enzymy, které maji funkci pifi zesileni bunécné stény a jsou
indukované patogenem. Oxiduji fadu substratl, vyuzivaji H,O, jako donoru elektronu. Jde
o velkou rodinu proteint vyskytujicich se v celé rostlinné iSi. U jednoho druhu Ize nalézt az
40 riznych izoforem. Peroxidazy modifikuji bunécnou sténu oxidaci dvou rozpustnych
proteintl, proteinu bohatého na hydroxyprolin a proteinu bohatého na prolin. Jde o dulezité
strukturni proteiny v mistech, kde dochézi k lignifikaci.

7.3.5 Fytoalexiny

Houbové patogeny uvolnuji do bunék hostitele specifické latky — elicitory, které indukuji
syntézu nizkomolekuldrnich latek. Elicitory jsou aktivni jiz pfi extrémné nizkych

koncentracich. Typickym elicitorem je glukan, ktery ptsobi v koncentraci 10_9. Obecn¢
elicitory mohou byt sacharidy, ale také polypeptidy. Dalsi elicitory jsou napt. chitozan,
houbové polysacharidy ale i glykoproteiny, ribonukledzy apod. Elicitory indukuji syntézu
fytoalexinii. Existuje mnoho typt fytoalexini a kazdy rostlinny druh syntetizuje vétSinou
jeden fytoalexin. Obecné jsou to nizkomolekularni obranné antibakteridlni a protihoubové
latky, které jsou chemicky velmi heterogenni, ale pfevazné se jedna o fenolické slouceniny.

Fytoalexiny jako sekunddrni metabolity zahrnuji terpenoidy (seskviterpeny — riSitin u
bramboru), saponiny (avenacin u ovsa), alifatické kyselé derivaty, fenolické latky a
fenylpropanoidy (flavonoidy, izoflavonoidy, pterokarpany — medicarpin u vojtésky), stilbeny
(resveratrol u révy vinné) nebo organické latky (alkaloidy). VétSina téchto latek jsou derivaty
biosyntetickych drah izoprenoidu, fenylpropanoidu, alkaloidu nebo mastnych kyselin.

Klicovym enzymem syntézy fytoalexinii je fenylalanin amonium lyaza (PAL), jejiz gen byl
klonovéan. Zptsobuje pfeménu fenylalaninu na kyselinu cinamovou. Ta je pak hydrolyzovéana
acetylkoenzymem A =za vzniku 4-hydroxycynamyl-CaA, ktery je vyuzivan ve dvou
metabolickych drahach:

1. syntéza flavonoidl a isoflavonoidll nebo fytoalexinli prostfednictvim chalkonsyntazy
(CHS, dalsi enzym, jehoZ gen byl klonovan z genomu fady rostlinnych druht),
2. ptfeména na prekurzory ligninu.

Fytolaexiny jsou u rostlin druhové specifické (brambory — risitin, hrach — pisatin, vojtéska —
medicarpin, jetel — trifolirhizin, fazol — fazeolin, kukufice — zeatin). Fytoalexiny jsou toxické

1 pro rostlinné buniky. Po indukci jejich syntéza dosahuje vrcholu a pak je blokovana. I tak je
u nékterych genotypt pti¢inou hypersenzitivni reakce.
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Elicitory aktivuji signaliza¢ni drahu, kterd zacina jejich reakci s receptory bunééné membrany
nebo vniknutim do cytoplazmy. Signélni polypeptid bunééné membrany, ktery tvoii clanek
fetézu prenosu signalu od elicitoru ke spusténi syntézy fytoalexinu, musi obsahovat tii Gseky:

1. hydrofilni zonu, ktera interaguje s prostfedim na vnéj$im povrchu bunééné stény,
2. hydrofobni zénu, ktera je v interakci s lipidovou dvojvrstvou,
3. c&ast, schopnou komunikovat s cytoplazmou.

Elicitory mohou v nékterych pfipadech také prochazet bunéCnou sténou a bunécnou
membranou do nitra bun€k (prostfednictvim pord, plazmodezmat a kanalka).

Elicitory indukuji syntézu fytoalexind, ale mohou soucasné také stimulovat syntézu alkaloid
u téch rostlinnych druhd, u nichz alkaloidy vznikaji i v neinfikovanych rostlinnych pletivech,
ale také jsou indukovany nebo jejich syntéza je zvySena po infekci patogenem. Alkaloidy
mohou byt toxické pro patogena.

U rostlin se predpoklada existence antivirovych proteinti podobnych interferonu. Jde o latky,
které nebyly piesné identifikovany. Takovyto protein byl izolovan z listii Nicotiana glutinosa
infikovanych TMV (virus mozaiky tabaku). Jeho aplikace na dal$i tabaky vedla ke sniZeni
obsahu virti v rostliné. Rovnéz protoplasty N. tabacum uvoliovaly do media protein, ktery
m¢l antigenni vlastnosti, ale nebyl serologicky ptibuzny s interferonem.

Nektera pletiva vyssich rostlin produkuji nizkomolekularni latky — fytoncidy, které ptisobi
baktericidnég, fungicidné i insekticidné. Jsou to latky chemicky rliznorodé, které bud’ usmrcuji
mikroorganizmy, nebo omezuji jejich riist. Jsou obsazeny v rajcatech, cibuli, ¢esneku, kienu,
citronech, v kopfivé, cerném rybizu a v mnoha dalSich rostlinach, v jejich nadzemnich
1 podzemnich Castech. Nazyvaji se rostlinnymi antibiotiky, protoze jde o léCiva rostlinného
ptvodu, ktera maji vyznam 1 v ochrané ¢loveka pied infekcemi.

7.3.6 Hydrolazy

Hydrolazy jsou enzymy, které jsou indukovany patogenem a rozkladaji komponenty bunécné
stény hub (chitinazy, B-1,3 glukanazy). Castecné se piekryvaji s PR-proteiny.

7.3.7 PR-proteiny

PR-proteiny (angl. pathogenesis-related) jsou dalsi, tentokrat zvlast€¢ vyznamnou a
univerzaln¢ v rostlinach pfitomnou skupinou proteinli, které se ucastni obrannych reakci
rostliny. Jsou to proteiny indukované infekci virG a viroidid, ale také bakteridlnimi a
houbovymi patogeny. Je to skupina vétSiho poctu heterogennich proteinti, které byly
studovany predevsim u tabaku, ale také u dalSich druht.

Geny pro rizné PR-proteiny byly klonovany a sekvenovany a né&které z nich maji
chitindzovou nebo D-1,3-glukandzovou aktivitu. PR-proteiny jsou ve velmi nizkych
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koncentracich pfitomny i v neinfikovanych pletivech, ale po infekci se jejich hladina zvySuje
0 2 az 3 tady.

PR-proteiny nemusi ale vzdy byt indukovany jen patogeny. Napiiklad endogenné zvySena
aktivita auxind v pletivech transformovanych bakteriemi Agrobacterium tumefaciens rovnéz
zvysuje syntézu PR-proteint. Pfedpoklada se, ze etylén je obecnym induktorem PR-proteind.
Prekurzory etylénu stimuluji syntézu PR-proteini a latky, které blokuji syntézu etylénu,
blokuji také syntézu PR-proteinti.

Syntézu PR-proteinii zvysuji rovnéz nekteré chemické latky, jako kyselina polyakrylova,
kyselina salicylova, acetosalicylova, benzoova, dale AgNO3, MgCl, a dalsi latky. Jiné latky
a faktory syntézu PR-proteint inhibuji. Jsou to naptiklad arginin, lysin, ornitin, spermidin,
hydrochinon, EDTA a aktinomycin D.

PR-proteiny jsou lokalizovany predevSim v mezibunécnych prostorach a vakuolach. Znacné
mnozstvi se jich hromadi v xylemu. Obranné vlastnosti PR-proteini jsou z vétSi Casti
vysvétlitelné jejich enzymovymi aktivitami (chitindzy, glukanazy, ale i alkalické deproteazy).
Neni vSak zatim vysvétlend jejich antivirova aktivita. PR proteiny byly rozdéleny do 14 tfid
podle homologie a serologie.

Geny pro rtizné proteiny, spojené s indukovanou odpovédi na patogenezi u tabaku:

PR-1 kysely, extracelularni, nejvice zastoupeny, funkce neznama

PR-1 bazické forma kyselého PR-1

PR-2 kysela extraceluldrni D-1,3-glukanaza

PR-3 kysela extracelularni chitinaza

PR-4 kysely, extracelularni, funkce neznama

PR-5 kysely extracelularni homologni s thaumatinem a bifunkéni inhibitor
amylazy/protedzy kukufice, rovnéz oznacovany PR-R nebo PR-S

PR-9 peroxidaza

PR-11 chitinaza

Biochemicka funkce PR-proteinu a jim podobnych proteint

Zékladni typy PR-proteint u tabaku jsou PR-1, PR-2, PR-3, PR-4 a PR-5. Je znamo, Ze
skupina proteini PR-2 méa D-1,3-glukandzovou aktivitu a PR-3 proteiny jsou chitindzy.
Ochrannd funkce D-1,3-glukanéz je dvoji:

1. mohou uvoliovat z bunék patogena karbohydratové elicitory (viz fytoalexiny),
2. mohou rozruSovat hyfy hub, jejichz bunécné stény obsahuji D-1,3-glukany.

Také chitindzy narusuji bunécné stény houbovych patogenti.
U rostlin jsou pfitomny jesté jiné glukanazy a chitindzy, které nepatii k PR-proteinim. Ty se

vyskytuji konstitutivné, ale ve zvySené mife jsou indukovany po infekci. Nékteré z nich jsou
homologni s PR-2 a PR-3, zatimco jiné maji zcela odliSné aminokyselinové slozeni.
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Proteiny PR-4 jsou homologni proteinu, ktery vznikd u bramboru translaci urcitého typu
mRNA, indukované poranénim. Proteiny PR-5 jsou pfibuzné thaumatinu, coz je bazicky,
sladky (100 tisic krat slads$i nez cukr) zasobni protein semen tropického kefe Thaumatocuccus
danelii. Proteiny PR-5 v8ak nemaji sladkou chut’. Jsou podobné proteinu osmotického stresu
u tabdku, osmotinu. Syntéza PR-5 je indukovana jednak vyvojové a jednak patogeny.

Transgenoze genem pro PR-1 nevedla ke zvySené rezistenci tabdku k virim. Je v§ak moZné,
ze PR-1 nepiisobi antivirove, ale nekteré jiné PR-proteiny ano.

7.3.8 Systémovid rezistence

Pti systémové rezistenci dochazi k aktivaci transkripce genli kodujicich razné komponenty
bunécné stény rostlin (polysacharidy, lignin, suberin, saponin), které mohou byt bariérou pro
infekci patogena. Infekci mohou zabranit i dal$i rostlinné enzymy (proteiny PR), coz jsou
rizné chitindzy, glukanazy a proteazy, které rozkladaji komponenty bunécné st€ény hmyzich
Sktidct, houbovych nebo bakterialnich patogeni.

v

Nejvyznamngjsi je ziskana systémova rezistence (SAR, angl. systemic acquired resistance),
ktera zajist'uje Sirokou rezistenci viici virovym, bakteridlnim a houbovym patogeniim.

Bylo zjisténo, ze pii hypersensitivni reakci se v rostliné zvySuje koncentrace kyseliny
salicylové a Ze také exogenné aplikovana kyselina salicylovd (SA, popf. jeji analogy)
indukuje stejné geny SAR jako pii biologické iniciaci SAR. Toto zjisténi vedlo k domnénce,
ze salicylova kyselina je endogennim signdlem pro systémovou rezistenci. Systémova
rezistence je vysledkem aktivace genli souvisejicich s patogenezi, genli PR.

Biosyntéza SA se déje pfeménou fenylalaninu na kyselinu trans-skoficovou prostfednictvim
enzymu fenylalaninamonium lyazy (PAL). Ten je pak pfeménovan na SA pfes alternativni
intermediaty kyselinu ortho-kumarovou nebo kyselinu benzoovou. Existuji vazebné proteiny
kyseliny salicylové. SA blokuje katalazu a podminiuje vznik superoxidovych radikald. SA
spoluptisobi s dal§imi signdl, fungujicimi na dlouhou vzdalenost jako je systemin, kyselina
jasmonova, elektrické potencidly a etylén. Etylén indukuje expresi PR-proteinti a inhibitory
syntézy etylénu inhibuji také syntézu PR-proteinti zprosttedkovanou ABA.

Metodou transgenoze byly ziskany transgenni rostliny tabdku, do jejichz genomu byl
introdukovan gen nahG z genomu bakterie Pseudomonas putida, ktery koduje salicylat
hydroxylazu. Tento enzym pieménuje kyselinu salicylovou na katechol, ktery je inaktivni pfi
SAR. Transgenni rostliny tabdku stimto genem neakumuluji kyselinu salicylovou po
napadeni patogenem a nemaji SAR. Tyto vysledky naznacuji, ze kyselina salicylovd ma
dilezitou funkei pfi SAR.

Dalsim typem systémové rezistence je indukovana systémova rezistence (ISR, angl. induced
systemic rezistance). Je nezavisla na ptfitomnosti kyseliny salicylové a nedochazi k expresi
genit SAR. Tento typ rezistence zajiStuje jen asi 40 az 60% ochranu vic¢i houbovym
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a bakterialnim patogeniim (napt. Pseudomonas syringae v. tomato). Dulezitymi signaly pii
indukci rezistence k mikrobidlnim patogenim je kyselina jasmonova a etylén. Kyselina
jasmonova zvySuje expresi gend, které jsou soucasti obrannych reakci rostliny. Existuji 1 dalsi
obranné mechanizmy, které nejsou vyvolany kyselinou salicylovou. Patii sem napft. aktivace
genl, které koduji chitindzy a glukanazy, inhibitory proteaz nebo thioniny. Jsou to tzv. malé
antimikrobialni peptidy. Jejich funkce pii obrannych mechanizmech rostliny jsou studovany u
transgennich rostlin, do jejichz genomii byly introdukovany geny kodujici tyto latky.

K hypersensitivni reakci dochdzi i po virové infekci napf. virem tabdkové mozaiky (TMV).
Sifeni virdi v rostlinnych pletivech miZe byt omezeno mechanizmy zavislymi na p¥itomnosti
kyseliny salicylové. Dochézi ke zvyseni teploty v misté virové infekce (tzv. horecka rostliny)
vlivem alternativni oxidativni respirace indukované kyselinou salicylhydroxyamicovou. Po
virové infekci nemusi dojit k tvorbé piiznakt (tzn. 1ézi ¢i poskozeni), avSak virové Céstice
zpusobuji zpomaleni ristu rostliny a poruchy v reprodukci. Rostliny je mozné ozdravit
alespon od néekterych typt virti. Po infekci virem kvétakové mozaiky nebo nepoviry rostlina
vyuzivd mechanizmi posttranskripéniho umlcovani gen. Umlcovani genld je casto
pozorovano u rostlin, do jejichz genomua byla introdukovana cizorodda DNA, ptredevSim
T-DNA. U téchto rostlin dochazi k transkripci jadernych genti, avsak mRNA je v cytoplazmé
degradovana rlznymi mechanizmy. Prozatim neni jasné, zda mechanizmy umlcovani
cizorodych gentli jsou pfic¢inou rezistence nebo disledkem jiné obranné strategie rostliny po
virové infekei.

7.3.9 Prekryvajici se obranné mechanizmy

Rostliny reaguji aktivaci transkripce a translace gent pro stresové proteiny nejen na patogeny,
ale jest¢ na mnoho dalsich stresovych faktorti (horko, chlad, sucho, zaplaveni, mechanické
poskozeni, paraziti, xenobiotika, atmosféricky 0zén a podobné). Kazda z odpovédi je spojena
se syntézou urcitého poctu proteint, ale razné odpovédi mohou mit nékteré proteiny spolecné.
Toto ptekryvani odpovédi mize mit za nésledek jejich vzijemné zeslabovani. Napiiklad
rezistence k patogenim miiZze byt siln¢ oslabena abiotickym stresem.

Rezistence rostlin se ve zna¢né mife odrdzi na vynosech urcité plodiny, proto je také studium
rezistence rostlin k chorobam dtleZitym a aktudlnim tématem. Rada gend determinujicich
rezistenci k chorobdm byla identifikovana klasickou genetickou analyzou. V tab. 7.1 jsou
uvedeny lokusy, které se podileji na rezistenci k houbovym patogeniim u jeCmene. Je ziejmé,
ze tyto lokusy jsou rozptyleny po vSech sedmi chromozomech tohoto druhu. U mnoha chorob
se na rezistenci podili n¢kolik lokusti (genil). Polygenni charakter rezistence odpovida
predpokladu, Ze se na genetickém zalozeni rezistence u jeCmene podileji rizné mechanizmy.
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Lokalizace na
Patogen Pocet lokust
chromozomech
Puccinia hordei 11 1,2,3,5,6
P. graminis 2 1
P. striiformis 4 5
Ustilago nuda 7 1,5
U. hordei 4
U. nigra 1
Erysiphe graminis f. sp. hordei 13 4,5,6
Pyrenophora teres 4 2,3,5
P. graminae 3
Cochliobolus sativus 4 2,5
Leptosphaeria avenaria f. sp. triticea 3
Rhynchosporium secalis 11 3,4
Fusarium spp. 1
Pericularia oryzae 1

Tab. 7.1 — Lokusy determinujici rezistenci k nékterym houbovym patogeniim u jeCmene.

7.4 Vztah gen proti genu

Rezistenci rostlin k patogeniim délime podle genetické determinace na dva zakladni typy, a to
horizontalni a vertikalni.

7.4.1 Horizontalni rezistence

Horizontalni rezistence, nebo také rasové (genotypoveé) nespecificka rezistence, je uCinna
zpravidla proti Sirokému spektru patotypii parazita. Tato odolnost ma vlastnosti typického
polygenné zaloZeného znaku. Projevuje se u ni silnd interakce genotypu s prostiedim. Je
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oznacovana jako polni rezistence. Podstatou rezistence je, Ze rostlina je schopna dokoncit sviyj
zivotni cyklus diive, nez se patogen dostateéné rozsifi.

1.4.2 Vertikalni rezistence

Vertikalni rezistence je rezistence rasové specifickd. Odolnost tohoto typu je fizena jednim
nebo n¢kolika mélo geny s velkym U¢inkem (majorgeny) a tykd se jediného genotypu
patogena. Kazda alela urcitého lokusu odolnosti u hostitele zabezpecuje odolnost pouze vici
jedinému genotypu patogena. Tyto rizné genotypy patogena se fenotypove projevuji jako tzv.
fyziologické rasy, které se oznacuji jako patotypy.

Genotypy patogena, které nejsou potlaceny genem pro rezistenci, se oznacuji jako virulentni
k hostitelské rostliné. Mohou ale byt blokovany genotypem jiné¢ho jedince populace hostitele.
Genotypy patogena schopné piekonat rizné geny rezistence hostitele se nazyvaji fyziologické
rasy (u hub) nebo kmeny (u bakterii a virti).

vvvvvv

horizontéalni rezistenci je jeden gen polygenniho systému eliminovan mutaci nebo je piekonan
mutaci patogena, nebude to mit podstatny vliv na stupen rezistence. Pravdépodobnost, ze pii
horizontdlni rezistenci patogen piekond vSechny geny pro rezistenci hostitele, je téméf
nulova. Jednotlivé geny polygenniho systému vSak nelze ve Slechtitelskych programech
analyzovat. Slechtitelé se proto spoléhaji piedev§im na vertikalni rezistenci a kombinovani
vice genil velkého uCinku pro rezistenci do genomu. Plsobeni genii velkého ucinku lze
snadno meéfit. Vertikalni rezistence vSak neni trvald. ProtoZe mikroorganizmy se mnozi
podstatné rychleji nez rostliny, také rychleji mutuji a jedina specifickd mutace mize prekonat
rezistenci hostitele.

Mezi bakterialnimi geny avirulence (oznacovanymi Avr/avr) a rostlinnymi geny rezistence
(R/r) existuje vztah gen proti genu, ktery charakterizuje interakci mezi patogenem a rostlinou
(tab. 7.2).

Patogen
Hostitelska rostlina
Virulentni Avirulentni
Rezistentni choroba se neprojevi | choroba se neprojevi
Nachylna ptiznaky choroby choroba se neprojevi

Tab. 7.2 — Typy interakci mezi patogenem a hostitelskou rostlinou.
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7.5 Klasické metody determinace interakci hostitel — patogen u Inu
(Linum usitatissimum)

Podstata rezistence Inu (L. usitatissimum) ke rzi travni byla objasnéna ve 40. a 50. letech 20.
stoleti Florem, ktery analyzoval kiiZzeni mezi rezistentnimi a ndchylnymi odridami Inu a mezi
virulentnimi a avirulentnimi rasami patogena (rzi travni). Vysledky studia dédicnosti
virulence patogena a dédi¢nosti rezistence Inu ke dvéma rasdm rzi jsou uvedeny v tab. 7.3
atab. 7.4. Vtab. 7.3 je uvedena dédicnost virulence a avirulence v potomstvu dvou ras rzi
(22, 24). Tab. 7.4 uvadi dédi¢nost rezistence a nachylnosti v potomstvu dvou odrid Inu
(Ottava, Bombay). Z tab. 7.3 vyplyva, Ze rasa 22 rzi je virulentni u odridy Ottava
a avirulentni u odriidy Bombay. F; hyrid je avirulentni u obou odrid. Rasy 22 a 24 jsou
geneticky odlisné a tyto vysledky naznacuji, ze alela virulence je u obou ras recesivni (protoze
F, je avirulentni u obou odrtid). Potomstvo F; je virulentni nebo avirulentni u odridy Ottava
a virulentni nebo avirulentni u odriidy Bombay. Potomstvo lze klasifikovat do Ctyf skupin:
avirulentni u obou odrid, virulentni pouze u odriady Ottava, virulentni pouze u odrudy
Bombay, virulentni u obou odrtd, pficemz pocty kultur odpovidaji §t€épnému poméru 9 : 3 : 3
: 1. Tento mendelisticky §t€pny pomér se oCekava, jestlize alely dvou gent segreguji v meioze
nezéavisle a sledované geny tedy nejsou ve vazbé. Tento vysledek naznacuje, Ze virulence
u odrtid Ottava a Bombay je determinovana dvéma geny a tyto geny nejsou ve vazb¢. Rasa 22
ma genotyp a,a AnAy a rasa 24 ma genotyp ALA anan. Ai/aL a Ay/ay jsou rizné geny s alelou
a_ determinujici virulenci u odridy Ottava a alelou ay determinujici virulenci u odrady
Bombay.

Tab. 7.4 shrnuje vysledky kiiZzeni dvou odrid Inu Ottava a Bombay a sleduje generaci F,
a segregujici generaci F,. U téchto rostlin byl testovana nachylnost a rezistence vici rzi rasy
22 a 24. Odrida Ottava je nachylna k rase 22 a rezistentni k rase 24, zatimco Bombay je
rezistentni k rase 22 a nachylna k rase 24. Potomstvo F; ziskané kiizenim uvedenych dvou
odrid je rezistentni k obéma rasam patogena. Odridy Ottava a Bombay jsou geneticky
odlisné, a protoze rostliny F; jsou rezistentni k obéma rasam, alela pro rezistenci je
dominantni o obou odriid. Potomstvo generace F, je mozné rozdelit do Ctyt skupin: rostliny
rezistentni k obéma rasam, rostliny rezistentni pouze k rase 24, rostliny rezistentni pouze
krase 22 a rostliny nachylné k obéma rasam. Pocty rostlin v jednotlivych kategoriich
odpovidaji St€épnému poméru 9 : 3 : 3 : 1. Z toho Ize vyvodit jednoznacny zavér, ze dva geny
determinuji rezistenci ke rzi rasy 22 a 24 u uvedenych dvou odrtid a gen pro rezistenci viici
rase 22 neni vazan s genem pro rezistenci k rase 24.

Odrida Ottava ma genotyp LLnn a odrida Bombay ma genotyp IINN. Alela L determinuje
rezistenci k alele A_ genotypu rzi a alela N determinuje rezistenci k alele Ay genotypu rzi.
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Hostitel Rasa F, F>

22 24

(odrﬁda) aa. AvAz | ALAL anaa a AL anAa | AL- Ax- aLay As- AL- anay a a, anayn

Ottava nachylnd |rezistentni | rezistentni | rezistentni | nachylna | rezistentni | nachylna
(LL nn)

Bombay |rezistentni | nachylna | rezistentni | rezistentni | rezistentni | nachylna |nachylna
(IFNN)

Pocet 78 27 23 5
kultur

Tab. 7.3 — Dédi¢nost virulence dvou ras (22 a 24) rzi (Melampsora lini)v jejich potomstvu (L
koduje rezistenci k A, | kdduje nachylnost k A, N kéduje rezistenci k Ay, n koduje
nachylnost k Ay, a, kdduje virulenci k L, A; kéduje avirulenci k L, ay kéduje virulenci k N, Ay
koéduje avirulenci k A).

Tab. 7.5 shrnuje moZzné interakce mezi sledovanymi genotypy rzi a Inu. Tento model
dédicnosti, ktery je zalozen na jednom genu rezistence a jednom genu virulence je znam jako
model gen proti genu a byl popsan u fady virovych, bakteridlnich a houbovych patogenti
rostlin, jenz vyvolavaji hypersensitivni reakci rezistence. Jednim z ryst tohoto typu interakce,
jako u rezistence Inu ke rzi, je recesivni charakter alel virulence. Takové alely vznikaji
inaktivacnimi mutacemi. Tento pfedpoklad naznacuje, Ze funkéni gen (alela) houbového
patogena koduje avirulentni fenotyp (viz inkompatibilni typ interakce popsany dale).

Tento typ rezistence je velmi efektivni pfi ochrané vii€i infekei rostlin a je Siroce vyuzivan ve
Slechtitelskych programech. Protoze vSak ztrata funkEnich mutaci vede k virulenci a protozZe
velikost populace patogena je mnohem vétsi nez u rostlin, je tento typ rezistence nestabilni.
Béhem nékolika let po introdukei rezistentnich alel do genotypu plodiny, se objevuji nové
mutantni typy patogent.

Geny rezistence u Inu

Podstata rezistence Inu (L. usitatissimum) ke rzi travni (Melampsora lini) byla
objasnéna ve 40. a 50. letech 20. stoleti Florem. Do dnesni doby bylo
identifikovano celkem 7 lokust (K, L, M, N, P, D, Q) se 34 geny kodujicimi
rezistenci Inu k tomuto patogenu. V lokusu L bylo popsana alelova série alespon
13 alel. Kazda alela ma rtiznou specifitu navozené rezistence. Lokus M je tvotfen
multigenni rodinou 15 geni.
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Hostitel Fy Fs
Patogen Ottava Bombay
Rasa LL nn II NN LI Nn L- N- L-nn Il N- Il nn
22
a,a. ANAn | nachylna |rezistentni | rezistentni | rezistentni | nachylna |rezistentni | citliva
24
AlA anay |rezistent- | nachylnd |rezistentni | rezistentni | rezistentni | ndchylna | néchylna
ni
Pocet 110 32 43 9
rostlin

Tab. 7.4 — Dédi¢nost rezistence F, potomstev dvou odrd Inu Linum usitatissimum (Ottava,
Bombay) ke dvéma rasam rzi (L koduje rezistenci k AL, | koduje citlivost k A., N koduje
rezistenci k Ay, n kdduje nachylnost k Ay, a koduje virulenci k L, A, koduje avirulenci k L,
an koduje virulenci k N, Ay koduje avirulenci k A).

Patogen Rostlina Patogen Rostlina
alely genu Avr alely genu rezistence L alely genu Avr alely genu rezistence N
L I N n
AL rezistentni nachylna An rezistentni nachylna
a. nachylna | nachylna an nachylna | nachylna

Tab. 7.5 — Shrnuti interakci mezi genotypy rzi a genotypy hostitelské rostliny.

7.6 Inkompatibilni vztah mezi rostlinou a patogenem

Inkompatibilni vztah mezi rostlinou a patogenem je vysledkem specifického rozpoznavaciho
mechanizmu mezi genovym produktem rostliny a genovym produktem patogena. V dusledku
tohoto rozpoznani dojde k aktivaci obranného mechanizmu, ktery zabrani rozSiteni patogena.
Kompatibilita mezi hostitelem a patogenem je disledkem selhdni aktivity obranného
mechanizmu, protoze jeden nebo oba potiebné genové produkty se bud’ nevytvareji, nebo jsou

zménény natolik, Ze nejsou vzajemné rozpoznany.
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Koncepce gent pro avirulenci dobfe vysvétluje vétSinu piipadii rezistence podminéné geny
velkého Ucinku. V nejjednodussim piipadé jde o dvojici genl, z nichZ jeden je dominantni
gen pro avirulenci patogena Avr a ten je komplementovan specifickou dominantni alelou
genu rostliny R.. Produkt genu pro avirulenci je v interakci s produktem genu pro rezistenci
za vzniku projevu rezistence rostliny. Jestlize n€ktery z obou gent neni funkéni nebo jeho
produkt je podstatné¢ zménén, ke vzniku rezistence nedochdzi.

Ze vztahu gen proti genu je zfejmé, Ze rezistence mize vznikat v disledku rtiznych typt
interakci a je podminéna riznymi geny. Bylo klonovdno mnoho geni pro avirulenci z genomi
bakterii a n€kterych hub, ale jejich funkce neni v nékterych ptipadech stale jasna. Bakterialni
geny pro avirulenci, proti kterym rostlina nema odpovidajici geny pro rezistenci, se ve
skutecnosti chovaji jako geny pro virulenci a podmifiuji patogenezi 1 u rezistentniho hostitele.
Naopak inkompatibilitni reakce vede k rychlé blokddé mnoZeni patogena v misté infekce.
V dusledku toho vznikaji nejprve malad ohrani¢ena chloroticka mista a pak obvykle nasleduji
nekrozy malych sektort pletiva (lokalni l1éze). Tato hypesenzitivni odpoveéd’ je nespecificka
a je obecnym projevem rezistence, jak proti houbovym a bakteridlnim patogentm, tak proti
viram. Je to aktivni obranny mechanizmus, ke kterému dochazi pti kombinacich genotypt
hostitele a patogena, které vedou k rezistenci. Je zptisobena koordinovanou indukei riznych
metabolickych aktivit.

Pii infekei a hypersenzitivni reakci je stimulovana syntéza etylénu tim, Ze je indukovan
enzym ACC-syntaza, coz je kliCovy enzym syntézy etylénu. Etylén stimuluje nekrotizaci, ale
stimuluje i mnoho dalSich typt odpovédi na patogena.

Interakce mezi rostlinami rajcete a houbovym patogenem Cladosporium fulvum je
ekvivalentni interakci mezi Inem a rzi Melampsora lini a je znazornéna na obr. 7.1. Gen
avirulence Avr9 Cladosporium koduje peptid, ktery funguje jako signalni molekula (elicitor)
spoustéjici hypersenzitivni reakci u rajéete. Odpovidajici gen rezistence u rajcete je Cf-9
a pravdépodobné kdduje receptorovou molekulu bohatou na leucin (LRR) pro Avr9 peptid.
Interakce peptidu Avr9 a Cf-9 LRR receptoru pravdépodobné zptsobuje konformaéni zmény
receptoru a ten milZze fungovat jako prvni signdl pro bunky pifi HR. Jedinou moznou
kombinaci alel, ktera iniciuje HR u rajCete je dominantni alela Cf-9 a funkéni alela
Cladosporium Avr9. U vsech dalsich kombinaci chybi bud’ receptor nebo elicitor nebo oba.
HR neni proto spusténa a rostlina je nachylna k infekci Cladosporium.

Obecné podle teorie gen proti genu dochdzi k interakci mezi produkty genu R a genu avr
formou vazby mezi receptorem a elicitorem (ligandem). Tato vazba je nezbytna pro spusténi
obranné reakce rostliny.

7.7 Kompatibilni vztah mezi rostlinou a patogenem

Ptfi kompatibilni interakci patogena a rostliny dochédzi k pfimému ovlivnéni rostliny
prostfednictvim produktu genu Avr patogena bez ptiznakl hypersenzitivni reakce. Produktem
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genu Avr byva nejCastéji toxin, ktery je u rezistentni rostliny (genotypu RR nebo Rr)
inaktivovan konkrétnim enzymem, ktery je produktem aktivni alely genu R. Rostlina je
»rezistentni“ 1 vi¢i patogenu, ktery neprodukuje toxin (nemd aktivni alelu). Nachylnost
rostliny se projevi pouze tehdy, jestlize rostlina neni schopna tvofit enzym (je genotypu rr)
a je napadena virulentnim patogenem, ktery tvofi toxin.

Obr. 7.2 znazornuje tento typ interakce patogen — rostlina. Houbovy patogen Cochliobolus
carbonum (diive Helminthosporium carbonum) zputsobuje listovou skvrnitost a napada i
palice u kukufice. Rasal C. carbonum tvoii cyklicky tetrapeptidovy toxin (tzv. HC-toxin)
atvorba tohoto toxinu kosegreguje sjednim lokusem Tox2". HC toxin inhibuje aktivitu
histonové deacetylazy, coz ovliviiuje strukturu chromatinu.

Nekteré genotypy kukufice jsou rezistentni k infekci C. carbonum rasy 1. Rezistence je
kédovana jadernym genem HMI1, ktery je lokalizovan na 1. chromozomu. Dominantni
(funkéni) alela genu determinuje uplnou rezistenci rostliny k C. carbonum rasy 1 a tato
rezistence je zptisobena tvorbou enzymu HC-toxin reduktdzou, kodovanou genem HM1, ktery
inaktivuje HC-toxin. Obr. 7.2 ukazuje, ze jedina interakce, kterd vede k infekci, je funkéni
alela Tox2" houbového patogena a absence funkéni alely HM1 u rostliny. Ztrata funkénich
mutaci u patogena vede k avirulenci vii¢i vSem genotyptim rostlin. To znamena, Ze rezistence
kodovana genem HM1 vici kompatibilnimu genu u C. carbonum je stabilnéjsi nez rezistence
rostlin k inkompatibilnim genlim virulence urcitého patogena.

e © ©
' S S

Obr. 7.1 — Inkompatibilni typ interakce rostlina Lycopersicon esculentum (gen rezistence Cf-
9) — patogen Cladosporium fulvum (gen avirulence Avr9). (Zdroj: Hughes, 1996)
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Obr. 7.2 — Kompatibilni typ interakce rostlina Zea mays (gen rezistence HM1) — patogen
Cochliobolus carbonum (gen avirulence Tox2™). (Zdroj: Hughes, 1996)
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7.8 Charakteristické rysy proteinit kédovanych geny R

Hlavni alohu v ptfenosu signdlu pro aktivaci specifickych genii R pro rezistenci ma pienos
zprostfedkovany kinazami. Modulace fosforylovaného stavu je vibec jeden z hlavnich
mechanizmil, které zivé organizmy pouzivaji k fizeni aktivity proteinii prostfednictvim
signalizani kaskady, kterd vede k aktivaci specifickych transkripénich faktord, témi se
aktivuji napt. geny PR.

Proteiny koédované rasoveé specifickymi geny rezistence maji charakteristickou strukturu
v disledku pfitomnosti konzervovanych domén se specifickymi funkcemi. Takovou
vyznamnou doménou jsou na leucin bohatd opakovani LRR (angl. Leucin Rich Repeats).
Obsahuji zbytky leucinu nebo jiné hydrofobni aminokyselinové zbytky v pravidelnych
opakovanich a mohly by také obsahovat pravidelné uspofadané zbytky prolinu a asparaginu.
Domény LRR tvofi terciarni strukturu s charakteristickym prostorovym uspotfadanim, které se
ucastni pfi interakcich mezi dvéma proteiny, interakci mezi vnitrobunéénymi komponentami
kaskady prenosu signalu. Podobné domény jsou znamé z interakci proteinti u zivocisnych
bunék, napf. hormonalni receptory, které rozpoznavaji glykoproteinové ligandy, nebo
enzymov¢ inhibitory, které rozpoznavaji enzymy. Identifikace t€chto domén u produkti genti
R vedla k hypotéze a predpokladu, ze jde o tzv. rozpoznavaci domény (charakter receptorii).
Rozpoznavaci domény jsou v builkdch lokalizovany bud’ extracelularné (vyc¢nivaji ven
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z bunky a umoziuji interakci s elicitory patogena). Produkty jinych genli R maji tyto domény
lokalizované v cytoplazmé, coz neni piekvapujici, protoze viry se mnozi v buiikach, haustoria
hub proristaji do bunck.

Dale tyto proteiny Casto obsahuji vazebné misto pro nukleotidy (NBS, angl. Nucleotide
Binding Sites). VéEtsSinou toto misto zprostiedkovava vazbu ATP nebo GTP. Je tedy ziejmé,
Ze podstatnou soucasti molekularniho mechanizmu rezistence je vazba nukleotidtrifosfatli na
odpovidajici proteiny. Tato vazba miize ovliviiovat naptiklad interakci mezi proteiny, které
vznikaji expresi genti R s dalSimi proteiny regulacni kaskady. Jde o signalni domény se tiemi
vazebnymi misty. Byla potvrzena homologie s proteiny apoptézy u zivo¢isnych bunék.

Dalsi doména je oznacovana TIR (angl. Toll Interleukin Receptor). Nazev je odvozen od jeji
homologie s doménami jinych genetickych systém, jako Toll proteinu drozofily a sav¢iho
proteinu pro receptor Interleukin-1 a dal$i. Jde o cytoplazmatickou signalizaéni doménu.
Proteiny stémito doménami jsou klicovymi komponentami imunitniho systému, ktery
existuje u mnohobunéénych organizmi. Spousti fadu obrannych reakci jako je fagocytoza
a exprese bakteridlnich a antihoubovych proteint jako jsou defensiny.

CC domény (angl. Coiled Coil) jsou mistem tvorby dimerti (u transkripcnich faktort
eukaryot). Jejich funkce u produktl genii R neni objasnéna.

Nékteré proteiny obsahuji leucinovy zip — zndmou doménu jednoho z typl transkripcnich
faktorti, ktera se uplatiiuje zejména pii interakci dvou proteint.

Dalsi proteiny, koédované geny R, obsahuji domény typické pro transmembranové
receptory.

7.8.1 Mechanizmy signalizace napadeni patogenem v rostlinné bujice

Indukce hypersenzitivni reakce elicitory vede k rychlym metabolickym zméndm. Méni se

aktivita Ht-ATPazy v plazmalemé, ktera za normalnich podminek udrzuje transmembranovy
potencidl tim, Ze pfesunuje protony na vné&jsi stranu plazmatické membrany. To vede ke

sniZzeni pH cytoplasmy a uvolnéni Ca2+. Vépnik jako druhy posel vede k aktivaci obranné
reakce. Jeji podstatnou soucasti je rychlé ukladéani kalozy (D-1,3-vdzaného polymeru glukozy,
ktery blokuje plazmodezmata). Nasleduji fetézce dalSich biochemickych déja, které vedou
k bunééné smrti. Pokud nekréza nasleduje nékolik hodin po infekci a unik patogena je
blokovan, 1éze byvaji omezeny jen na sektory né¢kolika bunék.

Pii infekci a hypersenzitivni reakci je stimulovana syntéza etylénu tim, Zze je indukovéan
enzym ACC-syntaza, coz je klicovy enzym syntézy etylénu. Etylén stimuluje nekrotizaci, ale
1 mnoho dal$ich typt odpovédi na patogena.

R-proteiny plisobi jako receptory a detekuji mikrobialni signaly zprostiedkované geny Avr.
Ty zahrnuji pfimé a neptimé produkty genti Avr patogena, latky typu chitinu, enzymil a slozek
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bunéénych stén. Receptorové proteiny jsou produkty genii R. Mechanizmus signalizace
zahrnuje aktivaci kinaz, fosfataz, G-proteinti i zmén koncentrace ionti (pfedeviim Ca®").
Dochazi ke zvySeni hladin inozitol trifosfatti a diglycerolu a ke zméndm poméru proteint
s vazanym GTP a GDP. Dochazi k aktivaci superoxidi kysiku, piimé indukci transkripce
gentil pro obranné proteiny, genti pro indukci syntézy kyseliny jasmonové a etylénu. Rychle se
zvySuje predevSim aktivita fenylalaninamonium lyazy (PAL) a chalkonsyntazy (CHS). Po
aktivaci prvnich odpovédi na patogena dochazi k rychlé aktivaci dalSich signalnich gentii
a dochazi k amplifikaci odpovédi. Je suprimovana syntéza histonii a genti bunécného cyklu,
coz jednak napomahd apoptdéze a jednak umoznuje soustiedit sily na obrannou reakci.
V poslednim stadiu dochazi k uzavieni plazmodezmat kalézou, v duisledku toho snizeni
mezibuné¢né komunikace a vyhasinani obranné reakce.

7.8.2 Klonovani genii pro rezistenci k patogeniim

Molekulédrni analyza a klonovani genl se vétSinou zaméfuje na rezistenci, kterd je kodovana
jednim genem. Nékteré geny rezistence u rostlin, které¢ byly zatim klonovany, jsou uvedeny
v tab. 7.6.

V zésadé¢ existuje nekolik moznosti klonovani genti pro rezistenci:

1. Klonovani nahodnych sekvenci (angl. shotgun cloning), rezistentniho rostlinného
genomu. Po ném muze nasledovat klonovani jednotlivych sekvenci do binarnich
vektora Agrobacterium a pienaSeni celé populace klonti do rostlinnych bunék. Po
transformaci rostlin, rezistentnich k patogenim je mozno selektovat rezistentni
rostliny. Vektorovy plazmid binarniho vektoru, ktery takovouto rezistenci indukoval,
pravdépodobné obsahuje hledany gen.

2. Gene tagging, tedy mutac¢ni inaktivace a oznacovani genu. Tento pfistup je vyuzitelny
zejména u Arabidopsis thaliana (T-DNA tagging) a u kukufice (oznacovani genu
vClenénim transpozonu, transpozonovy tagging). K inzerci T-DNA a transpozonil
dochdzi do vice ¢i méné ndhodnych mist genomu a piisluSné mutace je tieba
selektovat. Gen, oznaceny vclenénim T-DNA nebo transpozonu se pak da pomérné
snadno klonovat.

3. Vyuziti znamé mutace pro senzitivitu v rezistentni linii k tzv. pozi¢nimu klonovani
genu. Tento piistup lze pouzit tam, kde je dobfe vysycena molekuldrni geneticka
mapa (zalozena na RFLP, nebo AFLP) a mutace je v tésné¢ vazbé s molekularnim
znakem. Potom lze vyuzit pfistupu kraceni po chromozému k nalezeni kozmidového
nebo jiného vektorového klonu, ktery pravdépodobné obsahuje dany gen. Pritomnost
genu lze potvrdit jednak transgenozi a jednak sekvenovanim.

Pied vice nez dvaceti lety byl vytvofen a nyni potvrzen model “gen proti genu”. Podle n¢ho
bakteridlni geny, které se podileji na virulenci oznacené Avr (protoze jejich mutované
recesivni alely avr podminuji ztratu virulence). Rostlinné geny pro rezistenci se oznacuji R.
Model. Pfedpokladam, ze geny Avr koduji elicitory, které slouzi jako ligandy receptort,
kédovanych R geny.

139



Prvni klonovany R gen byl v roce 1992 gen Hml kukufice, ktery podminuje rezistenci
k houbovému patogenu Cochlioborus carbonum, jeho rase 1. Gen koduje NADPH —
dependentni reduktdzu, kterd inaktivuje potencidlni rostlinny toxin produkovany timto
kmenem patogena. Zde se jednd o ne zcela typicky pfipad rezistence, protoze protein nema
interakci s genem Avr patogena, neindukuje hypersenzitivni odpovéd’ a nema ani dalsi rysy
typické pro projev genil rezistence.

Vzapéti byl klonovan gen Pto rajcete, ktery podminuje rezistenci vi¢i Pseudomonas syringae
pathovar tomato, ktery nese gen avirulence avrPto. Gen rezistence koduje protein kinazu
serin-threoninového typu. Jiné klonované geny rezistence kdoduji proteiny, které obsahuji
leucinem bohaté opakovani (LRR) a fadu dalSich oligopeptidovych domén, které se Casto
vyskytuji v R- proteinech.

U A. thaliana byly klonovany dva geny pro proteiny SAR. Prvni z nich na zakladé mutace
cprl, kterd se vyznacuje konstitutivni expresi PR-genli. Rostliny s timto homozygotné
recesivnim genem maji konstantné zvySenou hladinu SA a zvySenou rezistenci k bakteridlnim
a houbovym patogenim. Rostliny s touto konstitutivni aktivaci PR-proteini jsou
morfologicky odchylné: maji malé, uzké, tmavé zelené listy, husté pokryté na spodni strané
trichomy a dlouhd plodenstvi — Sesule. Jind zajimavd mutace opacného typu byla oznacena
nprl (nonsupresor of PR-genes). Je zde narusen proces prenosu signalu od kyseliny
salicylové. Ob¢ mutace byly detegovany u A. thaliana s chimérickym transgenem GUS pro 3-
glukuronidazu, jehoz koédujici sekvence je zapojena za promotor pro B-1,3-D-glukanazu.
Mutace cprl byla zjiSténa na zdklad¢é konstitutivni exprese genu GUS, mutace nprl na
zakladé¢ jeji absence pfi péstovani klicnich rostlin na mediu s kyselinou salicylovou.

Na zaklad¢ poznani, ze mechanizmy rezistence jsou obecné a obecné jsou i geny, které se
ucastni, pfi pfenosu signalu pro rezistenci byly vybrany oligonukleotidy ze sekvencnich
databazi, které¢ byly konzervativni u klonovanych genii pro rezistenci mezi tabdkem a
A. thaliana. Amplifikaci podle DNA bramboru byly ziskany homology znamych gend pro
rezistenci a bylo zjiSténo, Ze mohou slouzit jako sonda ke klonovani piedpokladanych, ale
dosud neklonovanych gent pro rezistenci k had’atku a k Phytophotora infestans. To ukazuje,
ze geny pro rezistenci k had’atku jsou homologni ke zndmym, ale dosud neklonovanym
geniim a mohou byt vyuzity k jejich klonovani pomoci PCR.

vvvvvv

horizontéalni rezistenci je jeden gen polygenniho systému eliminovan mutaci nebo je piekonan
mutaci patogena, nebude to mit podstatny vliv na stupen rezistence. Pravdépodobnost, ze pii
horizontalni rezistenci patogen piekona vSechny geny pro rezistenci hostitele, je nulova.
Jednotlivé geny polygenniho systému vSak nelze ve Slechtitelskych programech analyzovat.
Slechtitelé se proto spoléhaji pfedev§im na vertikalni rezistenci, kombinovani (pyramidovani)
genl velkého ucinku pro rezistenci v genomu. Plisobeni genl velkého ucinku lze snadno
métit. Vertikalni rezistence vSak neni trvald. ProtoZze mikroorganizmy se mnozi podstatné
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rychleji, nez rostliny, také rychleji mutuji a jedina specifickd mutace miize piekonat rezistenci

hostitele.
. Gen Metoda
Hostitel Gen Patogen . o Interakce
virulence | klonovani
Lycopersicon Cladosporium
ycop Ct-9 P AVr9 I inkompatibilni
esculentum fulvum
hliobol
Zea mays HM1 Cochliobolus Tox2 I kompatibilni
carbonum
Lycopersicon Pseudomonas
yeop PTO . avrPto I inkompatibiln
esculentum syringae pv. tomato
Arabidopsis P. syringae pv.
“op RPS2 YANGAEDV- 1 o rRpt2 K | inkompatibilni
thaliana tomato, maculicola
Nicotian i ik
cotiana N2 virus mozaicy cP I inkompatibilni
tabacum tabaku
Linum 6 . ) o
e . L Melampsora lini a6 I inkompatibilni
usitatissimum

Tab. 7.6 — Znamé geny kodujici rezistenci rostlin k nékterym patogenim, které byly

izolovany pfistupem inzerc¢ni metageneze, transpozonovym taggingem (I), kra¢enim po
chromozomu (K).

Hostitel Gen Patogen Typ proteinu
Linum ussitatisimum L,P,M Melampsora lini
Nicotina tabacum N Virus mozaiky tabaku
TIR-NBS-LRR
RPP1, RPP Peronospora parasitova
Arabidopsis thaliana
RPS4 Pseudomonas syringae
Prf P. syringae
Lycopersicon exculentum CC-NBS-LRR
Mi Meloidogyne incognita
brambor Gpa2/Rx1 Glodobera (nematoda),
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virus X bramboru

RPS2, RPSS, Pseudomonas syringae
Arabidopsis thaliana RPM1 Peronos o):'a g
RPP8/HRT P
Xanthomonas
pepper Bs2 .
campestris
Locika Dm3 Bremia lactuca
Lycopersicon exculentum 12 Fusarium oxysporum
Tritium aestivum Cre3 Heterodera avenae NBS-LRR
Xal Xanthomonas oryzae
Oryza sativa
Pib,Pi-ta Magnaporthe grisea
Zea mays Rpl Puccinia sorghi
Hordeum vulgare Mla Blumeria graminis
TIR-NBS-LRR-
Arabidopsis thaliana RRS1-R Ralstonia solanacearum
NLS-WRKY
. Cf-2, Cf-4,Cf-5, i
Lycopersicon exculentum CR-9 Cladosporium fulvum LRR-TM
Lycopersicon exculentum Pto Pseudomonas syringae
Kinaza
Arabidopsis thaliana PBS1 Pseudomonas syringae
Hordeum vulgare Rpgl Puccinia graminis Kinaza-Kinaza
Oryza sativa Xa2l Xanthomonas oryzae LRR-TM-Kinaza
Beta vulgaris HS1pro-1 Heterodera schachtii
Jedine¢ny
Arabidopsis thaliana RPW8 Erysiphe
. . . M i y
Hordeum vulgare mlo* Blumeria graminis embra@vy
protein
Lycopersicon exculentum Vel Verticilliu albo-atrum Glykoprotein
bunécného
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povrchu

Zea mays Hm1* Cochliobolus carbonum | Toxin reduktaza

LRR leucine-rich repeat, NBS nucleotide binding site, CC coiled coil, TIR Toll interleukin
receptor, NLS nuclear localisation signal, WRKY transkrip¢ni factor, TM
transmembrane, * rasove nespecificka rezistence

Tab. 7.7 — Klasifikace klonovanych genti rezistence u rostlin

7.9 Obrana pi‘ed parazity a preddtory: antinutri¢ni faktory rostlin

Parazité rostlin jsou predev§im hmyz a hadéatka (nematoda), predatofi jsou herbivorni
zivocichové. Rostliny se proti parazitim a predatorim (ale také proti mikroorganizmim)
brani predevSim sekunddrnimi metabolity. Ty patii do rdznych skupin, jako fenoly,
terpenoidy, dusikaté slouceniny. Nékteré jsou konstitutivné ptitomné, jiné jsou indukovatelné.
Existuji ve velkém mnozZstvi heterogennich skupin a zde budou uvedeny jen nékteré priklady.

7.9.1 Konstitutivné pritomné toxiny

Mnoho rostlinnych druhli hromadi toxiny v pribéhu celého vyvoje. Naptiklad ¢ekanka
(Cichorium intybus) je chranéna tfemi seskviterpenovymi laktony, které jsou toxické a maji
hotkou chut’. Jsou sekretovany v latexu v rostliné a hromadi se zvlasté v misté poranéni. Tim
dochazi ke kumulaci n¢kolika mechanizmii antifeedanti. Podobné hotké laktony jsou také
u salatu, ale tam byla pfi Slechténi proti nim provadéna selekce, takze dochazi k okusu
sliméky a dalsimi skidci.

7.9.2 Indukovana akumulace toxinii.

Syntéza toxinii muze byt zcela indukovana (napf. u fytoalexintll), nebo jsou toxiny v nizké
hladin¢ pritomny konstitutivneé, ale jejich mnozstvi se zvySuje pii plsobeni rtznych
stresovych faktorti. Napftiklad v rostlinach Nicotiana sylvestris je stale pfitomen nikotin a
nornikotin, ale jeho mnozstvi se zvysuje na dvojnadsobnou az pétindsobnou hodnotu pii okusu
parazity nebo mechanickém poskozeni.

Prednostni ochrana ohrozenych pletiv

Parazity byvaji ohrozeny mladé listy podstatné vice nez listy staré. V korelaci s tim jsou
toxické latky syntetizovany predevsim mladymi listy. V mladych listech kdvovniku dochézi k
akumulaci kofeinu v mnozstvi az 4 % suSiny a se starnutim listli se obsah kofeinu postupné
snizuje. Koncentrace kofeinu v mladych kavovych zrnech je asi 2 % suSiny a se zrdnim se
sniZzuje na pouhych 0,24 % suSiny.
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Syntéza hmyzich hormonu rostlinnymi pletivy

Mnoho rostlinnych druhii syntetizuje a hromadi velkd mnozstvi hmyzich hormond, jde zv1aste
o analog juvenoidnich hormont, které narusuji normalni metamorfozu hmyzu. Koncentrace
aktivniho analogu juvenoidniho hormonu je v Sachoru (Cyperus iria) 150x vyssi, nez
mnozstvi v pletivech hmyzu. Kromé toho existuji rostlinné analogy svlékacich hormont
hmyzu. Ty rovnéz narusuji metamorfézu a zptisobuji sterilitu hmyzu.

Variabilita chemického slozeni antinutricnich latek a toxinu

Stromy mohou obsahovat v listech riznd mnoZstvi taninii (kondenzovanych fenolll), které
maji sviravou chut. RozSifenymi toxickymi latkami jsou kyanogenni glykosidy. Ty jsou
akumulovany ve vakuolach rostlinnych bunék. Pii poZeru dochazi k naruseni vakuol
a glykosidy pfichazeji do styku s cytoplazmatickymi lytickymi enzymy za uvoliovani
kyanovodiku. Kyanogenni glykosidy maji hotkou chut’, a proto se jim herbivora vyhybaji.

0%

glukosinolatti po poranéni.

Uchovavani sekundarnich metabolitu v rostliné

Sekundarni metabolity jsou toxické 1 pro rostlinu, kterd je produkuje. Jsou obvykle
uchovavany v neaktivnich formach jako glykosidy, estery nebo peptidy. V této formé jsou
zpravidla rozpustnéj$i a obvykle jsou uloZeny ve vakuolach. Jsou uvolnovany pfi naruSeni
pletiva parazity nebo herbivory. Mohou vSak n¢kdy byt také uchovavany v trichomech
(zvlaste terpenové oleje v sekrecnich trichomech). Trichomy mohou po naruseni produkovat
nejen toxiny, ale také Stavu, kterd ma lepkavou konsistenci a zptsobuje ptilepeni hmyzich
Skiidet k rostling a jejich uhyn.

Inhibitory proteaz

Poranéni rostlin v disledku napadeni parazity a predatory vede k indukci syntézy inhibitorti
proteaz, které pluisobi na zivocisné a mikrobidlni, ne vSak na rostlinné protedzy. Proteazy
blokuji odbourdvani v potravé piijatych proteini a plsobi tak jako antifeedanty. Jsou to
polypeptidy, rizné inhibitory trypsinu a chymotrypsinu, které byly zjistény v listech
bramboru a rajcete, v semenech vikvovitych rostlin a jinde. Poranéni nejprve uvoliluje
endogenni elicitor, nazvany indukéni faktor inhibitoru proteazy. Soucasné vznika latka, ktera
pronikd do ostatnich C€asti rostliny a rovnéZ indukuje (na urovni transkripce) syntézu
inhibitort protedz. Ty se pak hromadi ve vakuoléach a rostliny jsou pfipraveny na obranu pied
cizopasniky.

Systemin je signalni molekula, peptid o osmnacti aminokyselinach, a je to forma
prekurzorového proteinu, kterd vznikad po poranéni. Dochazi k jejimu transportu na vzdalena
mista a tam se vazZe na receptorové molekuly na cytoplazmatické membrané bunék listd. Ty
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uvolnuji hormon, kyselinu jasmonovou, a ta jiz pravdépodobné piimo indukuje syntézu
inhibitorii protedz. Transgenoze tabaku genem pro inhibitor protedzy rajcete s konstitutivnim
promotorem vedla k rezistenci k larvam motyla Manduca sexta.

U rostlinnych zasobnich organti (semen, hliz) jsou inhibitory protedz konstitutivné ptitomny.
Uplatnuji se tam soucasné jako frakce zasobnich proteini.
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8. Genetika odolnosti rostlin k abiotickym
stresovym faktorim

Vliv stresovych faktorti na rostliny se projevuji snizovanim jeji vitality a u kulturnich plodin
také snizovanim vynost. Proto Slechténi odolnych genotypii je v poptedi zajmu Slechtiteld.
Jsou nezbytné znalosti mechanizml odolnosti k jednotlivym typlm stresovych faktort,
znalosti molekularnich mechanizmi, genetickd determinace odolnosti a stim mozZnost
identifikace gent podilejicich se na odolnosti. Poslednim stupném je izolace geni a jejich
ptipadné vyuziti pii genetickych modifikacich. Toto v§e vyzaduje studium a vyzkum, ktery se
provadi u modelovych druht jako je Arabidopsis, tabak, ryze, vojtéska aj. V soucasné dob¢ se
tyto studie rozSifuji 1 na vyznamné kulturni druhy s velkymi genomy.

Odpovédi na stres je aklimatizace rostlin, ktera je jen doCasna a ma uréitou prahovou
hodnotu. Pfi pasobeni stresu dochazi (1) nejdiive k prestavbé bunék poskozenych stresem
a ke zménam metabolizmu prostifednictvim aktivace gent, coz vede k syntéze specifickych
stresovych bilkovin. Patfi sem rizné skupiny enzymu a proteinti, které eliminuji poSkozeni.
Pokud je poskozeni bun¢k nevratné, (2) dochazi k jejich eliminaci. Uplatiiuje se aktivita
apoptotickych drah, coz vede k programované bunééné smrti. V diisledku exprese genti, které
jsou soucasti programované bunécné smrti se aktivuji enzymy, které zptsobuji fragmentaci
posSkozené DNA, fragmentaci bunék apod.

Jako abiotické stresové faktory plisobi

1. fyzikalni stresy (sucho, vysoké a nizké teploty, poranéni a dalsi mechanické stresy),
2. chemické stresy (oxidativni stres, nedostatek kysliku v ptdé, zasoleni piidy, toxické
ionty v pudé, nadbytek tézkych kovi, nadbytek ozonu, piesvétleni).

Rezistence k fyzikdlnim a chemickym faktorim miZze byt také horizontdlni a vertikélni,
podobné jako rezistence k patogentim. Zpravidla se uplatituji oba typy mechanizmi spolecné.
Rezistence ke kazdému faktoru ma sviij molekuldrni mechanizmus a tedy i své genetické
zaloZeni a soucasné maji rizné rezistence nékteré spolecné proteiny, enzymy a geny.

Rostlina se stresim brani jednak trvale pfitomnymi, konstitutivnimi prostfedky a jednak
indukei exprese specifickych geni, které vedou k syntéze specifickych proteini. Jako existuje
mnoho typt strest, existuje 1 mnoho typti gent pro genetické odpovédi. Kazdy stres vyvolava
expresi jiné skupiny gentl, i kdyZ nékteré ¢leny se mohou piekryvat.

Zatimco u nékterych typl stresti jsou pomérné podrobné informace o zucastnénych
stresovych proteinech a jejich genech, u jinych tato informace chybi. Budou uvedeny zakladni
mechanizmy znamé pfirozené ochrany rostlin. Pokud to bude mozné, tato informace bude
doplnéna 1 zékladni informaci o mechanizmech ochrany jinych taxont nez rostlin. To je

146



zvlaste vyznamné, pokud zde existuji mechanizmy rezistence podminéné geny, o jejichz
pfenaSeni do rostlinného genomu by bylo mozné uvazovat.

Rostliny, vzhledem k pfisedlému zptsobu zivota, si v prubéhu fylogeneze vyvinuly velmi
bohaté¢ genetické mechanizmy, které jim umoznuji vyrovndvat se s rliznymi typy stresu.
Zékladni regulacni odpovéd’ je pfitom obvykle na trovni transkripce.

Odolnost ke stresovym faktorim spociva v tom, ze stresovy faktor doCasné aktivuje
fyziologické procesy, ale také specifické geny, které poskytuji ochranu. Stresové proteiny
maji dlouhou Zivotnost (az stovky hodin) a jestlize se rostliny se stejnym stresovym faktorem
setkaji opakované v dohledné dobé¢, jsou proti nim chranény od samého zacatku.

8.1 Sucho (vodni deficit)

Ve svétovém meéfitku je sucho nejvyznamnéjsi faktor, ktery omezuje produktivitu rostlin.
Ocekavané globalni oteplovani by mohlo vést k dalSimu zesileni téchto vlivli. Nicméné
rostliny maji obranné strategie, kterymi se jim brani.

e Dokonceni citlivych stadii Zivotniho cyklu jest€¢ pred objevenim se sucha jako
stresového faktoru. Pokud dojde ke kritickému snizeni obsahu vody v pidé béhem
1éta, rostliny, které vykvetly a nasadily semena brzy, nejsou suchem postizeny,
zatimco u rostlin s pomalejSim vyvojem je riziko postizeni suchem mnohem vétsi.
Kratky Zivotni cyklus je tedy jedna ze strategii ochrany proti suchu.,

e Pfi nedostatku vody rostliny reaguji jednak zamezenim odparovani z listii a jednak
zvySenim piijmu vody kofeny. Protoze rostliny maji voskovou kutikulu, vydej vody je
regulovan hlavné stupném otevieni pruduchi. Jelikoz fotosyntéza vyzaduje otevieni
praduchi, jejich zavieni pti vodnim deficitu brani zvyseni fotosyntézy.

e Specificky typ ekonomie hospodafeni s vodou maji tucnolisté rostliny. Ten se
oznacuje CAM (crassulacean acid metabolism). Listy jsou pfeménény v trny a lodyhy
jsou zdutelé a slouzi soucasné jako fotosyntetické¢ organy i zasobarna vody. Piijem
CO, je casove€ oddélen od fotosyntézy.

e Tolerance k suchu je vyvinuta zvlasté u poustni rostliny Craterostigma plantaginerum,
kterd miZze uplné vyschnout a zmenSit svou hmotnost na n€kolik procent piivodni
hmotnosti. Po pfijeti vody je znovu schopna zivota a ristu.

Geny, které reaguji na vodni deficit, mohou byt rozdéleny do 3 skupin podle citlivosti ke
kyselin¢ abscisové (ABA):
1. Neresponzivni k ABA. Exprese téchto gent je regulovdna vodnim deficitem, ale ne
dodanim ABA rostlin€ zvné&jsku.
2. Responzivni k ABA. Exprese téchto gentl je indukovana bud’ vodnim deficitem, nebo

aplikaci ABA.
3. Geny, kter¢ ke své expresi vyZaduji ABA.
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U genl druhé skupiny je zndma promotorova sekvence ABA-responzivniho elementu
(ABRE), PYACGTGGC.

Geny, které reaguji na ABA, se ¢astecné prekryvaji s geny, které reaguji na vodni deficit
Responzivni element vodniho deficitu (dehydratation resposive element DRE) ma sekvenci
TACCGACAT.

8.1.1 Vliv kyseliny abscisové na vodni reZim

Pti vadnuti listd se rychle zvySuje hladina ABA v rostlin€. Muze se zvysit 10krat az 50krat v
prubéhu 20 az 30 minut. ABA podmiiiuje uzavirani priduchti; zacina jiz tehdy, jestlize se
hladina ABA zvy$§i na dvojnasobek. Ve skutecnosti otevirani a zavirdni priduchil je
disledkem interakce mezi ABA, hladinou CO, a svétlem.

8.1.2 Vliv osmoticky aktivnich latek jako ochrana pied dehydrataci

V priibé¢hu dehydratace osmoticky aktivni latky poskytuji ochranu bunéénym komponentam
a strukturam bunék. Jedna se predevsim o urcité polysacharidy (manitol, trehal6za, sorbitol,
fruktany), které maji schopnost nahrazovat vazané molekuly vody v makromolekulach a na
povrchu membran. To umoziuje zachovani plné funkénosti membran. Soucasné ABA
indukuje na trovni mRNA syntézu skupiny proteinit o pomérné nizké molekulové vaze, tzv.
dehydrini, které maji podobnou funkci jako osmotika.

Zvlaste velky pocet téchto proteinli je indukovan u jiz uvedené poustni rostliny
Craterostigma plantagineum a geny pro nékteré z nich byly klonovany a budou vyuzivany pfi
transgenozi a k hledani obdobnych genti u jinych rostlin.

Pti ptisobeni sucha dochézi k expresi rtiznych skupin cilovych genii s ochrannou funkei; jsou
to pfedevsim geny LEA (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT) a geny pro dehydriny,

8.2 Chlad

Nekteré tropické rostliny jsou siln€ citlivé na chlad a jsou poskozeny jiz teplotami pod
+10 °C. Naopak ozimé rostliny zvySuji svou rezistenci k mrazu, jestlize byly predem
vystaveny teplotam tésn¢ pod bodem mrazu (aklimatizace). Naptiklad neaklimatizované
rostliny Zita jsou sice poSkozovany teplotou -5 °C, ale aklimatizované rostliny ptezivaji
teplotu -30 °C. Napiiklad Spenat a vojtéska snesou -10 °C.

Poskozeni mrazem ma rizné formy; od ztraty schopnosti rychlého rlstu, pfes vadnuti,
chlorézu, sterilitu az po uhynuti. Dochézi k poruSeni procest fotosyntézy, dychani, zastaveni
proudéni cytoplasmy a ke zménam permeability membran. Existuje hypotéza, podle které
primarnimi citlivymi misty jsou pfedevSim membrany. Ty svym chladovym poSkozenim
rozbihaji kaskadu jevi, které maji za nasledek riizné dalsi typy poskozeni. Pfi snizeni teploty
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pod bod mrazu dochazi k tvorbé krystali ledu nejdiive v mezibunécnych prostorach. Bod
tuhnuti apoplastickych tekutin je vys$si, nez bod tuhnuti nitrobunééné vody. V nasledujici fazi
dochdzi ke vzniku gradientu mezi mrznouci vodou apoplastu a nemrznouci cytoplazmatickou
vodou a k pfemistovani nitrobunééné vody do mezibunécnych prostor. Dochdzi tim k silné
dehydrataci a kontrakci protoplastii bunék. Rostliny zchlazené na -10 °C ztraceji vice nez
90 % aktivni vody. Soucasné dochazi k riznym typiim mechanického poskozeni membran.
Pti tani dochazi k opacnému procesu, kdy se voda pohybuje zpét z mezibunécnych prostor do
cytoplasmy.

Predpoklada se, Ze o senzitivité (tim 1 permeabilité¢) bunéénych membran k chladu rozhoduje
stupefl nenasycenosti (pocet dvojnych vazeb) specifického fosfolipidu, fosfatidylglycerolu.
To, Ze stupen nenasycenosti mastnych kyselin ve fosfatidylglycerolu méa vliv na stupen
mrazuvzdornosti, bylo experimentaln¢ prokézano, i kdyz z tohoto dikazu nevyplyva, ze by to
byl obecny rozhodujici faktor mrazuvzdornosti.

Tabak, ktery je citlivy k chladu, byl transformovan genem pro glycerol-3-fosfat
acetyltransferazu jednak z tykve, ktera je jesté citlivéjsi k chladu a jednak z Arabidopsis, ktera
je mrazuvzdorna. Transgenni rostliny tabdku s genem z tykve mély nizs$i uroven
nenasycenych mastnych kyselin ve fosfatidylglycerolu nez netransformované tabaky a byly
citlivejsi k chladu. Naproti tomu transgenni rostliny s genem z A. thaliana mély vyssi hladinu
nenasycenych mastnych kyselin ve fosfatidylglycerolu neZ netransformované tabaky a také
vy$s$i stupen rezistence k nizkym teplotam. Vysledky studia mutaci A. thaliana vsak podporuji
tento zavér jen casteCné. Gen FAD2 koéduje mikrozomdlni 18:1 desaturazu. Prvni Cislo
poméru u mastnych kyselin znamena celkovy pocet atomti uhliku, druhé pocet dvojnych
vazeb. Mutace v tomto lokusu silné snizuje podil 18:2 a 18:3 mastnych kyselin ve
fosfatidylcholinu, coZ je nejhojnéjsi lipid vyskytujici se v pletivech, ktery neni vazan na
chloroplasty. Mutace fad2-2 je skute¢né citlivéjsi k nizkym teplotam, ale rozdily proti
nemutovanému typu se projevuji az po delsi dobé plsobeni nizké teploty. U Arabidopsis je
znamo jesté osm dalSich nealelnich mutaci se zménénym sloZenim lipidd, které maji méné
nenasycenych mastnych kyselin a tfi z nich maji zvySenou citlivost k chladu.

Kromé zmén membran dochazi pfi plisobeni nizké teploty jesté k fadé dalSich zmén; dochézi
k indukci novych izoenzymi, zvySeni obsahu cukri a rozpustnych aminokyselin, zvySeni
hladin prolinu a organickych kyselin (funguji jako osmoprotektanta). Nékteré z téchto zmén
pravdépodobné maji vliv na stupent odolnosti k chladu. Kromé toho dochdzi k syntéze
nekterych rozpustnych proteind, které se pii chladu hromadi a rovnéz zvysSuji odolnost
k chladu. Napftiklad u Spendtu a zeli byl zjistén protein, ktery mé ochranné vlastnosti k chladu
a je pii stejné molarni koncentraci 10 000krat G€inngj$i nez sacharéza z hlediska ochrany
thylakoidii chloroplastli pred poskozenim chladem.
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8.2.1 Oxidativni stres

Poruseni metabolizmu kysliku a vznik jeho aktivnich forem je zdrojem oxidativniho stresu.
Hlavnim zdrojem toxickych kyslikovych radikdl u rostliny je transport elektrond ve
fotosyntetickém ftetézci v dusledku spoluexistence vysoce aktivnich elektroni a tvorby
kysliku v jedné organele, chloroplastech. Tvorba aktivnich forem kysliku v zavislosti na
svétle se nazyva fotooxidativni stres, ktery je indukovany 1 ucinkem nizké teploty
v normalnich svételnych podminkach. Tvorba aktivnich forem kysliku je disledek transportu
elektronti ve fotosyntetickém fetézci v kyslikovém prostiedi. Rostliny si béhem evoluce
vyvinuly systém na odstranéni toxickych forem kysliku. Fotoinhibice a fotooxidace se
vSeobecné vyskytuji jen ve stresovych podminkach.

Aktivni formy kysliku jsou singletovy kyslik, superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal,
peroxid vodiku. Podobna situace se vyskytne i v dobé sucha, to je pii uzavirani priducht
s cilem snizeni ztrdt vody. Aktivni formy kysliku zptsobuji peroxidaci lipidt, ale znacné
poSkozuji 1 proteiny. Proces probiha mechanizmem fetézové reakce volnych radikald;
nejcastéji postihuje vicenenasycené mastné kyseliny, protoze obsahuji vétsi pocet dvojnych
vazeb, mezi nimiz se nachéazeji skupiny —CH; se zvlasté reaktivnimi vodiky. Radikal mastné
kyseliny neni pfili$ stabilni molekula, proto snadno oxiduje s molekularnim kyslikem a tvofi
peroxylovy radikal mastné kyseliny. Ten je také nestabilni a reaguje s dalSimi molekulami
mastné kyseliny, pficemz tvoii jiny kysely radikal a lipidovy peroxid nebo cyklicky peroxid.
Tento cyklus pokracuje a zastavi se v okamziku, kdy dva radikédly vytvofi neradikélovou
molekulu. Neni-li reakce dostateéné rychle ukoncena, poskodi bunéénou membranu, kterd
sestava hlavné z lipida. Také oxidace rtiznych funkénich skupin v proteinech, napt. vznik
ruznych disulfidickych vazeb, je pfi¢inou denaturace proteini. Denaturace proteini vyvolava
nejen nizka teplota, ale 1 vysoka teplota. Dikazem je akumulace chaperoni typickych pro
vysokou teplotu i pfi nizkych teplotach.

Detoxikacni systémy pro odstranéni aktivnich forem kysliku jsou neenzymatické a
enzymatické. Neenzymatické antioxidanty jsou malé molekuly jako napt. kyselin askorbova,
glutathion, alfa-tokoferol, karotenoidy, flavonoidy, polyamidy a rGzné cukry. Detoxikace
toxickych forem kysliku enzymatickou cestou je katalyzovéna rliznymi enzymy jako je
superoxiddizmutaza,  askorbat- a  glutathionperoxiddza, = monoaskorbatreduktaza,
dehydroaskorbatreduktidza, glutathionreduktaza a kataldza. Neenzymatické a enzymatické
detoxikaéni mechanizmy se aktivuji v podminkach nizké teploty a sucha.

8.2.2 Geneticka determinace odolnosti

Odolnost k chladu se geneticky hodnoti jako kvantitativni znak. Plsobeni chladem vede
k objeveni fady typt novych mRNA a novych polypeptidi. Byla sledovana spektra proteinti u
rostlin pfi normalni teploté a pii chladu. U A. thaliana bylo zjisténo v chladu asi 10 az 20
novych proteind, které pfibyly k nékolika stovkdm polypeptidi listd, rozliSitelnych
dvojrozmérnou gelovou elektroforézou. Soucasn€ bylo u tohoto objektu detekovano pies 10
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genl, k jejichz expresi dochazi v podstatné zvySené mite pii chladovém pisobeni. VSechny
geny byly klonovany. Vysoké4 hladina mRNA téchto genl pfetrvava tak dlouho, jak dlouho
trva nizka teplota a pak se vraci k ptivodnim nizkym az nulovym hodnotam.

Pozoruhodnou vlastnosti vétSiny téchto genti je to, Ze mohou byt aktivovany i pii normalni
teploté plisobenim ABA. Je znamo, Ze plisobeni ABA zvySuje toleranci k nizkym teplotam
u Sirokého spektra rostlinnych druhti. Sou€asné se u mnoha rostlinnych druhti hladina ABA
alespon docasn¢ zvySuje po pusobeni nizké teploty. Mutace A. thaliana s poruchou
biosyntézy ABA jsou velmi citlivé k nizké teploté. Nizké teploty tedy ziejmé podminuji
zvySenou syntézu ABA a ta zplsobuje zmény genové exprese, které vedou ke zvySeni
chladové tolerance. Promotory nékterych gent indukovanych chladem maji znamé kratké
sekvenéni Useky, typické pro regulaci prostfednictvim ABA. Predpoklada se, ze uvedené geny
koduji polypeptidy s kryoprotektivnim ucinkem. O jednom z nich (genu A. thaliana
oznaceném KIN1) bylo prokadzano, ze kdéduje protimrazovy protein, podobny tém, které
produkuji nékteré arktické ryby a nékteré druhy hmyzu. Tyto proteiny snizuji bod mrznuti
roztoku a sou€asné¢ mohou ovliviiovat krystalizaci ledu.

Geny indukované chladem u A. thaliana jsou dosti specifické. Nékteré homologni geny se
nasly u jinych druhu ¢eledé Brassicaceae, ale ne u jinych ¢eledi. Zda se, Ze geny pro proteiny
indukované chladem jsou do zna¢né miry druhové specifické (tzv. geny COR, COLD
REGULATED).

Nizka teplota je hlavnim vnéjSim faktorem, ktery omezuje geografickou distribuci rostlin.
Rostliny mirného pasma mohou zvySovat svou toleranci k mrazu, jestlize byly ptfedtim
umistény v prostfedi pfi nizké teplot¢ nad bodem mrazu. Tento proces, ktery se nazyva
aklimatizace k chladu, zahrnuje zmény genové exprese a z toho vyplyvajici zmény
enzymovych aktivit a hromadéni kryoprotektantti, jako jsou naptiklad polyaminy.

8.2.3 Proteiny a adaptace

Hlavni poskozeni, které vznika chladem, je diisledkem naruseni funkce chloroplastii. Ustava
syntéza nckterych vyznamnych proteini a obnovuje se po preneseni do laboratorni teploty.
Teplota, pti které k chladovému Soku dochazi, je velice rliznd v riiznych rostlinnych taxonech
a pohybuje se od 0 do +12 °C. Ochlazeni vede k pferusSeni syntézy nékterych proteinti, ale
soucasné k iniciaci syntézy novych typl proteinli, jako proteinii thylakoidi a membran
chloroplasti, které maji ochrannou funkci (protein 35 kD a dalsi).

Adaptacéni proces znamena aktivaci gend, jejichz produkty zabezpeci metabolizmus rostliny
v novych podminkéch. V ptipadé nizké teploty se aktivuji proteiny s 1) ochrannou funkci —
kryoproteiny, 2) stabilni izoformy jednotlivych proteinti, které nahradi izoformy labilni pfi
nizké teploté, 3) proteiny, které zabezpeCi propustnost membran, tzv. desaturazy. U
odolnych rostlin se vlivem nizké teploty méni slozeni bunééné membrany, zvysuje se hladina
fosfolipidii a probéhne denaturace nasycenych mastnych kyselin. Enzymy desaturdzy
zabudovavaji dvojnou vazbu do fetézce mastnych kyselin. Dvojitd vazba v dlouhém fetézci
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vyvolava zlom v prostorové struktuie rovného saturovaného fetézce, coz zvySuje propustnost
membran. Geny jednotlivych desaturdz jsou siln€ aktivované pfi nizkych teplotach u vyssich
rostlin, ale i u cyanobakterii.

Pii velmi nizkych teplotich pod 0 °C hraje v ochran¢ bunc¢k dualezitou ulohu tzv.
protimrazové proteiny. Velmi citlivym mistem tvorby ledovych krystald u rostliny je
apoplast a xylém. U Zita, které snasi az -30 °C, se zde pii nizkych teplotach akumuluji nékteré
proteiny, které inhibuji tvorbu ledovych krystalti. Bylo identifikovano 7 takovych proteini,
které¢ mély 75 az 88% identitu se skupinou PR proteint. Byly identifikovany proteiny typu
endo-f-1,3-glukandz, endochitindz, typu osmotinu a thaumatinu a jejich pravdépodobny
puvod je z PR proteinti, které se dale specializovaly jako tzv. protimrazové proteiny.
Kryoprotektivni G¢inky maji i nékteré nizkomolekularni latky, jako je prolin, glycin betain
arizné polyamidy. Tyto latky hraji dulezitou roli pii osmotické toleranci rostliny, i
v toleranci k nizkym teplotdm, suchu, protoze vysoka koncentrace soli narusuje piijem vody.

Nejvétsi ochrannou skupinou proteinti jsou LEA proteiny. Déli se do 6 skupin podle
struktury. Do prvni skupiny patii proteiny, které¢ maji zvySenou kapacitu vazat molekuly vody
a tak zvySuji hydrataci okolnich molekul. Druha skupina je nejvétsi a patii sem vice nez 30
proteinil s chaperonovou funkci, které zachovavaji strukturu riiznych proteinti v podminkéach
nizkého obsahu vody v butice. Tteti skupinu tvoii proteiny schopné vazat ionty, stejnou
funkci maji proteiny paté skupiny, ale maji jinou strukturu. Do Etvrté skupiny patii proteiny,
které chrani membrany tim, ze nahrazuji molekuly vody navdzanim na membrany.

8.2.4 Proteiny COR a geny COR

Primarnim signalem v signalizaéni kaskadé je stresovy faktor. Jednim z prvnich kroku
signalizace a dal$iho prenosu signalu je docasné zvysSeni bunécné hladiny vapniku a tim
naruseni homeostazy Ca. DoCasna zména koncentrace Ca v cytosolu je nezbytna pro aktivaci
mnoha procest v buiice. Uloha Ca jako sekundarniho pienasece signald v buiice byla zjisténa
1 v pfipad¢ nizké teploty, kterd vyvolala pfechodné zmény v koncentraci cytoplazmatického
Ca a aktivovala Ca kandly. Vyznamnou ulohu pfitom hraje i1 Kkyselina abscisova.
Proteinkinazy funguji jako vSeobecny receptor v signalizaci abiotickych stresovych faktori,
které ovliviluji vodni rezim rostliny a tim vyvolavaji dehydrataci a zmény v propustnosti
membran. Zvysuje se rovnéz hladina MAP kinazy (mitogen aktivni proteinkinazy).

Vysledkem fosforylacnich kaskaddovych reakci je aktivace trans-elementli (transkripcnich
faktorti) buiiky, které navazanim na cis-elementy promotorti ptfimo reguluji expresi gend.

Dochazi k aktivaci mnoha specifickych geni a exprese pretrvava po celou dobu plisobeni
nizké teploty. Jsou to geny pro respirani enzymy, enzymy metabolizmu karbohydratd, lipida,
fenylpropanoidii a antioxidantli, molekularnich chaperonti, protimrazovych proteinti a mnoha
dalsich.
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Kromé regulace exprese genli na Urovni transkripce jsou dulezité i posttranskripéni
a posttranslacni regulacni mechanizmy.

Chladové plisobeni v riiznych fazich vyvoje rostliny je procesem jarovizace, ktery je nutny
k indukei kveteni v pozd¢jSich fazich. Hlavni slozkou odolnosti k chladu je tolerance bunék
k podstatnym ztratdm vody, zplUsobenym pfitomnosti krystalki ledu v mezibunécnych
prostorach. Voda v apoplastu ma nizs§i osmotickou hodnotu nez voda v cytoplasmé a mrzne
tedy diive. Mrznuti vody v apoplastu vede ke snizovani vodniho potencialu uvnitf bunék
a preziti bunék je zavislé na schopnosti adaptace na snizeny vodni potencidl. Rezistence
k mrazu a suchu ma tedy spolecny zéklad. Proces adaptace na chlad zahrnuje syntézu novych
proteinti. Nejlépe byl tento proces prostudovan u A. thaliana. Typickym rysem aktivity
pfislusnych gent je, Ze jsou aktivovany nejen nizkou teplotou, ale i suchem a ABA. Témét
identické proteiny se vyskytuji u mnoha rostlinnych druhi. Podstatna ¢ast z nich patii do tzv.
skupiny  DHN/LEA/RAB. Maji vysoce konzervativni useky poradi aminokyselin
charakterizované urcitym motivem této sekvence. Ten se u nich vyskytuje v jedné az dvou
kopiich. Stfedni cast mad 7 az 9 zbytkl serind, které mohou byt fosforylovany. Na C-
terminalni Casti je usek bohaty na lyzin. Proteiny jsou hydrofilni a nejsou degradovany varem.
Odpovidajici geny kodujici tyto proteiny jsou COR (napi. COR47), dehydriny (dhnX), LTI —
LOW TEMPERATURE INDUCED (LTI30, LTI75), RAB18. N¢které z nich nejsou regulovany
ABA. Transkripéni aktivator, ozna¢eny CBF1 stimuluje transkripéni odpovéd na nizké
teploty. Gen pro tento aktivator byl r. 1998 klonovan, byl zkonstruovan chiméricky gen
s konstitutivni expresi a pienesen zpét do genomu A. thaliana. Zpisobilo to zvyseni
rezistence k chladu neaklimatizovanych rostlin, aniz by to vedlo k fenotypovym zménadm
nebo nepiiznivym vlivim na tyto rostliny. I tento gen mulze po pieneseni do genomu
kulturnich rostlin ptisobit obecné na zvyseni rezistence rostlin k chladu. ZvysSeni rezistence
k chladu bylo také vyvolano konstitutivni expresi dalSiho transgenu, pro superoxiddizmutazu
u vojtesky.

8.2.5 Histidin kindza u cyanobakterie

Aklimatizace Zivych organizmt k chladu za¢ina schopnosti vnimat chladovy signdl, a jeho
dalsim ptenosem. Problém je s identifikaci receptori chladu. Takovy receptor byl
identifikovan u cyanobakterie Synechocystis sp. Regulace exprese vice nez 60 % chladové
inducibilnich gent se ucastni histidinova kindza Hik33. Hik33 se také podili na vnimani
hyperosmotického stresu a zasoleni. Dvoji funkce Hik33 (dvoukomponentni systém jako
u E. coli nebo B. subtilis): Hik33 vnima zmény v prostiedi prostiednictvim své receptorové
domény, dochazi k autofosforylaci, ATP poskytuje fosfor, ktery je prendSen z Hik33 na
konservativni aspartatova rezidua domény, kterd funguje jako regulator (Rre). Po fosforylaci
dochazi ke konformacni zméné Rre, kterd umozni navdzani Rre k promotorové oblasti genil
ucastnicich se aklimatizace. Regulace exprese genii ve vztahu ke stresu je pozitivni
a negativni. Pfi pozitivni regulaci je dvoukomponentni systém inaktivni v podminkach, kdy
stres nepusobi. Jestlize je builkka vystavena stresu, dvoukomponentni systém se aktivuje
(fosforylaci) a dochdzi ke zvySeni exprese gent, které jsou umléeny v nestresovych
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podminkach. Vétsinou jde o pozitivni regulaci. Pfi negativni regulaci je dvoukomponentni
systém aktivni v nestresovych podminkach, v podminkach stresu se systém inaktivuje.

U rostlin regulace k chladu zahrnuje syst¢ém CBF/DREB. Analyza transkripéni kontroly dvou
inducibilnich genti (rd29A a corl5a) u A. thaliana vedla k identifikaci responsivniho
elementu chladu — CRT/DRE (C-repeat/dehydration responsive element) v jejich
promotorech. Transkripéni faktory s doménou AP2, u téchto dvou genl nazvanou DREBI1
(DRE-binding protein) a CBF (CRT-binding factor), jsou rychle indukovany chladem, vazou
se na CRT/DRE element a aktivuji transkripci.

Ptes fadu poznatkt o regulaci genti chladem je jen malo zndmo o receptorech chladu u rostlin.

8.3 Horko

U vSech organizml ptfi zvysSenych teplotdich dochdzi k syntéze specifickych proteint
tepelného Soku, jejichz tkolem je chranit nukleové kyseliny a geneticky vyznamné organely
pfed nevratnymi zménami struktury.

Pti zvySeni teploty nad fyziologickou mez (obvykle 40 °C, ale podle druhu v rozmezi 35 °C
az 40 °C) ustava transkripce a translace mRNA, kterd existovala pfed zvySenim teploty
a zacina transkripce a translace typit mRNA pro proteiny tepelného Soku. Pivodni mRNA se
uvoliiuji z polyzomi, ale soucasné vznikaji polyzomalni komplexy s nové transkribovanou
mRNA a dochézi k syntéze proteinll tepelného Soku. Téchto proteind je nckolik desitek
ajejich spektrum se méni se stoupajici teplotou. Syntéza proteinii tepelného Soku je
indukovana velice rychle, asi 20 minut po zvysSeni teploty.

Po nékolika hodinach syntéza proteinti tepelného Soku v obou systémech ustava a obnovuje se
normdlni proteosyntéza, ale proteiny tepelného Soku jsou velmi stabilni a chrani vyznamné
bunééné struktury 1 pii dal§im setkéani s vysokou teplotou. Proteiny tepelného Soku jsou velmi
konzervativni béhem evoluce. Existuje pét tfid velikosti proteinti tepelného Soku: hsp110,
hsp90 (80-95kD), hsp70 (63—78 kD), hsp60 (53—62 kD) a nizkomolekularni (LMW) hsp (14—
30 kD). Ttidy hsp90, hsp70 a hsp60 stabilizuji konformaci proteinii pfi vysokych teplotach.
Napomadhaji spravnému prostorovému uspoifaddni nové syntetizovanych nascentnich
polypeptidl, jejich transportu pfes membrany, usporadani oligomerii a podobné¢. Funkce
ostatnich HS proteinti je zatim zndma jen pfiblizn€. Geny pro kazdy typ proteind tepelného
Soku tvofi malé genové rodiny.

Aktivace genll zvySenou teplotou je podminéna specifickymi (konzervativnimi) kratkymi
sekvencnimi Useky promotori, které jsou v jejich promotorovych usecich pfitomny ve vice
kopiich. Jadrem téchto sekvenci je motiv (nGAAn), ktery se v promotoru opakuje nejméné
tiikrat v riiznych orientacich.
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Regulaéni protein vSech genti, aktivovanych tepelnym Sokem se oznacuje HSF (heat shock
transcription factor). HSF se vaze na specifickd promotorovd mista (HSE — heat shock
elements) genll tepelného Soku. Gen pro HSF byl klonovén u zivoc¢isného materidlu a z rostlin
u rajéete a A. thaliana. Zatimco rajée ma dva geny, z nichz jeden je konstitutivné
aktivovatelny a druhy indukovatelny, A. thaliana ma jeden, ktery je inducibilni. U rajcete
dochazi k vazbé HSF na HSE promotora genti aktivovanych horkem inducibilng. U né&kterych
zivocichi, u kterych je exprese genu HSF indukovatelna teplem, k vazbé HSF na promotory
gentl tepelného Soku dochazi konstitutivné. Gen pro HSF je pak negativné regulovan proteiny
hsp70. Pokud je protein u nékterych druht rostlin pfitomen konstitutivné, pti tepelném Soku
dochdzi k jeho posttranslacni aktivaci.

Proteiny tepelného Soku byly poprvé zjiStény v roce 1979 u drozofily a bylo potvrzeno, Ze se
vyskytuji univerzalng. Je mozno je rozdélit na dvé skupiny:

1. s niz8i molekulovou hmotnosti, v rozsahu asi 15-30 kD,
2. s vyssi molekulovou hmotnosti, 60-90 kD.

Proteiny se znaci symbolem hsp a za nim nasleduje ¢islo, které udavad hmotnost v kD, napf.
hsp20. U rostlin pfevazuji pravé typy 20kD, které jsou také transportovany do chloroplasti. Je
témér jisté, ze zde neni zadnéd draha prenosu signalu, protoze primarni signal (teplota) muze
pusobit pfimo na transkrip¢ni faktor. Proteiny tepelného Soku s vy$§i molekulovou hmotnosti
jsou vysoce konzervativni, maji znaénou homologii 1 mezi rostlinami a Zivocichy, zatimco ve
skupiné s nizs§i molekulovou hmotnosti je homologie omezend. Po zvySeni teploty o 10 °C az
15 °C proti teplotnimu minimu rostliny se objevuje mRNA homologni geniim hsp. Intenzita
transkripce na pocatku tepelného Soku je zna¢na. U soji se objevuje asi 20 typa hsp a hromadi
se v mnozstvi 20 000 kopii na buiiku v pritbé¢hu dvou hodin. V pribéhu tepelného Soku ustava
normalni proteosyntéza a zacinaji se syntetizovat HS proteiny. Pomér syntézy b&znych typt
proteintl a proteini tepelného Soku muze byt velmi riizny a maze se lisit 1 v riznych bunkach
jednoho organizmu.

U D. melanogaster je tizeni genové exprese HSP na trovni translace. V cytoplasmé je
pfitomna jak “normalni”, tak HS mRNA, ale v prubéhu tepelného Soku dochdzi témét
vyhradné¢ k translaci mRNA gend tepelného Soku. Normalni bunécné proteiny jsou
v cytoplasmé stabilni a jsou znovu aktivovany po odeznéni tepelného Soku. Jina situace je
u kvasinek. PokraCuje tam translace bunééné mRNA, ale souCasné¢ je blokovana jeji
transkripce. ProtoZze obména mRNA u kvasinek je rychld, dochazi k postupnému snizovani
jejiho mnozstvi a tedy translace normélni bunééné mRNA. U rostlin, konkrétné¢ u soji,
dochazi k podobnému jevu. Rovnéz dochazi ke snizovani normalnich bunéénych typtt mRNA
a tedy v dusledku obmény i odpovidajicich bunéénych proteinli na tkor mRNA a proteinli
tepelného Soku. Po n¢kolika hodinach vSak transkripce mRNA gent tepelného Soku ustava
a situace se vraci k normalu. Proteiny tepelného Soku vsak pretrvavaji dlouhou dobu a chrani
bunky ptfed neptfiznivymi vlivy dalSich tepelnych Sokt. Pfedpoklada se, ze nckteré proteiny
tepelného Soku jsou v malé mife syntetizovany konstitutivné a stabilizuji nove syntetizované
proteiny a proteiny na membranach.
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V embryu jeCmene je regulace geni pro a-amylazy pfi teplotnim Soku jesté odlisna. Dochazi
k rychlé degradaci mRNA a ustdva normdlni proteosyntéza. Tam ziejme v pritbéhu tepelného
Soku dochazi k disociaci lamel endoplazmatického retikula. To vede k rychlé destabilizaci
jinak velmi stabilni mRNA pro a-amylazy. Takovyto mechanizmus vede k jeji selektivni
degradaci v priabchu teplotniho Soku. V prabéhu prvnich hodin tepelného Soku tak dochézi
k degradaci 85 % mRNA pro oa-amylazu, pficemz poloCas zivotnosti této mRNA bez
tepelného Soku je asi 100 hodin. To je zcela jiny mechanizmus nez u kvasinek. U embryi
jeCmene se to tyka pouze genl pro a-amylazu. Zrychlena degradace tohoto typu mRNA pod
vlivem tepelného Soku je novym morforegulacnim mechanizmem. Exprese dalSich,
normdlnich typi mRNA nerusené¢ pokracuje.

Tepelny stres zastavuje syntézu proteinli, vdzanych na endoplazmatické retikulum, ale ne
proteinti, vazanych na volné polyribozomy v cytoplazmé. Podobné programované zastaveni
syntézy se tyka také proteinti bunéénych stén bohatych na hydroxyprolin, jako je naptiklad
extenzin. U kotyledonli s6ji naopak pii teplotnim Soku dochazi ke stimulaci syntézy
zasobnich proteintl, které je rovnéz vazana na endoplazmatické retikulum. Proteiny tepelného
Soku se ukladaji v membranach, jadie, chloroplastech a mitochondriich. Chrani (ptsobi pro n¢
jako chaperony) predevSim nové syntetizované proteiny, jejichz usporadani nebylo jesté
dokonceno, ale je velmi citlivé ke zvySeni teploty a dale u proteinl, které jsou pravé
transportovany pies membranu a v tomto stadiu jsou rovnéz citlivé ke zvySeni teploty.
Citlivost se tyka pravé uspotradani. Dale proteiny tepelného Soku chrani nukleové kyseliny v
jadfe a organelach, které by byly jinak snadno poruSeny jiz zvySenou koncentraci iontd,
zvlaste iontl kovi, ke které dochazi v disledku zmén permeability membran.

8.4 Poranéni

Poranéni rostlinnych pletiv vede k regulaénimu pfeprogramovéni v okoli rostlinnych bunék
na urovni transkripce. Soucasné se signdly z poSkozenych bunck Sifi po celé rostling
a vyvolavaji ve vSech buikach aktivaci dal§ich gend. Nékteré z nové aktivovanych gent se
soucasné UcCastni pii obrannych reakcich proti napadeni patogeny, parazity a herbivory.
Dochazi také k aktivaci gend, které se podileji na regeneraci poskozeného mista, piipadné na
kalogenezi. Poranénim dochézi také k selektivni inaktivaci nékterych gend.

Je zfejmé, Ze mnoho gent, které jsou indukovany poranénim, je indukovatelnych 1 dal§imi
stresovymi faktory. Pfi poranéni dochéazi k rychlé indukci fytohormonil etylénu, kyseliny
abscisové a kyseliny jasmonové. Je proto obtizné rozhodnout, co je primarni pfic¢inou aktivace
gentl, zda poranéni nebo zvySena hladina fytohormonti.

U rajcete byla napiiklad po poranéni zjiSt€éna exprese gend pro syntézu kyselin 1-
amionocyklopropan -1-karboxylové (ACCC), kterd se Ucastni biosyntézy etylénu, nékterych
dalsich enzymia a hydroxyprolinem bohatych glykoproteinti bunééné stény. U bramboru je
poranénim indukovéna exprese gend pro serinové proteindzy, zvané Inhibitor I (Mr 8100)
a Inhibitor II (Mr 12 300). Tyto geny nejsou po poranéni aktivovany jen v okoli mista
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poranéni, ale v celé rostling. Tato systémova odpovéd’ je zpisobena uvolnénim a transportem
pfedpokladaného hormonu poranéni. Oba inhibitory proteindz jsou také konstitutivné
syntetizovany v hlizdch bramboru, kde tvofi az nékolik procent rozpustnych proteint.
U tabdku bylo zjisténo 6 podobnych gent. Poranénim jsou rovnéz indukovéany geny pro
specifické proteiny bunécéné stény — extenziny. Molekuly téchto proteini jsou bohaté na
hydroxyprolin a vyskytuji se v buné¢né sténé. Uplatiiuji se pii hojeni poranéni a pii rezistenci
k patogentm.

Rostliny reaguji na poranéni indukci obrannych mechanizmi, které spocivaji v syntéze
proteinil zi¢astnénych na hojeni poranéni a zabranéni infekce patogeny. Skladaji se z:

zesileni bunéénych stén ukladanim kaldzy,

syntézy ligninu a glykoproteintl, bohatych na hydroxyprolin,

syntézy fytoalexint,

AW N~

produkce inhibitorti proteaz jako ochrany proti Skiidctim a predatortim,
5. indukce chitindz a glukanaz na obranu proti houbovym patogentim.

Produkce kalozy vyzaduje stimulaci jiz existujici kaloza syntazy ionty vapniku. Ostatni
aktivity vSak vyzaduji aktivaci genl. Aktivace n€kterych genti mize byt omezena na nejblizsi
okoli rany, k aktivaci dalSich mze dochazet systétmové (napf. k indukci genti pro inhibitory
proteaz). Existuji signalni mechanizmy, které to umoziuji. Ucastni se fytohormony (kyselina
jasmonova, kyselina abscisova, zprostfedkované etylén a auxiny). Kyselina salicylova naopak
inhibuje geny indukované poranénim.

K této skupin€ patii i geny, aktivované dotykem, poryvy vétru nebo jinak zplisobenym
pohybem rostlin. Diisledkem aktivace jsou typické zmény morfologie rostlin (trpaslici rist,
zpevnéné lodyhy). U A. thaliana bylo klonovano 5 geni oznacenych TOUCH (TCH), jejichz
exprese je indukovana dotekem, vétrem, deStém, poranénim a otiesy. Za 10 az 30 minut po
indukci se mnozstvi mRNA zvySuje 10krat az 100krat pro geny TCH1 (gen pro kalmodulin),
TCH2, TCH3 (geny pro protein podobny kalmodulinu) a TCH4 (gen pro xyloglukan
endotransglykozylazu). Kalmodulin je vSeobecné se vyskytujici vysoce konzervativni
eukaryoticky protein, ktery moduluje aktivitu mnoha enzyml. Enzym xyloglukan
endotransglykozylaza modifikuje xenoglykanové polymery, které podminiuji preskupeni
celuloznich vldken v pribéhu ristu bunécné stény a miize také castecné lyzovat bunécnou
sténu, napt. v zénach abscise.

Byla klonovéna ftada dalSich genl aktivovanych poranénim rostlin zejména u tabaku,
bramboru, ale i u dalSich rostlin. Ukézalo se, Ze hormonem, ktery §ifi signal poranéni po
rostling, je kyselina abscisova. Zatim stale neni znam transkripcni faktor, ktery ptlisobi
aktivaci téchto gentl.

8.5 Nedostatek kysliku
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Nadmérné zvlhéeni az zaplaveni plidy mé za nasledek nedostatek kysliku, anaerobiozu
a metabolizmus kotfenového systému se v takovychto ptipadech musi kratkodobé radikéalné
pteorientovat. Dochéazi k zastaveni Krebsova cyklu a k urychleni alkoholového kvaSeni za
vzniku pyruvatu.

Je zndmo asi 20 typa proteind, které jsou syntetizovany v anaerobnim prostiedi v pletivech
kofeni po zaplaveni pudy. Nejlépe prostudovanym proteinem této skupiny je
alkoholdehydrogenaza, dale sem patii glukosafosfatisomeraza, pyruvatdekarboxylaza
aaldolaza. U kukufice (a jist€¢ 1 ostatnich rostlinnych druhil) anaerobioza vede
k charakteristickym zméndm regulace proteosyntézy. Ustava normalni proteosyntéza a je
indukovana syntéza proteinl, potfebnych k piekondni nedostatku kysliku. Pavodni
proteosyntéza se opét obnovuje po néckolika hodinach. Proces je regulovan na turovni
transkripce.

8.6 Zasoleni pudy

Nadbytek soli v ptid€ snizuje ptijem vody rostlinami v diisledku snizeni rozdilu mezi vodnim
potencialem v kotfenech a v pad¢. Dochézi ke zvySeni osmotického potencidlu a rostlina se
s nim vyrovnava podobné, jako s dehydrataci v diisledku sucha.

8.7 Toxické ionty v pudé

Pfitomnost toxickych iontll nebo iontl té¢zkych kovi v disledku kontaminace ptidy nebo vody
porusuje mineralni rovnovahu. Tyto ionty také plisobi na bunéény metabolizmus a kapacitu
ristu. Prekyseleni pudy, ke kterému dochdzi v disledku kyselych destt nebo piiliSného
hnojeni minerdlnimi hnojivy uvoliuje toxické ionty hliniku.

Znecisténi vzduchu plsobi piijem toxickych a oxidativnich plynii stomaty. V tézké formé
vede k viditelnému poSkozeni rostlin, v leh¢i formé k urychleni jejich starnuti. Hlavnimi
polutanty vzduchu jsou kysli¢niky dusiku a siry, amoniak a ozon. Kysli¢niky dusiku a siry
jsou pfijimény stomatalni i1 kutikularni transpiraci. Reaguji s buné¢nou vodou za vzniku
kyseliny sifi¢ité, ptipadné kyseliny dusité a dusi¢né, coz jsou procesy, ke kterym dochdzi i
v atmosféfe pii vzniku kyselého desté.

Anionty kyseliny sifi¢ité v cytoplazmé jsou ptijimany chloroplasty a tam jsou redukovany na
sirniky nebo elementarni siru nebo oxidovany na sulfaty. Sirniky mohou byt vyluCovany
z bunék jako sirovodik. Redukovana sira mize také byt vyuzita k biosyntéze aminokyselin,
které¢ obsahuji siru. Soucasné probihajici oxidace na sirany vSak vede k ptekyseleni pletiv.
Tomu se rostliny brani n¢kolika mechanizmy:

1. Snizovani nitrobunééného pH posunuje rovnovahu disociace slabych kyselin
k nedisociované formé, takze dochazi k ur¢itému pufrovani.
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2. Tonty HT a SO4~ jsou transportovany do vakuol.

3. Protony jsou transportovany do kofenll a tam vyménovany za kationty, napt. vapniku.

Kapacita kazdého z téchto mechanizm je v§ak znacné omezena.

Dusi¢nany, vznikajici konverzi kyslicniku dusiéného z atmosféry obvykle nemaji Skodlivy
vliv, naopak slouzi jako dal$i zdroj dusiku. Rezidua dusi¢nant v potravinach jsou vaznym
hygienickym problémem, protoZe jsou metabolizovana na mutagenni nitr6zoaminy.

8.8 Stres puisobeny nadbytkem téZkych kovii

Tezké kovy jako zelezo, mangan, zinek, méd’, molybden a kobalt jsou esencialni mikroprvky.
Jiné, jako hlinik, kadmium, rtut’ nejsou pottebné. Oba typy vSak mohou mit toxicky ucinek jiz
od pomérné nizkych koncentraci. Rezistence k nim je zalozena hlavné na toleranci, je pro
jednotlivé prvky specifickd a je zplsobena fadou riznych mechanizmi. Jednim z nich je
preferencéni vazba urCitého kationtu na pektiny bunéénych stén bunék kotfent. Daleko
vyznamnéj$i jsou nitrobunécné chelatovaci systémy, k nimz patii derivaty nékterych
aminokyselin, kyselina citronova, kyselina jablecna a fytochelatiny (polypeptidy, které vazi
tézké kovy). Fytochelatiny maji strukturu (Glu-Cys),-Gly, kde n=2 az 11 a k vazb¢ iontd
kovli dochézi predevSim prostfednictvim SH-skupin. Syntéza fytochelatinti je indukovana
nadbytkem tézkych kovi. K jejich syntéze dochdzi velmi brzy (za 5—-10 minut) po plsobeni
tézkych kovu. Jejich syntéza je podminéna enzymem fytochelatin syntdzou, kterd je piimo
aktivovana ionty tézkych kovi. Kdyz bylo syntetizovano dostate¢né mnozstvi fytochelatint,
jejich syntéza opét ustava. Fytochelatiny plsobi v cytoplazmé, ale téZké kovy se mohou
hromadit ve vakuolach. Piedpoklada se, ze fytochelatiny by mohly pravé zprostiedkovavat
transport z cytoplazmy do vakuol. Tolerance ke specifickym kovim vSak nemtze byt
vysvétlena existenci fytochelatint.

Byly ziskany transgenni rostliny, které obsahuji zivoc¢isné geny pro proteiny, schopné vysoce
specificky vazat t€zké kovy (metalothioneiny). Tyto proteiny mohou byt lokalizovany
v kofenech a branit tak transportu toxickych kovl do listii. Mohou ale také byt lokalizovany
v listech a zasobnich organech rostliny. Potom by tyto rostliny mohly byt po sklizni
likvidovany tak, aby se t¢Zké kovy nemohly dostat zpét do prostfedi. Takovéto transgenni
rostliny by slouZily pro remediaci (ozdraveni) pidy. VyuZiti transgennich rostlin k tomuto
ucelu vsak dosud neumoziuje legislativa.

Nékteré rostliny béZzné syntetizuji proteiny bohaté na thiolové skupiny, které jsou rovnéz
schopné vazat tézké kovy. Tyto proteiny jsou ptibuzné metalothioneintim u zivocichii.

8.9 Nadbytek ozonu
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Kratkodobé plisobeni vysoké koncentrace ozonu plisobi akutni poSkozeni, viditelné jako
nekréza. Chronické vystaveni nizkym koncentracim ozoénu zpusobuje fyziologické zmény,
které vedou k redukei ristu, vynosu kulturnich rostlin a k redukci reprodukéni kapacity bez
dalsich symptomi. Rezistence k 0zénu zavisi na:

1. genetické konstituci rostliny,

2. vyvojovém stadiu, na které ozén pusobi,

3. dalSich vnégjsSich faktorech, jako klimatické faktory, dal$i typy znecisténi vzduchu
a patogeny.

Ozo6n plsobi na permeabilitu membran. Plsobi vSak zevnitt, nejprve tedy musi byt piijat se
vzduchem stomatalni a kutikularni transpiraci a rozpustén v cytoplazmé. Pak teprve plsobi
zmény permeability membran a plisobi toxicky na dalSich cilovych mistech. MnoZstvi ozonu,
které se nakonec dostane na cilova mista jeho toxického plisobeni, zavisi na jeho rozpustnosti,
schopnosti absorpce, transportu, metabolizmu a detoxifikacnich procesech. Dava vznik
reaktivnim kyslikovym radikalim, jako hydroxylovym radikalim, superoxidovému aniontu,
peroxidu vodiku a dalS§im radikalim v listech. Ochranné mechanizmy rostlin spocivaji
v pisobeni enzyml superoxiddizmutazy (SOD), katalazy (CAT), peroxiddzy (POD),
monoaskorbatreduktaza, glutathionreduktaza. Jejich geny jsou klonovéany a vyuzivaji se také
jako transgeny (se zménénymi regulaénimi sekvencemi) ke zvySeni rezistence. DalSim
dilezitym mechanizmem resistence k ozénu jsou reakce s antioxidanty jako kyselina
askorbova (vitamin C) a tokoferol (vitamin E). Posledni pisobi zejména tim, Zze chrani
membranovy systém (pfedev§im membrany chloroplasti a mitochondrii) pfed peroxidaci
lipidt. Tokoferol tuto reakci inhibuje. K dal§im antioxidantliim neenzymatické povahy patii
karotenoidy, flavonoidy, polyaminy a z cukri manitol.

Ozo6n muze také snizovat rezistenci rostlin k patogenlim i k dal$im stresovym faktorim.
Rostliny jsou citlivéjsi k ozonu nez lidé. Zapadoevropska norma ptipouSti maximalni
mnozstvi ozonu ve vzduchu (0,12 ppm), coz je koncentrace neskodna pro ¢lovéka, kterd ale
jiz mize Skodit senzitivnim rostlinam.

8.10 Piesvétleni

Presvétleni uzce souvisi s nadbytkem ozonu. Nadbytek svétla vyvolava pti fotosyntetickych
procesech fotooxidaci, kterd vede ke vzniku kyslikovych radikdli. Soucasné dochazi
k fotoinhibici fotosyntézy a k destrukci chlorofylu. Na obranu proti t€émto jevim rostliny
syntetizuji karoteinoidové a anthokyanové pigmenty které absorbuji ¢ast svétla a tak chrani
chloroplastové membrany.

V piirodnich podminkéch je tento faktor spojen s nadbytkem svétla. UV zpiisobuje vznik
thyminovych dimerit v DNA a tim vznik mutaci a ukonc¢eni funkce, ¢i chybnou funkci gent.
K tomu by mohlo dochazet v exponovanych vrstvach bun¢k epidermis a listového mezofylu
a rostlinné buiiky maji mechanizmy ochrany vic¢i UV zéfeni, které vedou k jeho pohlcovani
atim zabranuji vlivim na DNA. Vysok4 intenzita UV =zafeni ovliviiuje biosyntézu
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fenylpropanoidi a flavonoidli a podminuje hromadéni flavonoidi, které absorbuji UV zéteni.

Klicovy enzym, ktery se na syntéze téchto latek podili, je chalkonsyntaza. Jeji geny byly
klonovany a je pomérn¢ dobie zndma struktura a regulace jejich promotor. Gen se vyuziva
k transgenozi, protoze chalkonsyntaza je také jeden z klicovych enzymi syntézy antokyant
a transgen se uplatniuje také pfi manipulaci barvy kvéta a plodu.

8.11 Ki#iZova odpovéd’ na stresy

Byly uvedeny piiklady nékterych piekryvajicich se stresovych faktorti (nizka teplota — sucho
— zasoleni, presvétleni — nadbytek ozoénu a podobné).
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Charakteristickou skupinou proteint a ptislusnych kodujicich genti jsou proteiny LEA.
Tyto proteiny jsou syntetizovany ve velké mife v pozdnich fazich embryogeneze, kdy
jiz embryo vysycha. Predpoklada se, ze pomadahaji uchovavat neporusené¢ bunécné
struktury béhem vysychani. Soucasné jsou syntetizovany také pii dehydrataci,
nadbytku soli v pidé nebo jiném osmotickém stresu a pii chladovém stresu.

Spoleénym faktorem, ktery se ucastni pifi odpovédi na rtizné stresy, je ABA. Jeji
hladina se podstatn¢ zvysSuje pii zrani semen a raznych typech stresi. ABA Cini
rostliny podstatné odolnéjsimi k suchu, chladu a osmotickym stresim. Geny,
aktivované ABA (RAB — geny) jsou indukovany béhem embryogeneze a dale suchem,
solemi a chladem. Primarnim signalem pro zvysSenou syntézu ABA mohou byt zmény
turgoru.

Plsobeni stfedné intenzivniho stresového faktoru indukuje rezistenci k dal§im
stresovym faktorim. Sucho vede u ozimych pSenic ke zvySeni odolnosti k mrazu.
Rovnéz nadbytek soli v pidé zvySuje odolnost k mraziim pravé tak, jako poranéni.
Ozon, ktery plisobi rovnéz jako stresovy faktor, zvySuje odolnost k houbovym
patogentim. Pasobeni horka zvySuje odolnost k chladu a naopak.

Jednim z mechanizmd, ktery miize plisobit rezistenci k mnoha typtm stresi, je aktivni
biosynteticka draha antioxidantl. Jedna se pfedevSim o enzymy superoxiddizmutazy,
peroxidazy, katalazy a enzym askorbat-glutathionového cyklu. Jejich vysoka aktivita
byla zjiSténa po pisobeni horka, chladu, mrazu, soli, sucha a poranéni stejné jako
u oxidativnich stresi.

Ke hromadéni nékterych proteini tepelného Soku dochdzi také pti nizkych teplotach.
Stiedné velky tepelny Sok je schopen chranit pfed poskozenim mnoha dalSimi
stresovymi faktory. Proteiny tepelného Soku, které chrani membrany, tak Cini 1 pfi
nizkych teplotach.



9. Geneticky modifikované rostliny

Za poslednich 50 let se lidska populace vice neZ zdvojnasobila, z 3 na 7 miliard. Do r. 2050 se
pfedpoklada, Ze ptibudou vice nez 2 miliardy lidi a to hlavné v rozvojovych zemi. Piesto asi
1/5 1idi hladovi. Z toho vyplyva tlak na neustalé zlepSovani vlastnosti kulturnich plodin, které
slouzi k obzivé, napf. na vyssi odolnost k patogenim a abiotickym stresovym faktorim
prostiedi aj. Ukolem §lechténi je aplikovat neustile nové metody, jednak klasické, ale
predevsim biotechnologické a molekularni véetné genového inzenyrstvi, které maji potencial
zajistit vyS$i vynosy plodin. Soucasné Slechténi mliizeme tedy charakterizovat jako obdobi
aplikace molekularnich metod a genetickych manipulaci. Nékdy se hovoii o tzv.
molekularnim Slechténi.

Teoreticky vyzkum problematiky souvisejici s genetickymi modifikacemi (GM) zahrnuje
modelové druhy, studium riiznych metod transformace, vyuzivani riznych konstrukti nebo
identifikaci cilovych gent u raznych organizmu. Aplikovany vyzkum se zabyva napt. studiem
stupné¢ exprese transgenll a optimalizaci postupi vedoucich ke konecnému produktu
vyuzitelnému ve Slechténi nové odrudy.

Prvni zemi, kterd péstovala transgenni plodinu pro komer¢ni vyuziti, byla Lidova republika
Cina za¢atkem 90. let. Byl to tabak rezistentni k virim. V USA firma Calgene ziskala jako
prvni povoleni pro péstovani GM plodiny jako potravinu, bylo to rajce FlavrSavr se
zpozdénym dozravanim r. 1994. V nasledujicich kapitolach budou popsany hlavni znaky,
které jsou cilem genetickych modifikaci, a mechanizmy jejich dosaZeni.

9.1 Rezistence Kk herbicidiim

Prvnim S§lechtitelsky vyznamnym uspéchem bylo vneseni transgenu pro odolnost rostlin vici
herbicidim. Plevel mé& vyznamny negativni podil na vysi vynost a kvality urcité plodiny. Je
to dasledek konkurence mezi plodinou a plevelem pfi ziskdni vyzivnych latek a svétla,
plevele jsou také zdrojem rGznych skidct. Aplikace herbicidli je tedy nezbytna. Jsou to
chemické latky, které naruSuji urcité metabolické, biochemické procesy v rostliné a tim ji
poskozuji. Jsou pro rostliny toxické. Rada téchto procesti probiha v chloroplastech a &asto je
ovlivitovéana fotosyntéza.

Problémem vyuziti herbicidi je selektivni eliminace jen plevele a nepoSkozeni kulturni
plodiny. To je klasickymi pfistupy vyfeSeno jen v né€kterych piipadech, jednodélozné vs.
dvoudélozné. Navic fada herbicidii zatéZuje ptirodni prostfedi. VyfeSeni tohoto problému
nabizeji genetické modifikace. Vyuzivaji se herbicidy nové generace, které jsou sice velmi
ucinné, ale ucinkuji jen na rostliny, ne na zivocichy, a rychle se v prostfedi rozkladaji, aniz by
zanechavaly Skodlivé zplodiny. Byly znamy diive, nez byly vytvofeny ucinné transgenni
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rostliny, ale nedaly se pouZzit pro ochranu pted zaplevelenim, protoze pusobily na vSechny
rostliny, tedy i na kulturni odridy, které¢ maji chréanit; jsou to herbicidy totalni.

Teprve po vneseni transgenii pro necitlivost k témto herbicidim do rostlinnych genomt
kulturnich druhi jsou tyto U¢inné a bezpecné herbicidy k dispozici pro oSetfovani
transgennich plodin. V praxi to znamend, ze misto nékolikandsobného postiiku riznymi
herbicidy se rostlina oSetii timto novym herbicidem jen jednou nejvySe dvakrat. Celkové
mnozstvi herbicidu se snizuje, uspoii se penize, lidska prace, snizi se produkce sklenikovych
plynii. VSe je prospésné pro zivotni prostiedi.

Herbicid zpravidla pusobi toxicky na jediny enzym, vyznamny pro zivot rostlin. Napf.
glyfozat (chem. A-fosfinometylglycin) inhibuje syntézu enzymu EPSPS, glufosinat (chem.
kyselina  dialkylfosfornd)  inhibuje = glutaminsyntetazu,  chlorsulfuron  (chem.
sulfonylmoc¢ovina) inhibuje acetolaktatsyntazy (ALS), bromoxynil (chem. nitril) inhibuje
fotosyntézu, fotosystém II.

Vlivem dalSich herbicidi dochézi k inhibici
e mitdzy prostfednictvim naruSeni organizace mikrotubul,
e bunécného dé€leni,
e syntézy celuldézy v bunécné sténé,
e syntézy lipidd,
e transportu auxind.

Existuji tfi hlavni mechanizmy, tzv. strategie dosazeni rezistence rostlin k herbicidim
transgenozi:

1. Transgen koduje nadbytek cilového enzymu (proteinu), ktery je inaktivovan
herbicidem. Tato nadprodukce zplisobuje, Ze ¢ast enzymu — proteinu ziistane aktivni.
Nadprodukce miize byt dosaZzeno integraci vice kopii genu nebo pouZzitim silnych
promotort.

2. Transgen koduje odliSnou (modifikovanou, mutantni) formu enzymu, kterd neni
herbicidem inaktivovéana. Tento modifikovany protein je funk¢éni.

3. Transgen koduje enzym, ktery rozklada herbicid. Dochazi k detoxifikaci herbicidu,
jeho pfeméné na méné toxickou formu, nebo jeho odstranéni. Strategii je vyuZzivani
detoxifika¢nich mechanizmil rostliny, tj. pfirozenych obrannych mechanizmu rostliny
vuci toxickym latkam. Je prozatim vyuZivana v minimalni mife.

vvvvvv

vyuZzivaji.
9.1.1 Transgeny pro rezistenci kK herbicidu glyfozdtu

Glyfozat (A-fosfinometylglycin) je vyrabény pod technickym nazvem Roundup.
Mechanizmus poprvé vyuzila firma Monsanto, USA. Herbicid je G¢inny vici 76 ze 78
nejvyznamnéjsich plevelt, je to derivat glycinu.
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Mechanizmus ucinku herbicidu na rostliny

Herbicid blokuje aktivitu enzymu 5-enolpyruvat Sikimat-3-fosfosyntazy — EPSPS.
V rostlinéch je to klicovy enzym, ktery syntetizuje aromatické aminokyseliny (fenylalanin,
tyrosin, tryptofan), stavebni kameny bilkovin. V ptipadé inhibice enzymu se netvoii urcité
proteiny. Tento enzym netvoii zivoCichové, ale jen rostliny, bakterie a nékteré houby. Na
zivocichy nema herbicid Skodlivé Ucinky, zivocichové ziskavaji aromatické aminokyseliny
v rostlinné potrave.

Dopad

Dochazi k inhibici bunécného dé€leni, meristematické aktivity a rastu rostlin. Také je
inaktivovana syntéza auxini, jako je kyselina indolyloctova (IAA), ktera ma jako prekurzor
indol — ten je inaktivovan herbicidem.

Viyuzivane strategie rezistence

Ze 3 vyse uvedenych strategii se testuji 2 az 3, z toho 2 nejdéle. Jsou jiz vytvorené komeréni
odridy bézné vyuzivané v polnich podminkach.

Strategie 2

Strategie zahrnuje vyuziti genu zbakterii rezistentnich ke glyfozatu, nejcastéji
z Agrobacterium. Ke kodujici sekvenci bakterialniho genu je piipojen promotor 35S CaMV a
sekvence pro chloroplastovy transportni protein z Arabidopsis nebo petunie. Tim je zajistén
transport proteinu do chloroplastli, mista i¢inku enzymu.

Gen aroA ze Salmonella typhimurium je vlozen mezi promotor a terminalni sekvenci genu
ocs Agrobacterium v Ti plazmidu. Transgen koduje obdobny enzym EPSPS, ktery vSak neni
glyfosatem blokovan. Vneseny gen je pouze variantou vlastniho rostlinného genu. Je to
zpisobeno bodovou mutaci, kterd vede k zdmén€ aminokyseliny prolinu za serin. Funkce
enzymu je zachovéana.

Z dvoudéloznych druhi je transgen vyuzit napt. u soje, baviniku, fepky olejky. U
jednodéloznych druhtt — kukufice — je konstrukt optimalizovan. Mutantni gen EPSPS
z kukufice byl izolovany z explantatovych kultur, pfipojen promotor z ryZe a sekvence pro
chloroplastovy transportni protein je také z kukufice. Protein kddovany transgenem je
funk¢ni, enzym neni rozkladan herbicidem v diisledku mutace.

Geneticky modifikovany bavinik tvofi jiz vice nez 80 % zcelkové produkce (hlavné
rezistence ke glyfozatu Roundupu). GM bavlna je Setrnéjsi k Zivotnimu prosttedi, snizuje
potiebu orby a kypfeni. SniZzuje mnozstvi rezidui, ktera pretrvavaji hluboko v ptade¢.
Strategie 1
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Podaftilo se selektovat bunky petinie z explantitovych kultur schopné rlst v pfitomnosti
zvySené koncentrace glyfozatu. Tato tolerance byla disledek amplifikace ptislusného genu
pro enzym EPSPS v genomu pettnie az na 20 kopii. Enzym sadm byl beze zmény. cDNA byla
pouzita k tvorbé transgenu a introdukovana do rostlinného genomu pod fizenim promotoru
35S CaMV. Sekvence EPSPS obsahovala vlastni transportni protein, ktery zajistil pfenos do
plastidii. Transgen ma 40x vyss$i aktivitu exprimovaného enzymu EPSPS a tolerance rostlin
vuci aplikaci herbicidu glyfozatu postiikem je 2 az 4x vysSsi.

9.1.2 Transgeny pro rezistenci kK herbicidiim typu fosfinotricinu

Fosfinotricin (4-hydroxy-methyl phosphinoyl-D,L-homoalanin) je znamy také pod nazvem
glufosinat, komercni nadzev Basta.

Ucinek herbicidu

Tento herbicid blokuje enzym glutaminsyntazu, ktery zneskodiiuje amoniak, ktery se tvofi
pii pouzivani dusi¢nant i dal§imi cestami. Pokud je enzym inhibovan, amoniakové ionty se
kumuluji na toxickou koncentraci, rostlina uhyne. Glutaminsyntaza pieménuje L-glutamat na
glutamin. Inaktivace glutaminsyntazy také zplsobuje inhibici fotosyntézy. Oba Uc¢inky se
pusobenim herbicidu kombinuji.

Strategie rezistence 3

Pro ziskéani necitlivosti k tomuto herbicidu se pouzivaji dva transgeny, které oba pochazeji
z bézné pudni aktinomycety Streptomyces. Jsou to geny bar a pat. Gen bar (bialaphos
resistance) byl ziskdn ze S. hygroscopicus a obdobny gen pat (phosphinothricin
acetyltransferase) byl klonovan ze S. viridochromogenes. Enzymy kodované témito geny
pfeménuji herbicid na slou€eninu, ktera je netoxickd jak pro rostliny, tak pro Zzivocichy
arychle se rozkladd. Enzymy dodavaji acetylové skupiny k aminoskupiné alaninu
fosfinotricinu a tak jej inaktivuji.

Tento zpusob rezistence byl vyvinut v Plant Genetic Systems (PGS) pattici firm¢ Hoechst.
PGS pozdé¢ji ziskalo AgrEvo. Strategie byla vyuzita u fepky olejné a kukutice. Gen bar se
Casto vyuziva jako selektovatelny marker pii inzeréni mutagenezi k identifikaci a selekci
transformantt.

9.1.3 Transgeny pro rezistenci kK herbiciditm typu sulfonylmocoviny

Herbicidy zaloZzené na sulfonylmocoviné (napi. sulfuron) ptsobi jen na dvoud€lozné
rostliny, a proto se jiz diive pouzival k oSetfovani kultur obilovin. Nyni se tyto moZnosti
rozsifuji 1 na transgenni dvoud€lozné rostliny. Toxicita herbicidii typu sulfonylmocoviny je
podobné jako u glyfozatu zalezitost biochemickych drah tvoficich aminokyseliny, které
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zivocichové nedovedou syntetizovat. Proto herbicid neptisobi na zivo€ichy. Herbicid inhibuje
enzym acetolaktatsyntazu, ktery se podili na syntéze aminokyselin.
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Strategie 2

Jako transgen se pouziva napf. gen pochazejici z mutantni linie rostliny Arabidopsis thaliana.

9.2 Rezistence kK hmyzim Skidciim

9.2.1 Transgeny z Bacillus thuringiensis

V piirodé zijici bakterie druhu Bacillus thuringiensis produkuji pfi vytvaieni spor bilkovinu
toxickou pro né¢které skupiny hmyzu,; pfedevsim pro larvalni stadia hmyzu Lepidoptera,
Diptera, Coleoptera, Hymenoptera aj. Jednotlivé poddruhy a kmeny produkuji proteiny
s riznym spektrem citlivosti ke hmyzim taxontim. Tento protein se nazyva delta-endotoxin.
Diive se kultury této bakterie vyrabély ve velkych objemech (u nas napi. ve SluSovicich)
a pouzivaly se jako postfik kulturnich plodin proti hmyzim sktidctim (ekologicky insekticid).

Razné geny cry pro o-endotoxiny nebo jen jejich c¢asti se uzivaji jako transgeny
a prostfednictvim T-DNA jsou v€lenovany do rostlinného genomu (existuji 1 a, B, v
endotoxiny). Geny jsou lokalizovany na plazmidech, kde tvofi rodiny gent, kterych bylo
identifikovano asi 500. Aby se vSak dostatecné projevily v rostlinném genomu, musely se
metodami genového inzenyrstvi upravit. V posledni dob¢ byla uc¢innost tohoto systému
podstatné¢ zvySena a spektrum hmyzich tadd, na které pulsobi, rozsifeno (Coleoptera,
Lepidoptera, Diptera).

Utinnost transgentl byla obvykle dosti nizka. Pii¢inou byla piedeviim nestabilita mRNA
v rostlinnych buikéach. Pivodni geny byly proto modifikovany. Gen pro delta-endotoxin
z B. thuringiensis var. tenebrionis byl znovu syntetizovan tak, aby pii zachovani struktury
vysledného proteinu bylo vyuzito degenerovanych kodont, vyskytujicich se v rostlinném
genomu nejcastéji. Takovyto gen byl vnesen do genomu bramboru a byla zjiSténa vysoka
rezistence k mandelince bramborové (Leptinotarsa decemlineata). Transgenni brambory maji
vysokou odolnost k mandelince bramborové, jejich vynosové a jakostni parametry zlistavaji
stejné a mikrobidlni populace na transgennich rostlinach se jen nepatrné lisi od téch, které
byly nalezeny na standardnich odridach. U tabdku bylo dosazeno podstatného zvySeni
proporce delta-endotoxinu v proteinech listl, jestlize byl protein smérovan do chloroplastt.
Nyni existuje transgenni kukufice odolna proti zavije¢i kukuficnému (Ostrinia nubialis).
Kukufice odolna k zavijeci kukuficnému MONS810 se smi péstovat ve vSech zemich EU.
Obdobné byl upraven také gen crylA(b) pro rezistenci k motylim Skidcim, ktery se vnasel do
genomu ryze. Dal$i geny jsou vhodné pro navozeni odolnosti vii¢i brouklim nebo had’atkim.

Transgeny pro delta-endotoxin byly zavedeny také do genomu sdje, rajcete, brokolice,
baviniku a dalSich kulturnich rostlin. Na toxickou formu se endotoxin méni az ve stievu
hmyzu, kde je zasadité prostedi a kde dochazi k jejich vazbé se specifickymi receptory.
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Dal$i mechanizmy rezistence rostlin k hmyzu sméfuji k vyuziti transgent rostlinného
pivodu

9.2.2 Transgeny kodujici syntézu antimetabolickych proteinii, které narusuji
proces traveni u hmyzu

Inhibitory proteaz

Inhibitory protedz jsou malé proteiny z riznych rostlinnych druht, které inhibuji protedzy
v travicim traktu hmyzu.

Napt. inhibitory serinovych proteaz maji dvé aktivni mista a inhibuji trypsin a chymotrypsin.
Tyto proteiny jsou hojné v semenech a zasobnich organech nékterych druhti rostlin.

Prvni gen, ktery byl identifikovan a pienesen do genomu druhého druhu, je gen z Vigna savi,
eled’ Fabaceae. Byl to gen pro inhibitor trypsinu. Uginkuje proti motylim a dvojkiidlému
hmyzu. Gen byl introdukovdn do genomu fepky, bramboru, ryze, pSenice, jahodniku,
slunecnice, tabaku, rajcete, jabloné, salatu. Dalsi gen ze sdje byl vnesen do genomu fepky,
topolu, rajcete, bramboru, tabaku.

Gen pro inhibitor cysteinové proteazy zryze byl vnesen do genomu topolu, mél inhibicni
ucinek vici brouktim.

Je vSak znamo, ze hmyz se muize pfizplisobit témto inhibitoriim protedz. Lepidoptera nebo
Coleoptera mohou nadprodukovat proteazy nebo produkovat nové typy protedz, které jsou
necitlivé k inhibitorim. Proto je potfeba u transgennich rostlin vyuZivat vice typl inhibitorQ
protedz soucasng, tedy vice gend.

Inhibitory amylaz

V genomu fazolu existuje cela skupina genti pro proteiny, které jsou obsazeny v semenech
a funguji jako inhibitory a-amylazy. Gen pro inhibitor a-amyldzy mé zékladni funkci pfi
ochrané rostlin pfed hmyzem a navozuje rezistenci. Introdukci genu do genomu hrachu byla
sledovana rezistence k nékterym broukim. Dalsi geny s touto funkci byly introdukovany
z obilovin do tabaku.

Geny pro chitinazy

Hmyz obsahuje polysacharid chitin jednak v exoskeletu, ale také v peritrofni membrané.
Aktivita enzymi chitinaz (degraduji chitin) tak mlZe narusovat traveni hmyzu. V této oblasti
nebyly zaznamendny vyrazné vysledky; perspektivni je jejich vyuziti v kombinaci s geny Cry.
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9.3 Rezistence K virim

9.3.1 Geny pro plast’ové proteiny

Roku 1985 byla vyslovena hypotéza, podle které hostitel, u néhoz dochazi k expresi urcitych
sekvenci nukleovych kyselin patogena, se mliZe stat rezistentni k tomuto patogenu. Hypotéza
byla poprvé potvrzena roku 1996 u tabaku. Transgenni rostliny s genem pro plastovy protein
byly rezistentni k viru tabakové mozaiky. V soucasné dob¢ se projev transgenu pro plastovy
protein povazuje za obecné pusobici mechanizmus rezistence k odpovidajicimu viru. Zdrojem
transgend pro plastové proteiny jsou viry.

V polnich pokusech byly uspé$né testovany rostliny brambor, které jsou rezistentni k viru X.
Dalsi pokusy se provadi s rezistenci k viru Y a viru svinutky listi brambor. Pfitomnost
bilkoviny v rostlinné bunce ptisobi odolnost proti tomu typu viru, z néhoz pochazi gen, a proti
viram piibuznym. Plastovy protein je zabudovan do bunécné stény rostliny a brani vniknuti
dalSich virovych ¢astic se stejnym plastovym proteinem. Stupen rezistence zavisi na
konstrukei chimérického genu a na misté zaclenéni v rostlinném genomu.

Vysledky

e Brambor — PVX, PVY, virus X a virus Y, PLRV
e Vojtéska — AIMV virus mozaiky vojtésky

e Rajce — TGMV virus zlaté mozaiky rajcete

e PsSenice — BYDV virus zakrslosti jeCmene

e Ryze —RTSV, RSV, RYMV

e Virus mozaiky okurku

e Papdija — PRSV potyvirus

e Podzemnice olejnd — TSWV

Virus kéduje kromé plastového proteinu také protein, ktery umoznuje pohyb a replikazu. Od
toho jsou odvozeny dalsi strategie.

9.3.2. Rezistence k proteinu pro pohyb

Pti pouziti transgentd pro defektni proteiny pohybu dochéazelo k omezeni pohybu TMV uvnitf
rostliny. Defektni proteiny se hromadi v plazmodezmatech, kterymi se virus v rostliné
pohybuje. Transgenni rostliny tabaku, které obsahuji defektni protein pienosu TMV, jsou
rezistentni nejen k TMV, ale i1 k CaMV a AMV.

9.3.3 Rezistence zaloZend na antimedidtorovych konstruktech

Dlouho se nedafilo ziskat rezistenci k virim pomoci antimedidtorovych konstrukti transgend.
Antimediatorovd RNA vznikd transkripci DNA, kterd je komplementéarni ke kodujici genové
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sekvenci. V soucasné dob& jsou pouze v nékterych piipadech pro ziskdni rezistence
k rostlinnym viriim 0¢inné transgeny koédujici antimedidtorovou RNA. Tak je tomu napf. u
potyviru — viru zluté mozaiky bobu (BYMYV), nebo u geminiviru — viru zlaté¢ mozaiky rajcete.
U tabaku a bramboru byl jako transgen vyuzit gen pro antivirovy protein z Phytolacca
americana. Tento protein pusobi rezistenci k virovym infekcim obecné.

9.3.4 Dalsi mechanizmy

Byly popsédny transgenni rostliny bramboru, které ve svém genomu maji krysi gen pro 2-5
oligoadenyl syntetdzu a které jsou rezistentni k viru X bramboru vice nez transgenni rostliny
s genem pro plastovy protein tohoto viru. Enzym Uzce souvisi s interferonovym systémem
savcu. Interferony jsou specifické proteiny, vyluCované savcimi buitkami pii virové infekei,
pii proliferaci bun¢k a imunitnich procesech. Indukuji syntézu dalSich proteini, které vedou
k inhibici mnoZeni virQ. Jednim z téchto proteint je prave 2-5 oligoadenylat synthetasa.

Plastové bilkoviny a piislusné geny denné konzumujeme ve velkych kvantech, protoZze mezi
rostlinami v nasi stravé jsou i rostliny vir6zni. Konzumujeme plast'ovy protein, ale i virovou
RNA, které v transgenni rostliné budeme usSetteni.

9.4. Rezistence k bakteridalnim chorobam

9.4.1 Geny pro PR proteiny

e typu glukanaz
e typu chitindz

Jsou to enzymy, které degraduji polymery bunééné st€ény mnoha mikroorganizmi, neSkodi
rostling, ani jinym Zivo¢ichiim.
Zdrojem genti jsou:

e rostliny — ryze, jeémen. Gen pro chitinazu z ryze byl introdukovan do genomu okurky
— rezistence k Botrytis cinerea,

e bakterie — Serratia marcescens — extracelularni i intracelularni formy enzymu,

e houby — Trichoderma harzianum Zvysena tolerance tabaku a je¢mene k Rhizoctonia
solani.

Ke kodujicim sekvencim se ptidavaji promotory 35S CaMV.

9.4.2 Geny pro antimikrebialni proteiny

Mnoho gent koduje proteiny s antihoubovym a antibakterialnim tc¢inkem.
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e Gen pro lysozym z bakteriofaga T4 — ktery naruSuje bunééné stény bakterii, enzym
narusujici chitin a peptidoglykany. Byl vyuzit jako transgen a zaclenén do genomu
bramboru, zde pusobi vysoky stupen rezistence k Erwinia carotovora.

e Utinné jsou transgeny pro nékteré toxické proteiny jinych rostlinych druhti. Napf.
exprese genu pro thionin je¢mene v genomu tabaku vede ke zvySeni rezistence
k bakterialnim patogentim, napi. Pseudomonas syringae.

e Transgen pro rezistenci k tabtoxinu z Pseudomonas syringae patovar tabaci ptsobi
rezistenci tabaku k tomuto patogenu.

e Geny pro defenziny — proteiny identifikované v zivych bunkach, aktivuji obranné
mechanizmy — vdzou se na mikrobidlni plazmatickou membranu a maji lytickou
aktivitu.

e Gen alfAFP pro defenzin z vojtéska do bramboru — defenzin se hromadi
v extracelularnich prostorach listi a kofenll. Vysledkem je rezistence k houbé
Verticillium dahlia.

9.4.3 Geny pro indukci hypersenzitivni a systémové rezistence

Jako transgeny se vyuzivaji rasove specifické geny (R geny), které byly identifikovany, napf.
z genomu ryze a Arabidopsis. Gen Pto s 35S promotorem byl vnesen do rajcete. Aktivuje se
inkompatibilni interakce mezi produktem genu R (Prf) a produktem Avr genu (AvrPto)
patogena, protein PTO ptisobi jako prostiednik pro zprostfedkovani této interakce. Aktivuje
se signalizacni kaskada, vysledkem je aktivace transkripCnich faktorti pro geny PR — dochazi
k hypersensitivni reakci rostliny, aktivaci kyseliny salicylové se signal $ifi po rostliné a
indukuje se systémova rezistence. Rostliny jsou rezistentni k patogenu Pseudomonas syringae
f. sp. tomato.

9.5 SloZeni zasobnich latek

9.5.1 Oleje

Celkova produkce rostlinnych oleji ve svété se odhaduje na 100 mil. tun rocné. Hlavni 4
kulturni plodiny pro produkci oleji jsou sdja (Kanada a USA), palma olejova, fepka olejna a
slunecnice. Oleje slouzi k ptimé konzumaci ¢lovékem a zkrmovani zvifaty, jednak pro rizné
prumyslové vyuziti. Rostlinné oleje jsou triglyceridy mastnych kyselin. To znamena, Ze tfi
mastné kyseliny jsou esterifikovany tfemi hydroxylovymi zbytky glycerolu. Ve vSech
ptipadech je podstatné sloZzeni mastnych kyselin.

Zakladni vystavba mastnych kyselin se dé&e v chloroplastech, kde dochéazi ke skladani
jednotek obsahujicich dva uhliky do fetézci obsahujicich 16 az 18 uhlikti. V jedlych olejich
prevazuji mastné kyseliny, které maji 18 uhlikd a 1 az 3 dvojné vazby. Olejové kyseliny se
charakterizuji Cisly, z nichz prvni udava pocet uhlikli a druhé pocet dvojnych vazeb. Nékdy se
také jesté uvadi, ve kterych polohéach se nachéazeji dvojné vazby. Tento udaj se pise pred ob¢
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Cisla. Mastné kyseliny bez dvojnych vazeb jsou nasycené, s dvojnymi vazbami nenasycené.
Zapis tedy vypadad naptf. takto: 18:1, coz oznacuje kyselinu olejovou s 18 atomy uhliku
a jednou dvojnou vazbou.

Kyselina Pocet uhliki : pocet dvojnych vazeb
laurova 12:0
palmitova 16:0
stearova 18:0
olejova 18:1
linolova 18:2
linolenova 18:3
eikosenova 20: 1
erukova 22:1

Tab. 9.1 — Hlavni mastné kyseliny

Hlavnim prekuzorem vsech olejovych kyselin je kyselina palmitova. Ke vzniku dalSich
mastnych kyselin dochdzi dvéma cestami:

1. prodluzovani uhlikatého fetézce
2. desaturace, kterou vznikaji mastné kyseliny s jednou, dvéma nebo ttemi dvojnymi
vazbami.

Pro potravinaiské ucely je zadouci, aby v olejich pfevazovaly nenasycené mastné kyseliny
s jednou dvojnou vazbou a se stfednim (16—18) poctem uhlikii (pfedevsim 18:1). Hlavnim
cilem je snizeni obsahu kyseliny erukové 22:1 a linolenové 18:3 a zvySeni obsahu kyseliny
olejové.

Dvé prozatim nejpozoruhodnéjsi linie s modifikaci poméru mastnych kyselin v olejich semen
byly uvedeny do polnich pokusi v letech 1993-94 firmou Calgene. Repka obsahuje v olejich
semen 1-2 % kyseliny stearové a méné nez 0—1 % kyseliny laurové.

Obohaceni mastné kyseliny dvojnou vazbou se uskuteciiuje prostiednictvim enzymu
desaturéza, Napt. v 18 uhlikovém fetézci delta’ desaturaza dod na 9 uhlik dvojnou vazbu za
vzniku 18:1. Kyselina olejova se mlize zvysit az na koncentraci vétsi nez 90 %. Toho bylo
vyuzito u fepky. Podobné u s6je bylo dosazeno obsahu kyseliny olejové 22 az 79 %.
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Omega-3 desaturaza byla nejdiive identifikovana pozi¢nim klonovanim u Arabidopsis. Gen
byl pouzit kizolaci homolognich geni z dalSich organizmi, a ty pak byly vyuzity ke
genetickému inZenyrstvi nesaturovanych (nenasycenych) matnych kyselin u rostlin.

Existuji linie s obsahem 40 % kyseliny stearové a s obsahem 40 % kyseliny laurové v olejich
semen. Odrida s vysokym obsahem kyseliny laurové byla jiz v roce 1995 v USA uvolnéna
pro komeréni vyuziti. Byl zde vyuZit antisens konstrukt pro delta’ desaturazu. Zptsobilo to
sniZzeni enzymu desaturdzy a snizeni tvorby olejové kyseliny (18:1) na 1-2 % a zvySeni
stearové az na 40 %. Tyto typy olejl jsou vhodné pro primyslové vyuZiti.

Jsou 1 dalsi linie novoslechténi, z nichz kazd4 obsahuje jeden transgen, ktery méni obsah
mastnych kyselin v olejich semen. Odriida s vysokym obsahem kyseliny laurové (12:0)
obsahuje gen pro lauroyl-ACP thioesterdzu z genomu jiné rostliny. Tento enzym zplisobuje
predCasné ukonceni fetézce a hromadéni mastnych kyselin C;, (kyseliny laurové) misto Cjg
(kyseliny stearové a olejové). Oleje s prevahou kyseliny laurové jsou vyuzitelné hlavné pro
vyrobu mydel a detergentl ale také v cukrafskych tucich a nahrazkach mléka. Odruda
s vysokym obsahem kyseliny stearové obsahuje antisense kopii genu pro stearat desaturazu
z fepky. Tato antimedidtorova genova konstrukce inhibuje projev genu pro stearat desaturazu,
coz vede k hromadéni olejii s nadbytkem kyseliny stearové (18:0), protoze je blokovana jeji
desaturace na kyselinu olejovou. Olej s vysokym podilem kyseliny stearové je zvlasté¢ vhodny
pro vyrobu margarinu.

Vyjimku tvofi kyselina y-linolenova, kterd ma piiznivé vlivy na léCeni atopického exému
kojenctl, snizovani alergie, snizovani obsahu cholesterolu v krvi a dalsi parametry. Vyskytuje
se ale pfevazné jen ve specialnich typech olejti (z pupalky, brutnaku, jader ¢erné¢ho rybizu).
Bylo dosazeno pfemény kyseliny linolenové v y-linolenovou. Pfeména se uskuteciiuje
prosttednictvim enzymu delta® desaturizy. Gen pro tento enzym byl klonovan z genomu
sinice Synechocystis, upraven a pokusné pfenesen do genomu tabaku. V semenech dochazelo
k syntéze kyseliny gama-linolenov¢; cilem je obohaceni oleje fepky o tuto kyseliny.

9.5.2 Obsah ligninu

Genetické modifikace u stromi jsou zaméfeny na nizky obsah ligninu ve dievu, aby bylo
vhodnéj$i pro vyrobu papiru. Ro¢né stoji odstraiiovani ligninu ze dieva 20 miliard dolart.
Gen zodpovédny za tvorbu ligninu byl nalezen a pracuje se na jeho vyfazeni z funkce
u vybranych druht stromi. Geneticky modifikované osiky maji o 45 % méné ligninu
a zaroven rychleji rostou. Hledaji se geny, které¢ by zabranili GM stromtim produkovat pyl
a zabranilo se tak hybridizaci GM a normalnich stromii. Tim by se také ulevilo lidem
alergickym na pyl. Je snaha o rozluSténi genetického kodu stromi; za vhodného kandidata byl
vybran topol Populus balsamifera (genom 550 Mb). Pro srovnani, borovice Pinus taeda ma
genom velky 20 000 Mb, jeji genom je také sekvenovan.

V roce 1994 se podafilo transgenozi dosdhnout zmén slozeni lipidi. Do genomu tabdku byla
vnesena antisens konstrukce, kterd inaktivuje geny pro cinnamyl alkoholdehydrogenazu,
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enzym katalyzujici posledni krok biosyntézy prekursoru ligninu. Lignin byl pak pozménén ve
slozeni 1 struktufe a byl pfistupnéj$i chemické extrakci. Xylemova pletiva méla
cervenohnédou barvu. Genovd konstrukce vnesend do genomu osiky podminuje
cervenohnédou barvu dieva jako novy, nabytkaisky dobie vyuzitelny znak podminény
transgenozi.

9.5.3 Zdsobni bilkoviny semen

Manipulace se spektrem zasobnich bilkovin semen se provadi se dvéma praktickymi cili:

1. Optimalizace spektra aminokyselin v zasobnich proteinech semen. Semena rostlin,
zvlasté luskovin a obilovin, slouzi k potravinafskym a krmivarskym uceltiim, ale
z hlediska slozeni aminokyselin nejsou plnohodnotnd. Semena luskovin maji
nedostatek methioninu a cysteinu, obilninam chybi lysin a methionin. Cilem genovych
manipulaci je doplnit zasobni proteiny semen o typy, které obsahuji nadbytek téchto
aminokyselin.

2. Ve specifickych ptipadech je vyhodné, aby byly do genomu vneseny geny pro dalsi
proteiny, které by mohly byt ukladany podobné jako zasobni proteiny, protoze jsou
v této formé snadno extrahovatelné a vyuzitelné napt. farmakologicky.

Proteiny semen Brassica napus jsou vyznamné z hlediska vyvazeného, plnohodnotného
slozeni aminokyselin, protoze pokrutiny zbylé ze semen fepky po extrakci olejii se pouzivaji
jako krmivo. Proteiny semen fepky maji nedostatek aminokyselin lysinu a methioninu. Byl
klonovan gen pro zasobni protein semen z Bertholetia excelsa (paraotech). Tento albumin 2S
obsahuje vysoky podil methioninu. Jeho gen, i s piivodnim promotorem, byl vnesen do
genomu fepky. V semenech dochazi k expresi transgenu a tim ke zlepSeni sloZeni
aminokyselin v jejich proteinech.

Stejny gen, ale pro protein legumin Vicia faba, byl vélenén také do genomu Vicia narbonensis
a projevoval se v semenech této vikvovité rostliny, v nichz se trojnasobné zvysil obsah
methioninu.

9.6 Trvanlivost plodii rajcat

Existuji dva typy transgennich rajcat. Prvni typ jsou rajcata s genem flavr savr, izolovanym
z cv. Caligrande. Pozdé&ji byl vyuzit synteticky transgen. Gen fidi tvorbu antimediatorové-
RNA, ktera blokuje tvorbu (vyfazuje z ¢innosti normalni gen rajcat) polygalakturonidazy.
Polygalakturonidéaza je enzym, ktery se podili na posledni fazi zrani plodd. Zptsobuje rozklad
pektini ve stiednich lamelach bunéénych stén. Tento gen se do rajcat vnasel proto, ze se
predpokladalo, ze aktivita enzymu zplisobuje meknuti ploda. Zjistilo se, ze tomu tak neni, ze
ztrata aktivity enzymu sice meknuti plodii nezabrani, zabrani vSak do zna¢né miry kazeni
plodi a plody ziskaji lepsi chutové vlastnosti. Obchodni skladovatelnost se prodlouzila z 1 az
na 2 az 3 tydny.
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Druhy gen, ktery byl do dédi¢ného zakladu rajcat vnesen, aby zlep$il vlastnosti plodi, je opét
synteticky gen, ktery zamezuje expresi jednoho z genil pro syntézu etylénu. Etylén je plynny
rostlinny hormon. Signal zprostfedkovany etylénem spousti mimo jiné kaskadu procesi, které
vedou ke zrani plodi. Pokud se v pribéhu vyvoje ploda etylén v ptislusnou dobu netvofi,
plody necervenaji a nedozravaji a zlistavaji na ketich velké a zelené. Je mozno je pak sklidit
vSechny najednou, bez poskozeni je transportovat a jesté po transportu delsi dobu skladovat.
Jestlize maji dozrat, daji se do kontejneru, do kterého se vpusti etylén. Ke spotiebiteli se pak
dostanou plody v optimalni kvalite, ¢erstvé dozralé a neposkozené.

Tato rajcata byla uvolnéna do americké prodejni sit€ k 1. 6. 1994. Bylo prokazano, ze zbytky
ptislusné DNA 1 bilkoviny nejsou dieteticky zavadné.

Hormon etylén vyZaduje specifické receptory pro citlivost a pfenos signalu po sméru reakce.
Nov¢ byly genetické manipulace biosyntézy etylénu zaméfeny na identifikaci genu kédujiciho
tento specificky receptor. Gen Etrl-1 kéduje mutovany receptor, ktery kdduje dominantni
necitlivost k etylénu u A. thaliana, a zptisobuje vyznamné zpozdéni ve zrani plodt u rajcete
a petunie.

9.7 Pylova sterilita

Prakticky vyznam pylové sterility v klasickych Slechtitelskych postupech spociva predevsim
v nuceném cizospraseni pro produkci heter6zniho osiva. Pfi tvorbé transgennich odrid je
casto pozadavek, aby transgen nebyl prendSen pylem, tedy pozadavek pylové sterility. Pylova
sterilita vyuzitelnd ve Slechténi (jaderné cytoplazmaticky typ s obnoviteli fertility) neexistuje
u vSech odriid kulturnich rostlin a je tedy zaddouci, aby transgenoze pfinesla Siroce vyuzitelné
systémy. Takovéto systémy jsou v soucasné dob¢ asi Ctyfi.

Prvni systém vyuziva chimérického genu pro barnazu z Bacillus amyloliquifaciens. Barnaza
je extracelularni vysoce aktivni nukledza této bakterie, kterd degraduje jak RNA, tak DNA. Je
syntetizovana jako neaktivni pre-proenzym, k jehoz jedné upravé dochazi pii opusténi
bakterialni buniky a odstranéni signalniho peptidu, a potom teprve vné bakteridlnich bun¢k ke
druhé¢ upravé a vzniku aktivniho enzymu. V bakteridlnich bunikdch soucasné existuje
vnitrobunéény inhibitor, protein barstar, ktery ma 89 aminokyselin. PiisluSny gen byl rovnéz
klonovan. Upraveny zkraceny gen pro barnasu (zbaveny sekvenci, jez jsou u vzniklého
proteinu upravovany) byl zafazen za promotor specificky pro tapetovou vrstvu bunék tabaku
(oznacen TA29) a vnesen transgenozi do genomu tabdku a fepky olejné. Tim zpusobil
selektivni destrukci tapetovych bunc€k prasniki a ndsledné degeneraci pylovych zrn. Stejny
vliv m¢l i chiméricky gen pro ribonukleazu T1 z Aspergillus oryzae s promotorem TAZ29.
Pokud se pouzije obdobnym zplisobem vV jiné transgenni linii gen barstar se stejnym
promotorem, pak tato linie mize plsobit obdobné jako obnovitel fertility pii klasické
cytoplazmaticko-jaderné pylové sterilité.
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Jaderné podminéna pylova sterilita byla ziskana u Petunia hybrida blokadou syntézy
flavonoidd v prasnicich, kterd vedla k pfedCasnému zastaveni vyvoje pylu. Bylo toho
dosazeno jednak transgenozi jednak antisens genem a jednak kosupresi, tedy vnesenim
transgenu pro chalkonsyntdzu, jehoz pfitomnost vedla k potlaceni vlastniho genomového
genu pro chalkonsyntazu. Tento enzym katalyzuje prvni krok syntézy prekurzort flavonoidi.
K obnoveni fertility byly flavonoidy aplikovany na bliznu nebo jako ptimés pylu.

Tteti systém byl zatim pouzit pouze u tabaku. Pylové sterility tam bylo dosazeno expresi genu
rolC Agrobacterium rhizogenes tizeného promotorem 35S. Exprese genu vSak vedla
k morforegulacnim zménam. Fertilita byla obnovena expresi genu pro antisens RNA u F,
hybrida.

Ctvrty systém byl rovnéz vyuzit u tabéku. Je to inducibilni systém destrukce specifickych
rostlinnych pletiv. Je zalozen na aktivité¢ genového produktu genu E. coli argE, ktery méni
netoxickou latku N-acetyl-fosfinotricin na herbicid fosfinotricin. U rostlin, které nesou tento
gen, kjehoz expresi dochazi specificky v tapetalnich buitkach prasniki, je tvorba pylu
blokovana po posttiku rostlin netoxickou koncentraci N-acetyl-fosfinotricinu.

9.8 Nové typy rostlin

9.8.1 RyZe s provitaminem A

Hlavni potravina asi pro 4 miliardy lidi je ryze. Hlavnim problémem piedevs§im v chudych
zemich je nedostatek vitaminu A. Symptomem nedostatku je Seroslepost az uplna slepota.
Uvadi se, Ze asi 124 mil. déti ma nedostatek vitaminu A, slepota postihuje az 0,5 mil. déti
ro¢né. Proto je snaha obohatit ryZi o B karoten = provitamin A. Prostfednictvim genetickych
modifikaci byla provedena introdukce tii gent do genomu ryze, jejichz exprese vedla k tvorbé
provitaminu v endospermu.

Byly to geny psy (phytoen syntdza) z narcisu s promotorem specifickym pro endosperm, ctrl
(karoten desaturaza) z bakterie Erwina a gen Icy pro enzym lykopen B-cyklazu. Tato
modifikovana ryZze ma ZlutooranZzovou barvu, proto se ji fikd zlata ryze. Dalsi modifikace
u ryze ma za cil zvysit obsah Zeleza.

9.8.2 Repka olejnd a sdja se zvySenym obsahem vitaminu E

Arabidopsis hraje dulezitou roli i pfi odhalovani gent, které maji ptiznivy dopad nenutri¢ni
kvalitu plodin. Cestou pozi¢niho klonovéani genli u A. byl identifikovan gen VTE3 kodujici
syntézu enzymu 2-metyl-6phytylbenzoquinol methyltransferazy, ktery je soucasti biosyntézy
vitaminu E. Gen pro tento enzym byl dlouho hledan, protoze se piredpokladalo, ze pfeménuje
delta-tokoferol na vice biologicky aktivni gama-tokoferol. Delta-tokoferol se akumuluje
v relativné vysoké koncentraci u soje a dalSich olejnin. Transgenni rostliny soje
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s exprimovanym genem VTE3 béhem tvorby semen jiz neakumuluji delta-tokoferol, tak
zlepsuji nutriéni hodnotu séjového oleje. Koexprese VTE3 a Arabidopsis gamma-tokoferol
metyltransferdzy VTE4 v semenech zpusobuje 100% akumulaci alpha-tokoferolu, ktery je
biologicky nejvice aktivnim tokoferolem. Tak introdukce dvou genti Arabidopsis zlepSuje
nutriéni kvalitu s6jového a fepkového oleje ve srovnani se standardem.

9.8.3 Kdvovnik s bezkofeinovymi boby

Brazilskymi védci byly identifikovany rostliny kavovniku Coffea arabica téméf bezkofeinové
(3 ketiky z 3000) v dasledku spontdnnich mutaci. Problém se feSi efektivnéji genetickymi
modifikacemi. Péstuji s jiz rostliny, kterym chybi kliCovy gen pro tvorbu kofeinu, a produkuji
0 50 az 70 % mén¢ této latky. Toto snizené mnozstvi je 1 v zrnkach budouci kdvy. Podaftilo se
tak vytvofit produkt, ktery ma srovnatelné mnozstvi kofeinu jako u produktii, u nichz je
kofein odstranovan fyzikalnimi metodami. Alkaloid kofein se extrahuje ze zrn organickymi
rozpoustédly nebo kyslicnikem uhli¢itym. Prvni zpisob je levny, ale pouZivana rozpoustédla
jsou karcinogenni, a v kdvé mohou zistat stopy rozpoustédla. CO; je neskodny, ale aby se
z plynu stalo rozpoustédlo, je tfeba jej zkapalnit a zchladit. Cely proces je energeticky a
technologicky naroény a vysledny produkt se prodrazuje. Casto se odstranuji i zadouci
aromatické latky.

U GM plodiny je kava bez kofeinu bez jakychkoliv vedlejSich nakladia. Kavovnikové kete se
snizenym obsahem kofeinu patii ke kavovniku Coffea canephora. Na tvorb¢é kofeinu
v rostlinach se podili tfi enzymy. Genetickd modifikace je zaloZena na zabranéni exprese
jednoho genu

9.9 Odolnost vici stresovym faktoriim

Je znamo nékolik typt transgend, které zvySuji odolnost rostlin k suchu a k nizkym teplotam.
Jeden z nich je gen SacB z Bacillus subtillis. Tento gen kdduje enzym levansukrazu, ktery
podmiiiuje syntézu a akumulaci fruktaniti. Transgen ma promotor 35S a jeho kddujici
sekvence navic signalni sekvenci pro pfenos enzymi do mitochondrii. Fruktany jsou
molekuly polyfruktdzy, které jsou produkovany nékterymi bakteriemi a nékterymi rostlinami.
Rostlinné fruktany se skladaji z 10200 molekul frukt6z bakteridlni mohou byt jesté podstatné
vetsi. Jsou rozpustné, maji schopnost depolymerace a opétné polymerace a tim ovliviiuji
stabilitu osmotické hodnoty pfi suchu a nizkych teplotach. Gen SacB, vneseny do genomu
tabaku, zvysuje toleranci k suchu. ZvySenou toleranci k suchu podminuje také vneseni
upravené¢ho bakteridlniho genu pro cholindehydrogenasu do rostlinného genomu. Tento
enzym podminuje syntézu glycin betainu, coz je rovnéZ osmotikum, které zvySuje odolnost
k suchu. Transgenni tabdk je tak schopen rist na médiu s vysokym obsahem chloridu
sodného.
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Zajimavou skupinu transgenl tvoii geny pro metalothioneiny. Jsou to zZivociSné proteiny,
které maji schopnost pevné vazat nékteré toxické tézké kovy, jako napt. kadmium, olovo,
rtut’. Cilem praktického vyuziti transgennich rostlin s t€émito geny je ziskat rostliny, které by
slouzily jako ,,odpadni kose* a €istily ptidu pfi rekultivacich.

9.9.1 Rezistence k chladu a suchu

K odstranéni oxidativniho stresu se vyuziva antioxidantd, gend, kodujicich latky
enzymatické i neenzymatické povahy, které maji schopnost odstraniovat kyslikové radikaly.
Ptikladem je superoxiddizmutaza; gen z tabaku byl vnesen do genomu vojtésky.

Odolnost vaci dehydrataci je mozné feSit prostfednictvim zmén ve slozeni lipida
plazmatické membrany. Trstuje se gen izolovany ze sinice a zmény ve spektru mastnych
kyselin prostfednictvim enzymu delta-desturazy, ktery tento gen kéduje. Dochazi k menSim
ztratam vody.

Geny pro fruktany jako osmoprotektanta se vyuzivaji k ochrané¢ enzymti a membran pied
poskozenim.

Rezistence k zasoleni — je zndmo, Ze v rostlinach je protein, ktery vychytava sl a uklada ji
v oddé€lenych kompartmentech uvnitf rostlinnych bunck. Pokud je soli hodné, bilkovina
nestaci vSechnu sul zabudovat a volna siil pfitomnd v rostliné narusi normalni biochemické
pochody v buiikach, a rostlina usycha. Bylo vytvofeno geneticky modifikované rajce, které
vytvaii vice proteinu transportujiciho stl, a to rostliné¢ dovoluje riist a produkovat plody i1
v piipad¢, Ze je zalévana 50x slan¢j$i vodou nez je bézné. Rajce odolava vodé, kterd obsahuje
tretinu soli vody moftské. . Gen byl ziskan z arabidopsis — AtNHX1.

Rajce je obecné povazovano za citlivé k chladu. Stejné jako u arabidopsis konstitutivni
exprese transkripniho faktoru CBF1 (C-repeat/dehydratation response element binding factor
1) zrodiny AP2/EREBP zplsobuje zvysenou toleranci k chladu, oxidativnimu stresu a
vodnimu deficitu u rajcete a fepky olejky.

9.10 Tvorba protildatek

V zivocisnych organizmech jsou protilatky disledkem variability zdkladnich proteintt —
imunoglobulini. Molekula imunoglobulinu je tvofena ze Ctyf polypeptidovych fetézct, ze
dvou tézkych fetézcl o stejné primarni struktuie a ze dvou lehkych fetézch. Tézké tetézce
obsahuji asi 430 aminokyselinovych zbytkli a lehké asi 214. Molekula imunoglobulinu je
tvotfen pohromadé¢ bisulfidickymi vazbami. Kazdy fetézce sestava ze dvou zékladnich oblasti:

e konstantni oblasti (C). To je usek, ktery se vyznacuje relativné neménnou sekvenci
aminokyselin.
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e variabilni oblasti (V). To je tusek, kterym se imunoglobuliny pfislusného typu
tézkého nebo lehkého fetézce navzéajem lisi.

Variabilni oblast kazdého fetézce je slozena ze tfi hypervariabilnich usekii a Ctyi useki
zakladni struktury. Hypervariabilni tseky jsou na rozdil od tseka zdkladni struktury znacné
promé&nlivé a tvoii vazebna mista pro antigen. Specifita imunoglobulinu vzhledem k antigenu
je tedy podminéna primarni strukturou variabilni oblasti. Cast konstantni oblasti t&Zkého
fetézce je flexibilni a svou flexibilitou usnadituje vazbu antigenu k imunoglobulinu.

Uplna molekula IgG ma tvar pismene Y a ma mnoho nezavislych domén. U ¢&lovéka je 5
zékladnich typt tézkych tetézct, které se déli na dalsi podtypy. Podle toho, jaky typ nebo
podtyp tézkého ftetézce se v molekule imunoglobulinu vyskytuje, zafazujeme ho do jedné
z péti tiid:

IgG se nachazeji jako protilatky v séru,

IgM se vyskytuji jako receptory na povrchu B-lymfocyti,

IgA se vyskytuji ve slinach,

IgD ptisobi jako receptory v nezralych lymfocytech,

IgE se vyskytuji pii parazitdrni imunitni odpovédi.

Nk W=

V pribéhu zrani B lymfocytl dochéazi k ¢astym rekombinacim v hypervariabilnich oblastech
a to vede k velké variabilité¢ imunoglobulind. Monoklonalni protilatky obsahuji jen jeden typ
imunoglobulint. Teoreticky mize vzniknout nejmén¢ 500 milionti kombinaci. Geny pro
monoklondlni protilatky je mozno vnést do rostlinného genomu. Nemusi obsahovat cely lehky
a cely tézky fetézce, ale jen jejich variabilni oblasti (Fab — antibody binding fragment).
Vyuziti transgennich rostlin pro produkci monoklondlnich protilatek bylo poprvé publikovano
vr. 1989. Pro produkci celé protilatky je tfeba vnést do rostlinného genomu gen pro lehky
fetézec 1 gen pro tézky fetézec. Oba mohou byt na jednom tseku exogenni DNA (jedné T-
DNA) nebo mohou geny pro lehky a té€zky fetézec existovat ve dvou riznych transgennich
liniich a ke vzniku protilatky dojde aZ po zktiZeni obou linii.

IgG jsou vylucovany do mezibunécnych prostor. Zmensené derivaty téchto proteini vSak jsou
lokalizovany v cytoplasmé. Useky, které jsou schopny vazat antigeny, tvoii jen malou &ast
celé molekuly. K imunitni odpovédi staci, aby rostlinné buiiky syntetizovaly tyto useky
(domény Fv). Dalsim zjednoduSenim je, ze tyto domény se sklddaji jen z jednoho fetézce,
misto obvyklych dvou scFv (single chain Fv). Tyto scFv fragmenty jsou velmi malé
a odpadaji problémy spojené se vzajemnym piipojenim obou velkych molekul fetézcl. Gen
pro scFv je syntetickd sekvence DNA, kterda koduje variabilni lehkou a variabilni téZkou
doménu. Obé€ jsou spojeny vazebnou sekvenci a tvoii maly polypeptid (asi 28kDa). Tyto
scFv mohou byt dale modifikovany. Naptiklad dva razné scFv mohou byt spojeny. Tyto
fragmenty mohou byt pouZzity proti nékterym regulacnim proteiniim rostlinnych bunék nebo
proti rostlinnym patogentim, napt. virovym proteintim.

v

Predpoklada se, Ze rostliny budou zdrojem nejlacinéjSich protilatek. Bylo prokazano, Ze
rostliny budou vhodné pro pasivni imunizaci spocivajici v pojidani transgennich rostlin
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obsahujicich fragmenty protilatek. Protilatky, vyuzitelné v primyslu mohou byt ukladany
v semenech rostlin a tam dlouhodobé¢ skladovany, dokud nebudou izolovany.

Prvnim piikladem produkce funkéni protilatky rostlinou (tabdk) byl mysSi imunoglobulin
IgGl. Tvorba protilatky se skladala ze dvou krokd. V 1. kroku byly vytvoteny dv¢ transgenni
linie tabaku vzdy s jednim genem pro t€Zky nebo pro lehky fetézec. V 2. kroku byly kiizeny
dv¢ rostliny produkujici odlisny fetézec a byl vytvofen hybrid majici v genomu oba geny
a produkujici kompletni protilatku v listech, kde byla souc¢ésti proteinti (1,3 %).

Protilatky proti Streptococcuc mutans, ptivodci zubniho kazu, plsobi prikkazné proti této
bakterii. Protilatky rozpoznévaji streptokokovy antigen a brani kolonizaci patogena v ustni
dutiné. Ke genetick¢é modifikaci byl pouzit tabdk. Do jedné linie rostlin tabdku byl
introdukovan gen pro tézky fetézec, do druhé gen pro lehky fetézec. Kompletni protilatky
produkovaly hybridni rostliny ziskané kiizenim obou typi rostlin

Vroce 1999 firma Monsanto vyprodukovala rostlinné protilatky proti herpesvirim.
Pokusnym objektem byla s6ja. Byly ziskany Ctyfi typy rostlin, které produkovaly H fetézec, L
fetézec, J (joining, nezbytny pro tvorbu dimerli) fetézec a sekrecni komponentu. Teprve
kiizenim jednotlivym rostlin byl vytvofen Ctyinasobny hybrid produkujici kompletni
protilatku.

V roce 1999 byla také publikovana zprava, Ze byla vytvorena rostlinna terapeutickd vakcina,
kterd je schopna branit rlstu experimentdlné¢ udrzovanych nadorovych bunék mysi (non-
Hodgins lymphoma cells). U laboratorni mys$i dochédzelo k uzdraveni 80 % zvitat, pii cemz
v kontrolnim vzorku v§echny mysi do tfi tydnii umiraly. Vakcina proti této chorobé existuje,
produkuje se biotechnologicky savCimi bunkami v kultufe a je velice drahd. Produkce
rostlinnymi bunikami je mnohem levné;jsi a je nadéje, Ze bude mozno vyuzit rostlinné vakciny
k 1éceni nékterych nadorovych onemocnéni u lidi.

9.11 Rostlinné vakciny

Transgenni rostliny mohou produkovat proteiny, které jsou vlastni lidskym patogentim,
napadajicim epitelialni membrany. Jedna se o bakterie a viry, zplisobujici nachlazeni, ale také
ty, které jsou prenaseny kontaminovanymi potravinami nebo pohlavnim stykem. Vakciny,
ucinné proti témto infekcim, stimuluji mukoézni imunitni systém k produkci imunoglobulinti
IgA (S-IgA). Tato imunitni odpovéd’ vznika v bunikach epitelu respiracniho a traviciho traktu.
K imunizaci dochazi pojidanim cerstvé zeleniny nebo jinych rostlinnych produkti.
Transgenni rostliny, u nichz v jedlych pletivech dochdzi k produkci antigeni, mohou byt
vyuzivany jako levné "potravinové vakciny". Zatim byly USA patentovany nékteré transgeny,
vyuzitelné v rostlinach jako vakciny. Prozatim se pocita s jejich vyuzitim v rostlinach tabaku
a bramboru, perspektivné banand, jahod, salatu, fedkvicek, mrkve, rajcat atp. Jsou to zejména
tyto transgeny:
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1. Protein spaA ze Streptococcus mutans. Tato bakterie se vyskytuje v Ustni dutiné
¢lovéka a je hlavni ptficinou zubnich kazi. V listech transgenniho tabdku jeji uvedeny
protein tvoii asi 0,02 % proteinu listl.

2. Povrchovy antigen hepatitis B (HBsAg). Hruby extrakt listii tabaku obsahuje 0,01 %
tohoto proteinu z celkového mnoZzstvi proteint listh. Byl pouzit k imunizaci mysi a
vyvolaval imunitni reakei.

3. Termolabilni enterotoxin B z E. coli a podjednotka B toxinu cholery. V zemich tietiho
svéta se ob¢as objevuje nakazlivé prijmoveé, nékdy smrtelné onemocnéni, zptisobené
nékterymi kmeny E. coli. Enterotoxin (LT) z E. coli je multimerni protein, ktery je
strukturné, funkéné i antigennimi vlastnostmi podobny toxinu cholery (CT). U mysi
byl prokazan imunitni charakter transgennich rostlin tabaku a bramboru.

9.12 Farmakologicky vyuZitelné vzdcné proteiny

K hlavnim uspéchiim genového inzenyrstvi jiz v letech 1980-1990 patiilo, Ze byly klonovany
geny pro lidsky inzulin, interferon a ristovy hormon. Biotechnologické firmy tyto vzacné
proteiny zacaly vyrdbét pro terapeutické ucely s vyuzitim transgennich mikroorganizmu
a zivoc¢ichti. Se sekvenovanim lidského genomu jsou rozpoznévany a klonovany dalsi geny
pro vzacné proteiny, které by mohly reparovat nékteré genetické choroby ¢lovéka. V mnoha
ptipadech nemusi jit jen o lidské geny a genetické choroby.

Hirudin je protein, ktery pusobi proti srazeni krve. Patologickym typem srazeni krve
u starSich osob je trombdza a pfi jejim 1éCenim se vyuziva antitrombinovych latek. Z nich
nejznaméjsi je heparin. Ten ale mad své nevyhody. Pijavky maji ve svych slinach
antikoagulacni protein hirudin. Je to maly protein (7kDa), ktery je vysoce acidicky, tvofi
komplexy s trombinem a je to nejsilnéj$i existujici inhibitor trombinu. Je to farmakologicky
vyznamny protein, ktery jiz byl biotechnologicky vyrabén (prostfednictvim E. coli,
Streptomyces, bakulovirti, kvasinek). Ten vSak je fadové méné ucinny nez piirodni. Pfirodni
hirudin obsahuje v poloze 63 tyrosin, na ktery je vazana sira, ale vyrdbény prostiednictvim
mikroorganizmil tuto anomalni aminokyselinu neobsahuje. Nyni je moznost ho produkovat
prostfednictvim transgennich rostlin. Upraveny chiméricky gen byl vclenén do genomu
Brassica napus tak, aby polypeptid kodujici hirudin byl soucasti proteinu oleosinu. Oleosiny
jsou proteiny, které se nachédzeji v membranach olejovych télisek bunék zasobnich organii
semen. Vyznacuji se tim, Ze se velmi snadno extrahuji a s nimi se extrahuje 1 hirudin. Ten se
od oleosinu odddéluje proteolytickym Stépenim. Jedna se tedy o vneseni flizniho transgenu
oleosin hirudin.

Dalsi skupina proteintl, o jejichz produkci prostiednictvim transgennich rostlin se uvazuje,
jsou né€které minoritni proteiny lidské krevni plazmy. Ty jsou rovnéZ produkovany pomoci
sav¢ich buné€k in vitro, ale produkce prostfednictvim rostlin je ¢asto vyhodnéjsi. Jednim
z takovychto proteind je cytokin GM-CSF. Ten je potiebny po transplantaci kostni diené, kdy
casto dochézi k infekcim a tento protein zvySuje imunitu. Gen byl klonovan a kodujici
sekvence ma 432bp. Polypeptid ma signalni peptid 17 aminokyselin a zraly polypeptid ma
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délku 127 aminokyselin. Pro expresi v rostlinach bylo tfeba zkonstruovat chimericky gen,
ktery ma jiny signalni peptid. Byl to signdlni peptid gluteinu ryze a z téhoz genomu byl také
promotor. Dochazelo k dostatecné expresi proteinu v semenech tabdku a neni pochyb o tom,
ze v soucasné dobé€ je jiz protein exprimovan v semenech nékterych produkéné vyhodnych
kulturnich druht rostlin.

Dalsimi kandidaty jsou geny pro faktory srazlivosti krve pro 1é¢eni hemofilie FVIII a IX. Je
velmi pravdépodobné, Ze nékteré proteiny, produkované v zasobnich proteinech semen,
budou vhodné piimo ke konzumaci bez izolace pro aktivni 1 pasivni imunizaci.

Jiny typ lidskych proteind, které bude vhodné produkovat prostfednictvim transgennich
rostlin, jsou proteiny lysozomii. Lysozomy jsou degradativni organely Zivocisnych bun¢k a
jsou dulezit¢ pro degradaci makromolekul a recyklaci vzniklych monomert. Lysozomy
obsahuji nukledzy, fosfatazy, protedzy a dalsi enzymy, které degraduji polysacharidy a lipidy.
Absence nekteré ze specifickych hydroldz v lysozymech vede k hromadéni nerozlozenych
molekul substratu a u ¢lovéka to ma za nésledek pestré klinické obrazy. Napi. Tay-Sachsova
nemoc, kterd vede v nervovych buiikdch k hromadéni gangliosidu Gy, vede k smrti obvykle
ve veéku ditéte kolem péti let. Gaucherova choroba je defektem enzymu glukocerebrosidu
(kyselé B-glukosidazy) a vede k akumulaci glykosfingolipida v buiikach makrofagu, coz vede
k vaznym poruchdm kostry a traviciho traktu. Tato dédi¢nd choroba se da 1écit doddvanim
chybéjiciho enzymu, problém je vSak jeho ziskavani v dostateném mnozstvi. Velmi vhodné
jsou pro jeho produkei transgenni rostliny. Chiméricky gen byl vnesen do genomu tabaku a
projevuje se v proteinech listli v mife, pii niZ se jiz vyplati jej extrahovat.

Produkt Druh transgenni rostliny

Krevni proteiny

albumin brambor a tabak

enkefaliny tabak, Arabidopsis thaliana
interferon o ryze

GM-CSF tabak

scFv tabak

Potencialni vakciny

HIV, rhinovirus Vigna
HBsAg tabak
endotoxin E. coli tabak a brambor
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antigen maldrie tabak

lidsky sérovy albumin tabak, brambor

virus nestovic tabak

Tab. 9.2 — Lidské farmakologicky vyznamné proteiny produkované transgennimi rostlinami

9.13 Tvorba fytdaz

Fytaza je enzym, ktery je univerzalné rozsifen a podmitiuje degradaci kyseliny fytové, ktera je
hlavni zasobni formou fosforu v semenech. Rostliny nemaji dostatek tohoto enzymu. Fytaza
z Aspergillus niger pfeménuje kyselinu fytovou na dalsi formy a pak dochézi az k preméné na
fosfor. U ptezvykavcii mikroflora zajistuje rozlozeni kyseliny fytové rostlinného ptivodu az
na vyuzitelny fosfor. Avsak v travicim traktu dribeze ziistava vétSina anorganického fosforu
nespotiebovana a je vyhodné, aby hladina fytazy v rostlinach byla zvySena. Kyselina fytova je
navic antinutricnim faktorem, ktery brani vsttebavani dalSich mineraldi, jako je Zelezo, zinek,
vapnik nebo hoic¢ik. Gen pro fytazu z Aspergillus niger se projevuje v genomu tabaku
a uvazuje se 1 o biotechnologické produkci enzymu prostifednictvim rostlinnych bunék.

9.14 Tvorba biodegradovatelnych polyesterii

Organizmy mohou za specifickych podminek uchovavat uhlik a energii ve formé osmoticky
inertnich polymert. U bakterii to mohou byt polyestery jako poly (3-hydroxybutyrat) (PHB)
a jiné poly(3-hydroxyalkanoaty) (PHA). Tyto latky jsou vyuzitelné jako biodegradovatelné
plasty. Jsou zna¢né perspektivni vzhledem ke zvySujicim se problémim hromadéni
umélohmotného odpadu. Polyhydroxyalkanoaty jsou syntetizovany napf. v bakteriich
Pseudomonas aeruginosa, P. oleovorans nebo Alcaligenes eutrophus. Tvorba PHB je
u bakterii zprostiedkovana tremi enzymy:

1. 3-ketothiolasou (gen phbA)
2. NADH-dependentni acetoacetyl-CoA reduktazou (gen phbB) a
3. PHB syntazou, také nazyvanou PHB polymerazou (gen phbC).

Produkce PHB je vazana na syntézu mastnych kyselin, jejiz podstatna Cast probiha
v chloroplastech.

Polyhydroxybutyrat se hromadi v transgennich rostlinach Arabidopsis thaliana, které jej
syntetizuji. Do genomu Arabidopsis thaliana byly pieneseny upravené 3 bakterialni geny,
které maji vSechny promotor 35S. PHB se hromadi v listech, v bunéénych inkluzich
v cytoplasmé, vakuolach i bunééném jadie, ale tvoii jen asi 0,14 % suSiny. Akumulace PHB
se silné¢ zvySuje, jestlize je dopravovan do chloroplasti. Tvoii potom az 14 % suSiny.
Produkce polyhydroxybutyratu prostiednictvim Arabidopsis thaliana je jen modelovy piistup.
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Pro vlastni primyslovou produkci se predpoklada, Ze tento polymer bude produkovan
v plastidech hliz bramboru. Pravdépodobné by pro tento tUcel byly vhodné jiz existujici
transgenni brambory, jejichz hlizy neobsahuji Skrob. Uvazuje se rovnéz o akumulaci
v semenech. Pfitom je samoziejmou podminkou, aby transgenni rostliny nebyly zdvadné pro
ekosystémy a Cloveéka. Rostlinné ¢asti, kumulujici PHB nebudou vhodné k pozivani.
Nemohou to tedy byt takové rostlinné ¢asti, které obvykle slouzi jako potrava nebo krmivo,
aby nedoSlo k zdméné. Nemohou to byt ani semena plodin, ktera jsou pfilezitostné
konzumovana ptaky. Produkce PHB bude vyzadovat podrobny rozbor z hlediska zajiSténi
neskodnosti transgennich rostlin. Pfedpoklada se, ze to budou semena takovych rostlinnych
druht, ktera nejsou pojidana clovékem ani pozirana zvitaty (napt. Ricinus communis).

Transgenozi bylo dosazeno také akumulace fruktand v rostlinnych pletivech. Fruktany jsou
nékterymi rostlinami syntetizovany. Jsou to polyfruktosové molekuly, které slouzi
k akumulaci cukrii. Ve vakuolach jsou enzymy, které méni sacharosu na fruktany a ty pak
mohou byt degradovany specifickymi hydrolasami. Zatimco rostlinné fruktany se skladaji
z 5-60 zbytku fruktosy, bakterialni se skladaji az ze 100 000 zbytk fruktosy (u rodd Bacillus,
Pseudomonas, Streptopcoccus). Gen SacB z Bacillus subtillis, ktery koduje ptislusny enzym
levansacharasu byl modifikovan a vnesen do bun€k tabaku. Transgenni rostliny akumulovaly
fruktany shodné s bakteridlnimi v mnozstvi 3—8 % suSiny. To otevird perspektivu produkce
fruktand pro potravindiské i primyslové ucely prostfednictvim transgennich rostlin. Kromé
toho gen SacB, vneseny do genomu tabaku, zvySuje toleranci k suchu. ZvySenou odolnost
k suchu podmiiiuje také vneseni upraveného bakteridlniho genu pro cholindehydrogenazu do
rostlinného genomu. Tento enzym podmiiiuje syntézu glycin betainu, coz je rovnéz
osmotikum, které zvySuje odolnost k suchu. Transgenni tabdk je pak schopen rast na mediu
s vysokym obsahem chloridu sodného.

9.15 Fytoremediace

Existuji transgenni rostliny, které jsou schopné ménit toxickou formu dvojmocnych ionti rtuti
na mnohem mén¢ toxickou formu elementarni rtuti. Transgennich rostlin se jiz ujala
biotechnologickd firma PhytoWork Inc., ktera chce produkovat transgenni rostliny pro
remediaci.

Zajimavou skupinu tvofi geny pro metalothioneiny. To jsou zivociSné proteiny, které maji
schopnost pevné vazat nékteré toxicke t€zké kovy, jako naptiklad kadmium. VéEtSina rostlin
hromadi kadmium v kotenech, ale u salatu, tabaku a nékterych dalSich se kadmium dostava
1 do list. Jakykoli zplisob konzumace rostlin pak miize neptizniveé ovliviovat lidské zdravi.
Jsou dva zplsoby vyuziti transgent pro metalothioneiny:

1. Exprese v kofenech zdrzuje toxické kovy jiz v kofenech a nedovoli jim hromadit se
v pozivanych ¢astech rostlin.
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2. Druhou moznosti je vyuzit rostlin k tzv. bioremediaci, t.j. odstranéni toxickych latek
zpudy tim, Zze budou ve zvySené mife akumulovany v rostlindich a ty pak
zlikvidovany.

Nicivé ucinky trinitrotoluenu (TNT) se neomezuji jen na exploze. TNT a latky vznikajici jeho
rozkladem jsou pro Clovéka a dal§i zivé organizmy silné toxické. Nejen vyrobni haly,
skladisté, ale i rozsahlé prostory vojenskych stielnic jsou touto latkou silné kontaminovany.
V likvidaci TNT by mély pomahat i GMO. Bakterie Pseudomonas putina s dédi¢nou
informaci obohacenou o gen pro svétélkujici enzym a geny pro enzymy rozkladajici TNT se
intenzivné mnozi pravé v mistech, kde je pida kontaminovana vybusninou. Fluoreskujici
svétlo zrostoucich bakterii pak tato mista jasné¢ ozna¢i. Po geneticky modifikovanych
,»bakteridlnich prizkumnicich® mtze ptijit GM ,,0klidova ceta®. V laboratofich byly ziskany
rostliny tabaku s dédi¢nou informaci obohacenou o gen pro nitroreduktdzu. Diky ni dokaze
tabak rozkladat TNT a muze rist i na padach znecisténych vybusninou. Pfi laboratornich
pokusech tabaky zlikvidovaly TNT z zivné pudy za 3 dny a samy zadné¢ TNT neobsahovaly.
Byly jej schopny rozlozit na neSkodné latky.

Také byla ziskdna GM bakterie druhu Sinorhizobium meliloti, ktera je schopna rozkladat
dinitrotoluen (DNT), jednu z latek vznikajicich pii rozkladu TNT. Mikroorganizmus patii
mezi hlizkové bakterie zijici symbioticky na kofenech motylokvétych rostlin (bobovité,
Fabaceae). Kontaminovana ptida byla obohacena jak GM bakterii, také zde byl vysazen
hostitel — vojtéska. Na jinych pozemcich kontaminovanych DNT vysadili vojtésku bez
bakterii. Vojtéska podporovand GM bakteriemi vytvofila dvakrat tolik zelené hmoty nez
vojtéska bez GM bakterii. Navic rostliny a bakterie dokazaly z pady odstranit téméf vSechen

DNT 1 pfi velmi silném zneciSténi.
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