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16 GENETICKA PODMINENOST
FYZIOLOGICKYCH PROCESU

Boris Vyskot

Rostliny pfedstavuji velmi rlznorodé skupiny orga-
nizmi, které maji fadu jedinecnych fyziologickych,
vyvojovich a reprodukénich procesi. I kdy?Z se jednd
z morfologického hlediska o organizmy pomémé jed-
noduché, jejich molekuldrnégenetické procesy jsou
podobn& komplexnf jako u Zivodichi. Rada obecnych
zikonitosti genetiky eukaryotickych organizmi byla
poprvé popsina prave u rostlin, Z mnoha pifkladi lze
jmenovat zakladni zdkony klasické genetiky objevené
J. G. Mendelem u hrachu nebo objev mobilnich ge-
netickych  elementd popsany B, MceClintockovou
u kukufice. Vzhledem k vysoké schopnosti regene-
race a relativni snadnosti experimentdlni manipulace
se rostliny staly v prabéhu posledniho desetileti vy-
hleddvanym modelovym objektem bunéénych a mo-
lekulirnich biologu.

Geneticka informace je u rostlin, podobné jako
u jinych enkaryotickych organizmil, lokalizovina pfe-
deviim v chromatinu bunééného jadra. Rostliny jsou
viak vyjimecné mezi ostatnimi skupinami vy3iich or-
ganizmu skuteénosti, Ze jejich genom je tripartitni:
genetickd informace je pfitomna nejen v jidie a v mi-
tochondriich (jako u jinych eukaryotickych organiz-
mii), ale i v plastidech. Nositeli genetické informace
jsou nukleové kyseliny: informace spoéivd v tripleto-
vém uspofaddni tyf zakladnich nukleotidi v moleku-
lach DNA, které uréuji pofadi aminokyselin v bilko-
vinnych fetézeich, Tento tev. tripletovy geneticky kad
je 1emét univerzilni pro viechny znimé organizmy
a je tak vychozim pfedpokladem pro aplikace technik
genového inZenyrstvi,

Sled zdkladnich reakci genetického apardtu (repli-
kace, transkripce a translace) 1ze dnes provadét té7 in
vitro s pouZitim pfislusnvch komponent z bakteridl-
nich, rosthinnych nebo Zivoéidnych bunék. Kli¢ovy
viznam pro rozvoj genového inZenyrstvi mély ze-
jména objevy bakteridlnich restrikénich endonukledz
{Stépicich DNA podle jeji specifické nukleotidové se-
kvence), DNA-polymerdz (které katalyeuji syntézu
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komplementirntho druhého vlidkna podle jednofetéz-
cové matrice DNA) a ligdz (schopnych spojovat fe-
tézce DNA nebo jejich fragmenty) a virové reverzni
transkriptdzy (kterd mi¥e zpéné piepisovat jedno-
vldknovou mRNA od 3'-konce a vytvofit komplemen-
tdrni vldkno cDNA). Mezi techniky, které nejvyraz-
néjSim zplsobem roziifily moZnosti  manipulaci
s rekombinantni DNA, patii pfedev&im hybridizace
nukleovych kyselin na membrandch nebo na fixova-
nych chromozomech in situ, sekvenovani (tj. stano-
veni pofadi nukleotidi v DNA nebo aminokyselin
v polypeptidovych fetézcich). imunologické metody
stanoveni specifickych proteini a amplifikace se-
kvenci DNA pomoci polymerizové fetézové reakee
(PCR, polymerase chain reaction),

16.1 Struktura rostlinného
genomu

Vétdina jadernych genomi vy33ich rostlin obsahuje
107 aZ 10" pard bazi (pb), co? jsou hodnoty srovna-
telné s jinymi eukaryoticky¥mi organizmy (tab. 16.1).
Nejvyisi zjisténd hodnota &inf u nékterych druhii ai
10" pb (napi. u jmeli, Viscum album), nejmendi ge-
nom mid pravdépodobné husenitek (Arabidopsis tha-
liana), ato 7. 107 pb, Vét&ina rostlinnych genomii ob-
sahuje vysoky podil opakujicich se (tzv. repetitivnich)
sekvenci DNA (viz odd. 16.2.2). U vétdich rostlinnych
genomi (nad 2 pg DNA na haploidni jadro) byvi aZ
80 % unikditnich sekvenci DNA uspofidino ve formé
kritkych délek {obvykle mengich nei 2000 pb) vme-
zefenych mezi kritké bloky repetitivnich sekvenci po-
dobné délky, Kritké jedineéné kodujici sekvence jsou
obklopeny repetitivhimi sekvencemi, &im? kakdému
segmentu DNA poskytuji unikdtni identitu, coZ miZe
ovliviiovat transkripéni aktivitu piisludnych genii.
Cim je genom mendi (pod 2 pg), tim mensi je podil



unikitnich sekvenci takto organizovanych; v téchto
malych genomech byvaji unikitni sekvence organizo-
viny ve shlucich (Flavell 1980).

Tab. 16.1 Srovndni velikosti genomil a priblizné frakce repetitiv-
nich sekvenci (v procentech z celkového obsahu jaderného ge-
nomu} u zdstuped riznych fylogenetickych skupin organizmib -
bakterii (E. coli), kvasinek (5. cerevisiae), rostlin nahosemennych
i(borovice, Pinus sp.), dvoudéloZnyeh (husenitek, A. thaliana; ta-
bk, N. tabacum; jmeli, V. album) a Jednodélognych (cibule, Alliwm
spo. ryde, O, sativa, pienice, T. aestivum), hmyzu (octomilka, D.
melanogaster) a save. 0,965 . 107 pan bizi odpovidi priblizné jed-
nomu pikogramu DNA.

Mnodstvi DN L
Drruh, resp. RN A' OP?ah. Mimojadernd
akuping na haploidni repetitivnich DNA (velikost
sinadh Jjédro sekvenci DNA o
. (pb) (v %) ¥
plazmidy
Escherichia (10100,
ol 4100 0.1 bakteriofigy
(10°-10°
plazmidy
Saccharomyces (10,
cerevisiae L6, 107 I mitochondrie
(10P-10%
Pinus sp. 4.10" =)
Arabidapsiz
thaliana 7.0 10
Nicotiana mitochondrie
tabactm 1.5. 107 55 (10P=10),
Viscum albim 0 [ =00 plastidy
(1.5.107)
Allivm sp. 2,100 =63
Oryza sativa 03.10° 65
Triticum
aestivem 5. 10 =75
Drasophila
melanogaser 1.2.10¢ 0 mitochondrie
(1,6, 104
savei i i

Jaderny genom vy&%ich rostlin obsahuje asi 10 az
107 strukturnich gend, z toho v dospélé rostling je jich
exprimovino jen 5-10%. V riznych rostlinnych ple-
tivech a bufikich bylo detekovino asi 8 000 shodnych
typli mRNA, které predstavuji geny odpovédné za z4-
kladni metabolické funkce, a tudiZ konstitutivné ex-
primované ve viech buiikich (housekeeping genes).
VétSina strukturnich geni je unikdtnimi sekvencemi.
Ne viechny unikitni sekvence jsou viak strukturnimi

geny ane viechny strukturni geny jsou unikdtnimi se-

kvencemi. Mnoho v§znamnych rostlinngch proteint
je kédovéno repetitivnimi sekvencemi, které jsou or-
ganizoviny v multigennich rodindch.

16.1.1 Rostlinné jaderné geny

Transkribované &dsti rostlinngch genil dosahuji délky
pouze 800-3100 pb, pfiemZ délka mRNA éini
800-2 500 b; primémy pomér délky genu k délce
mRNA je tedy 1,35. Rostlinné geny toti podobné
jako jiné eukaryotické geny obsahuji nékolik dseki
(tzv. introni), které jsou sice sou&dsti primdrniho tran-
skriptu, aviak jsou z néj jefté pfed translaci vystiize-
ny. Exprese rostlinnych genti je fizena na rlznych
tirovnich, mj. spousténim a rychlosti transkripce, se-
stiihem a stabilitou primdrniho transkriptu, rychlosti
translace, stabilitou translaéniho produktu a jeho trans-
portem (Gallie 1993),

16.1.1.1 Transkripéni a posttranskrip&ni
regulace genove exprese

Pro transkripci jsou zejména daleZité dvé sekvence
DNA na 5'-koncich gendi. Jejich bliZ&{ &dst (promotor
sensu  stricio) obsahuje Goldbergiv-Hognessiv
(TATA) box, ktery viie RNA-polymerizovy kom-
plex a urCuje poéatek transkripce (asi o 30 nukleotidd
dile po proudu transkripce). Vzdilen&jsi dseky DNA
(ve sméru 5') zahrnuji vazebnd mista pro regulaéni
proteiny (transkripéni faktory), které mohou interago-
vat s RNA-polymerdzovim komplexem {(obr. 16.1).
Tyto dseky maji regulaéni dlohu; v zdvislosti na po-
zici buiiky v rostling, ¢asu a vnéjlich vlivech funguji
Jako zesilovale nebo zeslabovaée transkripce. Jaderné
geny kodujici proteiny jsou transkribovany pomoci
enzymatického komplexu RNA-polymerdzy II. Po-
dobné jako jiné eukaryotické organizmy obsahuje vét-
Sina rostlinnych jadernych gent sekvence kodujici
proteiny (exony) a nekdédujici sekvence (introny).
Mechanizmy vystfihovini intronil jsou u riznych ne-
zralych mRNA riizné a pro spojeni exonl a introni
Jsou charakteristické vysoce konzervativni sekvence,
Wlastni introny maji vysoky obsah adeninu a uracilu,
zatimco exony jsou charakteristické vy38im obsahem
guaninu a cytozinu. Introny jsou obsaZeny i v nékte-
rych mitochondridlnich a plastidovych genech a podi-
lejyi se na regulaci genové exprese mechanizmem,
ktery dosud nebyl zcela objasnén.
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16.1.1.2 Struktura genetického
materialu v jadre

U eukaryotickych orgamizmi je transkripce fizena
1 strukturou chromatinu. Chromatin pfedstavuje ja-
derny nukleoproteinovy materidl, ze kterého jsou slo-
Zeny chromozomy. Je tvofen DNA v komplexu s his-
tony a nehistonovymi proteiny.

sekvance
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Stejné jako u jinych eukaryotickych organizmi repre-
zentuji histonové geny u rostlin rozsihlé multigenni
rodiny, které kéduji pét typl bazickych histoni podi-
lejicich se na struktufe chromatinu. Ctyfi z nich (H2A,
H2B, H3 a H4) spolu s DNA vytvifeji typickou ok-
tamerovou nukleozomovou struktury, zatimeo histon
H1 se viie na DNA v oblastech mezi nukleozomy.
Tyto oblasti DNA jsou Stépitelné nukledzami a mohou
se tu vdzat transkripéni faktory. Histony se podileji na
regulaci genové exprese; podobné jako jiné proteiny
mohou byt posttranslaéné modifikovany zejména ace-
tylaci, fosforylaci nebo ribozylaci. Mezi jaderné ne-

- AAG | GTAAGT. . . TTHCAG [G. ...
intron

transkribovana sekvence

AAMNATGG . - - -«
exon 1

I
I
En !
58 E}% | histonové bilkoviny patfi pfedeviim proteiny charak-
é = =4ute :' terizované vysokou elektroforetickou pohyblivosti
g 8 i ! (high mobility group neboli proteiny HMG), kieré
- £ _. E._ jsou zahrnuty ve struktufe transkripéné aktivniho
z ) chromatinu.
L ‘ al i
% Bl L i 16.1.1.4 Jadérko
AL | e i
"g E E i Mistem, kde u eukaryot probihd ribozomilni genovi
® |Ye" ! transkripce a procesy nezbytné pro tvorbu ribozomal-
ﬁg : " nich podjednotek, je jadérko. V jadérku jsou synteti-
% ﬁ§ 8 ‘.‘E zovdny 188, 255 a 5,85 rRNA a ty jsou posléze uspo-
2 Eg E- fadiny v ribozomy spolu s 55 rRNA a nbozomddlnimi
8 oo proteiny. Velkd ribozomdlni podjednotka obsahuje

velkou 255 rRNA, jednu nebo dvé molekuly malych
5,85 rRNA a 58 rRNA a 30 aZ 40 ribozomilnich pro-
teindl, zatimco mald podjednotka obsahuje jedinou
molekulu 188 rRNA a 20 aZ 30 proteinti. Jadérko neni
stabilni organelou: jeho struktura, velikost a organi-
zace zdvisi na biogenezi ribozomi. Polet jadérek
v buiikdch organizmil t€hoZ druhu neni stabilni, je va-
riabilni dokonce i v buikich riznych pletiv orga-
nizmu a miZe ziviset téZ na fazi buné&éného cyklu.
Geny kédujici nbozomdlni RNA (rRNA) a malé ja-
derné RNA (snRNA) transkribované RNA-polymeri-
zou I a transferové geny (tIRNA) transkribované s po-

c
A
T
5" -promotorova sekvence

vazba

transkrpénich

faktor

I BT —

zaesilovace/
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transkripce

Obr. 16.1 Schéma rostlinného genu véetné jeho 5'- a 3'-Fidicich (reguladnich) sckvenci. Zkratky 2'-deoxyribonukleotidovych bizi: A - adenin, C - cytozin, G - guanin, T — tymin,

N — jakdkoli bize, Py - pyrimidinovd bize (cytozin nebo tymin).

- LY [
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moci RNA-polymerdzy III patfi mezi evoluéné vy-
soce konzervativnich geny, které nekdduji Zidné pro-
teiny, nybrz RNA tvoiici souddst genetického apardtu.
Podle poctu kopii patfi geny pro rRNA mezi vysoce
repetitivni (pofet tandemovych opakovdni genl pro
rRNA je 1 200-32 000 kopii, tvofi asi 1 % celkové ja-
derné DNA), 1 kdyZ jejich znaénd frakce byvd inak-
tivni (Flavell 1986). Nicmén& rRNA tvofi vice neZ
90% z celkového mnoistvi RNA, nebof rostlinnd
burnka potfebuje ke své proteosyntéze asi 10 miliont
cytoplazmatickych ribozomi. Vzhledem k tomu, ie
potfebnd kvantita molekul rRNA dzce souvisi s cel-
kovou proteosyntetickou aktivitou buiky, podil aktiv-
nich gent pro rRNA se v pribéhu ontogeneze méni
a variabilni miiZe byt dokonce i poéet kopii geni pro
rRNA (diferencidlni amplifikace).

16.1.1.5 Geny kédujici proteiny

I kdy? rostlinné organizmy jsou podstatné strukturné
1 funkéné jednodu3si neZ Zivocichové, jejich genomy
Jsou podobné velké a komplexni a obdobné jsou 1 me-
chanizmy jejich funkéni regulace. Také obecna struk-
tura rostlinnych genid je shodnd s Zivoidnymi geny
a zahrnuje tfi zdkladni dseky: vlastni gen kddujici po-
lypeptid a dvé oblasti, které jej obklopuji, na 5'-konei
iniciaéni (viz odd. 16.1.1.1) a na 3'-konci terminaéni.
Terminacni sekvence na 3'-koncich kddujicich se-
kvenci obsahuji polyadenylaéni signaly, které slou#i
k posttranskripéni modifikaci souvisejici se stabilitou
mRNA. V aminotermindlni oblasti nékterych trans-
laénich produktl se nachdzeji aminokyselinové se-
kvence, které nemaji bezprostiedni vztah k funkci po-
lypeptidi a jsou z nich findlné odstranény. Tyto tzv.
tranzitni peptidy umoZiuji membrinovy transport
proteint do plastidi nebo mitochondrii.

Nejlépe prostudovanymi geny u rostlin jsou geny
kodujici zdsobni proteiny v semenech, nebof jejich
transkripéni a translacni produkty tu jsou velmi éetné
a navic maji éasto rozhodujici agronomicky vyznam.
Zisobni proteiny byvaji klasifikovdny na bdzi jejich
rozpustnosti v riznych rozpoustédlech: u obilovin
jsou hlavnimi zdsobnimi proteiny prolaminy (rozpust-
né ve vodném roztoku alkoholu), které obsahuji az 30
molirmich procent prolinu a 40 molarnich procent glu-
taminu, maji viak nizky obsah nékterych esencidlnich
aminokyselin (napf. lyzinu). Uréitd imunologickd kii-
Zovi reaktivita u prolamind kukufice (zein), jemene

(hordein) a pSenice (gliadin) naznaéuje znaénou ho-

mologii pfislusnych gend. DalSimi dileZitymi skupi-
nami semennych proteinil jsou albuminy (rozpustné
ve vodé), globuliny (rozpustné v roztocich soli) a glu-
teliny (rozpustné v roztocich kyselin nebo alkalif). Z4-
sobni semenné proteiny jsou kddovdny genovymi ro-
dinami. Jednotlivé geny v poétu nékolika aZ nékolika
desitek kopii na haploidni genom jsou lokalizoviny
ve shlucich nebo jednotlivé na riznych chromozo-
mech. Obvykle obsahuji introny a jejich produkty
piedstavuji heterologni skupiny proteini rhzné veli-
kosti.

16.1.1.6 Reverzné se replikujici
sekvence DNA

Reverzni transkripee, tj. zpétny pfepis genetické in-
formace z RNA do DNA, je souédsti replikaéniho
cyklu savéich retroviri a rostlinnych kaulimovird;
u eukaryotickych organizmi jde o proces vyjimeény.
Nékteré sekvence DNA jaderného genomu se repli-
kujii reverzni transkripci prostfednictvim RNA jako
meziproduktu: patfi sem koncové tiseky chromozomi
(telomery) a retroelementy. Telomery jsou speciali-
zovanymi strukturami na koncich chromozomi, které
netvofi nukleozomovou strukturu. Obsahuji jednodu-
chou repetitivni sekvenci DNA bohatou na guaninovi
rezidua. Telomery se replikuji pomoei enzymu telo-
merizy, ribonukleoproteinu, ktery syntetizuje vldkno
telomerické DNA podle templitu uvnitf sekvence své
RNA-sloZky (Blackburn 1991).

Druhou skupinou reverzné se replikujicich se-
kvenci DNA jsou retroelementy, u kierych dochdzi
ke transpozici deefinych kopii tvofenych reverzni
transkripci intermedidtni RNA. Byly prokdzany, po-
dobné jako mobilni genetické elementy replikujici se
DNA-DNA-cestou, ve vysokém poctu kopii na genom
u mnoha druhi vyESich rostlin (Grandbastien 1992).
Jejich struktura je podobnd retroviriim, retroelementy
viak nejsou infekéni a nekoduji plasfovy protein. Je
ziejmé, Ze retroelementy jsou fylogeneticky velmi
starymi strukturami a mohou hrdt roli v evoluéni
adaptaci rostlin,

16.1.2 Mitochondrialni genom

Mitochondridlni genom je u vy33ich rostlin (ve srov-
ndni s mitochondridlnim genomem Zivodichd) ex-
rémné velky a sloZity (2. 10° aZ 2,5. 10° pb). Sklddd
se obvykle z jednoho hlavniho (master) chromozomu,
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ktery obsahuje veskerou mitochondridlni genetickou
informaci a cetné repetitivni sekvence. Rekombinaci
mezi témito repetitivnimi sekvencemi vznikaji subge-
nomové cirkuldmi (popf. i linedrni) chromozomy
a plazmidy, v disledku éehoZ je mitochondridini ge-
nom variabilnéjsi nez plastidovy. Mitochondridlni ge-
nom je spolu se specifickymi proteiny lokalizovin
v mitochondridlnim jadfe a obvykle obsahuje vice ko-
pii chromozomii (Kuroiwa 1982). Mitochondrie maji
svilj vlastni replikaéni, transkripéni a translaéni apa-
rit. Jejich geny obsahuji introny a po jejich vystfiZeni
dochizi ke spojovini exoni rozptylenych v mitochon-
dridlnim genomu (rrans-splicing).

Mitochondridlni geny fady druhi rostlin se ¢asto
podrobuji  zvldstnim  posttranskripénim  dpravim,
které modifikuji kédujici schopnost mRNA. Mecha-
nizmem, ktery jeSté neni zcela objasnén (jde pravdé-
podobné o deaminact v pozici C-6 pyrimidinového
kruhu), dochazi v mRNA ke tvorbé uracilu v misté,
kde se pivodné nachizel cytozin. Tato modifikace
mitochondridlnich molekul RNA (RNA editing)
vede ke zméndm tripletového kédu, a tim i k amino-
kyselinovym ziméndm nebo vyskytu iniciaénich
a terminaénich kodonii. Biologicky vyznam procesu
editovini zjevné spodivd v regulaci mnoZstvi transla-
tovatelnych mRNA bez de nove syntézy primirnich
transkriptil.

16.1.3 Plastidovy genom

Plastidovy genom obsahuje obvykle nékolik desitek
aZ stovek shodnych cirkuldrnich dvouvliknovych mo-
lekul DNA o velikosti 1,2, 107 aZ 1,9, 10° pb. KaZda
tato molekula DNA obsahuje rozsahlou oblast pfitom-
nou ve dvou kopiich v obracené orientaci, kierd nese
operon kodujici plastidové geny pro rRNA. Fyzikdlni
mapovini plastidového genomu prokdzalo jeho vyso-
kou konzervativnost mezi vzddlenymi skupinami kry-
tosemennych rostlin a fasami, u vy33ich rostlin je téz
znaénd konzervativnost v pofadi geni. Na zdkladé se-
kvenovini plastidového genomu bylo zjidténo, Ze exi-
stuje vysoky stupefi homologie mezi plastidovymi
a prokaryotickymi geny. Tento vysledek potvrzuje
hypotézu o endosymbiotickém pivodu eukaryotic-
kych bunék: plastidy (i mitochondrie) vznikly z volné
Zijicich prokaryot, kterd vstoupila do piedchidei eu-
karyotickych bunék. Exprese plastidovych geni je Fi-
zena na urovni transkripce a translace a je zdvisld i na
posttranskripénich a posttranslaénich modifikacich,
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mezi které patii i editovini mRNA podobné jako
u mitochondrii. Plastidové geny obsahuji nekédujici
introny, aviak jejich mRNA nemaji éepickovou struk-

‘turu na 5'-konci ani polyadenylaéni signdl na 3'-konci

(Weil 1987).

Plastidy sice maji svij vlastni genom 1 replikacni,
transkripéni a translaéni aparit, aviak vétdina proteini
funkénich v plastidech je kédovina jadernymi geny,
které jsou jako prekurzorové molekuly translatoviny
na cytoplazmatickych ribozomech a poté importo-
viny do plastida. Tyto prekurzory jsou ponékud vetsi
neZ odpovidajici zralé proteiny, nebof obsahuji v ami-
notermindlni édsti tranzitni peptid, ktery umoZiuje je-
jich vstup do plastidi.

16.1.4 Metody izolace genu
a mapovani genomu

Nové metody molekuldrni genetiky umoZiuji apliko-
vat celou fadu strategii pfi izolaci a identifikaci rost-
linnych gend. Patii mezi né piedeviim konstrukce
knihoven cDNA z populaci izolovanych mRNA (obr.
16.2). Jejich subtrakéni hybridizace, kdy jsou srovné-
viny cDNA-klony pfipravené z riznych genotyph
nebo orgind, umoZiuji izolovat geny, které jsou
znamé pouze svym fenotypovym projevem. Cennym
ndstrojem ke srovndvini pfibuznosti genotypi i ke
konstrukei vazebnych map je polymorfie délky res-
trikénich fragmentit DNA (RFLP, restriction frag-
ment length polymorphism), detekovand pomoci hyb-
ridizace na membrindch se znacenymi sondami DNA.
Polymerdzovd fetézovi reakce (PCR) pak umoZfinje
izolovat a sekvenovat tseky DNA lokalizované mezi
dvéma znidmymi oligonukleotidovymi sekvencemi.
S pomoci oligonukleotidd s ndhodnou sekvenci je
také moZné analyzovat genomovou polymorfii a pro-
viidét mapovini genomu (napiiklad technikou RAPD,
random amplified polvmorphic DNA). Identifikaci
genl odpovidajicich za zménény fenotyp nebo stu-
dium specifické genové exprese v riznych pletivech
a orgdnech umoZiiuje technika srovndvéni radioak-
tivngé znafenych produktd polymerdzové fetézové
reakce (tzv. differential display), tvofenych z tem-
plath cDNA ptipravenych reverznf transkripei # popu-
lace izolovanych polyadenylovanych mRNA (RT-PCR,
reverse transcription PCR).

Pfi lokalizaci genu v genomu se obvykle vychdz
z genomovych knihoven (obsahujicich velké dseky
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Obr. 16.2 Jedna z moinych metod phipravy knihoven ¢cDNA komplementirnich k populaci mRNA. Prvnim krokem je izolace celkové
RNA z rostlinného materidlu, ndsleduje selekce polyadenylovanych molekul mRNA a syméza komplementdrniho fetézee DNA pomoc/
reverzni transkriptizy iniciovand z oligo{dT)primeru. Alkalickou hydrolyzou je pak z eDNA:mRNA-hybridu odstranéno pivodni vidkno
mRNA a pomoci DNA-polymerdzy se nasynietizuje druhé vidkno cDNA, Enzym S1-nukledza (kierd je schopna Si8pit pouze jednovlik-
novou DNAY pak degraduje vldsenkovou strukturu, kierd obé vldkna spojuje, a koneéné termindlni transferdza dosyntetizuje na 3'-hyd-
roxylovich koncich obow viiken DNA oligodeoxycytidinové segmenty, umoFfujici klonovini populace téchio molekul cDNA do plaz-
midového vektoru, ve kierém jsou na ¥-koncich op@t s pomoci termindlnf transferdzy syntetizovdny komplementirni segmenty
oligodeoxyguanidinové. Findlnim krokem je vélengni fragmentd ¢DNA do plazmidu a ransformatni pfenos ohoto rekombinantniho
plazmidu do bakierii E. eoli, Kleré jsou selektoviny na rezistenci k pfisluinému antibiotiku. Symboly: mRNA (- —), cDNA {—--),
plazmid | s, ANTP, JCTP, dGTP - deoxynukleotidinifosfity, dT = deoxytymidin,
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genomové DNA klonované v bakteriofdgich nebo
umélych kvasinkovych chromozomech) a z moZnosti
zjisténi chromozomdélni pozice nezndmého genu ve
vazbé k jiZz klonované sekvenci DNA. Dalii analyza
potom probihd pomoci hybridizace DNA/DNA a pii-
padné 1 sekvenovanim DNA od tohoto nejbliziiho
zndmého fragmentu DNA v piekryvajicich se klonech
genomové DNA (tzv. prochdzeni chromozomem,
chromosome walking). Proces je ukonéen bud identi-
fikaci hledaného genu, nebo alespof, po dosaZeni nej-
bliziiho markeru na opaéné strané genu, vymezenim
genomového dseku, kde je hledany gen lokalizovan,

WVypracovini postupd pro rutinni vnadeni gent do
rostlin (transgenoze, viz odd. 16.4) pak poskytuje
moZnost inzeréni transpozonové mutageneze (gene
tagging): pomoci agrobakteridlnich vektorl a nd-
hodné integrace cizorodych sekvenci DNA (napfiklad
T-DNA nebo mobilnich genetickych elementil) do
rostlinného genomu je mo#né detekovat jeho struk-
turni a funkéni zmény a nakonec prostfednictvim ci-
zorodé DNA jako hybridizaéni sondy izolovat odpo-
vidajici geny. lzolace genu z genomové banky
pfipravené z takto modifikované rostliny je obvykle
usnadnéna za¢lenénim plazmidového politku repli-
kace a bakteridlniho selekéniho genu do transpono-
vané sekvence DNA (tzv. metoda plasmid rescue).

Pomoci inzeréni mutageneze je moZné izolovat
i rostlinné promotory, V tomto pfipadé¢ je do rostlin
vndden signdlni gen postradajici promotorovou sek-
venci a k jeho expresi tedy miize dojit pouze v piipa-
dé, kdy je integroviin za jakykoli funkéni promotor.
Prostfednictvim  konstrukce chimérickych geni
vzniklych fizi izolovanych promotort se strukturnimi
signdlnimi geny je moiZné po jejich vneseni do rostlin
analyzovat orgdnovou a pletivovou specifitu jejich
exprese. Detailni metodiky izolace genii a price s re-
kombinantni DNA lze nalézt v fadé specidlnich mo-
nografif (napfiklad Shaw 1988, Sambrook et al. 1989,
Negrutiu a Gharti-Chhetri 1991).

16.2 Strukturni stabilita
rostlinného genomu

Plvodni pfedstavy naznaCovaly, Ze struktura eukaryo-
tického genomu je velmi stabilni a podrobuje se pouze
vyjimeénym stochastickym zménam, které se v zivis-
losti na selekéni vyhodnosti mohou fixovat v evolué-
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nim procesu, Soucasné studie viak dokazuji, Ze zej-
ména rtostlinné genomy jsou ve stavu dynamické
proménlivesti a podléhaji Cetnym piestavbam, nékdy
i v zdvislosti na ménicim se vnéjsim prostiedi.

16.2.1 Mobilni genetické elementy

Pravdépodobnd nejzndméjiim  zdrojem nestability
rostlinného genomu jsou mobilni genetické elementy,
objevené v 50. letech B. McClintockovou pii studiu
chromozomilnich aberaci u kukufice. Tyto elementy
DNA jsou svou strukturou podobné bakteridlnim trans-
pozontm a zphsobuji inzeréni mutace podle mista své
translokace (obr. 16.3). Pokud obsahuji gen nezbytny
pro sviiy replikativni pfenos, transpozdzu, jednd se
o autonomni genetické elementy. Autonomni ele-
menty maji velikost aZ nékolika tisic pb a jsou ohrani-
feny kritkvmi repetitiviimi sekvencemi v obricené
orientaci. Delecemi v autonomnich elementech vzni-
kaji neautonomni elementy, jejichZz mobilita musi
byt zajiffovina enzymem produkovanym autonom-
nimi elementy. Jedinou podminkou mobilizace téchto
elementll je tak pfitomnost termindlnich obricenych
opakovini. Mobilni genetické elementy jsou hlavni
pfiinou dynamicky proménlivého stavu rostlinného
genomu a zplsobuji spontdnni nestabilni mutace
i chromozomové pfestavby (Diéring a Starlinger
1986). V kryptickém stavu jsou mobilni elementy fe-
notypové neidentifikovatelné. Mutantni fenotyp je vy-
sledkem jejich inzerce do strukturnich oblasti geni
(inaktivace) nebo do regulaénich sekvenci (reaktivace
inaktivnich, resp. suprese aktivnich genii). Mobilni
elementy byvaji napf. vysoce aktivni v bunéénych
kulturdich in vitro z diivodu stresovych podminek kul-
tivace a mohou byt odpovédné za Cetné nestabilni
zmény v populacich rostlin-regenerantl (jako jedna
z pii€in tzv. somaklondlni variability).

16.2.2 Repetitivni sekvence DNA

Repetitivni (tj. opakujici se) sekvence lze podle frek-
vence vyskytu rozdélit na skupiny s nizkou Cetnosti
(10 az 100 kopii v genomu), stiedné se opakujici se-
kvence (100- aZ 1 000krit) a frakei vysoce repetitiv-
nich sekvenci DNA (vice neZ 10 000 kopii na genom).
V nékterych genomech tyto vysoce repetitivni se-
kvence reprezentuji aZz 20% jaderného genomu
a tvoif rozsdhlé heterochromatinové oblasti.



Podle zpisobu uspofidini v genomu délime repe-
titivni sekvence DNA do dvou hlavnich typd. Prvnim
typem jsou tandemové sekvence, sloZené z identic-
kych nebo podobnych jednotek uspofadanych za se-
bou v mnoha opakovdnich, napf. satelitni DNA.
Délky jejich jednotek se pohybuji od nékolika pb az
po nékolik tisic pb a poéet kopii dosahuje aZ milion
na genom. Jsou obvykle lokalizoviny ve specifickych
oblastech genomu. Druhym typem opakujicich se se-
kvenci jsou takové repetice, které jsou v genomu roz-
ptyleny mezi jinymi repeticemi a jedineénymi se-
kvencemi (Flavell 1980). Repetitivni sekvence DNA
(Jaderné a mitochondridini) pPedstavuji dalii wvy-
znamny zdroj strukturni nestability rostlinného geno-
mu, nebot se v prib¢hu ontogeneze a fylogeneze po-
drobuji riznym typlim zmén (viz odd. 16.2.3).

16.2.3 Ontogeneticka a fylogeneticka
nestabilita rostlinného
genomu

Na zdkladé studia reasociaéni kinetiky DNA bylo zji§-
téno, Ze rychlost evoluce repetitivnich sekvenci je
enormné vysokd. Protofe tyto sekvence nebyvaji ex-
primoviny a nejsou proto vystaveny selekénimu

tlaku, dochdzi v nich ke kumulaci bodovych mutaci.
Casto jsou pak velké repetitivni sekvence sloZeny
£ podrodin s riznou Eetnosti opakovini,

Dilkazem znatné mobility rostlinného genomu je
prokdzany pfenos fady plastidovych a mitochondridl-
nich sekvenci DNA do jidra (tzv. promiskuitni
DNA; Lewin 1983). Dne3ni organelové genomy nynf
napliiuji pouze maly podil svych genetickjch potieb,
ostatn{ jsou poskytoviny jadernymi geny. U vy3Zich
rostlin a kvasinek bylo prokdzdno, 7e fada organelo-
vych sekvenci DNA byla po duplikaci stabilné trans-
ponovina do jadra. Mobilita mezi jddrem a mitochon-
driemi, jddrem a plastidy a plastidy a mitochondriemi
neni omezena jen na prekambridlni dobu, ale je kon-
stantnim a kontinudlnim procesem po celou evoluci.

U v&idiny eukaryotickych organizmi nékdy do-
chézi k vicetetné replikaci nékterych sekvenci DNA
{amplifikace geni). Nestabilni (do¢asné) amplifikace
DNA proviézeji diferenciaci i dediferenciaci a mohou
byt vyZadoviny ke specifickym bun&nym funkcim
(Nagl 1990). Pivodné formulovand zdkonitost kon-
stantntho mnoZstvi DNA na bunééné jadro tak byla
objevy somatické polyploidie, transponovatelnych
elementl a diferencidlni replikace DNA nahrazena
novou zikonitosti potencidlni genomové variability.

Tn3-alement (Escherichia coli):

<— transpozaza —— promotor |— resolvidza ->| |— fi-laktaméza —>

Ac-element (£ea mays):

TAGGGATGAAA TTTCATCCCTG

< transpozaza —_i promotor —— gen 2 —=

ATCCCTACTTT AAAGTAGGGAC
Ds-element (fea mays):

TAGGGATGAAA = I TTTCATCCCTG

mutovany transpozazovy gen promotor |— en 2 >
ATCCCTACTTT - AAAGTAGGGAC

Obr. 16.3 Srovadni struktury mobilnich genetickych elementd u bakterii a rostlin. T je jednim z nejlépe prostudovanych transpozoni
v Escherichia coli. Obsahuje ifi geny, kieré odpovidaji za syntézu enzymil transpozizy. resolvizy (katalyzuji prenos transpozonis 7 jednoho
mista cirkuldmiho chromozomu na jiné) a j-lakiamdzy, kierd odpovidd za rezistenci bakterie viti antibiotiku ampiciline. Ac a D jsou
zistupei rostlinngch mobilnich elementd izolovanych z kukufice (Zea mays). Ac je tzv. autonomnim elementem, nebof nese gen pro
transpozdzu umodiiujict jeho mobilitu v rostlinném jaderném genomu. Deleci, popi. jinou mutaci v transpozdzovém genu vinikaji neau-
tonomni clementy typu £, jejich mobilita mize byt zprostfedkovina enzymem transpozdzou, produkovanou v 162e bufice autonomnim
clementem Ac. Nutngm pledpokladem mobilizace viech bakieridlnich i rostlinngch elementii je phitomnost (ne vidy zcela shodnych)
obricenych opakovini nukleotidovych sekvenci na jejich koncich (u Tad je tvofeno 38 nukleotidy, u uvedenyich rostlinnych elementii
obvykle 11 nukleotidy). Délky mobilnich elementd Tn a Ae jsou podobné (asi 5000 ph), elementy Ds mohou bt podstatn® kratd(.

439



Nékteré genomové zmény vznikaji ndsledkem
vnéjiich stresovych vlivi, jiné jsou souddsti normdl-
niho ontogenetického programu nebo k nim miZe do-
chédzet 1 ndhodné. Replikace DNA zaéind v eukaryo-
tickych buiikdch na velmi mnoha poédicich (asi
nékolika desitkdch tisic), tento pocet je u odlidnych
druhii rostlin i pletiv a orgdnd rizny. Jsou sdruZeny
v rodindch a kaZdd rodina pfitom obsahuje mista,
kterd jsou aktivovdna ve stejnou dobu. Konstitutivni
heterochromatin se replikuje v pozdni fizi S bunéc-
ného cyklu a nepodrobuje se procesu crossing-over
pii meidze. Walbot a Cullis (1985) vyslovili teorii, Ze
genomovi flexibilita rostlin je odrazem jejich mimo-
fadné adaptivni schopnosti na ménici se Zivotni pro-
stfedi. Prikladem této flexibility jsou polyploidie, pie-
stavby chromozomii, zmény v chromozomilnim
imprintingu, genové amplifikace a redukce i aktivita
transponovatelnych element.. Mechanizmy zplsobu-
Jici zmény genomu mohou byt rizné, nékteré maji
programovy charakter (napf. amplifikace geni s cilem
zvyieni kvantity jejich produkti), jiné jsou ndhodné
(obvykle transpozice mobilnich elementi).

Snad nejvétSim rozdilem mezi rostlinami a Zivoci-
chy je neschopnost lokomoéniho pohybu u rostlin.
Zvitata se mohou pfizplisobovat ménicimu se Zivot-
nimu prostiedi svym chovinim, zatimco rostliny tak
mohou ¢init pouze kritkodobymi fyziologickymi re-
gulacemi nebo dlouhodobé zménami svého vivoje.
U Zivo€ichd je zdrodednd linie zaloZena v ¢asném sta-
div vyvoje, zatimco u rostlin je reproduktivni vyvoj
zahdjen ai pieménou vegetativniho prytového
vrcholu v kvétni v reakci na prostiedi nebo stiarnuti.
Tento zplisob reprodukce znamend, Ze u rostlin v pod-
staté neni piitomna zdrodecnd linie siriciu senso a 7e
gamety jsou tvofeny z mnoha odlifnych bunéénych
limii pfitomnych v riznych kvétech rostliny. Rostliny
jsou podstatné vice tolerantni viéi chromozomilnim
abnormalitim neZ Zivolichové. Piikladem flexibility
rostlinného genomu je i obrovskd rozdilnost ve veli-
kosti genomil u riznych druhii krytosemennych rost-
lin. Krytosemenné rostliny jsou staré pouze asi 150
miliont let, aviak maji pfitom velmi Siroké rozpé&ti
mnoistvi DNA na jidro, od 0,1 pg aZ do 100 pg
u rliznych druhdi (Bennet a Smith 1976). Savci jsou
fylogeneticky starSi skupinou organizmii (asi 300 mi-
liond let), ale mnoZstvi DNA v jadfe je u vEtSiny
druhit téméf shodné. Rostliny jsou tak vyraznym pfi-
kladem tzv. paradoxu hodnoty C, tedy ztrity kore-
lace mezi mnoZstvim DNA v jadfe a komplexitou pHi-
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sluiného organizmu. Amplifikace gemi indukovana
stresem je povaZovina za jeden z nejvyznamnéjSich
faktorli evoluce genomu a tedy i vytvifeni novych
znakli. Nazornym pfikladem flexibility rostlinného
genomu jsou rychlé, vnéjdim stresem indukované ge-
netické 1 epigenetické zmény morfologickych a fyzio-
logickych znakl u Inu, které jsou dédény v fadé po-
hlavnich generaci (tzv. genotrofy).

16.3 Rizeni procest
diferenciace

Procesy pletivové a orgdnové diferenciace jsou Fizeny
kombinatorickou aktivaci promotorovych sekvenci
mnoha gend, kterd je piisné regulovina casove
a mistné (Lyndon a Francis 1992). Kli¢ovou roli pfi
diferenciaci meristematickych bunék v orgdnové sys-
témy hraji zejména homeotické geny, které kiduji
transkripéni faktory aktivujici specifické geny. Protei-
nové transkripéni faktory jako produkty regulaénich
geniit maji dvé vyznamné oblasti: Konzervativni
DNA-vazebnou doménu, kierd zajisfuje specifitu
vazby na regulaéni sekvenci DNA, a aktivatni domé-
nu, kterd je schopna interagovat s jinymi faktory. Do-
sud zndmé mutace v homeotickych genech maji za nd-
sledek #ménu identity vegetativnich nebo kvénich
orgdnh, Tvorba kvétnich orginh reprezentuje Casové
posloupny proces; homeotické geny jsou aktivoviny
(pravdépodobné prostiednictvim  rostlinnych  hor-
montl & jinvch efektord) poure v urditych pletivech
a v uréitém obdobi vyvoje rostliny a jejich produkty,
transkripéni faktory, Fidi procesy diferenciace aktivaci
jinych, morfogenetickych gen.

16.3.1 Homeoticke kvétni geny

Ma zdkladé fenotypového projevu jejich mutaci jsou
homeotické kvétni geny klasifikoviny do tii skupin
(Schwarz-Sommer et al. 1990):

Prvni skupina zahrnuje mutace ovliviiujici vyvoj
nebo iniciaci kvéniho primordia. Takové mutantni
rostliny netvofi vlastni reprodukéni orginy, ba ani
kvétni obaly. Patéi sem typy, u kterych mutantni ge-
nové produkty interferuji s hormondlné fizenou tvor-
bou kvétniho primordia (mutanty sterilis a steriloides)
nebo naruiuji vyvoj primordia po kvétni indukei (mu-
lace squamala a .Tquamnm].



Druhou skupinu homeotickych mutanti tvofi mu-
tace, které zplsobuji zménu kvétni symetrie. Tak na-
pfiklad u hlediku, ktery mad kvéty soumérné podle je-
diné osy (zvgomorfni), zplsobuje mutace eveloidea
tvorbu kvétl a kvétnich organi paprséité soumérnych
{aktinomorfnich).

Tieti skupina homeotickych gent determinuje
identitu jednotlivych kvétnich orgdni a jejich archi-
tekturu. Kvéty maji typické uspofdddni svych orgdnt
ve étyfech kruzich: v prynim a druhém vnéjiim kruhu
se vytvife)i kvéini obaly, tj. kalifni listky (sepaly).
resp. korunni plitky (petaly), ve tfetim a &tvrtém
vlastni pohlavni orgdny, tj. ty€éinky, resp. pestiky (kar-
pely). Viechny dosud zndmé homeotické mutanty této
tfeti skupiny se vyznacuji tim, #e jedind mutace ho-
meotického genu zasahuje vidy dva sousedni kvétni
kruhy a e existuje fada nezdvislych lokust, jejich?
mutace se projevuji shodnym homeotickym fenoty-
pem (obr. 16.4). Tak napfiklad byly identifikovany
geny, které zphsobuji viskyt pestikovitych sepal a ty-
cinkovitych petal (geny ovulata, macho, aperala2),

warpely
pataly yttiriky
b

sopaly
b ",

Obr, 164 Kvétni diagramy (pricné fezy) huseniGku (Arabidopsis
thaliama) — normdlni rostling a dva homeotické mutanty. (a) Mor-
mélni typ {oboupahlavey kvEt), (b) mutant pistillara, u néhoi do-
chizi k pfeméné korunnich plitkd v kaliSni 1istky a ty@inek v pes-
tiky (kv&t je tedy jednopohlavny, samié), (c) mutant agamous,
jehod ty&inky jsou transformoviny v daldf kruh korunnich plétki
a pestiky v kalignd listky (kvét bez reprodukénich orgdnd).

petaloidnich ty€inek a sepaloidnich pestiki (geny ple-
na, petaloidea, agamous) nebo sepaloidnich petal
a pestikovitych tyéinek (geny deficiens, globosa, pis-
tillata aj.).

Analyza klonovanych rostlinnych homeotickych
gentl deficiens a agamous a jimi k6dovanych proteinid
odhalila oblast s vysokym stupném homologie
k DNA-vazebnym doméndm dvou zndmych tran-
skripénich faktorii u fylogeneticky velmi vzdilenych
organizmil, savel (SRF, serum response factor) a kva-
sinek (MCM!, minichromosome maintenance gene).
Tato konzervativni oblast je proto nazyvina MADS-
doménou (MCM I, Agamous, Deficiens, Srf) a byla
pozdé&ji nalezena i u fady jinych rostlinnych homeo-
tickych gent. Tato srovndni naznacuji, 2e molekuldrni
mechanizmy fizeni ontogeneze u rostlin a jinych eu-
karyot mohou byt obdobné,

16.3.2 Dualni systém dédicnosti
u eukaryotickych organizmu

U eukaryotickych organizmii existuji dva systémy dé-
dicnosti, z nich? jeden odpovidd za pfenos genetické
informace mezi pohlavnimi generacemi a druhy za
pfenos informace o expresi gend v pribéhu ontoge-
neze (Maynard Smith 1990). Prvni systém je zaloZen
vyluéné na genetické informaci dané sekvencemi
nukleotidi v DNA a fidi se principy mendelovské dé-
diénosti. Druhy systém, nazyvany epigeneticka dé-
diénost, vychizi téZ ze zikladni genetické informace
uloZené v sekvencich DNA, je viak odpovédny za
pienos informace o aktivité genti v bunéénych liniich.
Je regulovin riznymi vnitinimi a vnéjiimi faktory a je
obvykle doprovizen specifickou modifikac{ pfislu%-
nych oblasti chromatinu. Tyto modifikace mohou byt
v uréitych pripadech, zdkonitych nebo stochastickych,
prendSeny i do pohlavniho potomstva. Dédiénost epi-
genetickych zmén neodpovidd mendelovskym ziko-
nim klasické genetiky. Napiiklad paramutace (1). dé-
diéné zmény v expresi genti zplisobené interakef alel),
popsané zejména u kukufice, odporuji mendelov-
skému principu o nezdvislé segregaci alel. Mendelovy
pokusy s hrachem vyistily ve vysloveni principu
identity reciprokych kiiZeni, Toto pravidlo neplati
u nékterych mezidruhovych kiiZzeni (parentdlni domi-
nance) a taktéZ u gend, které jsou odlitné exprimo-
vany v zavislosti na pohlavi rodiée, od kterého byla
piisluind alela zdédéna (parentilni neboli genomovy
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Tab. 16.2 Srovndni a piiklady nékierych epigenctickych procesh
u krytosemennych rostlin a saveid.

Krytosemennd rostliny Savel
Epigenctické procesy
parentilni imprinting | pouze fada geni
v extracmbryondlnich | v embryondlnich
pletivech — inploidni | tkinich, karcinomy
endosperm dizomického
(2 materndlni plivodu, projev
genomy mnoha nervovich
+ 1 paterndlni chorob v zdvislost
genom) na rodifdovekém
plvodu
kontrola viEivy extracmbryonalni
embrya paterndlni inaktivace
X-chromozomu
modnost androgeneze,| vysokd (plirozend nemaji
parenogeneae i experimentdlng)
a polyploidic
alelické interakce paramutace, ransgeny| transvekce
kompenzace divky | Iyonizace Iyonizace jednoho
gend nesenych X-chromozomu samidiho
pohlavaimi u nékterych X-chromozomu
chromozomy dvoudomych rostlin?
inaktivace transgeni | velmi &asty jev Casly jev
funkéni {popt. gametofylickd [ze pohlavoi
genetickd) haploidie | vyvinu, pohlavni chromozomy,
chromozomy alelickd exkluze
u nékterych v bufikich
dvoudomych rostlin | produkujicich
imunoglobuliny,

tvorba haploidnich
gamet

parentilni dominance | bEEny jev Lasty jev

u mezidruhovych

hybridi

specifickd eirita mezidruhoveé hybridni bufiky
(sad) chromozomd | hybridy u jeémene v kulturich fn vitre
Mechamzmy

metylace DINA metylace promotond inaktivaich gend

v nuklectidovich sekvencich:

CG, CNG
i nesymetrickyvch

CG (vzicnEji | CNG)

Casnd/pozdni doba

Easnd replikoce aktivnich a pozdni

replikace DMA replikace inaktivaich genomovych domén
acetylace dencetylace netranskribavanych mist
nukleozomovych chromatinu
histonil -
- fakullauvr!nr pf. inaktivni
heterochromatin
X-chromozom
v endospermu
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vtisk, imprinting). Genomovy imprinting je tedy de-
finovin jako proces, kdy specifickd modifikace chro-
matinu gamet rodiéd v zdvislosti na jejich pohlavi
vede k funkénim rozdilim mezi sam&m a samicim
genomem v diploidnich bufikdich potomstva. Zatimco
u Fivotichl (zejména u savcl) je genomovy imprin-
ting zdkonitym jevem, u krytosemennych rostlin byl
dosud prokizin pouze v mimoembryondlnich pleti-
vech semene, endospermu (tab. 16.2). Tento rozdil

) | R

S

X

X
AN

_ LY

Obr. 16.5 Metafize (2n = 24, XY) v kofenovém meristému saméi
rostliny dvoudomého drubu knotovky bilé (Melandrium album)
U knotovky je saméi pohlavi heterogameticke (1j. v prasnicich jsou
tvofeny gamety s Y-chromozomem ncbo s X-chromozomem), za-
timco samiéf rostliny jsou homogametické (2n = 24, XX).

Y
’x -é)('} ‘r’f'
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miZe byt zplsoben zejména skutecnosti, e velkd vét-
Sina druhti krytosemennych rostlin jsou hermafrodité:
vylvife)i oba typy gamet, saméi i samiéi, na stejnych
jedincich. Pouze asi 5 % druhl krytosemennych rost-
lin jsou druhy dvoudomé, které tvoii oddélené jedince
saméiho a samidiho pohlavi (Grant et al. 1994), Né-
které dvoudomé druhy maji i heteromorfni pohlavni
chromozomy (napf. knotovka bild, Melandrium al-
bum, obr. 16.5).

16.3.3 Genomovy imprinting u rostlin

U krytosemennych rostlin dochdzi po vniknuti pylové
lic¢ky do samitiho zdrodeéného vaku k procesu tzv.
dvojiho oplozeni. Jedna ze dvou saméich gamet
oplodni vajecnou buiiku, zatimco druhd saméi gameta
splyvd s centrdlnim jddrem zdrodeéného vaku, ktery



u vésiny druhl rostlin vznikd fizi dvou haploidnich
jader ve stfedu zdrodeéného vaku. Na procesu di-
ploidni embryogeneze se viak podili jen oplozend
bunka vajecnd; oplozené dvoujaderné centrdlni jiadro
tvoii triploidni  extraembryondini  pletivo  (endo-
sperm), které vyZivuje embryo béhem jeho vyvoje.
Genom embrya je tedy tvofen jednou matefskou a jed-
nou otcovskou sadou chromozomi, zatimco v endo-
spermu jsou kombinoviny dva matefské a pouze je-
diny otcovsky genom. Rozsdhlé studie na kukufici
prokizaly, Ze jestliZe je tento pomér genomil v endo-
spermu odlifny, embryo abortuje (Kermicle a Alle-
man 1990). Tyto analyzy téZ doklidaji, Ze nepfitom-
nost otcovskych zdstupeld osmi z 19 zkoumanych
chromozomovych ramen zplsobuje podstatnou re-
dukei velikosti semene. Tento specificky roditovsky
efekt je omezen pouze na endosperm; ve vlasini em-
bryondlni linii dosud u rostlin nebyl prokdzin. Oddé-
lené oplozeni tedy zaklddd zdrodeénou drihu embrya
relativné prostou imprintovanych geni, zatimco geno-
movy imprinting je vyznamny pro vyZivovaci funkci
mimoembryondlni buné&éné linie, vzniklé druhym
oplozenim.

16.3.4 Mechanizmy epigenetickych
procesu

Ackoli mechanizmy nejsou dosud zcela vysvétleny, je
ziejmé, Ze v epigenetickych procesech, které odpovi-
daji za funkéni plasticitu genomu, hraji rozhodujici
Glohu metylace DNA, kinetika replikace DNA
a struktura chromatinu. Je dokizino, Ze metylace
DNA (zejména cytozinu, obr. 16.6) negativné ovliv-
finje expresi geni u vétiiny eukaryotickych orga-
nizmi (Jost a Saluz 1993). Zatimco v jadernych ge-
nomech savéich druhli je metylovino asi jen 8 %

H H H
KH.-“H -“'“N'f

H
l | | _#
. H N-ﬁﬂ’c“xc/'ﬂ\
T ﬁ + S-adenozyl-L-metionin I
C

c. W—mmmﬂﬁﬂ= G A
o7 T N o N i

H H

H

H

cytozin S-metylcytozin

Obr. 16,6 Modifikace cytozinu metylaci v poloze C-5 pyrimidino-
viého kruhu, Reakee je katalyzovina DNA-metyliransferdzou a do-
norem metylové skupiny je S-adenozyl-L-metionin,

cytozinovych bdzi, u rostlin dosahuje tato hodnota az
30 %. Vysoky stupeii metylace rostlinnych genomii
je zplsoben piedeviim znaénym obsahem hypermety-
lovanych repetitivnich sekvenci (aZ 90 % genomu).
Navic je rostlinnd DNA metylovina v sekvencich CG,
CNG (kde N je jakdkoli baze) i v nesymetrickych se-
kvencich DNA, zatimco v genomech obratloved se
metylace cytozinu vyskytuje téméf vyhradné v duble-
tech CG.

Genomy obsahuji vyrazné hypermetylované i hy-
pometylované oblasti: hypermetylované domény za-
hmuji repetitivni sekvence DNA (heterochromatin),
které se nepodrobuji procesu crossing-over pii meit-
ze, zatimco hypometylované domény (tzv. hypomety-
lované ostritvky) jsou rekombinaéné aktivni a pfedsta-
vuji predeviim konstitutivné exprimované geny.
V nékterych vyjimeénych pfipadech, jako je inakti-
vace (lyonizace) jednoho ze dvou pohlavnich X-chro-
mozomi v sami¢ich buiikich savcl (kompenzace
ddvky gentli nesenych timto chromozomem), dochdz{
k hypermetylaci celého chromozomu (Grant a Chap-
man 1988, Vyskot et al. 1993). Metylace cytozinu se
pii mitotickém déleni buiiky dédi pomoci udrZovacich
DNA-metyltransferdz. Znamend to, Ze tyto metyldzy
rozpozndvaji hemimetylovanou DNA, vznikajici se-
mikonzervativni replikaci, a metyluji novd, decefind
vldkna DNA. Tento mechanizmus tak poskytuje mo-
lekuldrni zdklad pro bunéénou dédiénost specifickych
genovych aktivit v pribéhu individudlntho vyvoje.
Zména metylace miZe vést k dédiénym abnormalitim
v expresi geni, které nazyvime epimutacemi (Holli-
day 1990). Nejéast&ji uZivanym cinidlem k experi-
mentdlni indukei zmén metylaéniho stavu DNA je
5-azacytidin, ktery miiZe byt do DNA vélefiovin na
misto cytozinu nebo metyleytozinu a blokuje mety-
laci DNA kovalentni vazbou do aktivniho centra
DNA-metyltransferdz. Metylace promotorovych dse-
kit gend jsou €asto spojeny s jejich inaktivaci a jsou
orgdnov€ specifické. Bylo téZ prokidzino, Ze metyla-
ce DNA jsou zodpovédné za aktivaci a inaktivaci rost-
linnych mobilnich genetickych element( a vnesenych
cizorodych gen (viz odd. 16.4.4). Metylace miZe
inhibovat genovou expresi tim, Ze brini vazbé speci-
fickych proteinovych transkripénich faktord, napfi-
klad vazbou metyleytozin-specifickych proteini.
Ackoli role metylace cytozinu v inaktivaci geni je
evidentni, je pravdépodobné, e metylace DNA neni
pfi¢innym, ale spie sekunddirnim procesem, ktery
zajidfuje pfenos informace o aktivité genl (epigene-
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tické informace) v prib&hu bunéénych déleni (Lock
et al. 1987).

U rostlin dochdzi k preméné apikdlniho meristému
# vegetativniho stavu na generativoi (indukce kveteni)
v zivislosti na faktorech vnéjsiho prostfedi, zejména
na svétle a teploté. Nékteré rostliny vyZaduji k in-
dukei kveteni chladové pasobeni, tzv. jarovizaci. Ja-
rovizace je typickym epigenetickym procesem, ktery
je omezen na jedinou pohlavni generaci; nepfendii se
do pohlavniho potomstva. Burn et al. (1993) prokiza-
li, #e chladové pilisobeni navozuje rozsdhlé sniZeni
hladiny metylcytozinu v rostlinném genomu a sou-
casné demonstrovali, fe pied&asné kveteni lze navodit
i pomoci hypometylaéni litky, 5-azacytidinu. Homeo-
tické geny, které fidi tvorbu kvétnich orgdni (viz odd.
16.3.1), jsou zvlisté citlivé na regulaci exprese pro-
stiednictvim metylace cytozinu. Experimentilni hy-
pometylace rostlinného genomu (navozend aplikaci
S-azacytidinu nebo prostfednictvim protismyslného
genu k DNA-metyltransferize) vede predeviim ke
zméndm identity kvétnich kruhti a ke sniZeni saméi
1 samili fertility (Vyskot et al. 1995, Finnegan et al.
1996).

Kli¢ova dloha metylace DNA v procesu determi-
nace pohlavi byla prokdzdna u dvoudomé rostliny
knotovky bilé, kde aplikace S5-azacytidinu vedla
u saméich rostlin k pohlavnimu zvratu: byly zde ak-
tivovany geny odpovédné za tvorbu pestiki, a tak na-
vozen vznik oboupohlavnych kvétd. V tomto pfipadé
flo o epigenetickou zménu jednosmérné dédiénou:
byla pfenifena do pohlavniho potomstva pouze tehdy,
kdy oboupohlavna rostlina byla v kiiZeni pouZita jako
pylovy donor (JanouSek et al. 1996).

Béhem dlouhodobé kultivace rostlinnych pletiv in
vitro, které ke svému riistu vyvZaduji aplikaci exogen-
nich auxind a cytokinind, ob&as dochdzi ke spontinni
girdté potfeby uvedenych rostlinnych hormoni. Tento
klasicky epigeneticky jev se nazyva habituace a je
zptisoben aktivaci rostlinngch genii Géastnicich se bio-
syniézy hormonil (Meins 1994). Habituace na rostlinné
hormony (auxiny nebo cytokininy), i kdyZ je poten-
cidlné reverzibilni, je ve vysoké frekvenci mitoticky
udriovina v kultivovanych bunéénych liniich. Habi-
tuované bufiky svou schopnosti autonomni proliferace
pripominaji rostlinné bufiky nddorové, které mohou byt
iniciovdny rilznymi patogennimi organizmy (napf. bak-
teriemi, hmyzem nebo houbami) nebo se objevuji u né-
kterych hybridd , spontinné” jako dasledek urité kom-
binace alel (tzv. genetické nddory).
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16.4 Genové inzenyrstvi
rostlin a jeho uplatnéni
v zakladnim vyzkumu
a slechteni

V prubéhu poslednich dvou desetileti byl repertodir
metod genetiky a Slechténi rostlin roziifen o techniky
genetickych manipulaci. Jako genetické manipulace
5 rostlinnou bufikou oznatujeme viechny nekonven-
¢ni techniky provadéné in vitre, kterymi lze modifi-
kovat rostlinny genom. Genetické manipulace u rost-
lin lze z hlediska pouZivanych metod rozdélit do dvou
hlavnich smér:

- bunéfné inZenyrsivi, zahrnujici modifikaci ge-
netické informace recipientniho organizmu prostied-
nictvim pfenosu celych bunék (parasexudlni hybridi-
zace) nebo izolovanych organel,

— vlastni genové inZenyrsivi, reprezentujici vna-
Seni klonovanych genil (genetickd transformace, trans-
gEenoze).

Konstrukee transformovanych (transgennich) bu-
nék a rostlin nemd vyznam pouze ve Slechténi, ale je
cennym nadstrojem v zdkladnim vyzkumu pii studiu
struktury a stability genomu, regulace genové expre-
se, izolaci genh i pfi analyze molekuldrnich mecha-
nizml vyvoje a metabolizmu rostlin.

Obr. 16.7 Midor crown-gall vyvolany prostfednictvim onkogen-
nfho kmene Agrobacterium mmefaciens na poranéné rostling 1a-
biku {Nicotiana tabacum) péstované v kuliufe in vitro. Nadpro-
dukce auxinu a cytokininu tvofeného v niddorovych budkich vede
i k indukci risto kofend a pritovych vyhonkt v okoli nddoru



16.4.1 Metody vnaseni klonovanych
genu do rostlin

Wnaleni genl, obvykle klonovanych v bakteridlnich
plazmidech, do rostlin je vé&iinou zprosttedkovino
pomoci pienasecl, tzv. vektord (zejména bakterif
nebo virl). Vhodné vektory by mély mit snadny vstup
do rostlinng buiiky, Siroky okruh hostitelskvch rostlin-
nych druhii, schopnost vélenéni do rostlinnych chro-
mozomi (zarucujici stabilitu pfi mitdze), schopnost
pienosu do semenného potomstva a nemély by nega-
tivaé ovliviiovat fenotyp rostliny. Ne viechny vektory
tyto parametry spliji. Cizorodd DNA je po vstupu
do rostlinné buiiky obvykle integrovina do rostlin-
nych chromozomi v ndhodnych pozicich. Cilenou in-
tegraci klonované sekvence DNA (podrobené napii-
klad definované bodové mutagenezi) do uréitého lo-
kusu rostlinného genomu lze realizovat vhodnou
konstiukei vektorové molekuly DNA, obsahujici ale-
spon dsteéné shodnou sekvenci k cilové genomové
DNA, a dosdhnout tak homologni rekombinace. Ci-
lend integrace gend je bé&Zné providéna u kvasinek
i Fivodichh, u rostlin viak dosud bylo dosaZeno jen
sporadickych dspéchii. Tato technika by umoZfiovala
nejen studium genové funkce a regulace, ale i cilené
Slechténi rostlin eliminaci neZddoucich genil (gene
replacement). Nejroziifendj$im vektorem k pfenosu
DNA do rostlin jsou agrobakteridlni plazmidy.

16.4.1.1 Agrobakterialni vektory

Rostliny se staly stfedem zdjmu molekuldrnich gene-
tikt teprve v 70. letech v souvislosti s objevem plaz-
midd Ti (tumor inducing) pldni patogenni bakterie
Agrobacterium tumefaciens, kterd je schopna infiko-
vat vétdinu druhii dvoudéloinych a nahosemennych
rostlin. Tato bakterie funguje jako ,pfirozeny genovy
inZenyr”, nebof po infekci rostlinné bufiky stabilng
vilefinje &dst svého onkogenniho plazmidu do rost-
linnych chromozomil. Tohoto procesu lze vyuZil
k pfenosu Zidanych genti po jejich pfedchozi integraci
do transponované sekvence DNA.

Agrobacterium tumefaciens je phdni gramnegativni
bakterie z Eeledi Rhizobiaceae, kterd vyvoldva tvorbu
nddori typu crown-gall na poranénych mistech rostlin
(obr. 16.7). Jeji infekénost je podminéna pfitomnosti
velkého plazmidu Ti, na kterém se nachdzi mj. 1 oblast
T-DNA (transferred DNA) a geny odpovédné za viru-
lenci. Vlastni morfologii a fyziologii rostlinnych na-

dorti ovliviiuji geny ze segmentu T-DNA s promotory
eukaryotického typu, které jsou v ndadorovych buii-
kich konstitutivnd exprimoviny. Jde o geny, jejichi
produkty katalyzuji syntézu auxinu (tryptofan-2-mo-
nooxygendza, iaaM, a indolyl-3-acetamidhydroliza,
iaalf) a cytokininu (izopentenyltransferdza, ipr)
a kondenzaci organickych kyselin s bazick¥mi amino-
kyselinami za vzniku latek opinového typu (napiiklad
oktopinsyntizy nebo nopalinsyntizy). Mimo T-DNA
nese Ti-plazmid i geny zodpovédné za virulenci, ka-
tabolizmus opini bakteridlni bufikou a konjugativni
pfenos Ti-plazmidu mezi agrobakteridlnimi bufikami
(obr. 16.8).

Pienos genetické informace z bakterie A. rumefa-
ciens do rostlinného genomu je ojedinélym piikladem
genetické vimény mezi organizmy z raznych Fidi.
Procesy, které pfitom probihaji, vSak nejsou nijak vy-
jimeéné. Jednd se v podstaté o adaptace dvou proka-
ryotickyich procesi: aktivace genové exprese v reakci
na vné&jsi stimul prostfednictvim dvoukomponentniho
pozitivniho regulaéniho systému v bakterii a konjuga-
tivni pfenos T-DNA 2 donorové bakterie do recipient-

T-DNA

(150-200 kb)

Obr. 16.8 Schematickd mapa standardniho onkogenniho plazmide
Ti oktopinového kmene Agrobacterium mefaciens. T-DNA, ob-
klopend pravym (8g) a levym (B, ) pfimym opakovdnim o 25 ph.
zahrnuje geny kodujici ryptofan-2-monooxygendzu (faaM), indo-
Iyl-F-acetamidhydrolizu (igal), izopentenyltransferdzu (ipf) a ok-
lopinsyntdzu (ecs). Mimo T-0NA jsou lokalizovdny geny virulent-
niho regulonu (virl, geny umoZiujic! konjugativai pfenos Ti-plaz-
midu {tra), geny kddujici katabolizmus okiopinu (see) a replikaéni
pocatek plazmidu (o).
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ni rostlinné buiiky. Pienosové funkce jsou v A. rume-
faciens kédoviny plazmidovimi i chromozomail-
nimi virulentnimi geny. V pribéhu procesu hojeni
dochdzf{ v poranénych rostlinnych buiikdch k syntéze
ligninu z fenolickych prekurzori, které slouZi jako
chemoatraktant pro bakterie A. tumefaciens a nésled-
nou indukci Ti-plazmidovych virulentnich (vir) gen.
Bakteridlni chromozomdlni virulentni geny (chvA
a chvl®) jsou exprimovdny konstitutivné a zprostied-
kuji zejména pfichyceni bakterii k rostlinné bufice
prostednictvim celulézovych vidken, Virulentnf geny
lokalizované na Ti-plazmidu potom fidi a zprostfed-
kuji specidlni reakce rozpozndvdni rostlinné buiiky
a ndsledné procesy vedouci k pfenosu T-DNA. Tyto
geny jsou lokalizoviny v jednom wvelkém regulonu
v osmi operonech (virdA aZ virH). Geny vird a virG
svymi produkty pozitivné fidi transkripci ostatnich
vir-gent: aminotermindlni &dst virA-proteinu slou#i
jako senzorovd doména interagujici pfimo s rostlin-

nymi signdlnimi molekulami a pfeddva signdl virG-
proteinu, ktery aktivuje ostatni vir-geny. V transfor-
macnim procesu hraji rozhodujici tlohu hranice
segmentu T-DNA, které jsou tvofeny piimym opako-
vanim ne zcela shodnych 25pb dseki DNA. Jaki-
koli DNA lokalizovand mezi témito hranicemi mi-
Ze byt transportovdna a integrovina do rostlinnych
chromozomi, pficem# rozhodujici dlohu hraje pra-
v hraniéni sekvence (B,, right boundary), od které
pienos T-DNA ralini. Produkt virDi-genu pilisobi
jako specifickd nukledza, kterd vyStépi pravdépo-
dobné jediné vlikno T-DNA, jeZ je potom s pomoci
virD2-proteinu transportovdno do rostlinné burky.
Finilné je T-DNA integrovéna do rostlinného chromo-
zomu procesem nahodné (ilegitimni) rekombinace,
coZ zajifuje jeji mitotickou i meiotickou stabilitu.
Detailni popis procesu pienosu T-DNA do rostlinnych
bunék lze nalézt v fadé specializovanych praci (napf.
Tinland 1996).

salekoe vhodndho donorového
druhu nebo mutaniu exprimu-
jiciho Fadany znak

!

=

infekcd rostlinnych explantatd
bakteriemi A. furmefaciens, nasled-
na eliminace bakterii antibictikem

charakieristika funkce
prisludného genu
{biochemicka draha)

izolace kodujici sekvence
genu, jeho klonovani
v plazmidu E. colf

korstrukce chimérického
genu s rosthinmemi kontrol-
nimi oblastmi 5" a 3°

[
Klorovan chimérickaho genu
do plazmidu s hraniénimi oblast-
mi T-ONA z Ti-plazmidu A. [wme-
faciens a signlnimi| gany pro se-
lekci v bakaeriich a rostlindch

regenerace rostlin z ransfor-
mavarnych bunék v kulturdch in
vitro za piitormnosti selekiéniho
antimatabalitu

zakladni charakteristika primarnich

transgennich rastlin:

a) biochemicky prikaz exprese
signéiniho (selekiniho) genu

b) tyzikélni dikaz plilomnosti
intakinihe transgenu
(DNADNA-hybridizace, PCR)

c) prikaz transkripéniho produktu
(ANADMA-hybridizace, AT-PCA)

d) histochemickd/cytochamicks

| lokalizace transkriptu in sit

&) lunkce enzymu kddovaného trans-
genem (prikaz anzymu nebo jim
katalyzovans reakce)

Ty tenclypovy projev transgenu

I

v

pfenas plazmidu do bakterii

“odzbropery® Ti-plazmed

A fumefaciens nesoucich ot

sledovani strukturni a funkéni

stability (segregace) ransganu
¥ semennim potomstvu

Obr. 16.9 Schéma experimentdlniho postupu pro pferos cizorodych gend do rostlin prostfednictvim bindrniho systému A grobacrerium

tumefaciens a rostlinnych explantdtovych kultur in vitra,
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Pavodné vypracované postupy pfenosu klonova-
nych gent do Ti-plazmida byly pomémé slofité; za-
hrnovaly nékolikandsobné Konstrukce plazmidovych
vektorl obsahujicich Zadany gen, signdlni geny pro
selekei prisluinych plazmidd v Escherichia coli
a fragmenty T-DNA v promiskuitnich plazmidech,
které byly vnidleny do A. rumefaciens, kde dvojitou
homologni rekombinaci dochdzelo Kk integraci do Ti-
plazmidu. T-DNA viak obsahuje onkogeny (iaaM,
taaH a ipt), které odpovidaji za nadprodukei auxinu
a cytokininu a brini v regeneraci rostlin z transformo-
vanych bunék. Proto bylo nutné tyto geny eliminovat
bud mutaci, nebo deleci. To vedlo ke konstrukci vek-
torovych Ti-plazmidi, kde velka &ist T-DNA je nahra-
Zzena dsekem malého plazmidu E. coli, co? éF umoi-
nilo snadnou introdukci Zidanych genii klonovanych
v tomto pomocném plazmidu jednoduchou rekombi-
naci. Objasnéni funkce jednotlivych usekd Ti-
plazmidu dile vedlo ke konstrukci tzv. bindrnich vek-
tori, kde Zidany gen je klonovin v malém plazmido-
vém vektoru spolu s pravou hraniéni sekvenci T-DNA
a nezbytné produkty agrobakteridlnich virulentnich
genll jsou zajifovdany Ti-plazmidem v pozici trans.
Témito metodami jiZ bylo dosaZeno pfenosu a exprese
mnoha set prokaryotick¥ch a eukaryotickych geni
v rostlindch pod kontrolou konstitutivaich i inducibil-
nich promotori, které mohou byt rozpozndviny rost-
linnym transkripénim apardtem (obr. 16.9).

Obr. 16,10 Stabilizovand kulwra nddorovych kofend {hairy roois)
irt witra izolovand po infekci rostliny tabdku (Micotiana rabacum)
onkogennim kmenem Agrobacterium rhizogenes.

Blizkym pfibuznym A. tumefaciens je Agrobacte-
rium rhizogenes, které na misté poranéni rostlin vyvo-
livd tvorbu vétvenych kofenovych struktur (hairy
roots, obr. 16.10). Schopnost infekce A. rhizogenes je
opét zdvisld na pfitomnosti velkého onkogenniho
plazmidu (Ri, root inducing) a schopnosti jeho seg-
mentu (T-DNA) vélefiovat se do rostlinného genomu.
Tento segment nese dva geny odpovédné za syntézu
auxinu a dile étyh geny (rold, rolB, rolC a rolD), je-
jichZ produkty pusobi synergicky a determinuji mor-
fologii kofenovych nadori. Kofenové nadorové kul-
tury je moZné péstovat na syntetickych médiich in
vitro a maji potencidlni vyuZiti v biotechnologiich
(produkce kofenovych sekundirnich metaboliti). Na
rozdil od nadord crewn-gall jsou kultury hairy roots
schopny regenerace v rostliny, které se viak vyznacuji
charakteristickym zménénym fenotypem (svradtélé
listy. redukovand apikdlni dominance, zkricend inter-
nodia, silné kofenéni a sniZend fertilita).

16.4.1.2 Rostlinné viry jako vektory

Jingymi prokaryotickymi patogeny, které snadno pro-
nikaji do rostlinné bufiky a jsou schopny se v ni re-
plikovat, jsou rostlinné DNA- a RNA-viry. Vyhodou
pouZiti viri jako vektora pro pfenos genetické infor-
mace je schopnost systemického Siteni v rostlindch po
infekei jejich Easti a velky vybér virl s vhodnym hos-
titelskym rozmezim. Velkou nevyhodou virovych vek-
torth je viak jejich omezend klonovaci schopnost, au-
tonomni replikace (nedochdzi ke kovalentnimu véle-
néni do rostlinnych chromozomil) a skuteénost, Ze se
obvykle nepfendieji do semenného potomstva,
Prvnim virem, kterého bylo pouZito k pfenosu ciziho
{bakteridlniho) genu do rostlin, byl jeden z nékolika
znamych rostlinnych dvouvliknovych DNA-virt, vi-
rus mozalky kvétiku, CaMV (Brisson et al. 1984),
S5 RNA-viry jako vektory jsou manipulace sloZitdjéi,
nebol nejsou k dispozici techniky pfimé konstrukce
rekombinantnich molekul RNA in vitro. PH integraci
gend do RNA-virovych genomi je proto nutné pfipra-
vit zpétnou transkripci cDNA kopii viru. Transfor-
maci rostlin lze potom provést bud infekei rekombi-
nantni cDNA nebo jejimi transkripty syntetizovanymi
in vitro. Tento postup byl poprvé experimentilné ové-
fen u jednodéloZnych rostlin pomoci RNA-vire mo-
zaiky svefepu, BMV (French et al. 1986).

Zvldstni metodou, kterd umoZfivje vndSeni viro-
vych genomil do rostlin ve fytopatologickém vizku-
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mu, je agroinfekee. Virovy genom (DNA u kaulimo-
virl nebo ¢cDNA u RNA-virl) je pfitom klonovin
v nékolika tandemovych opakovénich do T-DNA Ag-
robacterium tumefaciens a vnesen do rostlin, kde re-
kombinaci mezi kopiemi virové DNA dochdzi k jejich
uvolnéni a ndslednému vzniku infekénich virovych
Castic.

16.4.1.3 Mechanicky pfenos
klonované DNA

ProtoZe fada krytosemennych rostlin (zejména jedno-
déloZnych druhi, véetné hospodiisky vyznamnych
obilovin) neni citlivi viéi agrobakteridlni infekei.
bylo vypracovino nékolik alternativnich pfistupi
k vndSeni klonovanych gent do rostlin nebo rostlin-
nych explantitd. Pokud je moZné u téchto druhil re-
generovat izolované protoplasty zpét v celé rostliny,
Jsou pouZiviny techniky permeabilizace jejich cyto-
plazmatické membrany elektrickym Sokem (elektro-
porace), kapildrni mikroinjekce nebo indukovaného
piijmu DNA s pomoci polyetylenglykolu (Potrykus
1990). Tyto techniky jsou vyudivdany i k testovini
tranzientni exprese vnddenych chimérickych geni, ne-
bof k jejich expresi mitze dochdzet i pfed integraci do
chromozomu. NejnovéjEl metodou je tzv. mikropro-
Jjektilovy pfenos DNA (particle bombardment) do ja-
der nebo organel kultivovanych bunék a pfipadné i do
mtakinich rostlinnych orgdnt vstfelovdnim mikrosko-
pickych dstic netoxickych kovih (napiiklad wolframu
nebo zlata), které povrchové adsorbovaly klonované
molekuly DNA z roztoku.

16.4.2 Selektovatelné a reportérové
geny

Velkym zdokonalenim vektorii je vyZiti dominant-
nich signdlnich geni, které umoZfiuji selekci trans-
gennich bunék i rostlin na zdklad& ziskané rezistence
viiéi antimetabolitim (napf. kanamycinu, hygromyci-
nu, bleomycinu nebo metotrexdtu) nebo monitorova-
nim transgenoze biochemickou detekei reportérového
enzymu (napi. chloramfenikolacetyltransferdzy, f-glu-
kuroniddzy, luciferdzy); jejich prehled je uveden
v tab. 16.3. Dominantni signélni geny jsou pfipravo-
viny in vitro jako chimérické konstrukty fizi pro-
motorll eukaryotického typu a vhodngch termindtort
transkripce se strukturnimi geny kddujicimi signdlni
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Tab. 16.3 Pichled dominaninich selektovatelnych a reponérovich
genil (moinost snadného biochemického testu) v genovém inenyr-
stvi rostlin. Index r znali navozeni rezistence k dané ldice.

Gen Enzym (protein) Donor Primd selekee | Test
als acetolaktitsyntdzn | Arabidopsis rexistence k -
{chlorsulfuron’) thaliana chlersulfuronu
areA SeenolpyruvylZiki- | Safmonella rezistence ke -
mit-3-fosflsyntizn | nphimurium | glyfozdig
(ghylozin'y
bar fosfinotrcin- Streptownyces | rezistence -
acetyltransferiza hygroscopicus | k bialaphosu
ble ? Escherichia Tezislence -
coli (TS} k bleamycinu
brei brosmoxynilnitnliza | Klebwiella regislence -
OZENERE k brommoxynilu
dhfr dihydrofoldreduk- | E. coli rezistence -
tiza (metotrexd’) (Tn7, praT), k metoirexii
Mux musculuz
cal chloramflenikol- E coli {(Tn9 |- +
acetyliransferdea
e zelené fuoreskujici | Aeguorea - +*
prodein vichoria
Flt f-glukuronidiza E coli(K12) |- +
fieredA )
hph hygromycin- E. coli rezislence +
fosfotransferien (pIR225) k hygromycinu
B
lad f-galakiozidiza E. coli - -
e, hix | luciferdzn Phetinusg - +
pyralis,
Vibrie harveyi
e I, neomycin- E coli rezistence ke +
npe I fosfotransferiza [, 11| (Tn601, Tn$) kanamycinu
s sireptomycin- E coli (Tn5) | rexistence k -
fosfotransferiza streplomycinu
sul 1 dihydroptercdiisyn- | E. coli (pR46) | rezistence -
tdza (sulfonamid') k sulfonamidu
tede trypiofan- Catharanthus | rezisicnce -
dekarboxyliza FOSENs k 4-metyl-
trypitofanu
ni-ptl) | F-glukoziddea Lea mravs -
ocy, nos | okiopinsyntdza, Agrobacte rinm | — +
nopalinsynidiza tismefirciens - o+
igaM tryptofan- A. tumefaciens | ohst bez auxind | -
ictaff Monsoxygendz,
indolylacet-
amidhydroliza
i izopentenyl- A, tumefaciens | rist bex -
transferiza cytokinind




enzymy. Nejéastéji pouZivanymi konstitutivaimi pro-
motory v genovych manipulacich u rostlin jsou 5'-se-
kvence opinsyntdzovych gent z Ti-plazmidu A. rume-
faciens a 355 RNA-promotor z viru mozaiky kvétiku
(CaMV). Z rostlin byla izolovina i fada promotort,
které umoZnuji specifickou expresi gen( v uréitych or-
génech nebo pletivech: napfiklad promotor genu kédu-
jictho semenny protein fazeolin je funkéni pouze v d&-
loZnich listcich, gluteninov¥ promotor v endospermu,
patatinovy promotor v hlizdch nebo promotor Rubisco-
genu v listech pii svételn€ indukei. Nejrychlejdi techni-
kou uZivanou k testovini funkce téchto promotorovych
sekvenci je sledovini tranzientni exprese klonova-
nych chimérickych gent po jejich indukovaném pi{jmu
(napf. elektroporaci) v rostlinnych protoplastech.

16.4.3 Strategie vyuziti
protismysinych genu

Strategie vyuZiti tzv. protismysinych (antisense) se-
kvenci nukleovych kyselin je zaloZena na blokovini
informaéniho toku z mRNA do proteinu aplikaci
vlikna RNA komplementdrniho k sekvenci cilové

transkripce "narmélniho” genu v rostiing

mRNA. Experimentilné je toho obvykle dosaZeno
~obricenym"” naklonovinim pfisluiného genu pod
vhodny promotor, zatlenénim tohoto konstruktu do
T-DNA v agrobakteridlnim vektorovém  systému
a jeho pienosem do rostlin. V transgennich rostli-
nich se pak syntetizuje protismysiné vldkno RNA,
které na zdkladé pdrovéni bdzi tvo# s ,normdlni*
mRNA duplexy, jeZ jsou rychle degradovany, nebo
je mRNA poSkozena pfi posttranskripéni dpravé,
pfipadné je jinak blokowvdna translace (obr. 16.11).
Tento proces je v nékterych piipadech souédsti pfiro-
zeného regulaéniho systému u prokaryot i eukaryot,
kdy se tvofi kratkd komplementdrni vidkna RNA,
inhibujici funk&ni transkripty v uréitém stadiu ontoge-
neze. Prvni pokusy se syntetickymi protismyslnymi
geny byly providény pomoci tranzientni exprese
v izolovanych protoplastech: introdukované proti-
smysiné geny svymi transkripty inhibovaly expresi
piisluinych signdlnich gend. Protismysiné geny jsou
schopny i blokovat nebo redukovat funkei pfiroze-
nych rostlinnych gend v transgennich rostlinich, jak
to bylo prokédzino napiiklad v syntézy flavonoidi
v kvétech nebo polygalakturondzy a etylenu ve zraji-
cich plodech.

transkripce obracend naklonovaného

(protismysinéha) genu v rostling
3t {+) viakno DMA 5t 3 [ =) viakno DNA 5
pomowr | L Loy promour [ pov
5 (=) wlakno DMA e -1 [+ vifikno DNA e I
lumkrpca ltl'ﬂmhipce
------------- + B R s s E EE S EEEE R AR EEEE R
serse mAkA anlisense ANA

...........

refunkéni duples ANA-RNA

Obe. 16.11 Schéma strategic vyuditd protismyslné (antisense) RNA k inhibici exprese endogennich rostlinnych geni. V normélnich rost-
lindch (jako¥ i v ostatnich prokaryotickych a eukaryotickyeh organizmech) venikaji pHsluiné mRMNA plepisem jediného vldkna dvou-
Sroubovice DNA (tzv. minus-vidkno neboli sense strand, znadeno Eirkovang). Pokud je gen naklonovin pod promotor abricend, je ple-
pisovino plus-vidkno DNA (antisense strand. znadeno tekovang). Po vneseni takového chimérického genu do rostliny (napHklad pomoci
agrobakieridlniho vekioru) venika v rostlinnych bufikdch protismysind RNA (antisernse KNA), kterd miie s piisluSnou normélni rostlinnou
mRNA na zikladé pirovini bazi vytvifet duplexy, a tim znemokfioval proces translace,
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16.4.4 Strukturni a funkéni stabilita
transgenu

Fyzickd pfitomnost transgendl a jejich poéet kopii
v rostlinném genomu jsou ovéfoviny Southernovou
(DNA/DNA) hybridizaci nebo technikou PCR, jejich
exprese je zjisfoviana pomoci RNA/DNA-hybridizace
a imunologickych metod detekce pfislusnych poly-
peptidd, pfipadné jednodu$fimi enzymovymi testy,
pii nichZ jsou in vitre nebo in site detekoviny findlni
produkty signdlnich enzymovych reakci (obr. 16.12).

> - @

Obr. 16.12 {a) Potomstve ziskané samoopylenim rostling tabdku
(Micotiana tabacwm), do kieré byl voesen neomycinfosfotransferd-
ovy gen (apill) & Escherichia coli, navozujici rezistenci ke kana-
mycinu. Semendéky rostouci na syntetickém médiu s kanamycinem
segreguji na kanamycin-rezistentni a kanamycin-senzitivai rostliny
v mendelistickém statistickém poméru 3:1. U senzitivaich rostlin
se efekt kanamycinu projevuje retardovanym vivojem, blokovinim
syniézy chlorofyvlu a pozdéjai letalitou na drovni vyvinu déloZnich
listkid (tyto rostlinky jsow oznadeny fipkami). (b) Biochemické sta-
noveni engymu neomycinfosfotransferizy v ransgennich rostlingch
tabdku. Proteinové extrakly  rostlin jsou elektroforeticky separo-
viny v akrylamidovém gelu a na ném je in sine provedena | sendvi-
tovd” reakee za pfilomnosti substritu (kanamycinu) a donoru fos-
fétovych skupin (“P-koncové znadeného adenozintrifosfim, ATP).
Y¥ysledny produkt. fosforylovany kanamycin, oznateny Sipkou, je
vizualizovin auvtoradiograficky na rentgenovém filmu. Veorek
v drize Cizslo 1 je negativni kontrola (normilni tabdk), transgenni
vzorky Eislo 2 a 5 maji vysokou hladinu enzymu, vzorek islo 3 je
velmi slabé pozitivai a vzorek v dridze ¢islo 4 enzym neobsahoval
{zjevné doile k ,umiien™ transgenu)
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I kdyZ strukturni stabilita transgenti v rostlindch je
vzhledem k jejich integraci do chromozomi vysoka,
dochdzi Casto k jejich inaktivaci, zejména v piipadé
pritomnosti vice kopii transgenu. K této inaktivaci,
kterd je obvykle provdzena metylaci jejich promotort,
miZe dochdzet, pokud jsou transgeny organizoviny
Jako tandemovid opakovdani (cis-inaktivace) nebo je-
den metylovany transgen muZe inaktivovat jiny v po-
zici trans mechanizmem analogickym u paramutaci,
piipadné miZe dochizet ke koordinovanému ,,umléo-
vani* dvou nebo vice homolognich transgenti (co-sup-
pression, Matzke a Matzke 1995). Procesy inaktivace
zaloZené na dplné nebo &dsteéné homologii dseki
DNA transgent probihaji na Grovni transkripéni nebo
posttranskripéni. Predpoklada se, e parovani homo-
lognich sekvenci mOZe zpGsobovat inaktivni gene-
ticky stav de movo-metylaci a heterochromatinizaci
(transkripéni inaktivace) nebo mRNA-produkty
vice transgeni se akumuluji, aZ dosdhnou kritické hla-
diny, pfi které dochdzi k jejich rychlé degradaci (post-
transkripfni inaktivace). ,Umllovini" transgend
v rostlindch je dnes Siroce vyuZivino jake modelovy
systém ke studiu interakci homolognich sekvenci
DNA, nebof by k nému mohlo dochdzet i u endogen-
nich gend, zepména v polyploidnich rostlindch,
£ prakiického hlediska je viak ,umléovini* transgenii
uréiton pfekaikou pii aplikacich technik genového in-
fenyrstvi v biotechnologiich a Slechtitelské praxi.

16.4.5 Transgenoze jako nastroj
ke studiu fyziologickych
a morfologickych procesu

Pokroky v konstrukcich agrobakteridlnich vektori
a regeneraci rostlin v explantitovych kulturich in
vitre vedly v pribéhu poslednich nékolika let k pie-
nosu mnoha prokaryotick¥ch a eukaryotickych gent
do rostlin. NiZe popsané vysledky jsou sougasné pfi-
klady, jak metodami genového inZenyrstvi lze studo-
vat nebo modifikovat fyziologické a morfologické
procesy v rostlinnych organizmech.

16.4.5.1 Modifikace obsahu rostlinnych
hormonu

Rada druhti mikroorganizmi (zejména fytopatogenni
bakterie) produkuje rostlinné hormony auxinového
nebo cytokininového typu, 1 kdyZ metabolické drahy,



které vedou k biosyntéze téchto latek, nemuseji byt
v rostlindch a bakteriich shodné. Syntéza rostlinnych
hormont, auxinu a cytokininu, kédovand T-DNA pii-
vodem z onkogennich plazmida Agrobacterium tume-
faciens je podminkou pro aktivitu téchto bakterii jako
fytopatogeni. Agrobakteridlni geny odpovidajici za
syntézu auxinu a cytokininu nejsou homologni s geny,
které koduji enzymy katalyzujici syntézu hormoni
v normdlnich rostlindch. Jednou z moZnosti vyuZiti
genového inZenyrstvi ke studiu biologickych funkei
rostlinnych hormonti je vndSeni gend odpovidajicich
za jednotlivé kroky v syntéze (popf. v degradaci nebo
jiné chemické modifikaci) rostlinnych hormont z A.
tumefaciens a A. rhizogenes, pfipadné i z jinych druhi
bakterii (Pseudomonas syringae subsp. savastanoi,
Xanthomonas campestris, Rhizobium sp. aj.).

Cytokininy

Produkt jednoho z agrobakteridlnich onkogeni, izo-
pentenyltransferdzy (ipt), kterd kondenzaci izopente-
nylpyrofosfitu a adenozinmonofosfitu (AMP) ddvi
vznik izopentenyl-AMP, je pravdépodobné kli¢ovym
enzymem v biosyntéze cytokinini; izopentenyl- AMP
je rostlinou rychle transformovén v biologicky aktivni
cytokininy, zejména derivaty zeatinu. Gen kdédujici
izopentenyltransferizu z A. rumefaciens byl se silnym
promotorem z viru mozaiky kvétiku vnesen do rostlin
tabdku. Tyto transgenni rostliny maji aZ stondsobné
vy8ii hladinu cytokininu ve srovndni s norméinimi
rostlinami a vykazuji ztrdtu apikdlni dominance, po-
tlacovani procesu stirnuti a zejména neschopnost
tvorby kofent.

Gan a Amasino (1995) izolovali z Arabidopsis tha-
liana gen, ktery je exprimovin vyhradné pfi procesu
stirnuti listd. Promotor tohoto genu pak naklonovali
ke strukturnimu agrobakteridlnimu genu kédujicimu
izopentenyltransferdzu (ipf) a tento chiméricky gen
vnesli do rostlin tabdku. Jakmile v listech trans-
gennich rostlin nastal proces stirnuti (ktery normdlné
vede k jejich programované smrti), doflo k indukci
syniézy cytokinini, tim bylo stdmuti potladeno a listy
dile vykazovaly fotosyntetickou aktivitu. Aktivita
transgenu byla tedy fizena autoregulaénim mechaniz-
mem a rostliny nejevily Zidné neZddouci symptomy
nadprodukce cytokininlt (napf. neschopnost tvorby
kofenti). Tato prace je ndzomym piikladem, jak je
moZné pomoci transgenoze ovlivnit procesy starnuti
rostlin.

Estruch et al. (1991) provedli transformaci rostlin
genem ipt, do néhoZ byl mezi promotor a kédujici ob-
last genu vklonovan mobilni geneticky element Ac
z kukufice. Takto upraveny gen je exprimovdn pouze
v piipadé, kdy dojde k vyitépeni Ac-elementu. Pokud
k vyStépeni transponovatelného elementu dodlo a#
v pozdgjsi dobé vyvoje rostliny a pouze v nékterych
oblastech prytu, rostliny byly schopny tvofit kofeny.
Vysokd hladina cytokininu v listech odraZela vysi
cetnost transpozice Ac-elementu a méla za nésledek
tvorbu drobnych vyhonk( prytil na okrajich listh (vi-
viparie). Kvétni pupeny ddvaly vznik abnormdlnim
kvétim s vysokym obsahem cytokininu, aviak s vy-
razné niZ8i hladinou transkripth nékterych homeotic-
kych kvénich geni. Tyto vysledky naznaéuji, Ze cy-
tokininy mohou fidit aktivitu homeotickych geni,
a tedy i vyvoj kvétnich organi.

Auxiny

Biosyntéza auxinu v niadorech crown-gall probihi po-
nékud odliné ne# v normdlnich rostlindch. Produkt
agrobakteridlniho genu iaaM katalyzuje pfeménu
tryptofanu v indolyl-3-acetamid, ktery je pak konver-
tovén ve vysledny auxin (indolyl-3-octovou kyselinu,
IAA) prostfednictvim enzymu indolyl-3-acetamid-
hydroldzy, ktery je produktem genu iaaH. JelikoZ in-
dolyl-3-acetamid neni obvykle meziproduktem bio-
syntézy auxinu v rostlindch (tim je u rostlin indolyl-3-
acetaldehyd), musi byt v nidorech crown-gall funkéni
oba agrobakteridlni geny, inaM a iaaH. V testovanych
transgennich rostlindch vede exprese genu iaaM s po-
moci silného promotoru k uréitému zvyeni syntézy
auxinu, zatimco exprese samotného genu iaaH nemd
z4dny dcinek. Ke studiu biologickych funkci auxinu
byl do rostlin mrkve vnesen agrobakteridlni T-DNA-
segment, ktery obsahoval gen iaaH se svym vlastnim
konstitutivnim promotorem, zatimco gen iaaM byl
naklonovdn pod kontrolu tepelné indukovatelného
promotoru z mouchy octomilky (Drosaphila melano-
gaster). Vystaveni transgennich rostlin zvySené tep-
loté pak bezprostfedné vedlo ke zvySeni hladiny au-
xinu a indukci tvorby kofeni.

Gen iaal, izolovany z bakterie Pseudomonas syrin-
gae subsp. savastanoi, koéduje enzym IAA-lyzinsynte-
tdzu, ktery katalyzuje konjugaci lyzinu a IAA. Kon-
jugdty IAA s aminokyselinami se vyskytuji i v rostli-
nich, aviak konkrémé konjugit IAA s lyzinem tu neni
obvykly. Spena et al. (1991) naklonovali gen iaal.
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pod vhodny promotor za Géelem studia, zda konju-
gace TAA k lvzinu ovliviiuje biologickou aktivitu au-
xinu v rostlindch. Ziskané transgenni rostliny tahdku
a bramboru vykazovaly nékieré fenotypové odchylky
charakteristické pro sniZenou hladinu auxinu: &ds-
teéné potladeny vyvoj kofent a ohyb fapiku a stfedni
listové Zilky (epinastie).

Etylen
Technika transgenoze umoznila potlateni syntézy en-
dogenniho rostlinného hormonu etylenu, ktery mij.

urychluje zrini ploda. Etylen je chemicky nejjedno-
dusfim zndmym hormonem a jeho metabolickd driha

metionin

(SAM-syntetéza)

v
S-adenozyl-L-metionin (SAM)

metyltisadenozin + homoserin «
{SAM-hydralaza r Escherichia col)

anlisense ACC-syntéza —>| (ACC-syntaza)

v

aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina (ACC)

o-ketomaselnd kyselina <
{ACC-deaminaza z Pseudomonas sp.)

antisense ACC-oxidaza ——> | ([ACC-oxidiza)

v

etylen

Obr. 16.13 Inhibice syntézy etylenu v rostlindch prostfednictvim
technik genového inZenyrsivi. Schéma reprezentuje zdkladni bio-
symetickou drihu etylenu {od metioninu pfes SAM a ACC) a moi-
nosti jejiho naruieni potlacenim ACC-syntdzy, plipadngé ACC-oxi-
dizy, prostfednictvim  protismysinych  pend nebo  degradaci
meziprodukti syntézy etvlenu po vneseni geni bakteridlniho p-
vodu (SAM-hydroliza nebo ACC-deamindza),
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v rostlindch je jiZ zeela objasnéna. Vychozi litkou je
metionin, ktery spolu s ATP dévi venik S-adenozyl-L-
metioninu (SAM), jenZ je dile konvertovin v amino-
cyklopropan-1-karboxylovou kyselinu (ACC) s po-
moci enzymu ACC-syntazy. Findlnf reakci biosyntézy
etylenu je oxidace ACC na etylen (C,H,), katalyzo-
vand ACC-oxiddzou (viz kap. 8). KliCovym mezipro-
duktem je tedy SAM, ktery se uplatiinje i v jinych me-
tabolickych drahich (zejména jako univerzilni donor
metylovych skupin).

Good et al. (1994) pfipravili transgenni rostliny raj-
cete, do kterych vnesli SAM-hydroldzovy gen z bak-
teriofdgu T3 Escherichia coli. Enzym SAM-hydroliza
katalyzuje rozklad SAM na metyltioadenozin a homo-
serin, cof md za ndsledek kriticky nedostaiek SAM
pro fadu bunéénych reakei. Aby nedochdzelo k nékte-
rym neZddoucim poruchdm metabolizmu rostliny, byl
gen kddujici SAM-hydrolizu naklonovdn pod kon-
trolu tkanové specifického promotoru, ktery je aktivo-
vin pouze v pribthu zrini plodd rajéete. Vysledné
transgenni rostliny se vyznaovaly normdlnim fenoty-
pem. aviak syntéza etylenu ve zrajicich plodech byla
silné redukovina, cof mélo za nédsledek poZadované
brzdéni prezrdvini plodi.

Inhibice syniézy etylenu bylo dosafeno 1 jinymi
strategiemi genového inZFenyrstvi: konstrukel trans-
gennich rostlin nesoucich protismyslné geny, jeZ inhi-
buji expresi rostlinnych gend kédujicich enzymy
ACC-syntazu nebo ACC-oxiddzu, ptipadné pfenosem
bakteriilniho genu ACC-deamindzy (obr. 16.13).

16.4.5.2 Regulace metabolizmu
sacharidu

Skrob je hlavnim rostlinngm zdsobnim polysachari-
dem. ktery se uklddi ve formé zm v amyloplastech
a chloroplastech, kde probihd i jeho biosyntéza. Jed-
nim z prekurzor gkrobu je adenozindifosfitglukdza
(ADP-glukdza), jejiz tvorba z glukdza-1-fosfitu
a4 ATP je katalyzovina enzymem ADP-glukézapyro-
fosforylizou (AGPdza). DfivEjsi studie potvrdily, Ze
ADP-glukdza je vyhradnim prekurzorem biosyntézy
Skrobu, nebof mutanty se sniZenou hladinou AGPizy
izolované u kukufice obsahovaly v endospermu obi-
lek vyrazné niZii obsah fkrobu.

Miiller-Rober et al. (1992) pfipravili transgenni
rostliny bramboru, ve kierych byla exprese AGPizy
inhibovina vnesenim chimérického protismyslného
genu pod kontrolou silného konstitutivniho promoto-



ru. Transgenni rostliny vykazovaly sniZenou hladinu
AGPizy v listech i hlizdch. To mélo za nasledek po-
tlaceni syntézy Skrobu v pocetnych malych hlizich,
kde dochdzelo k hromadéni sacharézy a glukézy. In-
hibice AGPdzy neovlivnila hladiny jinych enzymi,
které se Gcastni syntézy Skrobu, doslo viak k vy-
znamné redukci exprese zdsobnich hlizovych proteint
(zejména patatinu), coZ naznauje souvislost mezi
syntézou zasobnich latek, Skrobu a bilkovin, v bram-
borovych hlizdch.

Do rostlin byl také vnesen gen glgC z Escherichia
coli, ktery kéduje bakteridlni enzym AGPizu (Stark
et al. 1992). Aktivita tohoto enzymu je regulovdna ji-
nymi efektorovymi litkami neZ aktivita obdobného
enzymu v rostlindch. Transgenni rostliny bramboru
obsahovaly vy33i mnoZstvi 3krobu ve svych hlizéich,
dochizelo zde tedy ke zvy%enému piisunu organic-
kého uhliku. Tyto vysledky naznacuji, Ze Gi¢innost fo-
tosyntetické asimilace vzduiného oxidu uhligitého
muZe byt regulovdna i aktivitou enzymii podilejicich
se na syntéze Skrobu, tedy schopnosti vyuZivat foto-
syntetické produkty formou tvorby zdsobnich polysa-
charidt.

16.4.5.3 Modifikace syntézy
rostlinnych lipidt

NejcastéjSimi rostlinnymi lipidy jsou estery glycerolu
a mastnych kyselin (triacylglyceroly neboli triglyce-
ridy), které se akumuluji jako zdsobni ldtky v seme-
nech a plodech nékterych druhi rostlin a predstavuji
vyznamny komeréni zdroj tukii a oleji. Fyzikdlni
a chemické vlastnosti lipidd jsou zdvislé na sloZeni
mastnych kyselin a jejich distribuci na skeletu glyce-
rolu. V&§ina z vice neZ 200 zndmych mastnych ky-
selin je syntetizovidna privé v rostlindch; nejhojnéj-
8imi jsou kyseliny palmitovd, stearovd, olejova,
linolovd a linolenovd. Kyselina linolova je napiiklad
esencidlni sloZkou potravy savei, nebof savei nejsou
schopni desaturovat olejovou kyselinu, kterd méd ve
svém uhlikatém fetézci jedinou dvojnou vazbu, na ky-
selinu linolovou, kterd méd dvé dvojné vazby. Bioche-
mie lipidového metabolizmu je velmi sloZitd, je v ni
zahrnuto vice neZ tficet enzymi, které katalyzuji
reakce od acetylkoenzymu A aZ k vyslednym produk-
tam. Klasickym &lechténim rostlin jsou z fepky olejky
odstrafioviny neZidouci mastné kyseliny s dlouhym
uhlikatym fetézcem (napf. kyselina erukové, kterd ma
ve své molekule 22 atomi uhliku). Syntéza kyseliny

erukové je fizena dvéma geny bez vzdjemné dominan-
ce, které pisobi aditivné a prodluZuji uhlikaté fetézce
mastnych kyselin.

V poslednich letech jiz byly izoloviny nékteré ge-
ny, jejichZ produkty se i€astni syntézy mastnych ky-
selin a lipidii. a tyto geny byly pod kontrolou speci-
fickych promotorii, aktivnich pouze v rostlinnych
zisobnich orginech, vneseny do rostlin (Tipfer et al.
1995). Prvnim tspéchem genového inZenyrstvi bylo
zvyieni obsahu nasycené masiné kyseliny stearové na
dkor nenasycené kyseliny olejové prostfednictvim stra-
tegie exprese protismysiného desaturdzového genu
u fepky. Stejného cile, tj. zvySeni obsahu kyseliny
stearové, bylo dosaZeno nadprodukei tioesterizového
genu izolovaného ze séji. Naopak zvyieny obsah ky-
seliny olejové je pofadovan u fepky i jinych olejnin
pro primyslové vyuZiti; toho bylo dosaZeno v trans-
gennich rostlindch fepky po vneseni protismyslného
genu oledtdesaturdzy. Podobné visledky byly demon-
stroviiny u sdji, kde byla zvy%ena hladina linolenové
kyseliny v semenech inhibici linoldtdesaturdzy pro-
stfednictvim protismyslného genu.

16.4.5.4 Produkce protein(
v transgennich rostlinach

Modifikace aminokyselinového sloZeni
zdsobnich proteind

Zésobni proteiny prolaminového typu u fady obilovin
(napf. pienice, jeEmene, kukufice) maji nizky obsah
lyzinu, zatimco zisobni proteiny leguminéz maji
miilo sirnych aminokyselin. Ke zvyieni kvality zdsob-
nich proteini u rostlin bylo navrZeno nékolik strategi.
Jako nejperspektivnéjsi je moZné povazovat pistupy
proteinového inZenyrstvi: cilend mutageneze stivaji-
cich gent in vitro a jejich zpétny pfenos do rostlin,
pfipadné i wvné&feni optimalizovanych syntetickych
genii by mély vést ke tvorbé proteini se zvyienou hla-
dinou esencidlnich aminokyselin (Jaynes et al. 1986).
Problémem je viak zajiSténi stability takto modifiko-
vanych proteinti v rostlinngch pletivech i jejich zmé-
néné fyzikialné-chemické vlastnosti. Druhou alternati-
vou je zvyieni syntézy jinych typh vlastnich
zédsobnich proteini, které jsou bohatsi na obsah limit-
nich aminokyselin. Ke zvyieni obsahu esencidlnich
aminokyselin v zdsobnich proteinech semen u obilo-
vin je nutné t€Z vypracovat metody regenerace a trans-
formace in vitro,
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Produkce protilatek v transgennich rostlinach

Byly zkonstruovany chimérické geny, které obsahuji
kddujici sekvenci z x-amyldzového signdlniho pep-
tidu jeémene, flizované s cDNA, jeZ kéduji lehky
a teiky fetézec savéi monoklondlnf protilatky. Do ex-
presniho vektoru byly klonoviny oba geny souéasné
a po voeseni do rostlin tabidku byla uvnitf jejich en-
doplazmatického retikula prokidzdna funkéni agregace
obou fetézell protildtky. V analogickych studiich byly
cDNA odvozené z mySich hybridomovych mRNA
vneseny do tabdku, transgenni rostliny exprimujici
jednotlivé y- nebo k-imunoglobulinové fetézce byly
spolu kiiZeny a daly vznik potomstvu, ve kterém oba
fetézce byly exprimovdny souCasné (Hiatt et al
1989). Tyto pokusy naznacuji S5irS{ moZnosti vyuZiti
protilitek v rostlinném vyzkumu. Vazba protilitek
k malym molekuldm (napf. toxiny, hormony, herbi-
cidy), kieré prostupuji bunéénou sténou, by mohla
vést k retenci téchto molekul v uréitych Edstech rostlin
a mohla by se uplatnit i pfi studiich interakei rost-
lina—patogen.

Zlepseni chutovych vliastnosti rostlinnych potravin

Nékteré tropické rostliny vytvifeji ve svych plodech
specifické bilkoviny, které se vyznauji schopnosti
vazby na chufové receptory savei a vyvoldvinim po-
citu sladkosti; jsou az 100 000krdt . slad%™ neZ sacha-
riza. Jednim z téchto sladkych proteint je monelin,
akumulujici se v plodech africké rostliny Dioscoreo-
phyllum cumminsii. Monelin je tvofen dvéma peptidy
viizanymi nekovalentnimi vazbami, které jsou za zvy-
Sené teploty nebo v kyselém prostfedi nestabilni. Pe-
narrubia et al. (1992) viak pfipravili synteticky gen,
ktery koduje oba peptidy v jediném peptidovém fe-
tézci za sebou. Produkt tohoto genu je stabiln&jii neZ
plvodni dvoutetézcovy monelin a nemd Zidné muta-
genni nebo cytotoxické vlastnosti. Gen byl naklono-
viin pod kontrolu konstitutivniho promotoru a vnesen
do rostlin saldtu a dédle pod promotorem, ktery je ak-
tivovin pouze ve zrajicich plodech, byl vnesen do raj-
cete. ¥V obou pfipadech dochdzelo k ofekdvané aku-
mulaci pfisluiné mRNA a peptidu monelinu. Tvorba
monelinu v transgennich rostlinich tak reprezentuje
netradiéni piistup ke zvydovini chufovych a jinych
kvalitativnich vlastnosti rostlinnych potravin. Pfedsta-
vuje téZ moZnost vysoce efektivni bioprodukee alter-
nativniho sladidla expresi monelinového genu v trans-
gennich rosthindch nebo mikroorganizmech.
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16.4.5.5 Regulace kveteni a fertility
kvétd prostiednictvim
transgenoze

Indukce saméi sterility chimérickym
RNazovym genem

Jednim z dileZitych Slechtitelskych cilt je navozeni
samdi sterility k usnadnéni pHpravy hybridniho osiva.
V saméich pohlavnich orgdnech, pradnicich, se tvofi
aZz neékolik tisic specifickych mRNA. Kli¢ovou roli pfi
tvorbé pylu hraje pradnikové vystelkové pletivo (tape-
tum), kde se tvoii mnoho specifickych proteini a ji-
nych litek, které vyZivuji vyvijejici se pylovd zma
nebo se stivaji sloZkami stény pylovych zrn. Klasic-
kymi Slechtitelskymi postupy jiZ byla izolovina Fada
rliznych cytoplazmatickych a jadernych mutaci brani-
cich v{vinu pylu a zpisobujicich tak saméf sterilitu.
Pomoci technik genového inZenyrstvi byla izolovina
promotorovd oblast jednoho tabdkového genu speci-
ficky funkéniho pouze v pradnikovém tapetu a tato se-
kvence byla fizovina s RNazovymi geny izolova-
nymi z Aspergillus oryzae a Bacillus amyloliquefa-
ciens. Tyto geny koduji RNdzu, enzym, kiery nespe-
cificky Stépi molekuly RNA. Pomoci agrobakteridl-
niho vektoru byly tyto konstrukty vneseny do tabiku
a fepky. Exprese chimérickych RNazovych genii se-
lektivné destruovala tapetum pfi vyvinu prafniku, bra-
nila tvorbé pylu a vedla k rostlindm se saméf sterilitou
(Mariani et al. 1990).

Inhibice tvorby kvétd protismysinym genem
k mitochondridin/ citratsyntaze

Cyklus kyseliny trikarboxylové (citrdtovy cyklus, viz
kap. 5) je klicovym procesem metabolizmu mitochon-
drii u eukaryotickych organizml véetné rostlin. Ke
studiu biologické funkce tohoto metabolického cyklu
byl pouiit protismysiny gen k mitochondridlnimu en-
zymu citrdtsyntaze, ktery katalyzuje prvni krok v cit-
rdatovém cyklu. Transgenn{ rostliny bramboru expri-
movaly protismysinou RNA a dochdzelo ke sniZeni
hladiny enzymu citritsyntizy. V pribéhu vegetativ-
niho ristu byly tyto rostliny nerozliSitelné od kontrol-
nich, aviak indukce kveteni byla u transgennich rost-
lin opoidéna a kvéty abortovaly jiZ v poédtecnich
stadiich vyvinu (Landschiitze et al. 1995). Mikrosko-
pickd analyza defektnich poupat prokdzala zejména
abnormélni  struktury v semeniku. Mechanizmus



¢inku sniZené aktivity mitochondridlni citrdtsyntizy
na samici sterilitu tedy bude zdsadné odlidny od ji-
nych mitochondridlnich defekti (zejména od reduko-
vané schopnosti syntetizovat ATP v priib&hu vyvinu
pylu nebo celych prainiki), které vedou k saméi ste-
rilité (tzv. cytoplazmatickd saméf sterilita).

Modifikace kvétni morfologie
prostfednictvim homeotickych transgend

Homeotické geny kéduji transkripéni faktory, které se
rozhedujicim zpiisobem podileji na aktivaci gend fi-
dicich procesy diferenciace a morfogeneze (viz odd.
16.3.1). Rada homeotickych genii ovliviujicich kvét-
ni morfologii jiZ byla izolovina a nékteré z nich byly
prostiednictvim agrobakteridlnich vektorli pfeneseny
do jingch druhi rostlin. Z fepky olejky (éeled Brassi-
caceae) byl napfiklad izolovin gen agamous, jehoZ
exprese je piisné regulovdna a ktery normdlné odpo-
vidd za tvorbu orgdnd tfetiho a &tvrtého kvétniho
kruhu (ty¢inky a pestiky). Tento gen byl po naklono-
véni pod silny konstitutivni promotor vnesen do rost-
lin tabdku (Celed Solanaceae). Transgenni rostliny vy-
kazovaly predpoklidané homeotické kvétni transfor-
mace: pieménu sepal v pestiky a petal v tyéinky
(Mandel et al. 1992). Transkrip&ni faktor tvofeny ge-
nem agamous, odpovidajici za tvorbu pohlavnich or-
ginl, byl tedy vlivem nespecifického (konstitutiv-
niho) promotoru tvofen i v nepatfi¢nych* pletivech
zdkladii kalichu a koruny, kde aktivoval geny deter-
minujici tvorbu ty&inek a pestikil. Tato prace demon-
struje moinosti cilené modifikace struktury kvétnich
orgdnii 1 vysokou fylogenetickou stabilitu rostlinnych
transkripénich faktort,

16.4.6 Dalsi cile transgenoze
ve Slechténi rostlin

Pokud se tykd uplatnéni transgenoze ve 3lechtitel-
skych programech, nejvéiiitho pokroku bylo dosaZeno
v navozeni rezistence viéi virovym chorobdm a her-
bicidim; k dal§im diléim dspéchiim patii pfenos genii
odpovédnych za odolnost viéi poZerovému hmyzu,
brzdéni piedéasného zrani plodi, produkce farmako-
logicky vyznamnych litek aj. Rada vyznamnych plo-
din (zejména kukufice, tabdk, brambor, bavinik, fepka
a soja) s takto geneticky modifikovanymi vlastnostmi
Jiz byla uvedena do zemédélské praxe.

16.4.6.1 ZvySeni odolnosti rostlin
vuci virdm

Jednou z klasickych Slechtitelskych metod s cilem na-
vozeni rezistence vidi virovému onemocnéni je tzv.
kiizovd ochrana (cross-protection), spoéivajici v in-
okulaci rostlin oslabenym virem, ktery pak potlaguje
replikaci superinfikujiciho patogenniho viru. Podob-
ného principu bylo vyuZito 1 pii konstrukci transgen-
nich rostlin se sniZenou citlivosti viiéi viru mozaiky
tabiku (TMV). Pomoci reverzni transkripce RNA
genu TMV, kddujiciho plasfovy protein, byl pfipraven
a pfenesen do rostlin chiméricky gen, ktery v trans-
gennich rostlindch produkoval virovy pla&fovy pro-
tein. Mechanizmem, ktery nebyl dosud zcela objas-
nén, dochdzi v transgennich rostlinich po virové
infekei k inhibici virové replikace nebo alespoi k jeji
redukci. Jiny smér genového inZenyrstvi ve Slechténi
na rezistenci spocivd v inhibici genové exprese RNA-
virlh v transgennich rostlindch prostfednictvim vne-
sené protismysiné RNA. Dal3i strategie je zaloZena
na existenci satelitnich RNA jako virovych parazitii.
Tato satelitni RNA miiZe u nékterych virll provizet
jejich infekei, &imZ alespoii &dsteéné potlatuje viro-
vou replikaci i expresi symptom@ choroby. Trans-
kripce klonované cDNA virového satelitu v rostlinné
buiice vede po infekei k enkapsulaci satelitni RNA do
virovych Edstic a zpomaleni replikace viru. Experi-
mentdlné jsou testoviny i dalsi moZné mechanizmy
obrany vi¢i RNA-virim, zejména vyuZiti ribozymi,
které Stépi specifické sekvence ribonukleotidd viro-
vého genomu,

16.4.6.2 Transgenni rostliny toxickeé
k hmyzim predatorim

Bacillus thuringiensis je bakterie, jeZ v rané fizi spo-
rulace vytvifi krystalickd proteinovd téliska obsahu-
Jici protoxin, kiery po roziiépeni v alkalickém ob-
sahu stfev je toxicky pro larvy motyl, piipadné
Jiného hmyzu (Aronson et al. 1986). Geny, které tento
protoxin kdduji, byly s pomoci agrobakteridlnich vek-
torli vneseny do rostlin tabdku a rajéete s cilem into-
xikace jejich hmyzich preddtor. Zatimco exprese ce-
lého protoxinového genu méla pro vlastni rostliny le-
tdlni efekt, introdukce fragmentu tohoto genu byla
rostlinami tolerovéna a hladina toxického proteinu
tvofeného rostlinou byla dostateéné vysokd na larvy
hmyzu. Z jingch typl B. thuringiensis jsou izoloviny
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geny kodujici specifické toxiny viiéi brouktim a kon-
struovany chiménické geny k navozeni rezistence rost-
lin napf. k mandelince bramborové.

Jako reakce na pofer hmyrzem nebo mechanické
poranéni dochdzi u nékterych druhi rostlin (napfiklad
7 Celedi Solanaceae nebo Viciaceae) k indukci syn-
tézy serinovych proteindzovych inhibitora, kieré na-
ruduji trivici procesy predatorn, a pfedstavuji tak rost-
linny obranny mechanizmus proti nim. Napfiklad gen
kédujici trypsinovy inhibitor jiZ byl izolovin a po-
moci agrobakteridlniho vektoru vnesen do jiného rost-
linného druhu, kde po poZeru zplhsoboval hynuti larev
motyla,

16.4.6.3 Transgeny jako indikatory
aktivity induktoru rezistence

Rostliny maji vyvinuty fetné mechanizmy k obrané
viigi biotickym i abiotickym stresim (kap. 15). Patfi
mezi né napfiklad syntéza fady chemickych litek ne-
bilkovinné (inhibitory proteinf, antibiotika, taniny,
fytoalexiny, alelochemické sloudeniny, oligogalaktu-
ronidy) i bilkovinné povahy [lytické enzymy, proteiny
indukované zvyienou teplotou (heat-shock proteins),
proteiny indukované patogeny (parhogenesis-relared
proteins), metalotioneiny]. Syntéza téchto litek je ob-
vykle vyvolina patogenem nebo jinym inducibilnim
faktorem. Lze ofekdvat, Ze jejich zvyiend aktivita by
mohla vést 1 ke zvyiené Sirokospektrilni indukované
rezistenci rostlin.

Enzym chalkonsyntiza katalyzuje klicovou regu-
laéni reakci pii syntéze rostlinnych antibiotik — fyto-
alexinii (odd. 15.3.3). Byly proto zkonstruoviny chi-
mérické geny obsahujici chalkonsyntizovy inducibil-
ni promotor a strukturni gen kédujici reportérovy en-
gym fi-glukuroniddzu (Doerner et al. 1990). Trans-
genni rostliny nesouci tento chiméricky gen jsou pak
vyuiiviny k vyhleddavani moZnych induktori rezis-
tence prostfednictvim snadné histochemické detekce
f-glukuronidizové aktivity.

16.4.6.4 Pfenos genu navozujicich
rezistenci v(ci herbicidim
Pokud je zndmo cilové misto Géinku herbicidu na
rostlinny metabolizmus (obvykle se jedni o specifické
vazebné misto v molekule nékterého enzymu), je
v principu mo¥né prostfednictvim genového inZenyr-
stvi modifikovat toto misto tak, aby se herbicid stal
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pro kulturni transgenni plodinu netoxickym. Prvniho
tspéchu bylo dosaZeno u herbicidu glyfozitu, kiery
blokuje funkci 5-enolpyruvylSikimit-3-fosfitsyntazy
(EPSP-syntdzy), klicového enzymu biosyntézy aro-
matickych slouéenin, coi vede k ,hladovéni** na aro-
matické aminokyseliny, k hromadéni Sikimdm a k smrii
rostliny. Z bakterie Salmonella ryphimurim byla izo-
lovina mutantni alela tohoto genu kddujici EPSP-syn-
tazu, kterd diky jediné aminokyselinové substituci
prokazuje vyrazné sniZenou afinitu ke glyfozitu, aniZ
by tim byla ovlivnéna funkce enzymu. Tento gen byl
naklonovin pod promotor eukaryotického typu a pre-
nesen do rostlin, které pak vykazovaly vysokou tole-
ranci ke glyfozitn. Jiny herbicid, chlorsulfuren, se
vide na enzvm acetolaktatsyntizu, ¢imZ blokuje bio-
syntézu aminokyselin s rozvéivenou uhlikovou kost-
rou. Mutantni alela tohoto genu, necitlivi k chlorsul-
furonu, kterd byla izolovand z Arabidopsis thaliana,
navodila rezistenci viiéi herbicidu v transgennich rost-
lindch tabdku.

Jako nejvhodnéjdi se jevi vyuditi strategii, které ve-
dou k enzymatické detoxikaci herbicidu v rostlindch
(Botterman a Leemans 1988). Herbicid bialaphos je
tripeptidové antibiotikum produkované Strepromyces
hygroscopicus, kieré po rozitépeni peptiddzami uvol-
fuje fosfinotricin (analogon kyseliny L-glutamové),
jenZ je inhibitorem glutaminsyntizy. Tento enzym mi
v rostlindch kli¢ovou roli v asimilaci amonnych iontd
a regulaci metabolizmu dusiku. Z mikroorganizmu
8. hygroscopicus byl izolovin gen, jehoZ produkt, fos-
finotricinacetyltransferdza, katalyzuje acetylaci toxic-
kého fosfinotricinu. Tento gen byl klonovén pod sil-
nym promotorem do ,odzbrojeného™ Ti-plazmidu
A. rumefaciens a navodil rezistenci transgennich rost-
lin tabdku, bramboru a rajéete viaci herbicidim biala-
phosu a fosfinetricinu.

16.4.6.5 Regulovana exprese
chimérického metalotioneinu

Genové inZenyrstvi umoZiuje fedit 1 problematiku né-
kterych toxickych litek obsaZenych v rosthinné potra-
vé. Patfi sem zejména neesencidlni tézké kovy (napf.
kadmium), které jsou pfijimdny rostlinami z phdy
a mohou se akumulovat v ¢dstech rostlin, kieré pied-
stavuji lidskou a #ivocidnou potravu. U mySi byl iden-
tifikovdn a klonovdn gen kddujici protein metalotio-
nein, ktery ma schopnost vizat (chelatizovat) t8zkeé
kovy. Pfisluind my3i cDNA byla klonovina pod tran-



skripéni kontrolu promotoru regulovaného svétlem
z mensi podjednotky genu Kubisce a byly zkonstruo-
viny transgenni rostliny s metalotioneinovou aktivi-
tou i vy38i hladinou kadmia. Chelatizaci kadmia je
moiné navodit vy38i odolnost rostlin viéi tomuto
kovu a navic vyvdzat kadmium v téch &dstech rostlin,
které nejsou souldsti potravnich fetézch clovéka.

16.4.6.6 Produkce farmakologicky
vyznamnych latek

Transgenni rostliny maji strategicky vyznam i pro ma-
sovou vyrobu nejriznéjlich biofarmak. Tyto ldtky, ze-
jména biologicky aktivni peptidy, mohou byt produ-
kovdny jako édst chimérickych rostlinnych zdsobnich
proteinil. Napfiklad ¢dst genu kédujiciho albumin 25
u Arabidopsis thaliana byla nahrazena sekvenci kédu-
jici neuropeptid leu-enkefalin se sousednim mistem
pro Stépen{ peptiddzou. Pomoci vektorového systému
A. tumefaciens byl tento konstrukt vnesen do rostlin
A. thaliana a albuminy 285 izolované ze semen byly
traveny trypsinem a izolovin leu-enkefalin (Vande-
kerckhove et al. 1989). Touto relativné jednoduchou
cestou je tedy moZné dosdhnout masové produkce far-
makologicky dileZitych litek ze semen transgennich
rostlin.

16.5 Souhrn

V priibéhu poslednich dvou desetileti bylo dosaZeno
velkého pokroku v oblasti molekuldmni a bunééné ge-
netiky rostlin, Stalo se tak diky objevu moZnosti vnd-
Seni klonovanych geni do rostlin pomoci bakterie Ag-
robacterium tumefaciens a rejména pak diky vyukiti
nejmodernéjSich technik molekuldrni genetiky. Rost-
liny jsou eukaryotickymi organizmy s tripartitnim ge-
nomem (jddro, mitochondrie a plastidy). Jejich gene-
tickd informace je kddovana sekvencemi nukleotidi
v DNA. Vzhledem k tomu, Ze geneticky kéd je u rost-
lin a organizmi z jinych skupin eukaryot 1 prokaryot
totony, je moZné rostlinny genom modifikovat pfe-
nosem cizorodych genfi s vhodnymi regulaénimi se-
kvencemi. S pomoci agrobakteridlnich vektorh jiZ
bylo pfipraveno mnoho transformovanych (transgen-
nich) rostlin, které se uplatnily jak v zikladnim vy-
zkumu (studium struktury a funkce gend), tak i v ze-
médélské praxi. Struktura i poéet genid v rostlinném
jaderném genomu jsou v zdsad® podobné jako u ji-

nych eukaryotickych organizmi. Jednotlivé druhy
vy#sich rostlin se €asto vyznacujf velmi odliSnou ve-
likosti jaderného genomu, pfi¢em? tato velikost neni
v korelaci s komplexitou pfisluinych rostlinnych or-
ganizmi. VEtdina druhi rostlin md vysoky obsah DNA
v buné&énych jadrech (az 10" parh bézi), coZ souvisi
se znaéné velkou frakei opakujicich se, obvykle inak-
tivnich a metylovanych sekvenci DNA. Procesy dife-
renciace rostlin jsou fizeny kombinatorickym uéin-
kem mnoha geni, které jsou exprimoviny (v zd-
vislosti na vnéjSim prostfedi) pfisné misiné a Casové.
Podobné jako u jinych eukaryot byly i u rostlin iden-
tifikovany tzv. homeotické geny, které koduji tran-
skripéni faktory aktivujici geny zodpovédné za pro-
cesy morfogeneze. Soufasné vyzkumy ukazuji, Ze
také mechanizmy epigenetické dédiénosti odpovédné
za mitoticky pfenos informace o aktivité geni (ze-
jména metylace DNA, kinetika replikace DNA a ace-
tylace nukleozomdlnich histoni) jsou u rostlin obdob-
né, jako je tomu u ostatnich eukaryotickych orga-
nizmi. Vzhledem k neschopnosti lokomoéniho pohy-
bu dolo u rostlin v pribéhu evoluce k wvytvofeni
mnoha mechanizmi, které zvySuji jejich schopnost
adaptace vici ménicim se Zivotnim podminkdm. Patii
k nim i totipotence, tj. schopnost kaZdé (somatické
i generativni) buiky dat vznik celému rostlinnému or-
ganizmu, Tato schopnost pfedstavuje velkou vyhodu
pro vyuZiti rostlin jako experimentdlnich eukaryotic-
kych modeli.
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