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1 Obecné zakonitosti vyvoje organizmi

Eukaryotické organizmy se vyskytuji v rozmanitych forméach se zakladnim spoletnym
rysem - stridani procesi vyvoje a reprodukce. U vétSiny druhi dochézi k morfogenezi pouze ze
zygoty (diploidni féze), u fady organizmi (zejména niZSich rostlin) viak nastédva rodozmena:
gamety se vyvijgi v haploidni n¢kolika a2 mnohobunécné struktury, které nemuseji byt podobné
diploidni morfogenezi. V Sechny organizmy vytvareji své struktury na zakladé zdédeéné informace a
z&ladnim principem vyvoje je samouspoiradani (self-construction a self-organization). Vyvoj
obvykle zacind z jediné nestrukturované burky - oplozeného vajicka, u rostlin i nékterych nizSich
Zivocicha té2 z mao diferencovanych bunék - pupene (asexudni reprodukce). Diferencované
somatické buriky jiz nemgji autonomii (jako jednobunécné organizmy), jsou Zivotaschopné pouze
v komunité bunééné asociace. Diferencuji se morfologicky i funkéné a spolecné vytvarei
mnohobunééné struktury, tkané a organy. Schopnost reprodukce organizmi je dana genetickou
informaci (DNA v jadrech a organeléch) a prostiednictvim dadi informace z vajecné bunky
(materndni informace, cytoplazmatické determinanty). Obecné vSak plati, Ze vydedny fenotyp
organizmu neni piimo kodovan DNA. Informacni kapacita DNA je totiz prilis mala na to, aby
skladovala vysoce komplexni konecnou strukturu organizmu. DNA vSak obsahuje informaci, jak
vytvéret razné proteiny, rRNA a tRNA a jak replikovat samotnou DNA. Genom téz obsahuje
hierarchicky nadiazené regulacni (¥idici) geny, které dominuji a prostiednictvim svych produkta

ovladaji celé sady podtizenych gen.

Dosud neni v detailech jasné, jak se vyvijgici organizmus vytvéri na zékladé minimani
organizace oplozené vajecné bunky nebo jak jsou organizmy schopny regenerovat své ztracené
struktury. | kdyZz mnoZstvi DNA v jadie neni dostatecné k determinaci mnoha specifickych
struktur a funkci, dochézi vzdy (a) k aktivaci funkce gena v raznych bunéénych typech a organech

Vv presném prostoru a ¢ase, (b) ke kombinovéani genovych aktivit.

At jiz organizmus obsahuje 5 000 gena (jako napiiklad hlistice Caenorhabditis) nebo
100 000 genu (¢lovek), pocet kombinaci genovych aktivit je prakticky neomezeny. Jednotlivé
bunky spolu interaguiji, jsou soucasti spole¢nosti, ve které se jgi ¢lenové vzgemné ovliviuiji.
Jgjich ,chovani“ neni uré¢ovano pouze vnitinimi determinantami (jako jsou geny), ale téZ tokem
energie a informace prichazejicich ze sousednich bunék a, zeiména v pozdgjsich fazich vyvoje, i z

vnéjsiho Zivotniho prostiedi.



1.1 Historie vyvojové biologie

Prvni experimenty provézené pisemnymi zaznamy o vyvojovych stadiich u Zivych
organizma pochézeji od Aristotela (4. st. pt. n. I.). Inkuboval a preparoval kureci vejce v raznych
fazich vyvoje a popsal postupné formovéni tvaru zbezstrukturni hmoty, morfogenezu.
Embryologie se zacala rozvijet v 16. stoleti. William Harvey (1578-1657), poprvé vyjadiil nézor,
Ze vyvoj neni dan jen transformaci (metamorfdzou), ale - zeména u vySSich Zivogichi - epigenezi,

tj. kreativni syntézou novych tvara (omne vivum ex ovo, obr. 1).

Obr. 1. Vytez z titulni strany knihy Williama Harveye ,,O vzniku Zivocichi* (De Generatione
Animalium, 1651). Obrazek predstavuje, jak bih Zeus vypousti jednotlivé druhy Zivogicha (snad i

rostlin?) z vajicka. Népis na vajicku tika, Ze viechny Zivé bytosti pochazeji z vajicka




Teorie preformace a mechanicizmu (jako protiklad epigenezi) byla prosazovana zejména
Antoni van Leeuwenhoekem (1632-1723), zakladatelem mikroskopické anatomie. Leeuwenhoek
Udajné pozoroval viechny ¢asti ¢lovéka v embryu a dokonce i spermiich (homunculi). Podobné v
semenu rostlin mely byt podle ngj v miniatuie preformovany listy a kvéty. Doktrina preformizmu
vedla k dal&im nesmysnym zavéram: Jestlize je ontogeneze pouze mechanickym rozbalovanim
piedtvorenych forem, musi byt takto ,, piedtvoreny” viechny generace od poc¢atku existence svéta?
Teorie ,enkapsulace”: jedna generace je uloZzena v druhé jako ,ruské panenky”. Primordiani

matka Eva by tak obsahovala piingjmensim 200 miliénu lidi zabalenych jeden v druhém.

Caspar Friedrich Wolff (1738-1794), ktery studoval bezstrukturni kureci vejce a pak
embryo, vysdovuje (podobné jako Aristoteles) teorii nematerianich sil ,vis vitalis* odpovédnych
za vznik tvara. Vynikajici embryolog Carl Ernst von Baer (1792-1876) srovnava jednotlivé faze
embryogeneze u obratlovci a vysovil sviij, dodnes platny ontogeneticky zakon (obr. 2). Ernst
Haeckel (1834-1919) formuluje ,biogeneticky“ zékon: ontogeneze je zkrécenou rekapitulaci
fylogeneze. Haeckel vydovil spekulativni zavér, Ze individuani vyvoj organizmu od vajicka
k dospeélci je zkrécenou verzi evoluce vzniku druhu. Tento zékon je vak velmi diskutabilni, nebot’
Haeckel v ném srovnaval embryondni stédia soucasnych Zivocisnych druhia se stédii dospélci
prehistorickych organizmi. Za zakladatele vyvojové genetiky je povaZzovan August Weismann
(1834-1914), ktery popsa hypotetické, autoreprodukujici se determinanty (jeho soucasniky
popsané chromozomy), které mely byt odlisné distribuovany mezi buiikami embrya a mit tak za
nésledek bunécnou diferenciaci. Dnes vime, Ze k tomuto jevu dochézi jen zcela vyjimedné (napr.
v prubéhu vyvoje nékterych ¢ervi a hmyzu), avdak jeho teorie zarodecné plazmy (Keimplasma
Theorie, 1892) piedstavuje v podstaté princip uchovavéni a pienosu genetické informace. Bratfi
Oscar (1849-1922) a Richard (1850-1937) Hertwigove objevili vyznam bunécného jadra a ulohy
fertilizace (flze sam¢ich a sami¢ich gamet), uvedli do embryologie experimentdni model moiské
jezovky.

Drozofilu jako model vyvojové genetiky zavedl Thomas Hunt Morgan (1866-1945), ktery
jako prvni biolog v historii obdrzel Nobelovu cenu (1933). Hans Driesch (1876-1941) vyvraétil
mechanistickou teorii vyvoje: separaci dvou dcefinnych bunék (blastomer) vzniklych z
fertilizovaného vgjicka jezovky vznikly celé larvy (,rozdélené stroje prece nemohou opravovat

samy sebe*). Driesch také predvidal my3enku , poziéni informace”, tj. budouci osud bunky je



Obr. 2. Demonstrace z&kona Carla Ernsta von Baera (1828) na srovnani vyvojovych stadii
nékterych obratlovcn (¢asna stédia embryogeneze v horni horizontalni fadé = fylotypické
stédium), podle Gilberta (1988). Hlavni pravidla Baerova z&kona:
(1) Obecné znaky velké skupiny Zivocichi se v embryu vyskytuji diive nez znaky
speciaizované.
(2) Mén¢ obecné znaky se vyvijeji ze znaka obecngjSich, teprve ke konci embryogeneze
se tvoii znaky velmi specidni.
(3) Embrya odlidnych druhti se od sebe v prabéhu vyvoje stdle vice a vice odliduji.
(4) Casné embryo vy&Siho Zivogisného druhu neni podobné dospélci niz&ho Zivocicha,

nybrz jeho ¢asnému embryu.

ryba  mlok zelva kufie prase  tele krilik clovék




funkci jgi pozice v celku. Z pozdéjSich badatelt v oblasti vyvojové biologie a genetiky je nutné
piipomenout alespon osobnosti, které byly za své objevy odmeénény Nobelovou cenou: Hans
Spemann (1934, za objev embryondni indukce u ¢olka) a Edward B. Lewis, Christiane Nissein-
Volhard a Eric Wieschaus (1995, za objevy genu fidicich diferenciaci u drozofily). Historie
vyvojové biologie a genetiky je shrnuta v boxu 1, k hlubSimu studiu |ze doporucit speciani
monografie (napr. Komarek, 1997).

Box 1. Stru¢ny prehled historie vyvojove biologie.

Aristoteles (384-22 pt. n. |.), napsal prvni ucebnici reprodukeni biologie. Organizmy podle ngj
vznikaji: (i) z tlgjiciho substrétu, (ii) pucenim, (iii) hermafroditizmem, nebo (iv) bisexualni
reprodukci - druhy oviparni a viviparni. Popsal vyvin kuieciho vejce, pozoroval morfogenezi,
otec pozdgjSich teorii vitalizmu a epigeneze.

Volter Coiter (1514-76), analyzoval kureci embrya, je povazovan za zakladatele
embryologie

William Harvey (1578-1657), objevitel krevniho obéhu; vyvoj neni dén jen transformaci
existujicich forem (metamorfézou), ale i epigenezi, tj. kreativni syntézou

novych tvart (v3e Zivé pochéz z vajicka)

Antoni van L eeuwenhoek (1632-1723), zakladatel mikroskopické anatomie,

pozorova mystické homunkuly ve spermiich (animalculizmus), prosazoval teorii
preformizmu (lidsky zarodek je jiZ vybaven vdemi organy ) a mechanicizmu

Marcello Malpighi (1628-94), anatom, pozoroval homunkuly ve vajickach (ovizmus)
Lazarro Spallanzani (1729-99), provedl umélou inseminaci, prokézal vyznam vajicka a
spermie obratlovch

Caspar Friedrich Wolff (1738-94), studoval kureci vejce a embryo, vydovuje

(podobné jako Aristoteles) teorii nemateridnich sil vis vitalis odpoveédnych za vznik tvara,
vitalizmus

Carl Ernst von Baer (1792-1876), srovnaval embryologii savct, formuloval zakon: obecnejsi
struktury, které jsou spolecné viem skupinam zivocichi, se v embryu wvijegji drive nez
struktury specialni, kterymi se riizni ¢lenoveé skupiny odlisuji (spolecné ¢asné stadium

embryogeneze, fylotypické stédium)




Ernst Haeckel (1834-1919), vyslovil kontroverzni biogeneticky zékon: ontogeneze je
Zkracenou rekapitulaci fylogeneze

Rudolf Virchow (1821-1902), autor bunééna teorie: kazda burika pochéz z busiky

(1) Zivé organizmy jsou slozeny z bungk s jédry, (2) bunky jsou funkénimi jednotkami
Zivota, (3) bunky vznikaji z preexistujicich bunék procesem déleni

August Weismann (1834-1914), autor teorie zarode¢né plazmy : hypoteticke,
autoreprodukujici se determinanty (chromozomy?) jsou odlisné distribuovany do bun¢k
embrya s nasledkem bunééné diferenciace, je povaZzovan za zakladatele vyvoj ove genetiky
Oscar (1849-1922) aRichard (1850-1937) Hertwigové objevili vyznam bunééného jadra a
fertilizace, uvedli do vyvojové biologie model moiské jezovky

Theodor Boveri (1862-1915), chromozdémova teorie: chromozdémy jsou komplexni jaderné
komponenty schopné kvalitativné odlidnych efektt v riznych bunkach. Vydovil téz hypotézu
koncentra¢nich gradienta (morfogent).

Edmund Beecher Wilson (1856-1939), objev Ulohy cytoplazmatickych determinant ve
vajicku

Thomas Hunt Morgan (1866-1945), drozofilajako model vyvojove genetiky (Nobelova
cena, 1933)

Hans Driesch (1876-1941) vyvrétil mechanistickou teorii vyvoje: po separaci blastomer
jezovky vznikly celé larvy (rozdelené stroje prrece nemohou opravovat samy sebe). Predvidal
i mySenku pozié¢ni informace, tj. budouci osud buriky je funkci jgji pozice v celku (pozdegji
rozpracova Lewis Wolpert).

Hans Spemann (1869-1941), objev embryonalni indukce a geneticke specifity pozi¢ni
informace u obojZivelniki (Nobelova cena, 1935)

Sydney Brenner, uved! hlistici Caenorhabditis jako model vyvojové genetiky

Edward Lewis, Christiane Nusdein-Volhard aEric Wieschaus. objevy gena tidicich
diferenciaci vgjicek u drozofily (Nobelova cena, 1995)

Conrad Waddington, John Maynard Smith, Robin Holliday: teorie epigenetické

informace




1.2 Zakladni procesy vyvoje

S vyjimkou ptirodniho klonovani (vegetativni reprodukce) zacind vyvoj vzdy fuzi dvou
generativnich, haploidnich bunék, vznikem zygoty. Po fertilizaci nésleduje pocétek embryogeneze
jako série mitotickych déleni zygoty uvniti ochranného obalu (u viviparnich Zivocichi a
krytosemennych rostlin uvnitt téla matky). U vétSiny Zivocicht dava embryogeneze vznik prvnimu
fenotypu, larvé. Larva se podrobuje daSimu vyvoji, ktery je nasedovan dramatickou
metamorfézou dévajici vznik novému fenotypu, imagu neboli dospélci. Juvenilni faze imaga
kulminuje, kdyZ jedinec dosdhne sexudni zralosti. Senescence pak zakoncuje fazi sexudlni
produkce a smrt koné¢i Zivot somatickych bunék individua. Pred smrti vS&ak mohou prechazet

generativni buriky do nové generace.

| kdyz vajeénd buiika je obvykle sférickd, jeji vnitini struktura je anizotropni
(asymetricka), tj. m& poléarni strukturu danou i umisténim jadra. Dokonce v oocytu (diploidni
prekurzorova buinka) je jadro umisténo na periférii u povrchu bunky. V pribéhu meiotickych
déleni u Zivocichi, kterd davaji vznik vajecné buice, jsou v tomto misté tvorena polérni téliska
(miniaturni sesterské bunky vajecné). Misto, kde se od3tépi polarni téliska od bunky vaecné, se
nazyva animalni pdl (,severni pdl*), naproti nému leZi vegetativni pol (,jizni pol*). Cast vajesné
bunky u animéniho pélu dava pozdgji vznik vyznamnym ZivociSnym organim (napriklad nervové
soustave), vegetativni ¢ast pak vytvéri zeména trévici soustavu. Osa mezi severnim a jiznim
pélem prochazi stiedem bunky vajecné a nazyva se animané-vegetativni osa vagjicka. Vaecné
bunky byvaji chrdnény ngraznéjSimi stabiliza¢nimi nebunécnymi obaly (u savci je to zona
pellucida).

Fertilizace a aktivace dosud jednojaderné vajecné buiky jsou nédsledovany ryhovanim
(box 2): jeho Ukolem je da vznik mnohobunécnému organizmu sloZenému z miliond bunék.
Zygota se deli velmi rychle, bez vzrastu objemu a hmoty, burky jsou tedy mensi a mensi. Toto
stadium se nazyva ryhovani a mize probihat ve dvou forméch: holoblastické (totélni), kdy je
vajec¢na bunka zcela rozdélena do jednotlivych bunék, nebo meroblasticke (parcidni), kdy vaecna
bunka neni zpocatku rozdélena, déli se jen jadra. Kdyz probiha holoblastické ryhovéani (naptiklad
jeZzovka a zaby), prvni (dosud velké) dcerinné bunky se nazyvaji blastomerami. V zévidosti na
tom, zda prvni dcefinné bunky jsou velikosti stegjné ¢i nikoli, nazyvame ryhovéni ekvani nebo

neekvani (zde hovotime o makromefe a mikromere).
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Box. 2. Hlavni typy ryhovani vajicek a distribuce Zloutku u riznych Zivogisnych druh.

(@) vaicko izolecitéini (Zloutku malo, rovnomeérne distribuovan) - ryhovani holoblastické (celé
vgjicko se podrobuje cytokinezi), blastulu tvoii sféricka vrstva blastomer a centrélni blastocoel,
vyskytuje se napiiklad u savct, ostnokozci a meékkysa

(b) vajicko mirné telolecitalni (sttedni mnoZstvi Zloutku, mirné excentricky) - ryhovani
holoblastické, blastula tvoiena mnoha bunécnymi vrstvami uzavirgjicimi excentricky blastocod,
pt. obojzivelnici

(c) vaicko extrémné telolecitalni (veliké mnozstvi Zloutku, mimo animéni pdl) - ryhovani
meroblastickeé (cytokineze jen u nékterych bunek), blastula je diskovita (Zloutek zastavavné), pr.
ptaci, plazi

(d) vajicko centrolecitalni (Zloutek koncentrovan uprostied) - ryhovani meroblastické
(superficidni, blastomery jen na povrchu), blastulu tvoii jednovrstevny blastoderm okolo

centrélniho Zloutku, pi. hmyz

tocoal
Blastocoal Blas:

(a) jezovka (b) Zéby (c) ptéci (d) hmyz

Priklady meroblastického ryhovani jsou superficidlni (povrchové) ryhovani u hmyzu a
diskovité ryhovani u ryb, plazt a ptakt. Prvni dvé roviny déleni (ryhovani) &tépi vajecnou bunku
podél animéng-vegetativni osy, druhd rovina je kolm& k prvni, ,polednikova &épeni“, vznika
ctyrbunéené stadium. Tieti Stépeni davagjici vznik osmibunéénému stédiu probihd v ekvatoridni
(rovnikové) roving. Dalsi vyvoj je jiz u raznych druhia odlidny, hlavnimi typy jsou radiani (pr.
jezovka), spirdni (krouzkovci, mekkys), bilaterdini (plasténci) a rotacni (savci). Ryhovéni je
ukoncené, kdyzZ je dosazeno stédia blastuly: duté koule bunék, jejiz vnitiek je vyplnén tekutinou
nebo tekutym Zloutkem. Bunécng, epitelova sténa duté koule se nazyva blastoderm a vnitini

prostor je blastocoel.
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Gastrulace (obr. 3) je v podstaté premisténim bunék do vnitiku dutiny blastuly. Embryo
podrobuijici se gastrulaci se nazyva gastrula. Slovo gastrulace je odvozeno od gaster (Zaludek) a
piedpovida tak osud premisténych bunék: davaji vznik primordidnimu stievu (archenteron,
endoderm) - pozdgji tvori vnitini ¢ést tréviciho traktu a pripojené orgény (napi. jétra u
obratlovct). Gastrulace je dramaticky proces. rychla transkripce RNA déva vznik velkym
mnoZstvim genetické informace, ktera poskytuje individualitu na molekulérni Urovni. Gastrulace je

ireverzibilnim procesem pro embryogenni determinaci.

Obr. 3. Z&ladni typy gastrulace - procesu, pii kterém dochazi k premistovani bunék do dutiny
blastuly a ke vzniku prvostieva (archenteronu) a dalSich vnittnich ¢ésti embrya Zivocicha (podle
Mdllera, 1997). Pri delaminaci jsou bunky premistény do vnitiku primo orientaci mitotického
vieténka pii déleni. Pri imigraci se bunky pohybuji aktivné améboidnim pohybem. Pi invaginaci s
vrstva bunék vchlipuje dovnitt procesem ohybani. Pri epibolii expanduje epitelova vnéjsi vrstva
pies jiné bunky vytvarejice novy obal. U vétSiny Zivocisnych druhi probiha proces gastrulace

kombinaci téchto zakladnich typu.

Invaginace

Epibolie

Imigrace

Zpusoby premistovéni bunék do vnitrku jsou u raznych druhi odlisné, je mozno rozlisit

pét z&kladnich zpasobi aktivniho pohybu nebo pasivniho piemisténi (u vétsiny druhi gastrulace
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probiha jako kombinace téchto zakladnich typt): invaginace - zabaleni, vchlipeni stény do vnitiku
gastruly, epibolie - expanze vrstvy bunék pies jiné bunky, které se tak stanou vnitinimi,
delaminace - premisténi bun¢k do vnittku dané orientaci mitotického vieténka, imigrace (ingrese)
- aktivni améboidni pohyb bun¢k a polarni proliferace - bunécné déleni probihaji jen u jednoho z

pola, deefinné buriky jsou tak uvoliiovény do dutiny embrya.

Gadtrulace je tvorbou zarodeénych lista (vrstev), kdy embryo ziskdva dva nebo vice
z&rodecnych listl, a tak se stava diploblastickym nebo triploblastickym. Diploblastické gastruly (a
z nich odvozeni diploblasti¢ti Zivocichové - napt. houby, latkovci) magi dva listy: ektoderm
(tvorici vngjSi sténu) a endoderm (vnittni sténa). VSechny organizmy vySSi nez I&kovci tvori pri
gastrulaci tieti list - mezoderm - ktery je vmezeien mezi zarodek stieva (endoderm) a vnéjsi sténu
gastruly (ektoderm). Mezoderm byva velmi rozmanity, tvoii svaly, pojiva, krevni systém, vnitini
epitely, vylucovaci soustavu a skeletoveé prvky. Ektoderm déva pozdgji vznik epidermis (vnéjsi
vrstvé kize), mize vsak tvorit i nékteré smydove organy a ¢ésti nervového systému. Gastrulaci
poc¢ina vyvoj organi (organogeneze). U obratlovci je prvni fézi organogeneze, kterd nakonec
vede ke vzniku centrdni nervové soustavy, neurulace. Daldi stadia nemohou byt zobecnovana,
nebot’ jsou druhoveé specificka. Embryondni vyvoj obvykle Usti v prvni verzi Zivocicha, larvu,
ktera je pozdgji metamorfézou remodelovana v druhou verzi, imago (dospélec). Embryondni
vyvoj je ukoncen uvolnénim larvy z vaecného obalu. Larva je ngien odlisnd od dospélce (se
specifickymi strukturnimi a fyziologickymi rysy), ale umoZziuje jedinci usadit se v jiné ekologické
nice. Vyvoj, ktery zahrnuje larvani st&dium, se nazyva nepiimy. Nékteri vySSi Zivocichové (veetné
suchozemskych obratlovci) larvani stddium nemaji: v prabehu piimého vyvoje vznika dospélec z
embrya postupné (box 3).

Box 3. Z&kladni féze zivotniho cyklu Zivocisnych druh.

[ 1] embryogeneze zahrnuje st&dia:

- oplozeni (tvorba zygoty),

- ryhovani (délenim zygoty vznikaji blastomery: t. blastos = za&rodecny, meros = ¢ést,
kon¢i tvorbou blastuly, obvykle duté koule),

- gastrulace (zahrnuje morfogenni pohyby: ¥. morphe = tvar, genesis = tvorba, z blastuly
vznika gastrula, na konci gastrulace mé& embryo koncentrické vrstvy bunék, dva az

tiéi zé&rodecné listy),
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- organogeneze (pi. neurulace, tvorbarudimenta organi prostiednictvim morfogennich
pohybu a interakci bunék, vznik zakladniho télniho planu)
- histogeneze (t. histos = tkan, buiiky jiz maji své misto konecného urceni a ziskavaji

funkeni specializaci)

[ 2] postembryondalni obdobi
trva od konce embryogeneze po pocatek dospélosti, u nékterych Zivocichi jiz juvenilni
organizmus vypada jako miniaturni dospélec (vyvoj piimy), u jinych je vyvoj neprimy -
tvori larvu (zagina vylihnutim z vajecnych obali), podednim stadiem je pak

metamorféza (nedokonald nebo dokonald - pres stadium kukly)

[3] obdobi dospélosti

nastédva pohlavni zralost, zarode¢na dréha davé vznik pohlavnim buikam,

,,,,,,

Obecné zahrnuje vyvoj mnohobunéénych organizmi zejména nasledujici udalosti:

(1) Bunééna proliferace, tj. opakovana bunééna déleni. Bunéena déleni musi byt prisné

fizena dle poZadavka jednotlivych typa bunék, jsou tésné spjata s fizenim diferenciace.

(2) Bunééna diferenciace se musi vyskytovat v definovaném prostorovéem poiadku.
Buné¢nd diferenciace mé dva vyznamy: (a) bunky se stavaji odlisnymi jedna od druhé, divergence
vyvojovych drah je zpusobena raznymi bunéénymi typy. (b) bunky se stévaji odlisnymi v ¢ase:
kazda bunka se podrobuje bunééné specifické draze, dokud nedosahne dospélosti a nestane se
termindn¢ diferencovanou. Vyvoj kazdé bunky zacind pluripotentni z&kladni buikou (obvykle
oplozenym vgjickem), kterd je schopna déleni a dava vznik riaznym bunécnym typam. Akt
rozhodnuti (decision), determinace, tidi vyvojovou drahu nasednych bunék k raznym Ulohdm
(cilam). Bunka, ktera se stéava determinovanou (naprogramovanou) ke sledovani urcité drahy,
byva ukonéena pridomkem -blast (pf. neuroblast, erytroblast) a miZze s udrzet schopnost
bunécného déleni (pak se jedna o zakladni buiku, founder cell, bunééného klonu, jehoz ¢lenové
jsou piedurceni tvorit bunky stejného typu). Po sérii bunéénych déleni se
derivéty této founder cell podrobuji termindni diferenciaci. Ziskévaji specifickou molekulérni

vybavu, formu a funkci, ztréceji viak schopnost déleni a oznaduji se pridomkem -cyty.
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(3) Bunéena diferenciace probiha soubézné s tvorbou tvarda a usporadani (pattern
formation), coZ znamena, Ze ruzné bunééné typy nejsou chaoticky seskupeny, ale vyskytuji se v
prostorovych Utvarech. Tvar je fizend prostorova konfigurace, ve které se vyskytuji rizné
bunécné typy a supracelulérni struktury (tkéné, orgény). Tvorba tvaru v asociacich bungk je ¢asto
zaloZzena na poziéné-zavidém povereni specifickymi - Ukoly, tj. na pozi¢né-dependentni

determinaci.
(4) bunéené pohyby a bunééné migrace (u rostlin se prakticky nevyskytuii),
(5) programovana buné¢néa smrt (apoptdza).

Bunééna diferenciace je zaloZena na diferencidini genové expresi. Diferenciace je tedy
druhem programovani, které rozhoduje o tom, jak& geneticka informace bude v budoucnu
aktivovéna a které sady genti budou blokovany. Takové programovani miZe vznikat v ¢asném
VYVOji z cytoplazmatickych determinant, které jsou uloZeny ve vaecné bunce v definovaném
prostorovém usporadani. Maternalni geny poskytuji materndni informaci, ktera se v prabehu
oogeneze (vyvin vagicka ve vagecniku) uklddd ve vagecné bunce jako cytoplazmatické
determinanty (MmRNA, proteiny). Embryonani vyvoj, ktery je velmi zavidy na uloZenych
molekularnich determinantach, je nazyvan autonomnim vyvojem neboli vyvojem mozaikového
typu, protoZze mozaikové usporadéni determinant vede k ¢asnému rozdéleni Ukolt a umoziuje
bunkam se vyvijet nezavislymi cestami. Programovéni bunék miaze byt téZ zaloZzeno na vzgemné
»dohodé" (mutual consensus). Buiiky spolu komunikuji prostiednictvim signalu a,,délgji dohody*
o svych budoucich funkcich. Takové interakce zpusobuji, Ze vyvoj raznych bunéénych typua je

zavidy na svém bunééném okoli, ale téZ umoznuji korekeni regulaci v pripadé narueni.

1.3 Epigenetick& tvorba tvari

Bunky embrya se musgji ,chovat“ ve shodé se svou lokaci v embryu. Jak jegjich geny
ziskavaji tuto poziéni informaci? Musgi ji ziskavat zvn&j3ku, tedy signdly majicimi svij pavod
mimo j&dro prisludné bunky. Jak buiky ziskévaji informaci 0 sveé pozici 1ze vysvétlit nadedujicimi

hypotézami:

(1) Vnéjsi pokyny, vlivy (external cues): informace prichazi z vn&jsiho prostiedi (napr.

gravitace nebo svétlo mohou poskytovat orientaci).
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(2) Pozice maternalnich determinant uloZenych ve vagecné bunce. Tyto determinanty
(mRNA a proteiny) jsou distribuovéany do dcefinnych bun¢k odlisné. Funguji jako letenky, které
specifikujici dalsi cestu amisto urc¢eni. Byly formulovany a prokazény dva mechanizmy pro tvorbu
prostorovéno poradku: (@) Cytoplazmatické determinanty, at’ jiZz syntetizovany v oocytu
samotném nebo poskytovany okolnimi vyZivovymi bunikami, jsou ve vaecné buice v prabéhu
oogeneze deponovany v odlisnych mistech. (b) Proces tridéni a vnitini strukturalizace, zvany

ooplazmeaticka segregace, se miZe odehravat ve vajicku az po oplozeni (obr. 4).

Obr. 4. Schéma hypotetickych kroki determinace nasledujicich nehomogenni distribuci
cytoplazmatickych determinant ve vajecné buice (podle Millera, 1997). U vétSiny vajecnych
bunék nachézime nerovnomérné rozmisténi cytoplazmatickych determinant, mRNA a proteini
(vice nebo méné polarizované vajicko, obrézek nahote). V prabehu zréni vajecné buiky a zejména
po oplozeni dochazi k ooplazmatické segregaci - cytoplazmatickeé determinanty vytvéareji
prostorové uspoiadané gradienty. Pri tvorbé deerinnych zygotickych bunék jsou determinanty
odlisn¢ alokovéany do riznych blastomer. Dalsi diferenciace (pattern formation) v pribehu vyvoje

je dosazeno vymeénou signaltt mezi odliSnymi bunikami.

Cytoplazmaticke
determinanty

Ooplazmaticka
T segregace

Sifeni signald
mezi bufikami

Sifeni signall
v mezibunéénych
prostorech
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(3) Bunééné interakce (concerted behavior): buiky mohou komunikovat s okolnimi

bunkami a vytvéret koordinované tvary a struktury.

Tvorba tvari (pattern formation) je epigenetickym procesem. Epigenetické procesy jsou
takové, které jsou determinovany uddostmi ,nad“ Udrovni genetické informace. Procesy
rozhodujici pro tvorbu tvarti jsou vzgemné bunééné interakce a vliv extracelularnich latek.
Geneticka informace je ke tvorbé molekul, které zprostiedkovévai bunécné interakce,
samozigimé nezbytnd. Tyto interakce jsou vSak determinovany negenetickymi principy, zejména
fyzik@inimi z&kony diflze nebo adheze (obr. 5).

Obr. 5. Model epigenetické krajiny podle Conrada Waddingtona (1940) znazornény pohybem
kuli¢ky v ¢lenitém terénu (podobnost s minigolfem, nahoi€). Model predstavuje osud buiky
(mozné stavy rozriznéni, diferenciace) v prabéhu ontogeneze. Bunka prochézi raiznymi drédhami
(typy genovych aktivit) a mimobunééné signdly (pavodem z organizmu nebo téz environmentani)
v mistech vétveni drah usmeérnuji buriku do uréitych dalSich drah, pii¢emz jsou zapinany a
vypinany odlisné geny. Model téZ znazornuje diverguijici aireverzibilni charakter bunécné
diferenciace. Na spodnim obrézku je podobna predstava divergence vyvojovych drah znazornéna
pohybem vagdna po vétvicich se kolgjich nadrazniho sefadisté (Gilbert, 1988).
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V¢étSina Zivocicha je bilaterainé soumérnych. Kolma k antero-posteriorni ose je osa dorzo-
ventrani. Ve vyvojové biologii jsou tyto osy asymetrie (anizotropie) nazyvany osami polarity.
Vajecné bunky jsou vzdy organizovany polarné. Oocyt je vyzivovan prevazné z jedné strany, coz

naznacuje zdroj pokyni pro asymetrickou organizaci.

Pfi indukci  signal-emitujicimi  buikami - (indukujicimi) dochézi k instrukci signél-
prijimajicich bunek k jejich specifické vyvojove dréze. Tento jev se nazyva embryonalni indukce.
Struktura, ktera je arteficielné indukovana v nespravné pozici, se nazyva ektopicka Pfi
embryondni indukci musi byt bunky prijimajici signdl kompetentni (= schopnost bunék prijimet
signd, mit receptory pro indukujici signal). Embryondni vyvin je zigimé tizen kaskédami
indukénich procesi. Induktory mohou byt i morfogeny. Morfogen je definovan jako latka, ktera
ptsobi lokdné v organizaci prostorového usporadéani bunééné diferenciace prostorovymi rozdily v
koncentraci. Vysoka koncentrace morfogenu v pozici 1 specifikuje bunéény typ nebo strukturu A,
niz8i koncentrace morfogenu v pozici 2 specifikuje bunéeény typ nebo strukturu B.Morfogenni

pole je oblast, jgjiz buitky mohou kooperativné davat vznik odlisné struktuie nebo sadé struktur.

1.4 Modely tvor by biologickych tvara

Tvorba tvari je centrdinim tématem vyvojoveé biologie. Znamena prostoroveé uspoiadanou
(nendhodnou) bunéénou diferenciaci, ktera ma za néddedek usporadéni struktur. Komplexni
struktury (tvary) jsou synergickym vysedkem mnoha interagujicich molekul a bunék. Nasleduiji
piiklady jsou zjednoduSenymi modely, jak mohou vznikat dozité struktury:

(a) Teorie pozi¢ni informace podle Wolperta (obr. 6). Vysilgjici buiika (emitter) uvoliuje
signa ve formeé rozpustné latky, hypotetického morfogenu S. Koncentrace této Iatky se snizuje se
vzrastgjici vzddenosti od zdroje. Je tedy ustaven gradient od zdroje (nejvySSi hladina) az k nule
(sink, kde se morfogen rozkladd). Zdroj morfogenu S muaze byt lokalizovan na jednom konci
.retizku* bunék a sink, ktery rozklada morfogen na opacném konci. V této konfiguraci
koncentrace morfogenu klesa linedrné podéd ,tetizku“. Vydedny gradient morfogenu S tak
poskytuje pozi¢ni informaci. Bunky jsou schopné ,mefit" jeho lokani koncentraci a menit svou

pozici podél gradientu. Gradient morfogenu S hraje hlavni roli a je pouzit k Upravé druhého
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gradientu pozi¢ni hodnoty P. Pozi¢ni hodnota je relativné stabilni viastnosti tkéné, kterd slouzi

jako pozi¢ni pamét’ v piipadé potieby, napr. regenerace. Koncentratni profil morfogenu S urcuje

Obr.6. Nahote: Wolpertav jednorozmérny model gradientu pozi¢ni informace znézornény
francouzskou vlgkou (podle Gilberta, 1988). Pozi¢ni informace bunky je dana gradientem
difazibilniho morfogenu od jeho zdroje aZ po konecné misto zaniku (sink). Hodnoty gradientu na
vertikélni ose naznacuji prahové koncentrace morfogenu, podle kterych se fidi fenotyp bunky.
Podle tohoto modelu se tedy pii vysoké koncentraci morfogenu stévaji buiiky modrymi, pri niZsi
koncentraci bilymi, a po dosaZeni ur¢ité prahové hodnoty cervenymi. Vydedkem je uspoiadani
(pattern) ti barev jako na francouzské vigjce.

Dole: Wolpertiv model osudu transplantovanych tkani znazornény pomoci pienosia éasti
francouzské a americkeé vigiky (podle Gilberta, 1988). Tento model vyjadiuje, Ze transplantované
tkéné s zachovévaji svou identitu, ale podéze se diferencuji podle novych pozi¢nich instrukci.
Experimentdné byl prokézan na mezidruhovych transplantacich tkani ¢olka a Zaby (vznik

Zabich st na ¢olkovi a ¢ol¢ich Ust na zab¢, pokusy Hanse Spemanna).

zdroj morfogenu
( max. konc. )

| \
konec

buiky lmodrdl]l  BITE W crencpy ( min. konc. )
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tvar gradientu P: lokani hodnota S pisobi jako inhibitor ur¢ujici horni limit lokani hodnoty P.

Tato teorie v&ak nevysvétluje, jak je primarné gradient ustaven.

(b) Reaktivné-difuzni modely (obr. 7). Cilem téchto modeli je navrhnout mechanizmy,
kterymi by mohly vzniknout tvary z ptivodné chaotickych (homogennich) podminek. Matemeatici
(Turing, Murray) a fyzici (Prigogine, Meinhardt) navrhli modely, jak mohou vzniknout odlisné
typy bun¢k v pavodné uniformni populaci geneticky identickych bungk. Z&kladnim konceptem
reak¢ne-difuznich modeli je morfogenni pole, ve kterém nekteré biochemické reakce vytvareji
»predtvary” v distribuci chemickych Iatek, obecné nazyvanych morfogeny. Bunééna determinace a
diferenciace pak deduji tyto chemické ,predtvary”. Podle nejjednodussi verze reakené-difliznich
modelt se tvori stabilni, neuniformni koncentragéni ,tvary* kombinovanim tvorby alespon dvou
interagujicich 1&tek, které zpétnovazebné pusobi na svou vlastni produkci steiné jako na produkci

druhé Iatky. Takovéto chemické reakce dosud nebyly experimentalné nalezeny.

Obr. 7. Reaktivné difuzni dvourozmérny model samouspoiédani (podle Wolperta, 1998). Model
piedpokléda existenci dvou typi latek: jedna z nich (S) inhibuje tvorbu druhé (P), piicemz latka P
podporuje tvorbu latky Si sebe samé. Jestlize latka S difunduje tkéni vyrazné snadngji nez P,
mohou vznikat ostré viny koncentra¢nich rozdila 1&tky P. Takto by bylo mozné napriklad vysvétlit

vznik vyraznych skvrn a pruhi v srsti mnoha savca.
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Anglicky matematik Alan Turing publikoval v roce 1952 matematicky model vzniku
usporadani. Ukézal, Ze je mozné z pocatecni uniformni koncentrace vzgjemné spolu reagujicich
chemickych latek vytvorit systém koncentracnich rozdila téchto latek, které nazval morfogeny, a
to takovy, Ze vzniknou chemické viny s maximy a minimy koncentrace morfogeni. Systém se
organizuje sim a uspoiadanost vznikne spontanné. Byl ovéien nafadé chemickych systéma, které
spocivaji na difiizné se Siticich Iatkéach, které spolu navzgem reaguji - odtud jejich ndzev reaktivné
difdzni modely. Systém uziva napt. rychle se Sitici inhibitor a pomalu se Sitici aktivétor. Inhibitor
bréni produkci aktivétoru, ale jeho vlastni produkce je na aktivétoru zavida, aktivator stimuluje

svou vlastni syntézu.

(c) RozSirené a alternativni modely. Tvorba tvara maze byt vysedkem znasobeni fyzikdnich sl
a chemickych procesi nebo vysdedkem pohybu bunék. Obsahuji proces autokatalyzy (pozitivni
zpétné vazby) a proces, ktery nastavuje hranice této autokatalyzy. Tyto hranice mohou byt

dosazeny tvorbou inhibitoru, vycerpanim substratu nebo bunéénéhotypu nebo saturaci.

1.5 Vznik usporadani

Pribuzné organizmy maji odlisné tvary, ale stejné bunécné a tkainové typy: lisi se tedy v
prostorovém uspoiadani bunek. Je mozné, Ze v prabéhu ryhovani, kdy se vajicko déli, kazda ze
vznikgjicich bunék dostava odlisné, asi cytoplazmatické determinanty. To odpovida principam
preformizmu (zakladatel August Weismann, 1890). Neni to vSak zcela pravda, nebot’ embryo méa
schopnost vyvijet se normang, i kdyZ jeho ¢asti jsou odstranény nebo preskupeny. Bunky se vZdy
vyvijgi podle své relativni polohy v embryu.Z toho vyplyvajici vyznam polohy je dukazem
existence samouspoiédavagjiciho se systému koordinét, ktery sdéluje bunkém jejich polohu, takze
pak ,vedi“, co maji délat (vitalizmus). Napiiklad vajicko moiske jezovky mé vyraznou polaritu, v
jeho cytoplazmé jsou vyznamné rozdily. Misto, kterym je prichyceno k vajecniku se nazyva
animani pdl, protilehlé misto je vegetativni pdl. Tyto pdly uréuji hlavni osu embrya a prvni dvé
ryhovéni probihaji v jejim sméru, kdezto tieti ryha je na ni kolm&.U savct v3ak polarita ryhovani
Zjistitelna neni. Embryo myS do stadia 16 bunék ma vSechny bunky rovnocenné, jejich osud neni
uréen. U lidskych embryi ani pii nékolika stech bunkéach neni jedté osud bunék uréen a pifi

rozdéleni ve dvé ¢asti se vyvijgji dvé normalni embrya (jednovajecné dvojcata).
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Bunky musi splnit dvé obtizné Ulohy: (a) poznat, kde jsou, tj. ziskat informaci o své
poloze a (b) musi tuto informaci spravné vyuzit. Maji-li buiiky mit svou polohu specifikovanou
systémem koordinat, pak je nutné mit hrani¢ni oblast nebo pocétek, od kterého je poloha mérena
(je tedy nutné mit zpusob meéieni vzddenosti). Jednou z moznosti by byla chemicka latka s
charakteristickou koncentraci na jednom konci tady a klesgjici po délce fady (gradient
koncentrace). Je mozné, Ze polohu specifikuji i interakce mezi bunkami (asi chemickou difazi
néjaké nizkomolekularni 1atky). Vyvojovy osud bungk Zivocicha je dan v pribehu gastrulace, kdy
vznika z&kladni plan téla. Obecné plati, Zze kdyZz jsou bunky c¢asného embrya obratlovci
experimentalné premistény z ptivodniho mista na jiné, vyvijgji se ve shodé s timto novym mistem,
anikoli ve shod¢ s mistem svého pavodu. Tato pruznost vyvojovéno osudu netrva dlouho, ¢asem
jsou moznosti bunék stale omezengjsi, az je nakonec jegjich osud nezvratné uréen (po gastrulaci
vznikne z buiiky oka po preneseni zase oko, tieba i na biiSe embrya). Bunky tedy ¢asem ziskavaji
autonomni vyvojovy program a neodpovidaji jiz na poZzadavky nové polohy. Tento proces, kterym
bunky ziskévaji konecné uréeni svého osudu, se nazyva determinace. Obecnym znakem
determinace je, Ze zahrnuje malé chemické zmeény, které zapingji nebo vypingji urcité geny, jgichz
vysedek jesté po urcitou dobu neni viditelny. V roce 1935 ziskal Hans Spemann Nobelovu cenu
za objev organizéoru (indukce, indukéniho signdlu): transplantd u ¢olka miZe indukovat v

prilehlych tkénich hostitele Gplnou zménu jgjich vyvojového osudu, vytvorit sekundérni embryo.

Vyvoj je hierarchicky organizovanym procesem. Nejdiive jsou zaloZena z&kladni, globani
prostorova uspoiddani a podéze jsou tvoreny detailngjSi struktury v zékonité souslednosti.
Zakladni uspoiadani podé piredo-zadni (antero-posteriorni) osy je adespon u nékterych organizmn
dano proteinovymi produkty materndnich geni, které jako prvni vykazuji stabilni distribuci
organizma docasnymi konci nepreruSenych bunéénych linii sahgjicich zpét pres zarodecné linie
jgjich predka az k primordidnim bunkdm existujicim pired miliardami let. Pres tyto linie jsou
predavany dva typy informace: geneticka (kbdovand RNA nebo DNA) a paralelné paragenetick&:
nepreruseny fetézec strukturni organizace, ktery je predévén primo, bez genetického kddovani,

z bunky do bunky.



22

1.6 Homebdza a homeotické geny

Termin homedza zavedl do biologie koncem minulého stoleti William Bateson. Ve své
knize Materials for the Study of Variation, Treated with Especial Regard to Discontinuity in the
Origin of Species (1894) homedzu Sroce definoval jako typ variability, u které ,bylo néco
zménéno k podobnosti néceho jiného“. Tvorbu struktur na nespravném misté organizmu vsak
davno pied nim popsdli i jeho piedchadci, u rostlin i Zivogichi, zefména Johann Wolfgang von

Goethe (Die Metamorphose der Pflanzen, 1790). Prvni homeoticka mutace jako geneticka zména

Box 4. Hlavni rysy homeotickych geni a jgjich produkta.

N koéduji regionding atemporané specificky exprimovaneé transkripéni faktory

N tidi morfologicky vyvin orgénu prostiednictvim exprese baterii realiz&torovych gena

N u vSech mutantt této skupiny gend jsou urcité organy nahrazeny jingmi organy,
které jsou normané tvoreny na jinych mistech

N vyskytuji se u v3ech Zivocidnych arostlinnych druha

N homeotické mutace jsou recesivni, fenotyp se projevi az v homozygotnim stavu

N urostlin jsou ngjvice prozkoumany homeotické kvétni geny, které vzdy ovliviuji
vyvin dvou sousednich kvétnich kruht, maji charakteristickou DNA-vazebnou oblast
(MADS-doménu), odlisnou od homeodomény

N u Zivocicha jsou shlukovany na chromozdémech v poradi, jako je jgjich antero-
posteriorni exprese (pravidlo kolinearity)

N u zivocicha vzdy obsahuji homeoboxy o velikosti 180 bazi u 3' konci vech
homeotickych gent (proteinové homeodomeény)

N v3echny homeoboxove komplexy piitomné u dneSnich Zivocisnych druhi pochazeji
z jednoho primordialniho homeoboxového genu

N inaktivace homeodoménoveého proteinu zpisobuje zménu smérem
k ,,vice anteriornimu“ fenotypu

N nadprodukce homeodoménoveého proteinu mize navodit transformaci smérem

k ,,vice posteriornimu* fenotypu
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vsak byla uverginéna az v roce 1923, kdy Bridges a Morgan popsali mutaci bithorax u drozofily.
Mutace se projevila konverzi tretiho hrudniho ¢lanku v druhy: mouchy tvofily na tretim hrudnim
¢lanku maly, druhy pér kiidel namisto kyvadélek. Negjvétsi zasluhu na studiu gena, jeZz podmifiuji
homeotické zmény, ma Edward B. Lewis, ktery popsal jgich ulohy a zmapova jgjich pozice na

chromozdmech drozofily.

Homeotické geny (box 4) kdduji proteinové transkripéni faktory, které se specificky
véZzou na DNA (do oblasti promotora gent) a tim ovliviji jeji transkripci (obvykle pozitivng).
Byly dosud nalezeny u vSech studovanych eukaryotickych organizmd, i kdyZz primarni struktura
homeotickych gent se nékdy vyznamné lidi. Primérni Ulohou produktd homeotickych genu je
specifikace (rozriznéni) jednotlivych c¢asti téla Zivocicha a rostlin. Homeotické geny jsou
definovany svou funkci: mutace homeotického genu maze vést k homedze, tj. vzniku organu na
nespravném misté téla (popt. v nespravném case). Vlastnimi realizatory diferenciace jsou geny
podiizené, jejichZ transkripce je pod kontrolou homeotickych genti. Po zji&téni primérni sekvence
aminokyselin v produktech homeotickych geni nékterych Zivocisnych druht byla zji&téna jejich
shodné charakteristickd oblast (DNA-vazebna doména), kterd byla nazvana homeodomeénou
(prisludna kodujici oblast DNA se oznacuje jako homeobox): jejim charakteristickym rysem je

pritomnost jedné nebo vice a-Sroubovic (obr. 8).

Obr. 8. Za&kladni motiv sekundérni struktury proteina, které funguji jako transkripeni faktory - a-
Sroubovice (podle Kalthoffa, 1996). Rezidua aminokyselin (nejsou vyznacena) jsou rozmisténa
bo¢né od Sroubovice. Kazda skupina C=0 tvori vodikovou vazbu (zndzornéno teckami) s N-H
skupinou. V jedné molekule regulacniho proteinu se maze vyskytovat i nékolik

a-Sroubovicovych motivia.

\
Vodikowve
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Pozdgji viak bylo Zji&téno, Ze ne viechny proteinové produkty homeotickych gena maji
homeodoménu (zejména u rostlin) a naopak, Zze homeodoménu obsahuji i geny, jeichZz mutace se

neprojevu;ji jako homedza (box 5).

Box 5. N¢které domeny (sekundérni struktury) v transkripénich regulacnich (aktivacnich resp.

represnich) proteinech eukaryotickych organizmu.

protein (doména) organizmus funkce struktura
rostliny struktura kveta
MADS kvasinky razne dva a-helixy
¢lovek razne
vsechny fizeni tii a-helixy nebo
homeodoména  eukaryotické diferenciace a-helix-smycka-a-helix
druhy
maternédni anteriorni a-helix-otatka-a-helix
Bicoid gen specifikace
drozofily téla
gap gen vznik para-
Hunchback drozofily segmentd, motiv ,,zinkovych prsti”

élankovani téla

drozofila Polycomb trojviaknovy antiparalelni
chromodoména  savci inaktivni X b-skl&dany list
rostliny medea
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Zvla&tni skupinou homeotickych mutaci jsou mutace genu, které se vyznacuji odlisnou

primarni strukturou a jejichz funkce mize byt homeotickym genum i nadiazena. Prvni takovou

mutaci byla Polycomb, ktera zptasobuje derepres mnoha homeotickych gent u drozofily.

Box 6. Regulacni Ulohy proteini s chromodomeénami - transkripcni represory:

n

reprezentuji alternativni mechanizmus selektivni inaktivace gena v pribehu
individudniho vyvoje

nalezeny v konstitutivnim i fakultativnim heterochromatinu

obsahuji spolecny motiv, chromodoménu: N-termindlni ¢ast a trojviaknovy antiparalelni
b-skl&dany list proti C-termindlni a-Sroubovici

zatim zji&teény u drozofily, savci i rostlin

funk¢né odpovedné napt. za uml¢ovéani savéiho X chromozému, poziéné specifickou
expres homeotickych geni (Polycomb) a pozi¢né-variegacni efekt u drozofily (PEV)
recentné popsan maternalni gen kédujici protein typu Polycomb u krytosemennych
rostlin, ktery je zodpovédny zaregulaci ¢asné embryogeneze (parenténi konflikt)
vyjimecné mohou byt asociovany s aktivnim chromatinem (hyperaktivni X u samecka

drozofily)

nékteré se vdZzou na mnoho odlisnych sekvenci DNA, jiné (pt. PRES, Polycomb

Response Elements) jen na sekvence specifické s nadedkem jgjich inaktivace

Charakteristickd DNA-vazebna oblast proteind skupiny Polycomb byla nazvana

chromodoména, kterd vzdy obsashuje i strukturu b-skladaného listu (obr. 9). Proteiny

s chromodoménami vytvéaieji specifické vySSi struktury, funguji obvykle jako represory a byly jiz

nalezeny u mnoha eukaryotickych organizmua (drozofila, ¢lovek, rostliny; box 6). Funkce proteina

skupiny Polycomb jsou uvedeny v kapitoléch popisujicich fizeni procesi embryogeneze u

drozofily a krytosemennych rostlin.
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Obr. 9. Nahore: Casta sekundérni struktura regulacnich proteini, b-sklédany list (podle Kalthoffa,
1996). Struktura na obrézku je tvoiena dvéma antiparalelnimi peptidovymi doménami. Kazda
aminokyselina je vazana k sousedni aminokyseling vodikovou vazbou (tecky). Trojrozmérna
povaha kovaentnich vazeb zptisobuje tvorbu struktury ,, sklddaného listu* (pleated sheet).
Aminokyselinova rezidua se nachazeji nad a pod rovinami. Struktura b-skléddaného listu
(soZeného ze tii antiparalelnich peptidovych vidken) je soucésti chromodomén proteini, které
obvykle pasobi jako represory.

Dole: Konzervativni struktura chromodomeény v regulacnim proteinu MoMOD21 u mys (podle
Cavalli aParo, 1998). b1, b2 ab3 jsou tii vidkna antiparalelniho sklddaného listu, a je

karboxytermindlni Sroubovice.
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1.7 Modelové organizmy vyvojove biologie a genetiky

Studium vyvojové biologie a genetiky je provadéno na modelovych organizmech.
V historické perspektivé to bylo nejdiive kuieci vejce (pro svou extrémni velikost), pozdgji
jeZzovka (model ryhovéni vagjicka). Ke studiu regeneracnich procesi se pouzivali obojZivelnici,
nezmar a Svabi, ke studiu klondniho ptivodu bungk hlistice. Dnes jsou nejpropracovangjSimi

Zivocisnymi modely drozofila, myS a hlistice, u rostlin je to husenicek (box 7).

Box 7. Modelové organizmy ve vyvojoveé hiologii a genetice.
hlavni prednosti

Zivodichové:
nezmar jednoducha anatomie, vegetativni mnoZeni, regenerace
hlistice maly genom, jednoduchd a definovand struktura tela
octomilka maly genom, geneticky zmapovany druh, snadna kultivace
jeZzovka prihledné polarizované vajicko, regenerace
ryba zebiicka ekotoxikologie - testovani mutagenity
obojZivelnici velké vajicko, vnéjSi oplozeni, regenerace a transplantace
kure a kiepelka velké vajicko, vnejSi wvoj, tvorba vegetativnich hybridii
mys vyznam pro medicinu, studium imprintingu

rostliny:
Acetabularia jednobunécny model, regenerace
Fucus volna asymetrickd zygota
husenicek nejmensi genom, geneticky zmapovany druh
kukutice geneticky zmapovany jednodomy druh
knotovka klasicky dvoudomy model s pohlavnimi  chromozomy

Kazdy zmodeli m& své vyhody a nevyhody, a’ uZ z podstaty samé nebo zryze
technickych davodu (snadnost manipulace, krétky Zivotni cyklus). Drozofila je zgjisté geneticky
nejprozkoumanéjSim modelem, av3ak jgi fizeni embryogeneze, determinace pohlavi a jiné procesy

jsou vyrazné odlidné ngien od obratlovci, aei od jinych skupin hmyzu. Kazdy model je
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tedy vhodny pouze k urcitym Gcelum a ziskané vydedky maji vZdy jen omezenou platnost.
Molekularné biologicka zkoumani vyZaduiji, aby modelovy organizmus mél co ngmensi genom
z davodu obtiZznosti izolace gend. To je také jednim z divodu, pro¢ jsou nejlepSimi modely praveé
drozofila a huseni¢ek.U eukaryot se obecné vyskytuje vétsi ¢i mensi frakce genomu, kterd se jevi
byt geneticky nefunkeni a nebyva ani transkribovana Urcité sekvence se v genomu mnohokrét az
stotisickrat opakuji (obecné repetitivni sekvence) ajsou ¢asto schopny i mobility (transpozény). U
urcitych druht (zegména rostlinnych) tvoii takového sekvence az 90 % celého genomu (box 8).

Box 8. Srovnéni velikosti genomu u prokaryot (Escherichia coli), hub (kvasinka Saccharomyces
cerevisiae), nahosemennych rostlin (borovice Pinus), krytosemennych dvoudéloznych (husenicek
Arabidopsis thaliana, tabak Nicotiana tabacum, jmeli Viscum album) a krytosemennych
jednodéloznych rostlin (cibule Allium, ryZe Oryza sativa, pSenice Triticum aestivum) a Zivocicha
bezobratlych (octomilka Drosophila melanogaster) a obratlovct (savci). Tabulka také uvadi
priblizny obsah repetitivnich sekvenci a mimojadernych genoma. 10° part bazi odpovida priblizng
1 pg DNA.

druh (skupina druhi) mnoZstvi DNA obsah repetitivnich mimojaderna

v haploidnim genomu (pb) sekvenci (%) DNA (pb)
Escherichia coli 4x10° 0,1 plazmidy (10° - 10°) a

fagy (10°- 10°)

Saccharomyces 1,6 x 10 1 plazmidy (10%) a
cerevisiae mitochondrie (10" - 10°)
Pinus sp. 4x 10" > 90
Arabidopsis thaliana 7% 10 10 mitochondrie (10° - 10°) a
Nicotiana tabacum 2x 10° 60 plastidy (1,5 x 10°)
Viscum album 1x 10" > 90
Allium 2x10% > 70
Oryza sativa 3x10° 60
Triticum aestivum 5x 10° >75
Drosophila melanogaster 1,2 x 10° 20 mitochondrie (1,6 x 10%)

SAVCi 3x10° 60
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Veikosti jadernych genomi jsou uvniti jednotlivych skupin eukaryotickych organizmi
velmi odlisné (napf. u fas nebo ¢lenovct) nebo naopak dodo v prabéhu evoluce k ustdleni
velikosti genomii (zegfména u savci). Zatimco pocet bunéénych typi u daného druhu jasné
koreluje sjeho celkovou morfologickou a anatomickou doZitosti, neni ziggmeé zadny vztah mezi
témito charakteristikami na stran¢ jedné a mnozstvim DNA v j&die na strané druhé. Tento jev je
nazyvan paradoxem hodnoty C. Tento paradox plati jak mezi jednotlivymi skupinami
eukaryotickych organizma, tak i uvniti vétSiny jeich taxonomickych skupin. Naptiklad
krytosemenné rostliny je mozno povaZovat z hlediska struktury a funkce za pomérné jednolitou
skupinu: velikosti genomi u jednotlivych druhii krytosemennych rostlin véak kolisaji od 10° do
10" pért bazi na haploidni genom (obr. 10).

Obr. 10. Vztah mezi velikosti genomii, pocéty bunéénych typa a celkovou morfologickou sloZitosti
organizmi (podie Zurovce, 1999). Schéma demonstruje tzv. paradox hodnoty C: neexistuje piiméa
korelace mezi velikosti (haploidniho) genomu a sloZitosti organizmu. Napriklad nékteré relativné
primitivni fasy maji vétSi obsah DNA v jadie nez vyspéli obratlovei. Paradox hodnoty C plati i
uvnitt jednotlivych fylogenetickych skupin, zefména u krytosemennych rostlin.
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Rostliny a Zivoc¢ichové tvori dvé hlavni skupiny eukaryotickych organizmua, které se

podrobuji rozsdhlé morfogenezi a jegjichZz vyvojové procesy jsou studovany. Snad nejnapadnéjSim

rozdilem je u rostlin morfologicky i anatomicky vyrazné jednodussi struktura téla, jehoz funkce

nejsou fizeny nervovou soustavu, a neschopnost lokomoéniho pohybu (box 9). Z hlediska procesa

reprodukce rostliny postrédaji pravou zarodecnou dréhu a diploidni sporofyt se u nich vzdy

(nepravidelng) sttida s haploidnim gametofytem.

Box 9. N¢které shody arozdily ve vyvinu rostlin a Zivocicha

n

Rostlinné zygoty jsou velmi malé a vyvijgji se uvniti materské tkan¢ (podobné jako je tomu u
savct). Parentdlni imprinting se v3ak u krytosemennych rostlin vyvinul pouze

v extraembryondnim pletivu (endosperm), zatimco u savcu je piitomen i v embryondni draze.
Apik@ni meristémy umoznuji kontinualni rast rostlin v prabehu jejich celého zivota

U rostlin neni zaloZena zérodecn& linie v prabehu ¢asného vyvinu (narozdil od Zivocicht):

kvétni organy se vyvijgi ze stejnych meristematickych bunék, které také vytvérei cely pryt.

Mnoho nereproduk¢nich rostlinnych bunek zastava totipotentnich (schopnost vytvoieni celé

nove rostliny).

Narozdil od Zivocisnych embryi se rostlinnd embrya nepodrobuji vétSim morfogennim

pohybim, ae tvoii mensi pocet histologicky odlisnych buné¢nych typi.

Sporofyt se u rostlin stfida s gametofytem (rodozmeéna).

Vyvin saméiho i sami¢iho gametofytu z haploidnich spér vyZaduje genovou expresi a mél by
tak eliminovat mnoho mutantnich alel jedte pred fertilizaci.

Mala velikost a materndni vyziva rostlinného embrya ho ¢ini méné zavidym na maternéing
nesené RNA neZ u vétdiny Zivocisnych embryi.

U rostlin je v pribéhu embryogeneze aktivovano ziejmeé vice zygotickych gena nez u

zivocichu.

Pri vech téchto uvedenych rozdilech mezi Zivocichy arostlinami je vak zigimé, Ze krome

z&kladnich molekularné genetickych procesi jsou u nich do znatné miry obdobné i mechanizmy

fizeni vyvojovych procesi (box 10).
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Box 10. Rostliny a Zivocichové aneb logika vyvoje (podle Meyerowitze, 1997).

n

n

4

Rostliny a Zivocichové jsou sloZeny z odlisnych typt bunek; tyto dveé iiSe tedy zigjme
divergovaly ze spolecného eukaryoticlého piedka, ktery musel byt jednobunéény.

Z toho vyplyvd, Ze kazda tiSe s musela oddélené vyvinout mechanizmy

bunéené diferenciace a komunikace.

Zakladni rysy vyvoje rostlin a Zivocichi jsou viak spolecné: znamendato tedy,

Ze predstavuji jedinou moznou aternativu?

Za&kladni informacni databéze (pocet gend) je u téchto dvou #isi obdobna.

Obecné bunécné funkce rostlin a Zivocicht jsou ¢asto shodné, véetné struktury jédra,
chromozémd, histoni, mitézy, meidzy a zékladni transkripéni atrandacni masinérie.
Regulace prostorové-¢asove genove exprese se zdgji byt podobné, aviak homeotické geny
kodujici proteiny, které reguluji srovnatelné vyvojove funkce, jsou odlisné.

Rada bungenych procesi u rostlin a Zivogichi (pt. import proteini do plastidi, kontrakce
svalového vlakna) véetné receptori vngjSich vliva jsou zasadné odlisné.

Plati to i o radé specifickych bunécnych typa (pi. buniky praduchi, neurony).

Genomoveé sekvenovani odhalilo fadu homolognich genu s ,,housekeeping” funkcemi.
Nekteré transkripeni faktory maji vysokou AMK-sekvencni homologii

(pt. homeoboxy, MADS boxy), jejich funkce jsou viak ponekud odlidné.

Nejvetsi rozdily mezi rostlinami a Zivocichy jsou zigimé v mezibunéénych komunikacich
(u rostlin znamy jen dvou-komponentni etylénove receptory bakteridniho typu),

odlisné jsou i receptory vngjSich vliva (fytochromy versus rodopsiny).
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2 Vyvojové procesy u modelovych zivocichi

Zakladnimi rysy Zivotnich cyklt Zivocicht jsou mnohobunéénost a pohlavni reprodukce.
Pouze nejednodussi Zivocichové jsou jednobunécni Protista (viz hlenka) a rozmnoZuji se i
nepohlavné (také napt. nezmar). VétSina druha Zivocicha se vyviji v dospélce se specializovanymi
organy, tvorenymi velkymi pocty bunék (metazoa). Hlavni prednosti mnohobunécnych organizma
je diferenciace, kterd umoziuje délbu préce mezi odlisnymi buinkami a orgény, a schopnost
udrZovat optimalni vnitini prostiedi. Metazoa se rozmnozuji predeviim pohlavné prostiednictvim
fuze dvou typi gamet. Gamety vznikgji ze zérode¢nych bunék, které piedstavuji potencidné
nesmrtelnou bunéénou linii. Cely proces pohlavni reprodukce véetné embryondlniho vyvoje
piedstavuje enormné energeticky i ¢asové néro¢né obdobi Zivota jedince, které viak zgjistuje

reprodukci druhu s vySSi adaptivni hodnotou.

2.1 Hlenka, Dictyostelium discoideum

Hlenka je primarné jednobunécnym organizmem se vzhledem améby, jeji fylogenetické
»Socidni améby*, Acrasiales). V laboratornich podminkach se mnoZi jen nepohlavné, haploidnimi
amébami uvolnénymi z obalu spor. Pohlavni mnoZeni je vzécné a kuridzni: dvé bunky fuzuji a
zvétauji se v obii buiku kanibalisticky poZirgjice sousedni améby. Obii bunka se encystuje a poté

podrobuje meiotickym a mitotickym délenim, ktera davaji vznik novym haploidnim amébam.

V prabéhu vegetativniho Zivotniho cyklu nastava neobvykla preména z jednobunééného na
mnohobunééné stadium: pocetné individuani améby se usporadaji v socidni komunitu schopnou
prezit neptiznivé vnéjsi podminky. Haploidni buriky se uvolni z obalu spory, Ziji jako ptdni améby
a reprodukuji se asexudlné mitotickymi bunéénymi délenimi. KdyZz vycéerpaji potravu, améby
piitomné v urcité oblasti se uskupi v ur¢itém bod¢ do agregétu. Velikost oblasti (kumulace améb)
je uréovana rozsahem chemotaktickych signdltt emitovanych bunkami uprostred agregétu.
Agregét ziska tvar diméka (dug), pohybuje se na vhodngjsi misto a vytvoii plodnici (fruiting

body), ktera uvoliuje nové buiky-spory.

Hlenka Zije v pudé bohaté na organické latky. KdyZz je zvihéena, spéry - tvorené
plodnicemi - uvoliuji haploidni buiiky, které vypadaji jako Zivé améby. Ziji ve vrstvickéch vody,
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Zivi se bakteriemi a mnozi se bindrnim &&penim (binary fission), vegetativni faze. Kdyz je v misté
spotiebovéna potrava nebo substréat vysychd, stovky az tisice améb se usporédaji, migrujice
jednotlivé nebo kolektivné jako karavany smérem k mistu srazu. Agregét absorbuje vechny
konvergujici ,, proudy” bunék. Nakonec tvori agregdt mnohobunéénou asociaci, kterd poté vytvori

tvar dimaka (obr. 11). Tato asociace je nazyvana grex neboli pseudoplasmodium.

Obr. 11. Vegetativni Zivotni cyklus hlenky, Dictyostelium discoideum (podle Gilberta, 1988).
Haploidni spory davaji vznik myxamébam, které se reprodukuji nepohlavné za vzniku dalSich
myxaméb. Pri nedostatku potravy nastdva jejich agregace atvoii se migrujici pseudoplazmodium.

To se podéze pietvoii ve stacionarni plodnici, ktera uvoliuje spory.

pseudoplazmodium
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Pseudoplazmodium je pokryto nebunéénym dlizovym obalem a je schopno pohybu jako slimék.
Poté se transformuje v plodnici, oZenou z bazélni desticky a stonku (stalk), ktery nese sférickou

akumulaci novych spér pod svou $pickou. Bazalni desticka a stonek jsou sloZeny ze somatickych
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bunék. Somatické bunky tvoii celuldzové stény a nakonec umirgji. Spory prezivai: jsou to
generativni buiiky, jgichz tvorba a uvolnovéni zgjistuji funkci asexudlni reprodukce. Plodnice
ma tedy charakter mnohobunééného organizmu. Timto rysem patii hlenka mezi vySSi eukaryota,
nebot’ zahrnuje agregaci, bunécnou diferenciaci a tvorbu tvara (prostorové usporédéani, ve kterém

se vyskytuji razné bunééne typy).

Agregace. As 5 hodin po odstranéni potravy zaénou hladovéjici bunky vysilat chemicky
atraktant douzici k navadéni sousednich hladovgjicich bunék do centréni lokace. U hlenky je
timto atraktantem cyklicky adenozin monofosfat (CAMP). cAMP je emitovan hladovéjicimi
bunkami v synchronnich pulsech kazdych 5 az 10 min a Siti se radidlni difGzi ve vodnim filmu
(vrstvicce). Signdl je prijiman povrchovym receptorem, proteinem, ktery ma sedm
transmembranovych domén jako vétdina receptorovych proteini u Zivogidnych bungk. Siteni
signdlu je urychlovano kuryrnim systémem: sousedni améby, které obdrZzely signdl na svych
povrchovych receptorech reaguji uvoliiovanim svého vliastniho cAMP. Tim je zvySena lokani
koncentrace CAMP, signd je amplifikovan a difuze je urychlena. K zgjisténi toho, aby signd byl
vysildn z pulzujici centralni bunky k periferii agregatniho pole (a ne obréceng), kazda améba
nereaguje na dalSi pulz cAMP dal§i tii minuty. Tato docasna , hluchota" zabrani bunkam, aby byly
»Vyrusovany“ svym vlastnim signdem nebo signdlem ze sousednich bunék. Kazdy pulz cAMP
indukuje trhavy pohyb améby smérem k centru. Jak viny prichézeji, améby délaji krok za krokem
smérem k centru. Ackoli kazda bunka populace miZze dosdhnout agregétu jednotlivé, obvykle
migruji s karavanou. Bunky se spojuji, vytvaregi proudy (streams), tyto splyvaji ve vétsi proudy,

které zcela splynou v centru (sloZzeném az ze 100 tisic bunek).

Bunééna diferenciace a tvorba tvaru. V prabéhu agregacni faze, ktera konéi tvorbou
dimaka (dug), geneticky uniformni bunénd populace segreguje v nekolik subpopulac:
piedstonkové (prestalk cells) bunky, reprezentujici as 20 % populace a umisténé u 3picky
migrujiciho dliméka, predsporické (prespore cells) buiky, a buiiky budouci bazalni desticky (basal
plate) - bunky, které se podobgji stonkovym bunkam, ale tvori zadni ¢ast dimaka. Byly vysoveny
dvé hypotézy vysvétlujici déleni améboidni bunécné populace v predstonkové, predsporickeé a
bazélné-destickové burky: (1) Hypotéza pozi¢ni informace: umisténi bunky uvnitt diméka

determinuje jgji osud. (2) Hypotéza roztiidéni (sorting out): bunky diferencuji

pied nebo v pribehu agregace a vyhledavaji své misto uvniti diméka podle své budouci role. Obg

hypotézy musi vysvétlovat, jak je dosazeno charakteristického poméru v poctech téchto tii
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bunéenych typt. Tento pomér je zachovén i po experimentalni manipulaci, roziezani diméka
Chirurgické odstranéni bud’ anteriornich nebo posteriornich bunék zpusobuje, Ze zbyvajici bunky
reviduji své vyvojové urceni. Kterékoli buiky, které se octnou na anteriornim konci, se stanou
bunkami stonkovymi. Kterékoli buriky, které se octnou na posteriornim konci, se stanou buinkami
sporickymi nebo bazdlni desticky. Numerické regulace je mozng, dokud se bunééna diferenciace

nestane ireverzibilni ve vyvijegjici se plodnici.

Iniciace agregace vyZaduje krom¢ hladoveéni akumulaci sekretovaného proteinu v okoli
bunék. Tato koncentrace proteinu mize byt neprimym meritkem bunécné denzity, takze vyvoj
zacne pouze tehdy, pokud je pritomno dostatecné mnozstvi bunék ke tvorbé plodnice. Buriky se
stanou piedurcenymi ke tvorbé stonku za vysokych koncentraci cAMP a diferencia¢niho
indukeniho faktoru (differentiation inducing factor, DIF), zatimco nizk& koncentrace amonia
(NH3) se nachézi u Spicky diméka. Vybeér predstonkove a predsporické diferenciace je kriticky
zévidy na koncentraci DIF (= chlorovany aromét, sfenolovym jadrem). Podobn¢ jako cAMP,
DIF je uvoliovan z hladovgjicich a agregujicich améb. Amoniak je tvoren, kdyZ nadbytecny
protein je katabolizovan, napt. v budoucich stonkovych bunkéach, které syntetizuji bezdusikatou
celuldzu své rigidni bunécné stény predtim, nez zemiou. Konverze aminokyselin v celul6zu
uvoliuje amoniak. Zpasob bunéeéné diferenciace a lokalizace ur¢itych bunéénych typt na uréitém

misté jsou obecné determinovany chemickymi a fyziknimi faktory.

Hlenka se stala modelem studia periodické emise signalti, pienosu signdlu, chemotaxe,
tvorby bunécnych kontaktu prostiednictvim cell-adhesion molekul, bunééné diferenciace a

usporadani tvara (box 11).

Box 11. Charakteristika modelu socialniho prvoka, hlenky Dictyostelium discoideum.

N model studia periodické emise signdlii, chemotaxe, tvorby bunéénych kontakti,
bunéc¢né diferenciace a usporédani tvara
N pohlavni mnozZeni vzacné: dveé bunky fuzuji atvori obri bunku (kanibalizmus),
poté meibza amitdzy ® haploidni améby
N ve vegetativni fazi Zivota nastava preména jednobunééné améby na mnohobunééné stédium:

socidni komunita schopna prezit nepiiznivé vnejsi podminky (agregace, pseudoplazmodium,
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plodnice, spory)

N plodnice doZena ze somatickych (bazalni desticka a stonek) a generativnich (spory) bunek

N atraktantem améb v agregacnim poli je difundujici CAMP (kuryrni systém),
Casové cyklickd recepce signdlu

N bunééna diferenciace atvorba tvaru: , predstonkové" (prestalk) burky u Spicky
migrujiciho diméka, ,, predsporickée” (prespore) bunky a bunky budouci
bazalni desticky (basal plate) v zadni ¢asti diméka

N diferenciace améboidni bunécné populace: hypotézy pozi¢ni informace
a/ nebo roztridéni bunek

N odstranéni anteriornich nebo posteriornich bunek slimaka zpasobuje,
Ze zbyvajici bunky reviduji své vyvojoveé uréeni

N bunky se stanou predurcenymi ke tvorbé stonku za vysokych koncentraci
cAMP adiferenciacniho induk¢niho faktoru (DIF, chlorovany aromét)

N dalsim morfogenem je amoniak (NH3): nizka koncentrace amoniaku se nachézi

u $picky diméka

2.2 Nezmar, Hadra

Nezmar ndleZi do kmene jednoduchych mnohobunéénych Zivocicha, (Zahavci, Cnidaria).
Struktura téla je velmi jednoduchd, méa as 15 odlisnych bunéénych typa, 100 tisic bunek, télo je
v dospélosti organizovano do odlisnych struktur (obr. 12). T¢élo sestdva ze dvou vrstev epitelu -
vnéjSi epidermis a vnitini gastrodermis, které jsou separovany tenkou mimobunéénou matrix -

mezogleou (obr. 13). RozmnoZovani je prevédzné nepohlavni (pucenim), v nepriznivych
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Obr. 12. Morfologie téla dospélce nezmara s pupeny (vlevo) a regenerace ezi jeho téla (vpravo),

ktera vede ke tvorb¢ novych jedinci se stejnou polaritou (podle Berkinga, 1997).

chapadla

astrii
otvor

i pastricka oblast

zaklad g ‘& pupen
pupene

podminkach i pohlavni. Nezmar viak nema zarodecnou dréhu. Buiky vnéjSi epidermis vytvareji
testes nebo ovaria na témze jedinci, v nich se tvoii haploidni gamety, spermie a vajicka, po

oplozeni diploidni zygota.
Jakakoli ¢ést téla nezmara je schopna Uplné regener ace (totipotence), piicemz s ¢ati

téla zachovévagji pavodni polaritu podé apikané-bazdlni osy (obr. 12). Soucasti ristu a
diferenciace je u nezmara premistovani (pohyb) bunék. Jednotlivé bunky téla jsou v pribéhu
Zivota nezmara determinovany ke tvorbé urgitych télnich struktur. Napiiklad bunky ze sub-
hypostomédlni oblasti vytvoii hlavu (s chapadly), kdyZ jsou transplantovany do mid-gastrické

oblasti jiného nezmara, kterému byla hlava odstranéna. Pokud v3ak pavodni hlava odstranéna
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nebyla, nova hlava se ztransplant&u obvykle nevytvoii. Tento jev je piikladem biologické
negativni zpétné vazby (inhibice): pavodni hlava zigime vysila néjaké signdly, které tvorbu dalSi
(bocni) hlavy blokuji. Dal&im fidicim mechanizmem biologické regulace je pozitivni zpétna
vazba (aktivace): nepritomnost hlavy nezmara mé za nésledek tvorbu latek, které stimuluji tvorbu
nové hlavy (bud’ regeneraci na misté hlavy piavodni nebo ztransplantdtu sub-hypostomalni
oblasti). Takovymi latkami (regulatory) u nezmara hlavové aktivétory (HA) a hlavové inhibitory
(HI1) jsou obvykle malé peptidy nebo lipidy a jejich koncentrace jsou logicky nejvysSi v hlave. Tyto

latky reguluji morfologii organizmu, proto patii mezi morfogeny.

Obr. 13. Z&kladni typy bunék a tkéni nezmara (podle Mllera, 1997). Bunky dvou sousedicich
vrstev epitelu (ektodermu a endodermu) uréuji zakladni télni architekturu (nahoie). Intersticialni
bunky nachazejici se mezi vrstvami epitelu jsou bunkami kmenovymi: dévaji vznik nékolika

odlinym typam bun¢k (zejména Zlaznatym, zarodecnym, nervovym a Zahavym).
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Gradient morfogeni HA a HI urcuje polaritu téla nezmara: potencidl tvorit hlavu je vzdy
vySSi u vySe lokalizovanych bunek, zatimco potencid tvorby bazani casti je vySSi u nize
umisténych bunék. Tuto pozi¢ni informaci si bunky zachovavaji, i kdyZ jsou excizovany z téla,
disociovany a reagregovany (obr. 14). Diky své extrémni regeneracni schopnosti davaji nové
preskupené agregaty bunek vznik novym chimérickym jedincam, jejichz struktury jsou
nestandardné rozmistény podle experimentalnino uskupeni bunéénych agregatt v zavidosti na

jgjich pavodni pozi¢ni informaci.

Obr. 14. Demonstrace regeneracni schopnosti, pozi¢ni informace a bunééné paméti u nezmara
(podle Miillera, 1997). Télni valec je nafezan na segmenty, jeZ jsou poté disociovany na bunécné
suspenze, které vytvori agregéty. KdyZ jsou bunééné agregaty kombinovéany v ,tripletové"
usporiédani, tvori se vybézky (chapadla) prednostné z téch bunek, které pavodne mély vyssi
pozi¢ni hodnotu (vySSi hladinu hlavového aktivétoru).
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Biochemické analyzy téla nezmara prokéazaly, Ze nejvysSi hladiny HA i HI se nachazeji u
jeho hlavy, koncentrace obou latek postupné klesgji aZ k ¢asti bazdlni. HA zigim¢ stimuluje
intersticiani bunky k déleni a diferenciaci hlavové specifickych nervovych bungk, zatimco HI je
antagonistou této diferenciace. Byly izolovany i mutanty se snizenou resp. zvySenou hladinou HA
nebo HI (obr. 15). Vysoka hladina HI vede k obtimu fenotypu sdlouhou nohou: vysSi

koncentrace HI i v bazélni ¢ésti téla blokuje tvorbu nového pupene, zatimco vyrazné nizsi
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hladina HI umozni vyvin bo¢niho pupene uz v menSim stédiu vyvoje, ¢imZz se dal§i rast
matefského jedince zastavi. Mutant se zvySenou hladinou HA se vyznacuje abnormalni

morfologii: na misté hlavy je stimulovéana tvorba vice hlav.

Obr. 15. Biotest hlavového aktivatoru (HA) a hlavového inhibitoru (HI) nezmara ze tii odlidnych
cédti tela dospélce (obrézek nahote, podle Goodwina, 1991). Obatyto morfogeny vytvéreji
gradienty: ngjvySSi koncentrace HA (peptid soZeny z deseti aminokyselin) i HI se nachézeji u
hlavového konce. Mutace geni Ucastnicich se syntézy hlavového inhibitoru nebo aktivatoru
dramaticky ovliviuji velikost téla nezmara. ZvySena hladina HI (mutant maxi, dole vlevo) vede

k obtimu fenotypu, zatimco sniZzené hladina HI (mutant mini, oznaten Sipkou) dava vznik
trpadi¢imu jedinci. Mutace geni s nésledkem vySSi syntézy hlavového aktivatoru vedou ke tvorbé
mnohohlavého téla (mutace multiheaded, dole vpravo). Podobny fenotyp Ize vyvolat i po aplikaci

diacylglycerolu (hraje klicovou roli v piijmu a predavéni signalti bunkami), fenokopie.
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Nezmar je historickym modelem (uveden do experimentani biologie v poloving 18. stoleti

Abbé Trembleym), ktery se snad diky své jednoduché anatomii, morfologii, regeneracni

schopnosti, obvykle nepohlavnimu mnoZeni, nepiitomnosti z&rodecné drédhy a prisedlym

zptsobem Zivota v mnohém podoba spise rostlinam nez Zivocichum (box. 12).

Box 12. Charakteristika modelu nezmara, Hydra.
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jednoduchy mnohobunécny Zivogich s extrémni regeneracni schopnosti

15 odlignych bunéénych typt, asi 100 tisic bunék, télo je organizovano do odlisnych struktur
uvniti enteron s Usty, hypostomem a chapadly, na opaéném konci téla je adhezni bazalni disk
sestava ze dvou listt - vngjSi epidermis (intersticidlni bunky, nematocyty, nervové a
epitelo-muskuléarni buiky) a vnitini gastrodermis, separovany nebunéc¢nou mezogleou
rozmnozovani pirevazné nepohlavni, vyjimecné i pohlavni (hermafrodit):

nemavsak zérode¢nou drahu jako jini Zivocichové

jakakoli ¢ést téla je schopna regenerace: ¢ésti téla s zachovavaji pavodni polaritu

podél apikané-bazani osy

biologickéa negativni zpétna vazba (inhibice): hlava vysila signdly blokujici tvorbu dalsi hlavy
pozitivni zp&tna vazba (aktivace): odstranéni hlavy mé za nasledek tvorbu latek,

které stimuluji tvorbu nové hlavy

identifikovany morfogeny - hlavové aktivétor (HA) a hlavove inhibitory (HI),

malé peptidy nebo lipidy, jejich koncentrace jsou nejvySSi v hlaveé

izolovany mutanty s odlisnymi hladinami HA a/nebo HI

diacylglycerol vyvolava,, mnohohlavé* fenokopie:

sdozka bunécné membrany a signani transdukce

diferenciacni potencial maji intersticialni bunky (kmenové) davajici vznik odlisnym typam
soucasti rastu a diferenciace je premistovani (pohyb) bunék

jednotlivé bunky téla jsou v prabéhu Zivota determinovany ke tvorbé urcitych télnich struktur

vétSina bunek je ireverzibilné diferencovana, napi. obranné nematocyty
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2.3 Hlistice, Caenorhabditis elegans

Padni hlistice, had’dtko (Nematoda, do vyvojove biologie uvedené Sydney Brennerem), je
po drozofile amys tietim nejpropracovangjSim Zivocisnym modelem (obr. 16). Snadna kultivace a
prahledné télo, ve kterém lIze in vivo pozorovat bunécna jadra, ho tak cini oblibenym objektem
molekuldrnich genetikti a embryologti. NejvyraznéjSim rysem nematod je vSak skutecnost, Ze
embryogeneze u nich probiha presnym, druhové-specifickym zptsobem po kaZzdou generaci.
Pozice kazdé somatické bunky muze byt rekonstruovéna skrze bunééné linie. To je umoznéno
jeho jednoduchou anatomii a vysokou presnosti, sjakou jsou bunééné linie reprodukovany.
Bunécéné linie Ize studovat s pomoci vitalnich markerd, jako jsou fluorescencni barviva, protilétky,

reportérove geny, nebo laserem odstranénych nebo zni¢enych bunék.

Obr. 16. Morfologie a anatomie dospélé hermafroditni (nahote) a samei (dole) hlistice,
Caenorhabditis elegans (podle Kalthoffa, 1996). Gonada hermafrodita mé dvé ramena: kazdé
rameno obsahuje oogonia a spermie, které se shromazd'uji ve spermotékéch. Zralé vajecné buiky
jsou oplozeny pii prachodu do vulvy vlastnimi spermiemi. Hlistice je viviparni: embryogeneze
probih& v koncové ¢ésti gonadalni trubice (uterus). Embryonani vyvoj je ukonéen uvolnénim

larvy s definovanym poétem bunék. Larva prochazi ¢tyrmi stédii separovanymi sviékanim.
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Vyvoj kazdého jedince kon¢i shodnym poétem bunék (cell number constancy).
Caenorhabditis se kultivuje na vrstvé bakterii kultivovanych na agarovych Petriho miskach,
Zivotni cyklus trva 3,5 dne, embryogeneze as 12 hodin. Haploidni pocet autozomi je 5,
hermafrodité maji navic pohlavni chromozomy XX. Prilezitostn¢, nondigunkci, vznikaji i samecci
X0 v nizké frekvenci (0,2 %), embrya XXX jsou pak letani. Vajicka hermafrodita jsou bud’
samooplozena vlastnimi spermiemi, nebo po kopulaci se sameckem. Z kiizeni hermafrodita se
sameckem vznika opét 50 % sameckt a 50 % hermafrodita. Pohlavi je tedy determinovano

systémem X/A (= 1 u hermafroditd, = 0,5 u samecku).

Antero-posteriorni polarita vajicka se stéavé viditelnou ihned po oplozeni. Casna ryhovani
jsou asymetrick& a asynchronni. Prvnim délenim vznika vétsi anteriorni blastomera (zvana AB) a
mensi posteriorni (P;). Poté se burika AB déli na své bunky dcerinné (anteriorni AB a posteriorni
AB) a buiika P; na posteriorni P, a EMS. Buitka EMS definuje budouci ventrdni ¢ést embrya a
posteriorni AB budouci dorzdni stranu. Zygota se tedy déli sérii asymetrickych déleni, pri kazdém
z nich vznika anteriorni somaticka buiika (AB, EMS, C a D) a posteriorni bunka zékladova (série
P, az P4, obr. 17).

Obr. 17. Bunééna genealogie hlistice (podle Mullera, 1997). V prubéhu larvaniho vyvoje se ze
somatickych zékladovych bun¢k (founder cells: AB, EMS, C aD) vytvégji razné typy tkani s
konstantnim poétem bunék. Tkang jsou vSak polyklonalniho pavodu. Linie bunék P (Py- Py) je

zérodecnou linii: bunka P, je progenitorem zarodecnych (pohlavnich) bungk.
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V&echny tyto bunky se déli specifickou rychlosti, ktera je proporciondni k pofadovému
¢idu bunek P a deduje i poiadi vzniku prvnich somatickych bunék. Tedy bunécna linie AB se déli
ngjrychlgji a kone¢né P,, primordidni zérode¢na bunka, negjpomalgi: jen jedinkrd v prabéhu
embryogeneze. Definovani pavodu bunéeénych linii u hlistice by mohlo znamenat, Ze kazda
z&ladova bunka dava vznik pouze urcitym bunéénym typam a Ze vSechny bunky urcitého typu
jsou odvozeny od jediné zakladové buiky. Analyza bunéénych linii viak prokézala, Ze tomu tak je
pouze u streva (bunée¢nd linie E) a zarodecnych bunek (linie P,), tato hypotéza neplati naptiklad
pro neurony a svaly. Znamena to, Ze bunky podobného typu nemusgji byt stejného pavodu a
naopak, bunky shodného pivodu mohou diferencovat ve zcela odlidné bunécné typy. S vyjimkou
procesi gastrulace nedochézi v embryu hlistice k vyraznéjSim bunécnym pohybam, nebot’ buriky
se obvykle tvoii v mistech svého pozdéjSiho uplatnéni. Na konci embryogeneze zméni embryo

vyrazné svuj tvar ze sférického na protéhly.

Embryo se vyviji v téle matky-hermafrodita. Vylihne se jako larva s 556 somatickymi
bunkami (sam¢i embryo ma 560 bun¢k) a dvéma primordidnimi zarode¢nymi buinkami. Prochézi
ctyfmi larvanimi stadii, separovanymi sviékanim, a prodlouzi se z 0,2 mm na 1,2 mm. Celé
larvélni st&dium trva 3 dny. V piipadé nepriznivych vngjSich podminek vSak maze prejit do
dlouhotrvgjiciho larvélniho stédia zvaného dauer larva. V prubéhu larvaniho vyvoje postupné
vznikgji adultni struktury ze skupiny bunék zvanych postembryondlni blastové burky. Tyto
burky jsou obdobou imaginanich ter¢ka u drozofily a vyvinou se v funkéni organy az je dosazeno
stadia dospélce. Déleni téchto blastovych bunék jsou prisné ¢asovana i orientovana jako pri
embryonanich bunéénych délenich.

Podobné jako u jinych Zivogichd, hlavnimi mechanizmy bunééné determinace u hlistice
jsou (materndlni) lokalizace cytoplazmatickych determinant a embryonalni indukce (schopnost
uréitych bunek indukovat ve svém okoli specificky typ vyvoje). Jak je popsano vyse, prvni déleni
zygoty davé vznik dvéma odlisnym blastomeram, AB a P, jgichz dal§i osud je téZ vyznamngé
odligny. Oplozené vajicko mé vyraznou antero-posteriorni polaritu, jez miZe byt dvojiho pavodu:
bud’ je preformovéna jiZz v oocytu (G¢inek materndnich gena) nebo orientace vznika podle mista
vstupu spermie. Geneticka analyza cytoplazmatickeé lokalizace v embryich prokézala klicovou roli
geni s materndnimi Geinky (par-1" aZ par-4"), jejichz mutace zpisobuji abnormality pri prvnim
déleni zygoty, proudéni cytoplazmy a segregaci granuli P (obr. 18). DalSim klonovanym
maternélnim genem, ktery hraje autonomni roli v pozdéjSim embryonanim vyvinu hltanu, je skn-

1": jeho produktem je transkripeni faktor akumulujici se v jadru bunky P; a
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Obr. 18. Segregace granuli P do zérodecnych bunék v prabéhu prvniho déleni vajicka hlistice
(podle Kalthoffa, 1996). Segregace je tizena materndnimi geny a zaciné jiz po oplozeni pii vzniku
prvnich dvou blastomer lokalizaci granuli na posteriornim konci (na obrézcich vzdy v prave ¢asti).
Vlevo jsou snimky z fézového kontrastu, vpravo odpovidajici buiiky po fluorescenéni

imunodetekci granuli P. Granule jsou predavany vyhradng v linii bunék Py ® P;.

jgjich derivatech. Jde o gen se striktné maternalnim Ucinkem, tedy protein musi byt trandatovan
z maternalng prenesené mRNA v oocytu nebo vajicku. Zrgimym antagonistou genu skn-1" je dalsi
materndni gen pie-1". Jeho normélni funkce zgjigtuje, aby bylo zabréngno tvorbe aktivniho
proteinu skn-1 v jinych bunécnych liniich nez P;. Objev U¢inku maternalnich gena a zji&téni, ze
experimentalné separované blastomery se vzdy vyvijgji podle svého pivodu, vedly k zavéru, Ze
embryo hligtice je pouhou mozaikou, kde kazda blastomera je determinovana lokalizaci specifické
cytoplazmy. Vyvoj jednotlivych blastomer je viak téZ tizen svym okolim: bunécnymi interakcemi
se sousednimi bunikami (induktivni interakce). Pokud jsou nekteré blastomery ve vyvijgjicim se
vgjicku experimentdné odstranény, muze dojit v okolnich blastomerach ke zméné vyvojového
programu (obvykle se z nich patti¢né tkané nevyvinou). Na konci larvaniho vyvoje ma dospély

¢erv celkem 959 somatickych bun¢k aasi 2 000 zarodecnych bunék u hermafrodita
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nebo 1 031 somatickych bunék a as 1 000 zarode¢nych bunék u samecka. Nervova soustava méa
302 nervovych bunek, které vznikaji ze 407 prekurzorovych, z nichz 105 se podrobi apoptoze.
Z&akladové bunky (founder cells) leZi v linii bunék P (Po-Py), podedni Py je vlastni zarodecnou
bunkou, do které se asymetrickymi délenimi ukladaji cytoplazmatické granule P. U pribuzného
cerva Ascaris zastavaji sady chromozémt kompletni jen v této zarodecné linii, zatimco somatické
bunky vznikaji asymetrickymi délenimi ztracejice urcitou ¢ast chromozomaniho materidu
(chromatin diminution, objevil Theodor Boveri). Blastomery jsou u hlistice ptisné determinovany,
nazyvaji se zakladové bunky (nikoli bunky kmenové, nebot’ Zadna dcefinna buika jiz nemé
schopnost  sebeobnovovani). Jednotlivé bunééné linie davaji vznik vice typam bunek embrya.
VétSina tkani je odvozena z neékolika zékladovych bunek, které davaji vznik téZ jingm tkanim.
Takové tkang, které vznikgi zvice (nékolika) z&kladovych bunék se nazyvai tkane
polyklonalniho pavodu. Analyzou mutanta a chirurgickymi delecemi z&kladovych bungk bylo
prokazéno, Ze kazda bunka je determinovéna nikoliv pouze cytoplazmatickymi slozkami
alokovanymi do nich v ¢asné embryogenezi (zeména mRNA), ae té& casnymi a presnymi
interakcemi mezi sousednimi buiikami. Cely genom méa minimélné 5 000 gent , 8.10” péra bazi, je
cely sekvenovan. Genetické fizeni vyvoje je u héd’dka realizovano asi 1 600 geny, mezi néz
patti i geny homeotické. Homeotické geny jsou u hlistice pouze ¢tyfi, umistény v jediném shluku.
Ugastni se jako u drozofily antero-posteriorni specifikace a plati u nich pravidlo kolinearity.

Transgenni organizmy se pripravuji mikroinjekci do gonad dospélych had’atek.

Hligtice je také unikdtnim modelem ke studiu ¢asovéni vyvojovych procesi. Bunécna
déleni u ni nastavaji v urcitych fazich vyvoje a kazda bunééna linie je charakterizovana ¢asovanim,
orientaci a symetrii buné¢nych déleni. Podobné jako jiné vyvojové procesy je geneticky fizena i
jgjich ¢asova soudednost. Prisusné geny byly identifikovany prostrednictvim jegjich mutaci, zv.
heterochronnich mutaci: zptisobuiji, Ze bunky se podrobuji typam déleni a diferenciace, které se
norméné vyskytuji v jiném vyvojovém stadiu. Heterochronni mutace jsou analogii mutaci
homeotickych. U homeotickych mutaci jde o zménu mista specifické diferenciace (napi. tvorby
orgénu), zatimco u heterochronnich mutaci jde o zménu vyvojové posloupnosti (stadia vyvoje,
jeho ¢asovani). Gradienty morfogeni mohou existovat v prostoru i v ¢ase. Casovy gradient
morfogenniho signdu miZe aktivovat nebo reprimovat odlisné geny podle své okamzité
koncentrace (obr. 19). Prikladem takového heterochronniho genu je lin-14",
jehoz mutace vedou ke zméné proteinu a zménam typu déleni bunééné linie, kterd pochézi z

postembryonalni blastové bunky T a déva vznik hypodermdnim, stfevnim a nervovym



47

Obr. 19. Mode G¢inku heterochronnich gend, které svymi produkty fidi ¢asovani vyvojovych
procesi. Tento model je zaloZen na ¢asové promeénlivé koncentraci uréitého morfogenu, ktery
zapina nebo vypina heterochronni geny. Na obrézku je zndzornéno, Ze pokud hladina morfogenu

klesne pod urcitou hodnotu, maze dojit k zapnuti resp. vypnuti exprese raznych gen.

koncentrace |

morfogenu
prahova
hodnota 1
prahovi |
hodnota 2

L= ——

zapnuti vypnuti
genu 1 genu 2

bunkam. U standardniho typu je protein lin-14 syntetizovan ¢asné v prvnim larvalnim stédiu a
bunééna déleni v linii T zatingji v prvnim a kon¢i ve druhém larvanim stédiu. U mutanta se
ztrétou funkce alel lin-14 je obdobi aktivity proteinu zkréceno: nésledkem je predcasné zastaveni
bunéeénych déleni, ke kterému norméné dochézi a7 v pozdgjSim stédiu (,predéasné starnuti®).
Ektopicka exprese genu lin-14, kterd ma za vydedek delSi aktivitu proteinu, vede k pridatnym,
opakovanym bunécnym délenim: bunécna linie se tak stava ,, permanentné mladou”. Pozorovany
vztah mezi proteinem lin-14 a specifickym bunécnym délenim naznatuje, Ze protein vytvéii casovy
gradient svysokou koncentraci na pocétku prvniho larvdniho stadia a poté spostupnym
poklesem. Protein lin-14 je lokalizovan v bunéénych jadrech a reguluje transkripci mnoha
podiizenych gena. Hladina proteinu lin-14 miZe byt ovdem regulovana i nestandardnim post-
transkripcnim procesem, prostiednictvim protismysiné RNA. U hlistice byly totiz izolovany geny
(napriklad 1in-4"), které nekéduji protein, ale jen krdtké molekuly RNA, které jsou
komplementarni k tsekam lin-14 mRNA. Casovy gradient proteinu lin-14 maZe byt tedy tvoien
inaktivaci jeho transkriptu po hybridizaci s regulacnimi molekulami RNA lin-4 (tvorba duplext).

V prabéhu vyvoje Zivocichu i rostlin vznikéd mnoho bungk, které se déle nevyvijeji, nybrz
z&konité zanikgji: tato programovand bunééné smrt (nazyvana apoptdza) ¢asto hraje dalezitou

morfogenni Ulohu. Buiky podrobujici se apoptdze vykazuiji charakteristické rysy (svradténi
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bunky, kondenzace a fragmentace chromatinu), kterymi se odliduji od bung¢k, které umirgji
néhodnou smrti (nekrozou). U drozofily, ¢lovéka a hlistice jiz byly identifikovany geny, které hraji
roli v tizeni programované smrti. Pri vyvoji hlistice dochézi u hermafrodita k fizené smrti 131 z
1090 somatickych bunék, u samecka 148 z 1179 somatickych bunék. U kazdého individua umiraji
stejné bunky, kazda vzdy v urcitém case a na urcitém misté. Programovana bunééna smrt je fizena
genetickou kaskédou zahrnujici miniméné deset genu,prevézné ozna¢ovanych ced (cell death,

obr. 20). Dvaklicové geny ced-3" a ced-4" jsou vzdy vyzadovany pro programovanou

Obr. 20. Schéma dréhy tizeni programované bunécné smrti u hlistice (podle Kalthoffa, 1997).

K iniciaci smrti dochazi po produkci cytotoxint (produkty genti ced-3" a ced-4"), které mize byt
zabrénéno produktem genu ced-9*. Mrtvé buriky jsou pohlcovany svymi sousedy (vyZzadovana
funkce genti ced-1" a ced-2") ajgjich DNA je degradovana nukledzou (produkt genu nuc-17).

ced-9°
umirajici pohleujici

I:'EIH'j t[iﬁka i & " i hl.lﬁkﬂ. "\.1
N ced-4 ~ ced— nuc-1'
|: 'I I
\__/ potatek pﬂhlcmﬂm degradace \  /

bunééné smrti : DNA -
jadro
mrivé bufiky

smrt, jak v embryich, tak i v larvéch. Odpovidaji za produkci cytotoxind, které zabijeji buiky, v
nichz se tyto substance vytvargi. Recesivni mutace gena ced-3 a ced-4 obvykle nevedou
k abnormalitam ve vyvoji, extra-piezivajici bunky se viak jiz nedéli. Velka skupina geni (véetng
ced-1" a ced-2") zpiisobuje, Ze mrtvé buiky jsou pohlceny a degradovany sousednimi buikami.
Recesivni mutace téchto gent vedou k tomu, Ze mrtveé bunky zistavaji pritomny. Vyznamnou roli
hraje ddle gen nuc-1" (nuclease deficient), ktery je nezbytny k roz&ipani DNA z jader pohlcenych
bungk. V3echny uvedené geny (vcetné neékolika dalSich) tak urcuji drahu bunééné smrti a zpasob
odstranovani mrtvych bunék. Rozhodovani, které bunky budou usmrceny a které mohou piezit, je
pod kontrolou jinych geni, zejména ced-9". Funkci tohoto genu je tedy v podstaté ochrana vSech

bunek, které nemaji byt usmrceny, pred programovanou smrti: produkt genu ced-9" inhibuje
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aktivity gend ced-3" a ced-4". Detailni analyzy prokazaly, Ze bunégna smrt je iniciovana aktivitou

genti ced-3"aced-4" v bunikéch samotnych a nikoli v burikéch sousednich.

VySeuvedené piiklady dokazuji, Ze Caenorhabditis elegans je unikanim modelovym
organizmem, na kterém byly na detailni buné¢né a molekularni Urovni analyzovéany zejména
procesy vyvoje bunéénych linii, lokalizace cytoplazmatickych determinant, funkce

heterochronnich geni a programované buné¢né smrti (box 13).

Box 13. Charakteristika modelu hlistice, Caenorhabditis elegans.
n maly genom, asi > 5 000 gent, 8 x 10 pb, byl jiZ cely osekvenovan

N jednoduchaanatomie, prahlednost téla, snadna kultivace, krétky Zivotni cyklus (3,5 dne,

z toho embryogeneze 12 h)
N definované bunéené linie, konstantni pocet bunek
N pohlavni determinace X/A = 1 ® hermafrodit, X/A =0,5® sametek
N hermafrodit (2n = 10, XX) ma 959 somatickych bun¢k a asi 2 000 zérodecnych bungk

N samecek vznika vzéacné (0,2 %) nondigunkci X (2n =9, X0), ma 1 031 somatickych bun¢k a

asi 1 000 zérodecnych bunek

N embryo se vyviji v téle matky - hermafrodita, uvolnéna larva ma 556 somatickych bun¢k a 2

primordiéni bunky zarode¢né

N zakladové bunky leZi v linii bun¢k P (P, - P,), podedni P, je zarode¢nou bunkou, do které se

ukladaji cytoplazmaticke granule P
N tkén¢ jsou polyklonadniho ptivodu (vznikaji vZdy z vice z&kladnich bunek, founder cells)

N bunky jsou determinovany cytoplazmatickymi sloZzkami, alokovanymi do nich v ¢asné
embryogenezi, a bunéénymi interakcemi

N model studia apoptdzy, asymetrického déleni, heterochronnich gent, determinace pohlavi a
kompenzace davky gena vazanych na chromozom X

N vyvoj jetizen asi 1 600 geny, véetné homeotickych (4, umistény ve shiuku, plati pravidio

kolinearity, U¢astni se antero-posteriorni specifikace embrya)
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2.4 Octomilka, Drosophila melanogaster

Vyvoj drozofily je velmi specificky, ale piesto se stala jedinetnym modelem vyvojové
genetiky diky Srokému zazemi genetickych poznatkt, kréatkému Zivotnimu cyklu a snadné
manipulaci. Drozofila ma 4 pary chromozéma, k rekombinaci dochézi jen pii vzniku samicich
zérodesnych bungk, nikoli u saméich. Haploidni genom ma 1,65 x 10 pb (asi dvacetina lidského
genomu). K oplozeni dochazi v oviduktu, vajicko je tedy kladeno jako diploidni (obr. 21).

Obr. 21. Zivotni cyklus mouchy drozofily. Oplozeni se odehrava v oviduktu a sami¢ka klade
oplozena vajicka, ktera se vyvijeji pres larvu (se tiemi instary) a kuklu v dospélé jedince. Casné
embryo (dole) ma syncytidni charakter a diky projevu genti s materndnimi G¢inky mé jiz rozlisené

z&kladni osy budouciho téla (podle Goodwina, 1991).
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Obr. 22. Embryondni vyvoj drozofily zahrnuje ryhovani vajicka (faze 1-4), gastrulaci a
segmentaci (5-10), vylihnuti larvy (11) atvorbu dospélce (12), podle Millera (1997). Pocatecni
ryhovéni vajicka je jen superficiani, prvnimi oddélenymi buiikami jsou buriky polové, kterétvori
z&rodecnou linii. V prabéhu gastrulace vznika podélny zarodecny prouzek, ktery se prodluzuije,
takZe posteriorni konec embrya se nachézi pobliz hlavy. Gastrulace nastéva procesem invaginace
na ttech mistech (head fold, invagination anterior ainvagination posterior). Na ventrani strané

vznikd,, primitivni zahyb*, do kterého se vchlipi buiiky mezodermu a nervova trubice.
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Ryhovani vgjicka drozofily je bez bunééného déleni (¢asné embryo je tedy mnohojaderné,
zpocétku pravidelné rozmisténé syncytium, obr. 22). V prabéhu 9. mitotického cyklu (kazda
mitéza trva jen 9 minut) jadra migruji k povrchu vajicka (zvanému periplazma) a tvori se tak
syncytialni blastoderm. Na posteriornim polu embrya se néktera jadra obali plazmatickou
membranou a tvoii prvni odliSené bunky (polové): jsou to buriky zarodeéné, pozdéji se vyvinou
v oocyty nebo spermatozoa uvnitt pohlavnich orgénu. Po 14. déleni jader se vytvori kolem jader
v syncytidnim blastodermu bunééné membrany, bunéény blastoderm. Vnitiek embrya je vyplnén
vyzivovym Zloutkem snekolika jadry. Embryo se poté proméni v mnohovrstevnou strukturu
procesy ohybéni, expanze a kontrakce odlidnych oblasti bunécné vrstvy (prvni je vyrazny zéhyb
oddélujici budouci hlavu). Vydedkem téchto procesi je segmentované stadium zarodeénym
prouzki (8 hodin staré embryo): také se vytvargi vnitini struktury jako stfevo, nervovy systém a
svalovina. Zakladni plan téla je jiz viditelny: anterorné-posteriorni osa, dorzalné-ventrani osa a
¢lankovana struktura. Po dalSich 14ti hodinach vyvoje se vylihne larva prvniho instaru (instar je
stadium larvalniho vyvoje hmyzu mezi dvéma sviékanimi), doZend zvyraznych clanka
(oddélenych piepézkami). Tyto ¢lanky se od sebe lisi, Stihlé hrudni (thoracic segments, T1 az T3)
az Siroké zadeckové (abdominal segments, A1 az A8). Na pridi téla je ¢ast hlavova (H), na konci

kauddni (C). Larvaroste, pak se zakukli, podrobi metamorféze, ktera Usti v dospélou formul.

Obr. 23. Vyvin vgecné bunky v mateiském folikulu drozofily (podle Goodwina, 1991). Vzhledem
k asymetrické pozici vyZivovych bunek u anteriorniho pélu dochézi k nerovnomeérné distribuci
produkta (mMRNA) geni s maternalnimi Gcinky ve vajecné bunce. Po oplozeni dochézi k trandaci

téchto mRNA a ke vzniku antero-posteriorni a dorzo-ventrani osy embrya.
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Genetické tizeni embryogeneze drozofily bylo jiz zvelké ¢ésti objasnéno. V ¢asové

posloupnosti se prvné uplatiuji maternani geny urcujici za&kladni télni osy a poté geny zygotické

sulohou roz¢lereni téla na segmenty a jejich specifikaci. Geny maternalniho Géinku jsou

transkribované ve vagecniku matky, pak transportované jako ribonukleoproteinové ¢astice do

oocytu atrandatované v proteiny poté, co je oocyt fertilizovan a nakladeno vajicko (obr. 23, 24).

Obr. 24. Gradient proteinu bicoid v ¢asném embryu drozofily (podle Goodwina, 1991). Prisludna

MRNA je ptitomna v anteriorni oblasti oocytu jiz pied oplozenim. K jeji trandaci v3ak dochézi az

po fertilizaci. Protein se akumuluje v anteriorni ¢ésti raného embrya a poté difunduje smérem

k posteriorni ¢ésti, takZe vznika gradient, ve kterém koncentrace proteinu bicoid exponencidlné

klesd. Asi ve dvou tietinach délky téla smérem od anteriorniho konce jiz dosahuje hodnot

podprahového nefunkéniho pozadi (horizont@ni preruSované céra).
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Materndlnich geni je zndmo aespon 30, vytvargi gradienty morfogenid, ¢imz uréuji zékladni
architekturu embrya: patii sem geny fidici anterorné-posteriorni polaritu (anteriorni skupina s
genem bicoid, posteriorni skupina s geny nanos a oskar a termindni skupina s geny torso a caudal)

ageny ridici dorzo-ventralni polaritu (napt. dorsal atoll, obr. 25).

Obr. 25. Dynamika projevu materndnich geni v zaloZeni antero-posteriorni a dorzo-ventralni
polarity v syncytialnim a buné¢ném blastodermu drozofily (podle Mllera, 1997). Gradient
produktu maternalniho genu bicoid (bcd) urcéuje anteriorni pol: nejvysSi hladina proteinu
determinuje budouci hlavu a hrud’ (vlevo). Produkt genu spatze je sekretovan na ventrani strané

s

dorsal, coz vede k redistribuci proteinu dorsal na ventrani stran¢ (pticné fezy, vpravo).

folikulus
oocyt

sekretovany
bed mRNA taktor spitzle
receptor toll
faktor
TN
‘e
SO
gradient proteinu bicoid gradient proteinu

v jadrech blastodermu dorsal v jadrech




55

Protein bicoid je transkripénim faktorem a ma a-helix-otacka-a-helix doménu odvozenou
z homeoboxu genu bicoid. Touto doménou se véZze na promotory jinych gend, tj. aktivace
podiizenych geni embrya - geni zygotickych. Gradient proteinu bicoid tak poskytuje pozi¢ni
informaci. KdyZ je genetickou manipulaci zvySena hladina proteinu bicoid, anteriorni ¢ast téla je
Vétsi, tj. rozhrani mezi hlavou a hrudi je posunuto smérem dozadu (obr. 26). Posteriorni oblast
téla je determinovana produkty geni nanos a oskar. Ne v3echny tyto geny vsak koduji
transkripcni faktory (napt. protein nanos se na DNA nevaze, nybrz suprimuje trandaci nékterych
MRNA na ribozOmech nebo torso je transmembranovy protein douZici jako receptor pro
extracelulérni signalni molekuly).

Obr. 26. Gradient distribuce proteinu bicoid v embryu drozofily (podle Mllera, 1997).
Koncentrace proteinu bicoid specifikuje pozici arozmery hlavové a hrudni oblasti. Jestlize je
genetickou manipulaci snizen (viz jedina funkéni alela) nebo naopak zvySen (viz ¢tyti funkeni
alely) pocet aktivnich ael genu bicoid v materském jedinci (folikulu), dochézi ke zvySeni hladiny

proteinu atim i ke zkréaceni resp. prodlouzeni hlavové a hrudni oblasti.
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Geny s materndlnim Gcinkem hrgji roli pri rané diferenciaci embrya u vétdiny Zivocisnych
druht (napt. hlistice, drozofily nebo jeZzovky), recentné byly identifikovany i u rostlin. Ovéteni,
zda jde vskutku o gen s materndnim Ucinkem, Ize provést na zakladé kiizeni mezi recesivnimi
mutanty. Jedinci - homozygotni mutanty - se vyvijgi zcela normang, avdak jgich samicky (bez
ohledu na genotyp samecka) davaji vznik abnormanim embryim (piislusnd mRNA neni ve folikulu

tvoiena a tudiz ani transportovana do vyvijejicich se oocyta, obr. 27).

Obr. 27. Obecné schéma projevu dédi¢nosti recesivni mutace genu s materndnim tcinkem u
drozofily (podle Albertse et al., 1994). Mutace se projevi na abnormanim vyvoji embrya pouze
tehdy, kdyZ jeho matka je homozygotnim recesivnim mutantem (m/m).
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Produkty maternalnich gent spoudtéji funkce geni zygotickych, které kaskadovym,

hierarchickym zpusobem tidi dali diferenciaci embrya (obr. 28).

Obr. 28. Casovéa souslednost exprese genti, které hraji klicovou roli pii tvorbé zékladniho t&niho

plédnu drozofily (podle Millera, 1997). Plan je zaloZen produkty gent s maternanim Gc¢inkem,

které determinuiji hlavni télni osy aindukuji expresi zygotickych gent velkych mezer. Tyto geny

definuji Sirsi teritoria a zapingji geny parového Gcinku, které jsou exprimovéany v aternujicich

prouZcich, které zhruba urcuji budouci télni ¢lanky. Natyto geny navazuiji geny Fidici orientaci

¢lanki a konecné geny homeotické, které definuji specifitu aidentitu jednotlivych ¢lanka.

materndlni geny 1 i
urfujici télni osu 3 i
{ maternal polarity genmes )

zygotické geny definujici
firsi teritoria
( gap genes )

geny pdrového déinku
preduréujici &ldinky
{ pair-rule genes )

geny tvorby a orientace homeotické geny definujici
télnich Elanki specifitu jednotlivich Elinki
{ segmenit polarity genes ) { homeotic genes)

. Geny maternalniho u¢inku:

- geny fidici anterorné-posteriorni polaritu - anteriorni (bicoid), posteriorni (nanos a oskar)
atermindni skupina (torso a caudal)

- geny fidici dorzo-ventralni polaritu (dorsal atoll)

. Geny ridici ¢lankovani téla:

geny velkych mezer (hunchback, Krippel, Knirps)

geny parového pravidla (even skipped, fushi tarazu)

geny polarity ¢lanki (engrailed)

. Geny odpovédné za identitu ¢lankid - homeotickeé geny:

Antennapedia complex, ¢lanky hlavy a hrudi

Bithorax complex, ¢lanky hrudi a zadecku

. Geny ridici tvorbu kompletnich organi: eyeless, tvorba dozeného oka
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Geny ridici ¢lankovani téla. Pri embryogenezi vznikaji ngjdiive tzv. parasegmenty, které
piesné neodpovidaji budoucim ¢lankam: jeden parasegment vzdy zahrnuje posteriorni ¢ést
budouciho segmentu a anteriorni ¢ast nasedujiciho-posteriornino segmentu. Segmentace probiha
postupné, mnoho proteina se v ni G¢astnicich jsou transkripéni faktory, které nejsou exprimovany
podél osy téla rovnomeérné, ale v prostorové omezenych expresnich zénéch. Tyto zony jsou
nejdiive Siroké, pak se zuzuji v mensi, zato viak pocetnéjsi pruhy (bands). Celkem je znamo asi

25 geni, které se podilgji natvorb¢ budoucich segmentu, déli se do nésledujicich skupin:

1. Geny velkych mezer - pasobi v Srokych, prekryvajicich se zénach (pi. hunchback, hb
- ,zadni hrbol“, Kruppel, kr - ,mrz&k", Knirps, kni -, panenka), jejich mutace zpasobuji chybéni
nékolika po sobé nasledujicich skupin parasegmentt (obr. 29). Exprese gent gap je nasedovana

expresi parovych gen.

Obr. 29. Uloha segmentacnich gent velkych mezer (gap genes) ve vyvinu embrya drozofily (podle
Goodwina, 1991). Mutantni alely genii velkych mezer mohou zptisobovat chybéni rozsahlych
¢é&sti larvalniho fenotypu. Znazornéna mutace Krippel vede k deleci celé stiedni ¢asti (nékolika
¢lanki) embrya (nahoie). Metodou RNA/RNA hybridizace in situ bylo prokézano, Ze transkripty
genu Krippel se v normédnim embryu vyskytuji praveé v této ¢ésti téla (dole).

uﬁ_ax /
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2. Geny parového pravidla - embryo jeté neni celularizovano, avsak budouci
segmentace je jiz pritomna jako opakujici se prouzky genové exprese v embryondnich jadrech.
Parové geny jsou exprimovany v usporadani sedmi prouzka s aternujicimi segmenty: vzdy jeden
vertikélni prouzek jader gen exprimuje, za nim nésedujici prouzek nikoli. Napiiklad gen fushi
tarazu je exprimovan v sedmi lichych parasegmentech, zatimco even skipped je exprimovan

v sedmi sudych parasegmentech: embryo bude tedy tvorit celkem 14 ¢lanka (obr. 30).

Obr. 30. Uloha segmentacnich genti parového Gcinku (pair-rule genes) ve vyvinu embrya
drozofily (podle Goodwina, 1991). Tyto zygotické geny navazuji na projev gena velkych mezer a
jgjich mutace mohou vést k delecim télnich ¢lankt pravidelné rozmisténych vzdy v péarech.
Napiiklad mutace genu even-skipped (,sudé skakgjici*, nahoie) vede k absenci sudych télnich
¢lanki, zatimco mutace genu fushi tarazu (,,liSe skékgjici*, uprostied) ma za ndsledek chybeni
lichych ¢lanka. Detekce transkripti (RNA/RNA hybridizace in situ) genu parového Gcinku

ukazuje typické pri¢né pruhovani embrya, odpovidgjici expresi v kazdém druhém ¢lanku (dole).
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3. Geny polarity segmenta - pasobi aZ po ustaveni stadia bunééného blastodermu,
rozdéluji raizné segmenty na mensi prouzky, hraji Ulohu ve tvorbé viditelnych rozhrani mezi
jednotlivymi segmenty (obr. 31). Napriklad protein engrailed, ,,zGZeny, s dekorovanymi okrgji“- se
vyskytuje ve 14 Uzkych prouZcich pouze o nekolika bunkéch, jeho neptitomnost vede k tomu, Ze
posteriorni ¢ast kazdého segmentu je nahrazena duplikovanou a obracené orientovanou anteriorni

Césti segmentu (zrcadlove).

Obr. 31. Casovéa souslednost exprese segmentacnich geni v larvé drozofily (podie Miillera, 1997).
Ve vytezu ¢tyt za sebou jdoucich ¢lanku téla (nahote) jsou v grafech vyjédieny hladiny proteina
kddovanych geny polarity segmenti en (engrailed, ,,dekorované okraje") awg (wingless,
»bezkiidly*) a geny parového pravidla eve (even-skipped, ,sudé skakgjici*) aftz (fushi tarazu,
»liSe sk&kgjici*). Hranice mezi produkty genti wg a en uréuji hranice mezi parasegmenty. Ze
schématu vyplyvaji vzgiemné interakce produkti segmentacnich gent. Gen engrailed je
exprimovan, jen kdyZ bunky obsahuji vysoké hladiny proteina parového pravidla (even-skipped
nebo fushi tarazu). Gen wingless je naproti tomu exprimovan, kdyZ bunky neobsahuji zadny

produkt gend parového pravidla
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wg en wg en wg en
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4. Homeotické geny. Tvorba ¢lanki téla je fizena produkty segmentatnich gend, které
maji dudni funkci v pribéhu embryonaniho vyvinu. Za prvé, tidi poc¢atecni déleni embrya na
parasegmenty. Za druhé, hraji klicovou roli v organizaci nervového systému v pribehu dalSiho
vyvinu. U hmyzu se v3ak vétsina télnich ¢lanki (segmentt) lisi ve velikosti, pigmentaci atd. Tyto
segment-specifické znaky jsou specifikovany homeotickymi geny. Podobné jako segmentacni geny
maji homeotické geny dvé hlavni funkce. Od stadia blastodermu se podileji na specifikaci celkové

stavby téla. Pozdgji take hrgji urcitou roli v organizaci nervového systému. Homeotické

Obr. 32. Homeotické transformace jako fenotypové projevy mutaci homeotickych gent u
drozofily (podle Mllera, 1997). Gen Antennapedia (z komplexu ANTP-C) specifikuje ¢lanek
mesothoraxu, ktery nese jediny pér kiidel. U dominantniho mutanta Antennapedia je gen
exprimovan také v hlave, coz vede k tomu, Ze ¢ésti hlavy jsou transformovany ve ¢lanky hrudi: na
hlavé se vytvoii namisto tykadel dalSi par nohou (obrazek nahore); ¢lanky hrudi pritom zastavaji,
tj. nesou nohy. Naproti tomu u homozygotni recesivni mutace Antennapedia neni v hrudi
piitomen piisludny protein a namisto nohou se vyvijgji tykadla. Mutace genti z komplexu bithorax
mohou vést ke tvorbé druhého péru kiidel natietim ¢lanku hrudi, kde se normang vyvijegji
kyvadélka (obréazek dole); dochézi tak k obnoveni evolu¢né pavodniho stavu dvou pari kiidel u
hmyzu (atavizmus).
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geny (homeotic selector genes or homeotic master genes) determinuiji, jaké specidni ¢lanky téla
se vytvori. U drozofily jsou dvé skupiny homeotickych gent. Prvni se nazyva Antennapedia
complex (Antp-C), druhd je bithorax complex (BX-C), oba dohromady tvoii HOM complex. P&t
geni Antp-C je exprimovany v ¢lancich uré¢enych ke tvorbé hlavy a hrudi, tii geny BX-C jsou
exprimovany ve hrudi a zadectku. Defekty vtéchto genech mohou vést k homeotickym

transformacim (obr. 32): morfologicky spravna struktura je tvorena na nepravéem misté.

Geny Antp-C a BX-C jsou usporadany na tretim chromozému, jeden za druhym. Jgjich
poradi na chromozdému zhruba odpovida poradi jeich ¢asové a prostorové exprese (obr. 33).
Toto pravidlo kolinearity (Edward Lewis, 1963) ma nejasny vyznam, ae bylo popsano i u
dalSich Zivocisnych kmeni véetné savel. Lewis se domnivd, Ze vsechny homeotické geny vznikly
z jednoho ancestrdniho genu procesem duplikace a modifikace (dikazem muZe byt pritomnost
vysoce konzervativni sekvence DNA - homeoboxu). Homeotické geny jsou exprimovany
regiondné a specifikuji znaky ¢lanka téla. Jgich exprese je fizena Gap geny, Pair-rule geny,

Polycomb geny ainterakcemi (produkty homeotickych genti) mezi sebou.

Pri dedovani téla drozofily od hlavy dozadu lze prvné ngjit proteiny Antp-C. Prvni
proteiny BX-C se detekuji v zadni ¢asti hrudi. V koncové ¢asti zadecku je pritomno nékolik
proteind HOM komplexu, nejabundantnéjsi je posledni v poiadi z BX-C gena. Zvy3end hladina
BX-C transkripta v posteriorni ¢asti téla je povazovana za dusedek klesgjici koncentrace
suprimujicich genovych produktt, gena polycomb (Pc) a extra sex comb (esc). Tyto proteiny jsou
abundantngjsi ve hrudi nez v posteriornim abdomenu. Polycomb patii mezi ,,uml¢ujici“ proteiny,
tzv. chromatin-organiziing modifier or chromo-domain. Tyto proteiny se vd7ou na DNA a
zpusobuiji jgji vySSi kondenzaci (kompresi), maji umi¢ujici Gcinek. Polycomb je drozofilou uzivan
k umi¢ovani gent v priabehu vyvoje, napi. suprimuje expresi abdomen-specifickych homeotickych
geni v anteriorni ¢asti téla. Defekty v polycomb genu mohou mit za nésledek transformaci
segmentt hrudi v segmenty abdominalni. Proteiny typu polycomb (s chromo-doménou a umléujici
funkci) byly nalezeny i u savca (napt. soucést fakultativnino heterochromatinu chromozomu X)
nebo uml¢ovani homeotickych geni u rostlin.

Podobné jako bicoid protein, vétSina proteini kddovanych segmentacnimi a homeotickymi
selektorovymi geny obsahuje DNA-vazebnou doménu, napt. doménu zinkovych prsta (zZinc finger
domain, pt. hunchback) nebo homeodoménu (helix-loop-helix) z homeoboxu piislusného genu).
Diky témto doménam tyto proteiny funguji jako transkripeni faktory fidici své podiizené geny.

V ¢asné embryogenezi je sputéna hierarchicka kaskada genové aktivace, kterou
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Obr. 33. Schematické usporadéni a expresni domény homeotickych geni drozofily demonstrujici
Lewisovo pravidio kolinearity (podle Millera, 1997). Homeotické geny (homeotic selector genes)
jsou lokalizovény na tietim paru chromozomu ve dvou shlucich. Komplex Antennapedia (ANTP-
C) obsahuje pét gent exprimovanych ve ¢lancich hlavy a hrudi, zatimco tfi geny komplexu
bithorax (BX-C) jsou exprimovany v hrudi a zadecku. Poradi geni podél chromozomu odpovida

poradi oblasti jgjich exprese podél antero-posteriorni 0sy.

Casné exprimované geny zapingii nebo vypingi baterie podtizenych gena, které maji byt

exprimovany pozdgji.

Molekularni analyza genu podilgjicich se na struktuie téla u drozofily ukazala, Ze mnoho z
nich sdili konsensus-sekvenci 180 nukleotidi, kterd byla nazvana homeoboxem (protoze byla
prvné nalezena u homeotickych genti). Nyni byly homeoboxy nalezeny ve vSech homeotickych
genech drozofily a také u mnoha jinych gent podilgjicich se na tvorb¢ télni struktury. Homeobox
je umistén blizko 3' konce genu, ktery kéduje karboxylovy konec proteinového produktu.
Proteinova doména kédovana homeoboxem se nazyvd homeodoména. Sekvencni srovnavani
odhalila dva vyznamné rysy proteini obsahujicich homeodoménu: (1) Tyto proteiny se vyskytuji
ve viech eukaryotech - kvasinkach, rostlinach a vdech kmenech Zivogichu. (2) Kazdy druh tvori

nékolik homeodomeén-obsahujicich proteint, které vzdy funguiji jako transkripeni faktory.
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Podobnost homeodomén u odliSnych druhtt a u odlisnych proteini téhoz druhu je
zarézejici. Konzervativnost homeodomeény a jeji funkce jako transkripéniho faktoru naznatuje, ze
hlavni vlastnosti tohoto proteinu je vazba na specifické sekvence DNA. Homeodoména je

charakterizovana ttemi a-Sroubovicemi, I, Il alll.

Geny Fidici tvorbu kompletnich organa. U drozofily byl detekovan ,,bezoc¢ny” mutant a
klonovan piidusny gen, eyeless (,the master gene*). Kdyz byla funkeni alela tohoto genu
exprimovana v imaginalnich terccich, které mely dat vznik tykadlim, nohdm nebo kiidlam, vznikly
mouchy s extra ocima na tykadlech, nohou nebo kiidlech. Je to zigime¢ v historii poprveé, kdy se
podarilo dosdhnout um¢lé indukce organové tvorby, nikoli transplantaci tkang, ae fizenou

ektopickou expresi genu (obr. 34).

Obr. 34. Ektopicka exprese intaktniho genu eyeless v imagindlnich terécich kridel, nohou a
tykadel vede ke tvorbé malych pridatnych sloZzenych oci (podle Millera, 1997). Byl zkonstruovan
avnesen do vajicek chiméricky gen eyeless tak, aby byl exprimovan pti metamorfoze

v imagindnich ter¢cich. Tercek stimto konstruktem determinovany napiiklad ke tvorbé nohy
ektopicky exprimuje gen eyeless, coz vede ke tvorbé nohy s pridatnym okem. Takto byli
vytvoreni i jedinci se 7 pary nadpocetnych oci. Tyto oc¢i viak nejsou funkéni, nebot’ jejich tvorba

neni provazena pridusnymi nervovymi spoji.
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Na ptikladu drozofily je demonstrovano, Ze vyvoj je hierarchicky organizovanym
procesem. Nejdiive jsou zaloZena zékladni, globani prostorova uspoiadani (patterns) a detailngjsi
struktury jsou tvoreny poséze v zékonité sousednosti. Z&kladni uspoiadani podél antero-
posteriorni osy je dano proteinovymi produkty materndlnich gend, které jako prvni vykazuji
stabilni distribuci v raném embryu. Potom nédeduje role produkta gent gap, které vykazuji
Gcinky jen ve vymezenych oblastech. Po nich produkty gent pair-rule a segment polarity
nésledovné pusobi ve vymezenych oblastech podél anterorné-posteriorni osy, findni roli ve

specifikaci ¢lanka hraji geny homeotické, popr. i geny spoustéjici tvorbu celych organa.

U vétSiny Zivocisnych druhia se z vylihnutého vajicka nevylihne primo jedinec podobny
dospélci, nybrz juvenilni stddium se postupné - metamorfozou - remodeluje. Metamorféza se
piedstavuje zésadni restrukturalizaci téla (nékdy nazyvand ,druha embryogeneze") z juvenilniho
stadia v adultni, ¢asto spojené i se zmeénou zpuasobu Zivota. Z oplozeného vagjicka se po ukonéeni
embryogeneze vylihne larva (juvenilni jedinec), kterd se postupné pretvaii v dospélce. Proces
metamorfézy obvykle zahrnuje (a) destrukci specifickych larvalnich struktur, (b) adaptaci tkani
perzistujicich do dospélosti (napt. nervovy systém) a (c) vyvoj novych adultnich struktur (napf.
kiidel u hmyzu nebo plic u obojzivelnikt). U hmyzu rozeznavame dva zakladni typy metamorfozy
larvy (obr. 35): vyvoj hemimetabolicky (larva, zvand nymfa, je jiz podobna dospélci) a vyvoj
holometabolicky (larva, zvand housenka, obvykle dospélci nepodobnd, prodélava nékolik stadii
se svlékanim a jgjim podednim stadiem je kukla, kde dochazi ke dramatické promeéne téla; sem

patti i octomilka).

Struktury téla dospélce nepochézeji z celého ¢lanku, kterému odpovidgji, ale ze
specidlnich skupin bunek, které jsou piitomny uz v larvé a které tvori struktury zvané imaginalni
teréky (imaginal discs, obr. 36). VSechny epidermalni derivaty dospélce (pi. kiidla, nohy, hlava,
oci, genitdlie) jsou odvozeny ze specianich imagindnich tercka (napt. jsou tii pary ,noznich®
terckd, vzdy po jednom v kazdém ze segmentt hrudi, které daji vznik Sesti nohdm dospelé
mouchy). Ter¢ky jsou relativné jednoduchymi strukturami: bunky, které je vytvérgi, se stévai
predur¢enymi (committed) k tomuto procesu brzy po tvorbé bunééného blastodermu. Na zacéatku
larvaniho vyvoje kazdy terc¢ek predstavuje skupinu (nest, ,hnizdo“) asi 20 bunék, na pocatku
metamorfozy (v kukle) jich jsou uz desetitisice. Podobn¢ jako segmentacni procesy, vyvoj napr.
koncetiny z tercku probih& hierarchicky. Nejdrive nastane v tercku obecna specifikace v teréek
nohy, pak nastava progresivni vyvoj ¢é&sti nohy a tvorba jegjich detailni struktury. Skutecny tvar

koncetiny vSak vznika az pti metamorfoze.
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Obr. 35. Dva hlavni typy individudiniho vyvoje u hmyzu: hemimetabolicky (druhy s proménou
nedokonalou) a holometabolicky (druhy s proménou dokonalou), podle Gilberta (1988).

hemimetabolicky vyvoj holometabolicky vyvoj
( kobylka ) ( motyl )
larva = nymfa larva s instary = housenka,

stddium kukly
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Imaginalni tercky je mozné transplantovat z jednoho mista larvy do jiného. Je mozne téz
transplantovat fragmenty terc¢ki a na zakladé tvorenych struktur konstruovat mapy osudu oblasti
teréku (fate maps, obr. 37). Napt. stiedni ¢ést tercku dava vznik distalni ¢asti koncetiny (tarsal
segments, nart) a postupné k povrchu ter¢ku (tibia, holen, a femur, stehno) az vnéjsi vrstva da
vznik proximalni coxa (kycel), prvni ¢lanek koncetiny v hrudi. Po metamorfoze larvy nastévaji dva
mozné vysedky: jeden fragment zcela regeneruje, dava vznik Gplnému tercku, ktery tvori vdechny
struktury dospélce. Naproti tomu druhy fragment tvori pouze zrcadlovy obraz sebe samého,

duplikace. Pokud jsou ter¢ky prenaSeny ze starsiho embrya do mladSiho, ato nékolikrét

Obr. 36. Imagindlni tercky drozofily (podle Mllera, 1997). Uvniti larvy vznikaji tercky
(skupiny bunék ve v&cich epitelu) jako zaklady budoucich organi. Télo imaga je mozaikou

expandovanych imagindnich tercka. Jednotlivé tercky jsou determinovény ke vzniku odlidnych

organd.
L =) : if.
labium clypeo- dorzalni tykadlo noha kiidlo kyvadélko genitalni

prothorax + oko
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za sebou, a poté se podrobi metamorféze v kukle, mize v nékterych piipadech nastat homeoticka
transdeterminace (ziggmé v ni hraji roli homeotické selektorové geny): piechod z jednoho
determinovaného stavu na jiny (napr. ter¢ek kiidla d& vznik oku nebo noze). Obvykle s viak
touto cestou klonované ter¢ky svou determinaci zachovavgji: stav determinace je dédén a
udrZzovéan po mnoho bunéénych generaci (= bunééna dédi¢nost, pamét’). Bylo zji&téno, Ze ¢asti
tercku maji po disekci gradient vyvojové schopnosti smaximem v oblasti A (tj. priblizné
uprostied tercku), odtud ve vSech smérech k periferii ter¢iku klesh. Oblasti teréku s vySSimi

hodnotami vyvojové kapacity mohou regenerovat oblasti s nizSimi hodnotami, nikoli viak naopak.

Obr. 37. Schematicka mapa osudu bunék imagindniho teréku prvni nohy drozofily zkonstruovana
na zéklad¢ transplantacnich studii (fate map; podle Goodwina, 1991). Vnitini vrstvy bungk tercku
jsou determinovény ke tvorbe distalnich ¢asti nohy, zatimco vngjsi vrstvy bunék dévaji vznik
¢éstem proximanim. Po experimentanim odstranéni ¢ésti teréku dochézi bud’ k jeho Uplné
regeneraci (a podézei ke tvorbé¢ kompletniho organu) nebo k ektopicke regeneraci, kdy fragment
tercku vytvori jen svij zrcadlovy duplikét. Sérioveé prenaSeni imagindnich tercka do mladSich
embryi miZe vést k metamorfoze teréku z jednoho stavu determinace do jiného stavu podle své
nove polohy (napt. misto nohy se vytvoii kiidlo). Tento jev se nazyva transdeterminace a souvisi

se zmeénénou expresi homeotickych gent.

proximéalni .
konec

distalni
konec
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Drozofila se stala objektem biologickych studii jiZz pied sto lety (Thomas Hunt Morgan) a
dnes je zakladnim modelem molekularni i vyvojove genetiky (box 14).

Box 14. Charakteristika modelu octomilky, Drosophila melanogaster.

N z&kladni model genetiky eukaryot, embryogeneze,
studia materndlnich a homeotickych gent,
polytennich chromozomu, determinace pohlavi (X/A),
pozitivni kompenzace davky geni nesenych chromozémem X a
pozi¢né-variegacniho efektu (PEV)
N ma4 pary chromozéma (samicky 2n = 8, XX, sametci 2n = 8, XY),
rekombinace probihajen u samicek, relativné maly genom (C = 1,65 x 10° pb)
N vyvoj je velmi specificky, stala se modelem diky Sirokému zédzemi mutacni genetiky,
krétkému Zivotnimu cyklu a snadné manipulaci
N k oplozeni dochézi v oviduktu, vajicko je kladeno jako diploidni, ryhovani je superficidlni
(mnohojaderné syncytium, pozdgji syncytiani a buné¢ny blastoderm)
N vgjicko je vlivem geni s materndnimi Ucinky polérni, rand embryogeneze je fizena
maternanimi produkty (mRNA), pak se hierarchicky uplatiuji geny zygotické
N na posteriornim polu tvori jadra zéhy prvni odliSené buiky (polové, zarodecné),
které se vyvinou v oocyty nebo spermatozoa
N embryo se proménuje v mnohovrstevnou strukturu procesy ohybéni, expanze a kontrakce:
segmentované stadium zarodecnym prouzku, vznika zékladni plén téla:
anterorngé-posteriorni 0sa, dorzané-ventralni osa a ¢lankovana struktura
N na pridi télavznika ¢ast hlavova (H), pak odlisné ¢lanky hrudni (T1 aZz T3) a
zadeckové (Al az A8), nakonci kaudalni (C)
N vyvoj vajicka pres larvu se ¢tyimi instary a kuklu (metamorfoza),

z&klady organu vznikaji v imagindnich ter¢cich
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2.5 Jezovka, Lytechinus variegatus

Motské jezovka (Echinodermata) je historickym modelem vyvojové biologie: jiz koncem
minulého stoleti na ni byla provadéna prvni fertilizace vajicek spermiemi. Jezovka je dodnes
vyuZivana ke studiu procesi oplozeni a ryhovani (véetné mikrochirurgickych zasahi), nikoli vSak
ke studiim genetickym (dlouha generacni doba, obtizna kultivace larev). Vgjicka jsou mala a
priahledna a protoZze oplozeni je vr¢jsi, je mozné (vysoce synchronizovany) vyvoj vajicek
pozorovat primo pod mikroskopem. Vyvoj trva 1 az 2 dny, kdy se z vgjicka vylihne larva. Vnitini
struktura vajecné burky je polarizovana podé animalné-vegetalni osy. Animalni pdl je pritom ten
konec vgjicka, kudy z n¢j po meidze vychazeji polarni bunky (sesterské buiky vajicka), které
posléze zanikgji. K tomu dochazi (na rozdil od savct) jiz v materském vajecniku. Haploidni jadro
vagecné bunky se nachédzi vzdy pobliz animéniho pélu. Vaecna buika se aktivuje vstupem
spermie. Zacingji prvni bunééna déleni (ryhovani), kdy z vajicka postupné vznikaji mensi buiky,
aniz by dodo kwvétsim zménam celkového objemu. Vgicko se podrobuje synchronnimu,
radidnimu, holoblastickému ryhovani az do stadia blastuly. Buriky se déli kazdych 20 az 30 minut
a embryo tak prochézi stadii s 2, 4, 8, 16, 32, 64 a 128 bunkami (obr. 38). Ryhovéni u jezovky
davaji obecné vznik nestejnym dcefinnym bunkam (neekvalni ryhovani): vétsim makromeram a
mensSim mikromeram. Poté se bunky pieskupi a vytvori vngjsi epitelovou vrstvu (blastoderm)

uzavirgjici centralni dutinu (blastocoel): vznika obrvené blastula.

Gastrulace probihé v nekolika fazich. Zacina imigraci ptivodnich mikromer od vegetaniho
polu do centréni dutiny amébovitym pohybem. Imigrujici bunky vytvareji primérni mezenchym:
vétSina z nich splyva v syncytia a tvori larvalni skelet (sekretuji krystaly uhlicitanu vépenatého).
Mikromery jsou emitory indukénich signda. KdyZz jsou transplantovany do jiného mista
blastodermu, indukuji sousedni bunky k invaginaci. |nvaginace piedstavuje druhou fazi gastrulace,
pri které se vytvéri prvostievo (archenteron). Invaginace je radidné symetricka okolo animalng-
vegetalni osy. Bunky archenteronu se rozSituji podé blastocoelu a na svém vrcholu jsou
transformovany ve filamentézni bunky (filopody), aZ se dostanou skrze blastoderm, kde vytvérei
definitivni Usta. Prvousta (blastopor), odkud zacala invaginace, se stanou fitnim otvorem (anus).
JeZzovka (podobné jako obratlovci) tak naezi ke skuping Zivocichia druholstych (Deuterostomia).

Embryogeneze je ukon¢ena vylihnutim prahledné, bilateraliné symetricke larvy
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Obr. 38. Casny embryondni vyvoj moiské jeZovky od oplozeni vajesné buiky aZ ke tvorbé
blastuly (podle Mdllera, 1997). Prvni dvé roviny ryhovani prochézeji animané-vegetalni osou,
proto se nazyvaji polednikovym Stépenim. Rovina tietiho déleni je k nim kolma, toto ryhovani je
tedy ekvatoridni. Dalsi déleni jsou asynchronni a dévaji vznik nestejnym bunkam (mikromery,
makromery a mezomery). Nakonec bunky k sobé siIné prilnou a vytvoii vrstvu epitelu
(blastoderm) s centrélni dutinou (blastocoel).
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(zv. pluteus). Transformace larvy v pentamerné symetrickou jezovku predstavuje celkovou
rekonstrukci téla. Tato rekonstrukce je podobna holometabolické metamorfoze u hmyzu a pii

tvorbé organa se uplatnuji imagindni tercky.

Na blastomeréch jezovky provedl Hans Driesch historicky vyznamné experimenty. Kdyz
separoval prvni dvé blastomery ve dvojbunééném stédiu, kazda blastomera dala vznik Uplné (i
kdyZz ponékud mendi) larvé. Vznikla tedy monozygoticka dvojéata. Podobné byly separovany
blastomery ve ¢tyrbunééném stédiu a vznikla identicka ctyicata. Tato bisekce je mozna az do
stadia blastuly (pokud je tez proveden podé animané-vegetdini osy). Svymi mikrochirurgickymi
pokusy na ranych embryich jezovky Hans Driesch prvné prokézal, Ze blastomery maji schopnost
regulace. Tim vyvrétil vyvojove teorie mechanicizmu, embrya nejsou stroje a jsou schopna
regulace. V 8-bunécném stadiu blastulace je mozné rozdélit embryo v rovnikoveé roviné kolmé
k animélné-vegetédni ose. Céasti embrya davaji vznik odlisnym strukturam. Animani polovina se
vyvine v dutou kouli podobnou blastule (dauerblastula), avSak tato neni schopna vytvorit
archenteron (obr. 39). Vegetdlni polovina archenteron tvoii, aviak pluteus neni zcela normani
(nema Usta a jeho ramena jsou kratsi). Polednikové tezy prochézejici animéné-vegetdini osou
davaji vznik shodnym, dokonaym larvam. Na zé&kladé téchto pokusi a ddle premistovanim
cytoplazmy tak bylo zjisténo, Ze za odlisné vyvojové potencidly bunék jsou odpoveédné
cytoplazmatické komponenty. Razné oblasti vajecné buriky a ¢asné blastuly jezovky tedy zigjme
obsahuji odlisné sady maternalnich genovych produkti: odlisné oblasti blastuly davaji vznik
raznym céstem larvy, pluteus. Tento zavér je interpretovan teorii sekvenéni indukce: pii
gastrulaci jsou vegetdni blastomery determinovany ke tvorbé mezodermu ptivodni lokalizaci

determinant ve vajicku.

Sven Horstadius studoval vyvojové potencidly bunék embrya jezovky podé jeji animalné-
vegetalni osy: separoval vrstvy bungk transverzanimi fezy, zaménoval jejich pozice a sedova
interakce skupin bunék. Vydedky téchto pokusi vedly k vysoveni teorie antagonistickych
gradientd: jednotlivé blastomery se vyvijgji podle lokdniho poméru animdnich a vegetanich
morfogent. Podle této teorie se podé animané-vegetani osy vytvéregji dve fyziologické aktivity
jako zrcadlové gradienty. Chemicka povaha téchto 1dtek (morfogent) u jezovky nebyla dosud
objasnéna. Morfogen animaniho polu zpasobuje ,animalizaci“: determinaci bunék ke tvorbé rysa

animaniho polu, zatimco morfogen vegetdniho pélu mé tendenci , vegetalizovat” blastomery.
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Obr. 39. Osudy experimenténé rozdélené ¢asné blastuly jezovky (podle Mllera, 1997). Témito
pokusy (obrazek nahoie) demonstroval Hans Driesch vyvréceni vyvojové teorie mechanicizmu:
»embrya nejsou stroje ajsou schopna regulace (tj. regenerace ¢ésti raného embrya)*.

(a) Ekvatorialni tez kolmy k animélngé-vegetalni ose vede ke vzniku dvou nestejnych embryi  (u
dauerblastuly vede absence bunék vegetaniho pdlu k neschopnosti tvorby archenteronu).

(b) Polednikovy ez prochézejici animélng-vegetalni osou vede ke vzniku dvou shodnych,
dokonalych embryi (zvanych pluteus).

Rizné oblasti vajecné burnky a ¢asné blastuly jezovky obsahuji odlisné sady maternalnich
genovych produkta (obrézek dole): odlisné oblasti blastuly (vlevo, I. a2 V.) déavaji vznik riznym

céstem larvy (vpravo).
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2.6 Obogjzivelnici, Amphibia

ObojZivelnici predstavuji archetyp vyvoje obratlovcia. Jsou ¢asto jegich vyvojovym
modelem, protoZe maji velka a snadno pristupna vajicka s bohatym Zloutkem, dobie studovatelna

embrya alarvy arelativné vysokou regeneracni schopnost (obr. 40).

Obr. 40. Zivotni cyklus obojzivelnikii na prikladu z&by (podle Kalthoffa, 1996). Zakladnimi
obdobimi Zivota jsou (vngjsi) oplozeni, embryogeneze (ryhovéni, gastrulace, organogeneze a

histogeneze), vylihnuti larvy (pulce) ajgji postupna promeéna v dospélce. U Zab dochazi v prabéhu
Zivota ke zmeéné ekologické niky a zpasobu dychani: pulci Ziji ve vodé a dychaji Zabrami, dospélci

jsou suchozeméti a dychaji plicemi, které se tvoii v prabéhu metamorfézy.
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Diive se k mikrochirurgickym zasahum pouzivala obvykle vgjicka colku, dnes prevaZuje
laboratorné kultivovana africka Zaba drgpatka (Xenopus laevis). U obojZivelnikt zatina meidza ve
vajecniku mladé samicky a trva nekolik mésici, je viak v profazi na dlouhou dobu preruSena a
béhem toho se oocyt podrobuje extenzivnimu rastu. V jadrech oocyti je vysoka transkripcni
aktivita, rDNA se podrobuje amplifikaci a vznikaji ¢etna jadérka. Na rozdil od drozofily, kde je
polarita zaloZena u¢inkem materndlnich gend, u vgicka drépatky jsou patrné jen dvé odlisng
zbarvené hemisféry: ¢erna animalni a bila vegetani. Spermie mize vstoupit pouze do animéni
hemisféry, piesné misto je vSak ndhodné. Po indukci spermii a ovlivnénim gravitaci dochézi
v oplozeném vagjicku k aktivnim pohybam, které vedou k asymetrickému usporédani
cytoplazmatickych komponent (véetné materndlné uloZzenych mRNA). Oplozené vajicko se vyviji
mimo téla matky, déva délenim vznik malé kulovité struktuie, blastule (holoblastické ryhovani
vede k separovanym bunkém, blastomerdm). Invaginaci piechézi postupné blastula v gastrulu
(misto vchlipeni se nazyva blastopor) se tremi zarodecnymi listy (ektoderm, mezoderm a
endoderm). Prvni znamkou podélné osy (bilater&ini symetrie) vyvijgiciho se embrya je zahyb,

ktery se vyvine v neurdlni zéhyb davajici postupné vznik nervovému systému (st&dium neuruly).

Pokud se experimentané provede Uplné oddéleni blastomer, mohou vzniknout dvé nova
embrya. Schopnost ¢asti embryi tvorit celé organizmy se nazyva regulace (je mozna i u jinych
druht, napt. jezovky nebo savcl). Je dalSim dukazem existence morfogennich poli (analogie
naptiklad s magnetickym polem). KdyZ se provede transplantace tkén¢ z jednoho mista na jiné
(nebo na jiného jedince), tk&h v novém prostiedi obvykle zcela asimiluje podle mista implantace.
Pokud se v&ak provede prenos tkané okrgje blastoporu na jiné misto (vzdaené od piavodniho
blastoporu), vznikne na tomto misté nova, druhd embryondni osa: preneseny blastopor indukoval
pieménu hogtitelské tkané v druhé, ,siamské* embryo (objev embryonalni indukce, Mangoldova
a Spemann 1924; obr. 41). Tkan blastoporu (obecné organizétoru nebo induktoru) je tedy
determinovana, podobn¢ jako sub-hypostomalni oblast u nezmara. Naopak burky v oblasti
hostitelské musi byt schopny indukci se podrobit, tj. musi byt k tomu kompetentni.

Odlisnym piikladem embryonalni indukce je transplantace ¢asti blastuly nebo neuruly
z jednoho druhu obojZivelnika na jiny druh (pulci ¢olka versus Zab). Fragment budouci epidermis
neuruly ¢olka je transplantovan do budouci oblasti Ust Zaby. DalSi vyvoj tohoto transplantatu je
determinovan novou pozici podle recipienta: dojde k vyvinu Ust. Tato Usta v3ak budou typu

donora (col¢i typ ust), nebot jde o buriky s genotypem ¢olka. Analogicky vysledek
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Obr. 41. Experimentdlni indukce sekundarniho embrya transplantaci horniho okraje prvoust u
¢olka (podle Miillera, 1997). Okrgj prvoust pieneseny z pozdni blastuly tmavé pigmentovaného
druhu ¢olka (Triturus taeniatus) do blastocoelu bilého ¢olka (T. cristatus) nevedl k adaptaci tkang
donora podle nového prostiedi recipienta, nybrz k jeji invaginaci a tvorbé nové osy (vznik
siamskych dvojcat). Sekundarni embryo je pritom bile pigmentované, nebot’ je tvoireno predevsim
tkéni hostitele. Transplantovana tkén donora se chovala jako organizétor: indukovala bunky
recipienta, aby zmeénily sviij vyvojovy program (objev embryonani indukce: Hilde Mangoldova a
Hans Spemann, 1924).
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mé i reciproky experiment: transplantat epidermis Zaby se podrobi vlivim mista implantace u
¢olka a vznikne chiméra: ¢olek s Zabim typem Ust (obr. 42). Tyto experimenty potvrzuji vyznam
pozi¢éni informace (development according to location). Druhové specifické struktury tedy
nevznikaji presné na z&kladé indukujiciho stimulu, ale na zékladé ektoderméni reakce (odpovedi).
Induktor je tedy asi relativné nespecificky stimul u obou druht a vyvolavé reakci v ektodermu,
kter4 je pro dany druh charakteristickd. Tento jev se nazyva evokace: organizace procesi, které
davaji vznik zvlastnim prostorovym strukturam, ve kterych jsou zahrnuty genové aktivity

specifické pro dany druh (= permisivni indukce).

Obr. 42. Transplanta¢ni experimenty mezi obojZzivelniky demonstrujici vyznam pozi¢ni informace
a genetickou specifitu indukce (podle Gilberta, 1988, a Goodwina, 1991). Larva Zaby (pulec)
tvoii normané mald bezzuba Usta s prisavkami, zatimco larva mloka mé Siroka Gsta se zuby a
kyvadéky. Pokud je extirpovana ¢ést ektodermu neuruly Zaby a transplantovéna do oblasti
neuruly mloka, ktera ddva vznik astum, dojde u larvy mloka ke vzniku typickych Zabich Gst

s piisavkami. Reciproké transplantace mé za ndsledek vyvin Zabiho pulce s mlo¢imi Usty. Tyto
experimenty dokazuji, Ze mlok miZe indukovat tvorbu Zabich st v Zabim ektodermu a vice versa.
Druhove specifické struktury tedy nevznikaji nasledkem druhove specifického stimulu, nybrz na
z&kladé reakce ektodermalnich bunek (genetické specifita indukce).
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Pokud je embryo obojZivelnika inkubovano v akalickém roztoku soli (pH 10), dojde
k jeho disociaci, pri nizsi akalité (pH 8) dochazi k opétné agregaci bunék. Na pocéatku je agregace
néhodna, ale nadslednymi bunécnymi pohyby dochazi k roztridéni jednotlivych typa bunék podlie
jgjich pavodni pozice. KdyZ jsou napiiklad smichany disociované buriky ektodermu a mezodermu,
po jgjich agregaci in vitro se postupné vytvoii centrum mezodermélnich bun¢k a kolem ného
vrstva bunék ektodermdlnich. Tento jev rozt¥idéni bunék (sorting out) je vysvétlovan rozdilnou
adhezivitou jednotlivych bunéénych typi. Hypotéza Ulohy diferencidni bunééné adheze
v morfogennich procesech in vivo byla experimentdiné ovéfena pokusy sregeneraci a
transplantaci koncetin mloka. Jestlize je amputovana koncetina mloka, pahyl vytvaii masu
nediferencovanych bunék (regeneracni blastema), kterd poséze diferencuje v chybgjici ¢ést
koncetiny. At je amputace provedena na jakékoli ¢asti koncetiny, vZdy vznika z blastemy pahylu
préavé¢ jen odstranénd cast. Blastema v kazdéem takovem misté tedy musi znat svou pozici
v konceting. Jestlize jsou izolované bunky odlisnych blastem kultivovany spolecné in vitro,
vytvérgi jednotnou bunécnou masu, ve které viak jednotlivé typy bunék zistavaji prostoroveé
separovény: bunky z blastemy proximani ¢asti koncetiny obklopi buiky blastemy odvozené
z distlngjsi ¢asti. Toto usporddani naznatuje, Ze existuje klesgjici gradient bunééné adhezivity od
distéini k proximalni ¢asti koncetiny. KdyZ je prenesena blastema ze zapésti, lokte nebo paze
predni koncetiny do spoje mezi pahyl a blastemu regenerujicino stehna zadni koncetiny, bunky
blastemy transplantdtu se posouvgji v pribéhu regeneracniho procesu, az dosdhnou pozice
v recipientni kon¢eting, ktera odpovida mistu pavodu v piedni konc¢eting, a regeneraci vytvori
pavodni chybgjici ¢&st (obr. 43). Buiky blastemy transplantované z predni koncéetiny tedy migruji
do oblasti zadni koncetiny, kde maji burniky podobnou adhezivitu. Za odlisné bunééné adhezivity
jsou ziggmé odpoveédné molekuly specifickych latek na bunééném povrchu (cell adhesion

molecules).

V roce 1958 byla v Oxfordu izolovéna mutantni drapatka, v jejichz bunkéch se tvoti pouze
jediné jadérko (namisto dvou u divokého typu). Tento mutant je Zivotaschopny, protoZe jedind
sada rDNA geni (lokalizovana v oblasti organizé&oru jadérka na jednom chromozému) je
dostatecna ke tvorb¢ ribozomi. Kiizenim mezi mutantnimi jedinci sjednim jadérkem segreguje
potomstvo v poméru 1 : 2 : 1 (dvoujadérkova : jednojadérkova : bezjadérkova individua).
Bezjadérkovi jedinci kupodivu preZivaji bez rDNA genu aZz do stédia pulca (kdy zahynou). Je to
zpusobeno tim, Ze oocyty ziskévaji velkou zasobu rRNA jesté pred meidzou. Tento zavér plati i

pro dalSi genové produkty: oocyty obojzivelnikt ziskévaji z materského téla viechny mRNA,
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Obr. 43. Transplantac¢ni experimenty regenerujicich ¢asti koncetin mloka demonstruijici hypotézu
roztridéni bunek (sorting out) na zéklad¢ gradientu jegjich vzgjemné adhezivity (podle Goodwina,
1991). Po amputaci koncetiny vznika v misté fezu masa nediferencovanych bun¢k (regeneration
blastema), jgjichZ délenim a diferenciaci vznika préavé jen chybgjici ¢&st koncéetiny. Po pienosu
bun¢k regeneracni blastemy ze zapésti, lokte nebo paZze piedni koncetiny do regenerujiciho pahylu
zadni koncetiny vzniké z transplantétu vzdy odlisny sektor nohy v zavidosti na misté pavodni
extirpace predni nohy. Bunky blastemy tedy znaji svou pavodni polohu atuto s, pamatuji“ i po

pienosu na jiné misto téla (pavodni experimenty Davida Stocuma, 1988).
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které jsou tieba k embryogenezi, aniz by byl vyuzivan vliastni genom embrya. Transkripce zagina
az pred pocédtkem tvorby gastruly. Mutantni jednojadérkova drapatka byla také vyuZita
k demonstraci a lokalizaci primordiélnich zarodeénych bunék v endodermu embrya (mutace
zde byla vyuzita jako geneticky marker). Byla odstranéna ¢ést ventrdniho endodermu (oblast
obsahujici budouci zarodecné bunky) z neuruly jednojadérkové Z&by a transplantovana do
endodermu neuruly Zaby divokého typu (dvoujadérkové, obr. 44). Po operaci byly donorové Zaby
normalniho fenotypu, aviak sterilni, protoZze ve stédiu neuruly jiz embryo nemiaze produkovat
nové primordidni zarodecné bunky jako ndhradu za bunky odstranéné. Hostitelské Zzéby
simplantétem byly pln¢ fertilni a tvorily meiézou gamety jak pavodem z viastnich primordianich
bunék (jednojadérkoveé), tak i z transplantatu (jednojadérkové a bezjadérkoveé). Kdyz byly tyto
Z&y ktiZzeny sdivokym typem, objevily se v potomstvu jedinci se dvéma jadérky (z gamet
odvozenych z primordidlnich bunék recipienta nebo donora) nebo s jednim jadérkem (pavodem

z donorové tkéarg).

Buiky dospélych obojzivelnika (s vyjimkou nékterych bunéénych linii, zefména bunek
kmenovych) jiZz ngjsou schopny déleni ani diferenciace. Jgjich jadra s v&ak pluripotenci obvykle
zachovavgji. Prokézal to John Gurdon svymi experimenty s prenosem jader u drdpatky. Provedl
destrukci jédra recipientni vajecné bunky UV-ozérenim a mikroinjekci do n¢j vpravil jadro
z bunky strevniho epitelu pulce, mutanta markerovaného jedingm jadérkem (obr. 45). V nékterych
piipadech vskutku dodlo k aktivaci vajecné burky, jeimu normdnimu ryhovani a posiéze i ke
tvorbé pulce a fertilni Zaby sjedingm jadérkem (tedy s genotypem donora). Vgjicka, u kterych
dochézelo pouze k parcianimu ryhovani byla pouZita pro opé&tovny prenos jader. Jadra jejich
délicich se bunek byla vyuZita jako donory ke transferu do novych, ¢erstvé enukleovanych bungk.
Touto cestou bylo dosazeno podstatného zvySeni Uspédnosti izolace Uplnych jedinci po
transplantaci jader. Pfi ngmendSim nékterd somatickd jadra tak zustévala pluripotentni nebo
totipotentni. Gurdon i jini badatelé vSak pozorovali, Ze vyvojova schopnost bunécnych jader klesa
svékem donora. Znamend to, Ze geneticky materid bunécného jadra by se mohl postupné

podrobovat ireverzibilnim zménam (napt. ztratam urcitych ¢asti jader nebo chromozomi).

Pionyrské experimenty s bunéénym klonovanim u obratlovci byly tedy prvné realizovany
na Zabich vajickéch, nebot’ jsou velké a snadno manipulovatelna, oplozeni je vnéjSi, regeneracni
schopnost vysoka a laboratorni kultivace Zab je snadna (box 15). Dodnes jsou vajicka Xenopus a

jgji bunééna jadra hojn¢ vyuzivana ke studiu struktury a funkce chromatinu.
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Obr. 44. Demonstrace primordidnich zarodecnych bunék v ¢asném endodermu embrya Zaby
(podie Gilberta, 1988). Cast ventrélni tkané neuruly, kde jsou piitomny prekurzory zérodesnych
bunék, mutantniho donora (tvoriciho ve svych jadrech pouze jediné jadérko) byla pienesena do
recipienta divokého typu (se dvéma jadérky). Po operaci byly Z&by donora sterilni, nebot’
zérodecné bunky byly odstranény a neurula jiz neni schopna s vytvorit nové. Hostitelska Zaba
v&ak byla fertilni a vytvérela meiézou gamety bud’ s Zadnym nebo jednim jadérkem (typ donora),
nebo s jednim jadérkem (typ hostitele, tj. vlastni). Kiizenim této chimérické Zaby s divokym typem
vznika potomstvo s jednim nebo dvéma jadérky (ptivodni experimenty, Blackler 1966).
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Obr. 45. Experimentdlni prenosy jader u drapatky, Xenopus laevis (podle Kalthoffa, 1996).
Recipientem byla neoplozena vajetna bunka (vlevo nahoi€), u které bylo UV -zéienim
destruovano jadro. Donorem somatického jédra byla buinka stievniho epitelu mutantniho pulce,
markerovaného jedinym jadérkem (namisto dvou u divokého typu). Hostitelska vajicka se

v n¢kterych pripadech ryhovala norméng (za vzniku norméaniho dospélce), jindy abortovala nebo
seryhovala jen ¢astecné. Z parcidné se ryhujicich vajicek byla jadra opét piendSena do
enukleovanych vaje¢nych bun¢k a nékdy dochazelo k jejich normanimu vyvinu. Ve viech
pripadech viak vzniklé Zaby mely genotyp donorové somatické burky: ve svych jadrech vytvarely
jen jediné jadérko. Pavodni experimenty provéadél v roce 1962 John B. Gurdon.
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Box 15. Charakteristika modelt obojZivelnika: Zaby (Xenopus) a ocasati (¢olci a mloci).

velka a snadno pristupné vajicka s obrovskou zasobou maternalnich rRNA a mRNA

(v oocytech jsou lampbrush chromozomy, rDNA amplifikace a ¢cetné jadérka)

dobre studovatelnd embrya a larvy, vysoké regeneracni schopnost (zvI&sté u ocasatych),
klasicky model embryogeneze obratlovci

asymetrie vagjicka (redistribuce materndlnich determinant) je indukovana az fertilizaci
aje ovlivnéna gravitaci

holoblastickym ryhovanim vzniké blastula, ktera se invaginaci meni v gastrulu

(misto vchlipeni jsou prvousta - blastopor) se ttemi zarodecnymi listy

prvni zndmkou podéné osy (bilateralni symetrie) embrya je dorzalni zérez,

ktery se vyvine v neurdni zéhyb (neurulace)

délenim ¢asnych embryi ziskana monozygoticka (popt. siamskd) dvojcéata,

z embryi dvou druhu ¢olka pripravena mechanickou fazi chiméra (1920)

transplantaci jader bylo prokézano, Ze somaticka jadra obvykle zistavaji totipotentni
(klonovani zab, 1962)

transplantace determinované tkan¢ vede k premeéné hostitelské tkéane

(embryondni indukce, Uloha organizétoru; 1924)

charakterizovéna jiz fada transkripcnich faktora s homeodoménou, které mohou

hrét Ulohu organizétoru (napr. kédované homeotickymi geny Xhox u Xenopus)

bunécna jadra Xenopus jsou vyuzivana ke studiu struktury a funkce chromatinu:
transplantaci jader prokézano, Ze genové aktivity jsou fizeny cytoplazmatickym prostiedim
transplantace nedeterminované tkané do mista zakladu orgénu vede ke tvorbe

tohoto organu (development according to location), aviak geneticky donor-specifického,

vlivem nespecifického induktoru (evokace)




2.7 Savci, Mammalia

Individudini vyvoj savct je znatné odlisny ve srovnéni sostatnimi obratlovci, protoze
embryogeneze probiha v téle matky a savci jsou viviparni. U tady Zivoc¢isnych druht Ize nalézt
urcité asymetrie jiz ve dozeni cytoplazmy vagjicka. U nékterych vajicek - jezovka nebo drozofila -
je jiz od pocétku ziggma jegich polarita, ktera predstavuje osu, ke které bude vztaZzena antero-
posteriorni a dorzoventrdni osa. U vajicka mys nebo ¢loveka viak osa polarity vznika az pozdgji
v prubéhu vyvoje embrya. Sav¢i embryo se vyviji v déloze a ziskava Ziviny od matky. Vajecny
Zloutek je silné redukovén a embryo je uloZeno v tésném kontaktu s materskymi tkédnémi. Tato
skute¢nost je velkou piekazkou v embryologickych studiich. Experimentané Ize manipulovat
pouze sranymi embryi vynatymi z oviduktu, po implantaci do délozni stény to jiz neni moznée.
Savci jsou zjevné nejdlozitéjSimi organizmy na Zemi: tvoti vice nez 200 typa bunék. Modelem ke
studiu savct je myS, zeiména kvili své genetické blizkosti ke ¢loveéku (vyznam pro lékarstvi),
krdkému Zivotnimu cyklu a snadné laboratorni kultivaci. Byla zji&téna znatna homologie
vazebnych skupin gent jako u ¢lovéka: s 90 % pravdépodobnosti I1ze predpovidat chromozomalni
umisténi geni. Velikost haploidniho genomu my3 je priblizné stejné jako u cloveka (3 x 10° pb),

méavsak 2n = 40 chromozomi (zatimco ¢loveék méa 46 chromozom).

Modelem ke studiu embryogeneze ¢lovéka (zefména oogeneze a preimplantacnich stadii)
je myS. Ryhovéani oplozeného vgjicka je u savci obecné dlouhé, je provézeno ¢asnou transkripci
zygotickych genu. Blastomery jsou totipotentni aZ po 8-bunééné stadium: pokud jsou separovany,
mohou d& vznik az osmi shodnym mysim. Pokud jsou buiky ¢tyi- nebo osmibunécného stadia
pieskupeny, dojde vzdy k normanimu vyvoji. Uspoiadani je vysdedkem odlisné polohy bunék,
tedy jegjich rizného prostiedi. Ve stédiu 16-bunék dochazi ke kompaktaci blastomer, embryo se
stava morulou (obr. 46). Poté vznik& uvniti moruly dutina, embryo se nazyva blastocystou. Ve
stadiu blastocysty nastava prvni ireverzibilni diferenciace: bunky vnéjsi epitelové vrstvy, zvané
trofektoderm, se podrobuji endoreduplikaci, stévaji se polyploidnimi. Trofektodermalni vrstva
obklopuje dutinu, blastocoel. Uvnitt blastocysty je umisténa vnitini buné¢nd masa (tyto bunky
zistavgji diploidni). Blastocysta se pak uvolni ze svého obalu, zona pellucida, tim je pripravena
k implantaci do stény délohy. Po implantaci tvoii trofektoderm obii buiky, nyni se nazyva
trofoblastem a déva nakonec vznik placenté. Tak v ¢asném vyvoji savci je vétdina bunek uréena k

vytvareni mimozarodecnych struktur ajen mendi ¢ast ke tvorbé embrya (obr. 47).
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Obr. 46. Casna embryogeneze u my3 (podie Millera, 1997).

(a) Ryhovani dava do stadia 8 bunek vznik zcela shodnym blastomeram, polarni bunky (zbyvajici
produkty meidzy) zanikaji.

(b) DalSim ryhovanim a kompaktaci vznika , vyhlazend' morula

(c) Ve stadiu blastocysty nastéva prvni ireverzibilni diferenciace: vzniké vngjsi trofoblast (tkén
zgjistujici prisun zivin z téla matky) a vnitini buné¢nd masa (budouci embryo)

(d) Blastocysta se uvolni ze zony pellucidy (analogie vylihnuti vajicka u jinych Zivocisnych
druhu).

(e) Blastocysta se invazivné implantuje do délozni stény.
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Obr. 47. Pavod hlavnich bunécnych linii v zarodecném vyvoji vySSich savci (podle Gilberta,
1988). Zygota, vznikajici kombinaci jednoho maternéiniho (M) ajednoho paternéniho (P)
genomu, davavznik blastocysté, kdy prvné dochézi k ireverzibilni diferenciaci natrofoblast a
vhitini buné¢nou masu. Obecné plati, Ze vétSina tkani vznikgjicich v prabéhu embryogeneze savci
mé pouze funkci podpirnou, zejména vyZivovou (znaceny kurzivou), a neni souéasti noveé

narozeného jedince.
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U myS maze zcela vyjimecné dochézet i k vyvoji neoplozeného vajicka (partenogeneze).
Vyviji se v&ak zcela abnormdng (teratokarcinoma) a jesté ve stadiu embrya umird Podobng je
tomu i sexperimentané odvozenymi paterndnimi embryi. U mySi se téZ provadély klicove
experimenty, které potvrdily vyznam obou genomt (materndniho a paternalniho) pro zdéarny
vyvoj embrya a dospélce. Z ¢asné zygoty byl mikromanipulaci vyjmut pronukleus saméi (pavodni
jadro spermie) nebo samici (jadro oocytu): takova haploidni zygota neni schopna iédného vyvinu.
Pokud vSak bylo vzapéti vpraveno jadro gamety steiného pohlavi, které bylo predtim
experimentalné odstranéno, bylo mozné ze zygoty (nyni obsahujici jadra gamet obou pohlavi)

dopéstovat v téle matky norméni embryo a poséze i mys. KdyZz byly v zygoté
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mikroinjekci kombinovany dva haploidni genomy stejného pohlavi (dvé jadra spermii nebo dvé

jadra oocyti), bunka sice byla diploidni, ale vyvoj embrya byl aberantni a koncil abortem. Z téchto
vydedka vyplyva, Ze k normdnimu vyvoji savca je tieba kombinace jednoho (kompletniho)
maternéliniho a jednoho (kompletniho) paterndniho genomu. Jinymi dovy, savci potiebuji matku i
otce. K zgji&eni této rovnovéhy genomi se evolucné vyvinul genomovy (téZ nazyvany parenténi
nebo gameticky) imprinting. Genomy gamet matky a otce ngjsou funkéné ekvivalentni. V priabéhu
gametogeneze ziskavaji oocyty a spermie pohlavné specificky zdznam (imprint) o tom, které alely
budou exprimovany a které inaktivovany. Genomovy imprinting se vyvinul zejména u
organizma, kde embryondni vyvoj probihd v téle matky (savci a krytosemenné rostliny). Je
definovan jako specificka exprese alel v zavidosti na pohlavi rodice, od kterého byla alela
zdédéna. Molekularni analyzy prokazuji, Ze genomovy imprinting je ziggmé zprostiedkovavan

specifickou metylaci DNA.

U mySi je mozné klonovani z ¢asnych blastomer, tvorba chimér kombinaci bunek

blastomer, konstrukce transgennich organizma mikroinjekci DNA do embryonalnich kmenovych

Obr. 48. Schéma technik prenosu jader (klonovéani bungk) u savci (podle Wolfa et al., 1998).
Pouzitym donorem jader (karyoplastu) jsou piimo extirpované buriky moruly nebo blastocysty,
nebo kultivované burnky pivodem z blastocysty, plodu nebo dospélce. Prijemcem je enukleovany
aktivovany oocyt nebo enukleovana zygota (cytoplast).
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bunék poté umisténych do hostitelské blastocysty. Klonovani myS cestou substituce zygotického
jadra j&drem adultni somatické bunky dosud nebylo reprodukovatelné dosazeno. U fady jinych
sav¢ich druhi vSak tyto experimenty jiz byly Gspédné provedeny (obr. 48). Slavng, ale etiky
zavrhovana préce byla realizovana na klonovani ovce cestou pienosu jadra somatické buinky do
enukleovaného oocytu (Wilmut et a., 1997). Donorem bunééného jadra byly bunky z miécné
Zlazy ovce Finn Dorset, recipientem bylo enukleované oplozené vgjicko ovce Scottish Blackface.
Vydedkem byla ovecka Dolly (vznikla kombinaci bunééného jadra Finn Dorset a cytoplazmy
oocytu Scottish Blackface): genotypové shodnd a fenotypové podobna typu Finn Dorset.
Z téchto experimenti vyplyvd, Ze procesy diferenciace v somatickych bunkéch nezahrnuiji
ireverzibilni modifikace genetického materidlu. Diferenciace je docileno systematickymi,
postupnymi zménami genové exprese, které jsou vysledkem interakci mezi jddrem a meénicim se

prostiedim cytoplazmy.

Jako chiméra je oznatovdn mozakovy organizmus doZeny zbunék odlisného
rodicovského puavodu a tedy i odlisné genetické konstituce. Prvni chiméry pripravené
mechanickou fluzi (stlacenim) ¢asnych embryi zkonstruoval u obojzZivelnikia Hans Spemann.
Podobné experimenty byly realizovany i u mySi: blastocysty ¢erné a bilé a myS byly vyjmuty ze
zony pellucidy a fuzovany. Produkt fuze byl poté vloZzen do délohy pseudopregnantni mys a
vznikla mli&d’ata (tetraparentaniho typu) se vyznactovala ¢erno-bile pruhovanou srsti (obr. 49).
Podobné chiméry (v podstaté mozaiky bunéénych linii) 1ze v nekterych pipadech pripravit i mezi
blizkymi druhy savci. Jejich genomy vSak ztistévaji separovany a gamety jsou typu jednoho nebo
druhého rodice.

MysSi embryondni kmenové burky (embryonic stem cells, ESC) maji schopnost se vyvijet,
pokud jsou experimentdné piemistény do blastocysty. Toho je vyZivano ke konstrukcim
transgennich organizmi. Pomoci retrovirovych vektora nebo mikroinjekce jsou klonované geny
vné&Seny do genomu ESC atyto pak introdukovany do blastocysty. Vznikli jedinci jsou genetickou
chimérou doZenou z puvodnich bun¢k blastocysty a bunéénych linii ptivodem z vnesenych
transgennich bunék kmenovych. Pokud se transgenni bunky dostanou do zérodecné linie a
vznikaji z nich viabilni vajicka nebo spermie, je mozné v daSich generacich pripravit kiizenim i
transgenni homozygoty. U mySi je moZné touto cestou provadét i cilenou mutagenezu ndhradou
endogenniho genu jeho upravenym nefunkénim konstruktem (strategie knock-out). Takové
experimenty jsou predevdim zaméieny k identifikaci funkce gent a jgjich dlohy v geneticky

podminénych chorobéch ¢loveka
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Obr. 49. Konstrukce chimérické mya kombinaci blastomer z odlisnych jedinci (podlie Miillera,
1997). Tento experiment vychazi ze schopnosti regulace, tj. schopnosti ¢asti blastuly regenerovat
po excizi zbyvajici ¢asti, arelativné pozdni diferenciace bunéénych linii u savci. Blastocysty dvou
odlignych mysich linii byly zbaveny zony pellucidy, fizovany a produkt byl vnesen do délohy

pseudopregnantni samic¢ky. Vysledny jedinec je genetickou mozaikou bunék obou vychozich linii.
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Savci, véetné mys a ¢loveka, maji étyii shluky (clusters) homeoboxovych gent. U myS
byly nazvany Hox komplexy (Hox A, B, C, D). Kazdy Hox komplex je umistén na jiném

chromozému a obsahuje asi deset homeoboxovych gent zvanych Hox geny (obr. 50).
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Obr. 50. Evoluéni konzervativnost organizace homeotickych gena a jejich spacio-temporani
exprese u drozofily amys (podle Millera, 1997).

U drozofily jsou dva HOM-C komplexy (Antp a BX) lokalizovény na jediném paru chromozémia,
zatimco u mysi jsou ¢tyii Hox komplexy na riznych chromozdmech.

Homeotické geny jsou transkribovany vzdy od 5’ -konce.

Geny exprimované na anteriornim konci jsou transkribovany drive nez geny exprimované na zadi
téla. Nekteré expresni domény homeotickych gent se v3ak prekryvaji: anteriorni hranice exprese

byvé striktni, zatimco posteriorni hranice pozvolna vyzniva.
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Srovnani sekvenci prisdusnych homeodomeén vedlo k zavéru, Ze viechny homeoboxové
komplexy ptitomné u dnednich Zivocisnych druht pochézeji z jednoho primordianiho

homeoboxového genu po jeho amplifikaci a diverzifikaci (box 16).
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Box 16. Srovnéni aminokyselinovych sekvenci homeodomén kédovanych nékterymi
homeotickymi geny u drozofily amyd (podle Kalthoffa, 1996). Antp = Antennapedia’,
homeoticky gen izolovany z drozofily, zndma mutace tohoto genu vede ke tvorb¢ dalSiho paru
nohou namisté tykadel; Hoxb7 a Hoxa7, Hoxb3 a Hoxa3 = dv¢ podrodiny mysich homeotickych
genti. Jednotliva pismena predstavuji aminokyseliny, pomic¢ky reprezentuji shodnou AMK

v mysich homeodoménéch s proteinem kédovanym genem Antennapedia’, jin& pismena
piedstavuji odlisnou aminokyselinu. Zlomky ukazuji podil shodnych AMK, tj. vzgemnou

homologii mySich homeodomén s drozofilim Antennapedia” proteinem.
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Geny s homeoboxem byly nalezeny u vSech eukaryotickych organizmu: jejich pocet je vSak
u jednotlivych skupin organizma (druht) dosti odlisny (obr. 51). Jonathan Slack (1993) povaZzuje
Hox komplex (organizovany v jedné az ¢tyiech vazebnych skupindch) a jeho expresni typ v
embryu (kolinearita potradi genii na chromozOmu s antero-posteriorni a ¢asovou expresi) za
definujici charakter Zivocisné tiSe a navrhl pro n¢j termin zootyp. MySi Hox geny maji stejnou
kolinearitu jako drozofila: fyzikéni potadi Hox genu je vztaZzeno k poradi jejich expresnich domén

podd piedozadni osy embrya. Zadné spontanni mutace Hox geni nebyly u obratlovci

Obr. 51. Evoluce uspoiadani homeotickych geni u Zivocicht (podle Howella, 1998). Homeotické
geny se v prubé¢hu fylogeneze stévaji u vySSich Zivogichi (zejména u savci) veétSimi a

pocetnejSimi (ziejmeé amplifikace a diverzifikace genti): vysedkem je nékolik shluka vySSiho poctu
homeotickych gent. Kolinearita (antero-posteriorni a ¢asovani exprese) uvniti genového shluku

vSak zustava zachovana.
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nalezeny, proto byly k identifikaci funkce gena pripraveny pomoci reverzni genetiky. Eliminace
homeodoménového proteinu se provadi napriklad inaktivaci produktu genu injekci protilatky k
proteinu kddovaného homeotickym genem, eliminace funkce Hox gent je realizovana transgenozi
(gene targeting/knock out, nahrazeni genu). Transgenozi (vnaSenim chimérickych geni) lze

doséhnout i ektopické exprese homeotickych gent.

Z etickych duvodi nelze vétSinu experimenta provadénych na mys realizovat na ¢lovéku.
Studium vyvojovych procesi u ¢lovéka je tedy provadéno piedevsim technikami biochemickymi,
histochemickymi a molekuldrné genetickymi, analyzovany mohou byt abortovand embrya a
kultivovany néadorové buiky. Clovék ma 46 chromozomi, velikost haploidniho genomu je
podobna jako u mys. Oogeneze a preimplantacni stédia embryogeneze u ¢lovéka jsou v principu
shodna s analogickymi stadii u mysi. Odhadovany pocet gena 50 az 100 tisic, nejvétsi zndmé geny
maji velikost i pres 10° pb. Clovék ma as 350 typia bunk, coZ je tadové vice neZ nizsi
Zivocichove: napiiklad nezmar mé asi jen 20 odlidnych typa bunek.

Na prikladu savci (box 17) je mozné obecné shrnout, Ze vyvoj Zivocichi ma
hierarchickou povahu: ve stadiu gastruly je tvoren tremi zarodecnymi listy, které postupné
davaji vznik jednotlivym organam, tkénim a typam bunék. Napiiklad ektoderm vytvéi nervovou
soustavu a epidermis, mezoderm dava vznik svalim, ledvinam, a cévni soustavé, a endoderm
napt. hrtanu, plicim, Zaludku, jatram a tenkému stievu. To potvrzuje vyvojovou teorii epigeneze:
schopnost vyvijgjiciho se organizmu generovat rostouci komplexitu spontanné, bez pre-
existujiciho planu. Komplexita vydednych organt vznika postupné uvniti prostorovych domeén
diive zaloZzenych. Kazdé ,rozhodnuti® (decision) tkan¢ zvolit s urcity typ diferenciace je
ireverzibilnim aktem v daném stadiu vyvoje. Tkéan se stdva zcela determinovanou a Zzadné okolni
vlivy (sousednich bunék nebo Zivotniho prostiedi) nemohou tento vyvojovy program zmenit.
Embryondlni tkéné tak postupné ztraceji ¢ésti svého multipotentniho programu a jejich jednotlivé
Césti se stévaji progenitory adultnich struktur ajejich odlisnych bunécnych typt. Embryo je mozné
povaZzovat za mozaiku specifickych c¢asti, které jsou determinovany ke tvorbé odlisng
diferencovanych struktur. Embrya raznych Zivocisnych druhti dosahuji tohoto ,mozaikového

stavu“ v odlisnych stadiich vyvoje.
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Box 17. Charakteristika sav¢ich modelt.

N maji vice nez 300 typa bunék, Glovek mav téle vice nez 10" bunek, pocet chromozomi u

N

mys 2n = 40, u ¢lovéka 2n = 46

N velikost genomu u vdech druhii savei témgt shodné (C = 3 x 10° pb), pocet gent 50 a7 100
tisic

N determinace pohlavi X/Y (s dominantni Glohou Y), negativni kompenzace davky X-vazanych
gent u samicek (lyonizace)

N ¢ty shluky homeoboxovych geni - Hox komplexy (HoxA - D), kazdy na jiném chromozému,
obsahuji vZdy asi deset genti usporadanych kolinedrné s osou embrya

N spontanni mutace Hox gent nebyly u savct nalezeny, je mozné viak provadét experimentalni
modifikaci Hox genti nebo proteint (inhibice nebo nadprodukce)

N zna¢na homologie vazebnych skupin geni mezi mysi a ¢lovékem

N vajicko je malé (nizky obsah Zloutku), nepolarni, ryhovani je holoblastické, dlouhé, casna

transkripce zygotickych gena

N blastomery mys jsou totipotentni az po 8-bunééné stadium, pak tvorba moruly, blastocysty
(ireverzibilni diferenciace: trofektoderm, blastocoel a vnitini bunécnd masa), ktera se uvolni ze

zony pellucidy, implantace do délohy

N k vytvoieni antero-posteriorni osy a determinaci buné¢nych drah (i zarode¢né) dochézi aZ po
implantaci embrya do stény délohy
N savci jsou viviparni organizmy s materndni vyZivou embrya - evoluéné se vyvinul genomovy

imprinting (teorie parentdniho konfliktu)

N moZzné klonovani z ¢asnych blastomer, tvorba chimér kombinaci blastomer, konstrukce

transgennich organizma mikroinjekci DNA do embryonalnich kmenovych bungk
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3 Vyvojova genetika rostlin

Rostliny a Zivocichové maji mnoho spolecnych strukturnich i funkénich viastnosti, jejich
télni organizace a vyvoj se v&ak v mnohém odliduji. Rostliny jsou charakterizovany, ve srovnéni s
Zivocichy, absenci jasn¢é definované morfologie a kontinudlnim rastem po cely Zivot. Kritickym
stadiem diferenciace je u Zivocichi gastrulace, kdy se tvoti i primordidini zarodecné buiky, které
pozdéji migruji do gondd. Tato zarodecna linie piredstavuje jediné bunky, jejichz genom je
prenaSen do pohlavniho potomstva Zivocichi. U rostlin se prava zarodecna linie nevytvéri. Na
rozdil od Zivogichi se u rostlin formuje v embryu pouze rudimentani télni plan. Nekteré bunécné
linie, meristémy, s zachovévai schopnost déleni a diferenciace (podobné jako kmenové burky
Zivocicht), aumoznuiji tak rast vegetativnich ¢asti rostliny (korena, stonki, vétvi, listt) a pozdéji i
reprodukénich orgadna  (kvétt). Znamend to, Ze jak&koliv zména v jaderného genomu
meristematickych bunek, ke které béhem Zivota rostliny dojde, miZe byt prenesena do pohlavniho
potomstva. Rostliny se také vyznacuji vysokou regeneracéni schopnosti zvanou totipotence.
V podstaté kazda bunka rostlinného téla, somaticka ¢i pohlavni, mize d& opét vznik celé nové
rogling. Z toho vyplyva, Ze zmény, ke kterym dochazi béhem rostlinného vyvoje smérem k
vysokému stupni diferenciace, musi byt reverzibilni. Rostliny, zigjm¢ vzhledem ke své
neschopnosti lokomoc¢niho pohybu, maji vysokou toleranci ke zménam Zivotniho prostiedi i ke
zménam genetickym a epigenetickym. Pro Zivot rostlin je charakteristické stridani generaci,
diploidniho sporofytu a haploidniho gametofytu. Sporofyt vytvéaii meiézou spory, které se
vyvinou v gametofyt. Diferencované gametofyty pak produkuji bud’ spermatické nebo vajecné
bunky.

RiZe rostlin je obvykle dglena na rostliny niz& a vy&Si podle zakladniho anatomického
kritéria: niz8i rostliny ve svém téle nevytvéigii k rozvadéni vody a Zivin pravé cévy, zatimco
rostliny vysSi, cévnaté, vytvareji dozené cévnaté struktury (floem a xylem). Jinym kritériem
k rozdéleni rostlin je tvorba specidnich struktur k ochrané a uchovavani embryi, semen (niZsi
rostliny véetné kaprad’orostti semena nevytvareji). Fylogeneticky nejvyvinutéjsi skupinou rostlin
jsou krytosemenné, které (i) vytvéieji specidni struktury nesouci pohlavni organy (kvéty: odtud
be¢Zny anglicky termin pro krytosemenné rostliny, flowering plants), kde se vytvéeji spory, (ii) se
podrobuji procesu dvojiho oplozeni, a (iii) k vyvinu embrya a semene dochézi uvniti mateiského
téla (kvétu, pozdgji plodu). U vSech druha rostlin nastava na rozdil od Zivoc¢ichi rodozmeéna:

produktem meidzy nejsou gamety, nybrz spory, které se podrobuji nékolika a2 mnoha délenim za
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vytvoieni gametofytu, ktery produkuje gamety. Cim je organizmus vyvojové dokonagsi, tim je

gametofyt méné vyvinut.

Rostlinné zygoty jsou obecné velmi malé a vyvijeji se obvykle uvniti matefské tkang,
podobn¢ jako u savca a nékterych jinych ZivociSnych skupin. Apikdni meristémy umoZziuji
kontinualni rast rostlin v prabéhu jgich Zivota. Kvétni orgény, které davaji vznik megaspordm a
mikrosporam, se vyvijgi ze stejnych meristematickych bunek, které také vytvérgji cely pryt. Na
rozdil od Zivocisnych embryi se rostlinnd embrya nepodrobuji vétSim morfogennim pohybtim
(presunim), ale tvoii mensi pocet histologicky odlisnych bunécnych typt. Nekteré rozdily mezi
vyvinem rostlin a Zivog¢icha jsou duleZité z genetického hlediska. Vyvin gametofytu z haploidni
mikrospéry vyZaduje genovou expres a me¢l by tak eliminovat mnoho mutantnich alel jesté pred
fertilizaci. Maa velikost a materndni vyZiva rostlinného embrya ho ¢ini méne zavidym na
maternané nesené RNA neZ u vétsiny Zivocisnych embryi. Dosavadni studie naznacuji, Ze u

rostlin je aktivovano vice zygotickych genu v pribéhu embryogeneze nez u Zivodichd.

3.1 NiZsi rostliny

NejznamejSim modelem vyvojové biologie niZSich rostlin je zelend jednobunéénd ,, obri*
moi'ska fasa Acetabularia ze skupiny Chlorophyceae. V dospélosti dosahuje velikosti az 5 cm.
Diploidni jednobunééné télo je sloZeno z rhizoidu (sjédrem), stonku a ¢epicky. Zivotni cyklus
zahrnuje rast a morfogenezu zygoty, kterd je produktem fize dvou haploidnich izogamet. Cyklus
je ukonéen opét tvorbou haploidnich izogamet v ¢epicce, které jsou uvolnény a fazuji v parech ke
tvorbé novych zygot (obr. 52). Acetabularia ma velkou regeneraéni schopnost. Cést buiiky
sjadrem (v rhizoidu) regeneruje v kompletni funkéni fasu, ¢ast bez jddra ma kupodivu téz
relativné vysokou regeneracni schopnost: maze dét vznik i celému jedinci, ktery je viak sterilni
(nemé j&dro). Regenerace bez pritomnosti jadra jednoznacné ukazuje, Ze diferenciace u této fasy
je tizena predevsim na Urovni trandace: stévajici mRNA ve fragmentu bez jadra byly templatem
k syntéze specifickych proteini i tvorbé novych struktur (¢epicky). V prabehu regenerace byly
zZjisteny v téle elektrické proudy, zejména tok chloridovych iontd, jako nezbytné komponenty
rastu a morfogeneze (prokézano téZ v pribéhu regenerace u jinych druht). DuleZitou roli
v morfogenezi také hragje vapnik, ma vliv zeiména na cytoskelet. lonty chléru a vapniku jsou

klicovymi morfogeny u této fasy. Polarita téla od baze rhizoidu k ¢epicce koreluje s gradienty
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iontd vépniku (Caf*) a chléru (CI), u rhizoidu vZdy nejvySS, v cepicce nginizsi. Tyto gradienty
iontt jsou prikladem tzv. morfogennich poli (u jinych organizmi se obvykle jedna o morfogenni

pole jinych latek), které hrgi roli v diferenciaci a morfogenezi.

Obr. 52. Zivotni cyklus jednobunsené zelené fasy Acetabularia (podle Goodwina, 1991). Zygota,
vznikla fazi dvou haploidnich izogamet, ma as 50 nm v praméru a da asi po 2-3 mesicich vznik
dospélé jednobunéené rostling o vysce stonku 3-5 cm a Sikce ¢epicky asi 0,5 cm. Jediné jadro
zastava v bazalni ¢asti (rhizoidu). Produkty jadra (mRNA a proteiny) jsou v rostling distribuovény
proudénim cytoplazmy. Polarita téla je ur¢ovana vzrastajicim gradientem jednoduchych
morfogeni - ionti Ca®* a Cl - od rhizoidu k ¢epi¢ce. V dospélosti vznikaji z diploidniho jadra

mei6zou izogamety, které uzravaji v cystéch tvorenych v cepicce.
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Exprese geni (transkripce) je pro vyvoj fasy samozigimé nezbytnd Bylo to prokézano
dnes jiz klasickymi regeneracnimi experimenty s degradaci RNA nebo inhibici transkripce (obr.
53). Aplikace RNazy reverzibilné blokuje regeneraci bunécného fragmentu sjédrem: po
odstranéni RNazy se v jadie vytvéreji nové molekuly RNA a vyvoj pokratuje. Bunéény fragment
bez j&dra v3ak po degradaci RNA uz neregeneruje, nebot’ neni pritomen DNA templat ke tvorbe
novych molekul RNA. Bunée¢nd diferenciace (tvorba stonku a cepicky) je ovéem fizena predevSim
na urovni trandace mRNA. Pokud je k dekapitovanému rhizoidu kontinudiné aplikovan inhibitor
transkripce, je regenerace fasy zastavena. Naproti tomu apikalni bezjaderna ¢ést (stonek, kde se
uz nahromadily potirebné mRNA a proteiny) regeneruje v ¢epicku.

Obr. 53. Schéma klasickych experimentt demonstrujicich tlohu RNA v regeneracnich procesech
u Acetabularia (podle Goodwina, 1991). Rasa ma extrémni regeneracni schopnost: po jejim
roztiznuti na ¢ast s jadrem a bez jadra obé regeneruji v novatéla (regenerant z ¢ésti bez j&dra je
samozigjme sterilni). Aplikace RNézy v3ak vede k ireverzibilni ztrété regeneracni schopnosti
fragmentu bez jadra, protoze piislusné nové mRNA se jiz nemgji z ¢eho vytvorit (vievo). Pokud je
v&ak pri regeneraci aplikovan inhibitor transkripce, dochazi k regeneraci pouze fragmentu bez

ja&dra, ato nabézi jiz ptitomnych mRNA (vpravo).
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Morfologické rozdily mezi jednotlivymi druhy Acetabularia (zejména tvar ¢epicky) jsou
svazany sgenetickymi rozdily, které mohou byt objasnény jadernymi transplantacnimi
(roubovacimi) pokusy (obr. 54). Tyto experimenty ukazaly na vyznam cytoplazmy, ve které se
jadro nachézi. Prenos fragmentu rhizoidu sjddrem a soucasné odstranéni cepicky vedlo

k hybridnim fenotypiam regenerujici cepicky.

Obr. 54. Vliv cytoplazmy a syntézy novych mRNA na morfologii regenerované ¢epicky u
vegetativnich mezidruhovych hybrida rodu Acetabularia (podle Goodwina, 1991). Vz§emné
pienosy jader (se soucasnym odstranénim ¢epicky) vedou k regeneraci hybridnich (obvykle
intermediétnich) tvart ¢epicky. Na morfogenezi se tedy podilgji jak ptvodni cytoplazma (stavajici
mMRNA a proteiny), tak i transkripéni produkty nové transplantovaného jadra.
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Modelem ke studiu bunécné polarity rostlin je mnohobunééna hnéda fasa Fucus. Fuzi
gamet vznikaji diploidni, relativné velké zygoty (asi 100 nm v praméru). Zygoty jsou zpoéatku
zcela apolarni a zékladni osa polarity vznika az nékolik hodin po oplozeni (obr. 55). Fyziologické
a biochemické studie naznacuji, Ze vyznamnou roli pro iniciaci bunééné polarity hraje bunécna
sténa: urcité typy polysacharidti a povrchovych glykoproteini byly zjistény vyluéné v ¢astech
stény, kterd dava vznik rhizoidnimu pdlu.

Obr. 55. Environmenalni indukce buné¢né polarity u modelové hnédé fasy Fucus (podle
Westhoffa et a., 1998). Vagecna buikai oplozené vgjicko jsou izotropni, bez znamek polarity.

V prabéhu nékolika hodin v3ak vlivem svétla a gravitace zisk&va zygota osu symetrie a poléarni
rast za¢ina tvorbou $picky rhizoidu. Po dalSich 12 hodinach zaciné prvni bunécné déleni, které
tvori prehrédku kolmou k ose. Asymetrickd mitéza dava vznik dvéma odlisnym dcetinnym
bunkam: vetsi apikalni (thallus cell) a mensi bazalni bunce (rhizoid cell). Ob¢ bunky se opét déli
paralelné srovinou prvniho déleni. Dalsi déleni, kolmé a podélnd, vedou ke vzniku

mnohobunééného thallusu s cetnymi rhizoidy.

Relativné nejdozitéjSimi nizSimi rostlinami jsou mechorosty (Bryophyta). Nevytvareji ale
prave cévy (které jsou charakterizujicim prvkem rostlin vySSich - kaprad’orost, nahosemennych a
krytosemennych rostlin), coz jim nedovoluje dosdhnout vétsiho vzrastu téla. Mechorosty jsou jiz

narozdil od vétSiny nizSich rostlin obvykle suchozemské, jegjich pohlavni rozmnoZovani je
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v3ak vazano navodni prostiedi. V prabéhu jeich Zivotniho cyklu nastavé vyrazna rodozmeéna (obr.
56), kdy gametofyt prevliada nad sporofytem, zatimco u vySSich rostlin je tomu naopak. Haploidni
gametofyt je pretrvavajici autotrofni rostlinkou, diferencovanou na lodyZku (kauloid), asimilacni
listky (fyloidy) a prichytna vidkna (rhizoidy). U jednodomych druhi vytvéii gametofyt oba typy
pohlavnich orgéni, u druhtt dvoudomych (gonochoristi) se tvoii na samcich rostlinach pelatky
(antheridia) a na samicich zarodecniky (archegonia). Spermatozoidy jsou obrvené a ve vodnim
(mikro)prostiedi oplozuji buitku vaje¢nou. Zygota se vyviji uvniti matefské rostlinky a vytvari
sporofyt: diploidni &tét stobolkou a vytrusy. Pri tvorbé vytrusi dochdzi k meidze, jsou tedy
haploidni a z nich, pies jednoduchy vyvojovy mezistupen (prvokli¢ek, protonema), vznika opét
dvoudomy nebo jednodomy gametofyt.

Obr. 56. Schéma Zivotniho cyklu mechorosti. U mechorostii dochézi k vyrazné rodozmeéng,
pricemz haploidni gametofyt ma na rozdil od fylogeneticky vyspélejSich rostlin previadsjici roli a
zabezpecuje diploidni sporofyt i vyZivou. Produkty meidzy jsou haploidni spory, které bez
oplozeni vykli¢i v mechovou rostlinku, ktera pozdgji ve svych pohlavnich orgénech vytvaéri
mitézou sam¢i alnebo samici pohlavni bunky (mechy jsou dvoudomé nebo jednodomé). Sporofyt
vyrasta ze zygoty primo ze samicich zarodecnik, tedy na gametofytu, a je tvoren pouze &tétem
stobolkou a vytrusy.
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3.2 Krytosemennérostliny, Angiosper mophyta

Geneticka informace je u rostlin lokalizovana v chromatinu bunécného jadra, v

mitochondriich a v plastidech. Jaderny genom vy&Sich rostlin obsahuje asi 104 a2 10° strukturnich
gend, z toho v dospélé rostling je jich exprimovano jen 5-10 %. V raznych rostlinnych pletivech a
bunkéch bylo detekovano asi 8 000 shodnych typa mRNA, které predstavuji geny odpovédné za
z&kladni metabolické funkce a tudiz konstitutivné exprimované ve v3ech buikach (housekeeping
genes, obr. 57). Exprese rostlinnych genia je podobné jako u Zivocichi fizena na raznych
arovnich, mj. spoudénim a rychlosti transkripce, sestiihem a stabilitou primarniho transkriptu,

rychlosti trandace, stabilitou trandacniho produktu a jeho transportem.

Obr. 57. Odhad po¢tu exprimovanych gent v riaznych organech rostliny tabaku (podle Goldberga,
1988). Méteni byla zaloZena na hybridizacnich analyzach RNA/DNA s vyuzitim RNA izolovanych
z listu, korene, stonku, korunnich platkt, semeniku a pradniku. Geny exprimované konstitutivné
ve v&ech organech jsou vybarveny tmave (asi 8 000, housekeeping genes), geny specifické pro
dva nebo vice organi jsou vyznaceny Srafované a geny organové specifické jsou prazdné symboly
(organ specific genes): jgich pocty jsou relativné nejvyssi ve strukturné slozitych pohlavnich

organech.
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Soucasné studie dokazuiji, Ze rostlinné genomy jsou ve stavu dynamické promeénlivosti a

podiéhgji ¢etnym pirestavbam, ¢asto v zavidosti ha ménicim se vnéjSim prostiedi. Genomova (a
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samozigime i fenotypova) flexibilita rostlin je odrazem jejich mimoiadné adaptivni schopnosti na
meénici se Zivotni prostiedi. Prikladem této flexibility jsou polyploidie, prestavby chromozomu,
zmény v chromozomdnim imprintingu, genové amplifikace a redukce i aktivita
transponovatelnych elementd. Snad nejvétSim rozdilem mezi rostlinami a Zivocichy je neschopnost
lokomoc¢niho pohybu u rostlin. Zvifata se mohou pfizpusobovat na meénici se Zivotni prostiedi
svym chovanim, zatimco rostliny tak mohou ¢init pouze krétkodobymi fyziologickymi regulacemi

nebo dlouhodobé zmenami svého vyvoje.

Specifickym komplexem pohlavnich organi je kvét (soucést sporofytu), ktery vznika
konverzi vegetativniho meristému v meristém kvétenstvi. Kveéty wytvérgii bud’ oba typy
pohlavnich organu (kvéty oboupohlavné) nebo jen typ jediny - sam¢i tycinky nebo samici pestiky.
Jednopohlavné kvéty se mohou vyskytovat na jedné rostling (druhy jednodomé, monoecické)
nebo na jedincich odlidnych (druhy dvoudomé, dioecické). V pohlavnich organech se meiézou
vytvareji haploidni, sam¢i a samici spory (obr. 58). Spéry davaji nékolika mitdzami vznik sameimu
resp. sami¢imu gametofytu, které findiné vytvareji gamety. Oplozeni je dvoji a vyvoj embrya
probih& uvnitt téla matky. Embryogeneze je ukoncena specifickym st&diem desikace (tvorba
semene), které se evolu¢né vyvinulo k piekondvéani nepriznivého Zivotniho obdobi (dormance) a

k rozSirovani aredlu prisusného druhu.

3.2.1 Gametofyt a gametofytické mutace

U krytosemennych rostlin nevznikaji redukénim délenim gamety (jako u Zivocicha), nybrz
spory, které procesem nékolika bunécnych déleni davaji vznik strukturné jednoduchému saméimu
nebo sami¢imu gametofytu, které pak finan¢ vytvéreji gamety. Zatimco u nizSich rostlin tvori
gametofyt hlavni ¢ést Zivotniho cyklu, u vy&Sich rostlin je postupné silné redukovan (obr. 59). U
krytosemennych je zraly gametofyt tvoren jen pylovou I&kou, kterd dopravuje k vajicku dvé
spermie. Ur¢itou reminiscenci, kterd naznacuje pretrvavajici morfogenni potencidl gametofytu, je
indukovana androgeneze in vitro: kultivaci nezralého pylu maze vznikat haploidni sporofyt.
Témet se neliSi od normalniho diploidniho sporofytu, je vdak sterilni (nepravidelnou meiézou

vznikaji neZivotaschopné spory).
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stliny (podle Goldberga et al., 1994).
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Obr. 59. Evoluce sam¢iho gametofytu od ancestrélnich tas az po dnedni krytosemenné rostliny

(podle Boneta et al., 1998). Diploidni pylové materské buiky se ve vSech piipadech podrobuji

meioze za vzniku haploidnich spdr. Tyto jsou prekurzorem gametofytu, ktery se u primitivnich

rostlin podrobuje morfogenezi, zatimco u semennych rostlin prodélava jen nékolik mitotickych

déleni za vzniku gamet. Kultivaci nezralého pylu krytosemennych rostlin je vak mozné vyvolat

obnoveni morfogeneze a celého vyvojového programu (androgeneze in vitro).
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Uvnitt  pletiva pradniku vznikgji v prabéhu vyvinu kvétu z archesporidlnich bunek
progenitory sam¢ich spor, pylové matefské bunky (pollen mother cells, PMC). Kazda se podrobi
redukénimu déleni za vzniku pylovych tetréd, které se posdéze rozvolni ve étyii jednojaderné

mikrospory (obr. 60).

Obr. 60. Proces mikrosporogeneze a mikrogametogeneze u krytosemennych rostlin (podle
Tanaky, 1993). Archesporidni buriky prasniku diferencuji v pylové mateiské bunky
(mikrosporocyty), které se podrobuji meidze za vzniku tetréd haploidnich bun¢k: kazda tetrada
posléze uvolnuje étyii jednojaderné mikrospory. Prvni pylova mitdza je vyrazné asymetricka a
dava vznik mensi burice generativni (G), kterd zistdva umisténa uvnitt vétsi bunky vegetativni
(V). Druhé pylové mitéze se podrobuje jen buiika generativni za vzniku dvou bunék
spermatickych (S). K druhému déleni pylu dochazi bud’ jesté pred otevienim pradniku a uzrénim
pylu (trojbunéeny typ, dole vlevo) nebo aZ pri prorastani pylové 1&ky bliznou (dvojbunéény typ,

dole vpravo). Oplozeni se U¢astni obé bunky spermatické, zatimco vegetativni bunka zanika.

archesporidlni buniﬁ -’T‘

O] O
pylovi jednojaderné mikrospéry
matefski | @ ) @@
burika mtt:ﬁ// @@

F“r]ﬂ'"rﬂ '

tetrida \‘L./'J .
prvni

v G pylova
druhs @ meidza
pylové

meidza,. uk‘%"“ @dmjhunﬂﬂn}? pyl

]
ot

W G

— —oleviend kv

- & =

C=C=




107

Podobné jako u Zivocichi, vSechny ¢&tyii produkty sam¢i meidzy jsou normané
Zivotaschopné. Jadro mikrospory se poté rozdéli vyrazné asymetrickou mitézou na dvé zcela
odlisné bunky. Velka bunka vegetativni mé jadro s rozvolnénym chromatinem, zatimco mensi
bunka generativni (kterd se nachézi uvnité bunky vegetativni, the cell within the cell) ma jadro
velmi kondenzované. Biochemické srovnavaci analyzy téchto jader prokazaly, Ze generativni jadro
(jakoz i pozdgjsi jadra spermatickd) obsahuje nekteré specifické typy vysoce bazickych histona,
které se nevyskytuji ani ve vegetativnim, ani v somatickych jédrech (analogie s Zivocisnymi
protaminy). Pt otevieni kvétu jsou vytvoirena znacné dehydratovand pylova zrna zabalend
v pevném obalu (exing), kterd obsahuji bunku vegetativni a generativni: u nékterych druha rostlin
dojde jedté v pradniku ke druhé pylové mitoze, kterd je symetricka a da vznik dvéma shodnym
bunkédm spermatickym (u zbyvgjicich druht tento proces nastava az v pylové l&cce). Jakmile se
pyl dostane na vihkou bliznu, vykli¢i z néj pylova l&ka, ktera prorista az do semeniku, kde se
obé¢ buiky spermatické Ucastni procesi oplozeni, zatimco jadro vegetativni bunky zanika

apoptozou.

Obr. 61. Modely pylové diferenciace pti prvni pylové mitoze (podle Eadyho et al., 1995). V obo

|

modelech hraje kli¢ovou ulohu gametofyticky faktor (oblasti jeho vyskytu jsou vyznateny tmave),
ktery specificky aktivuje geny vegetativni bunky aindukuje zde i celkové rozvolnéni chromatinu.
Pritomnost specifického represoru vegetativni burky je oznacena Srafovang, ve dvoubunééném
pylu je vegetativni bunka vzdy vievo a generativni burika vpravo.

(1) pasivni represe : gametofyticky faktor (gametophytic factor, GF) je lokalizovan

v mikrospoie polarné ® jeho absence brani rozvolnéni a aktivité chromatinu generativni bunky

3 —a

(11') aktivni represe : represor (generative cell-specific repressor, GCR) je v mikrospéire

lokalizovan polarné ® blokéda Gcinku GF a udrzovéni kondenzace chromatinu
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Prvni pylovd mitéza u krytosemennych rostlin je modelem ke studiu asymetrického
bunééného déleni, kdy dochézi k nahlé a vyrazné zméne stavu diferenciace deerinnych bunek: jeji
produkty se lisi tvarem, velikosti, funkci i chemickym sloZenim chromatinu. Maturacni studiu pylu
in vitro prokédzaly vyznam ulohy mikrotubulii a orientace mitotického vieténka inhibice
mikrotubult aplikaci kolchicinu indukovala symetrickou mitézu a dvou bunék vegetativniho typu.
Asymetricka mitéza je tedy predpokladem diferenciace na generativni a vegetativni bunku. Na
z&kladé téchto pokusi byly formulovéany dvé hypotézy pylové diferenciace: gradient putativniho
gametofytického faktoru popi. i aktivniho represoru fidi sktrukturu chromatinu a nésledné i
genoveé aktivity obou typua jader (obr. 61).

U modelové rostliny Arabidopsis byla izolovana fada mutaci, u kterych dochazi v riznych
fazich vyvoje saméiho gametofytu k narueni prvni popi. druhé pylové mitézy. Takto byl
napriklad identifikovan gen TETRASPORE (TES) nezbytny pro cytokinezi mikrospory. U mutantt
tes zistavaji viechna ¢tyii mikrosporova jadra ve stegjné cytoplazmé a jen néktera se vyvinou ve
funkeni pylova jédra. Dochézi v3ak k fadé abnormalit, véetné flze jader nebo tvorbe ektopickych
bunécnych stén. Vagjicka opylend pylem tes ¢asto abortuji, coZz je as zpusobeno excesem
paterndnich genomi v endospermu. Mutanty tes tedy odhaluji gen specificky pro sam¢i meidzu.
K identifikaci genti zahrnutych v procesu polarizace pylu byly izolovany ¢tyii mutanty zv. gemini
pollen, které tvori ne zcela rozdélené bunky (twin-celled pollen). Mutant gemini pollen 1 byl déle
charakterizovan a ukazalo se, Ze pusobi gametofyticky svydedkem redukované transmise pies
obé pohlavi. Gen gemini pollen 1 vykézal nelipiné penetrantni fenotyp svysedkem v ekvanich,
neekvanich a ¢astecnych délenich pii prvni pylové mitoze. Vydedky svédéi o zménéné symetrii
bunécného déleni, funkce GEMINI POLLEN 1 je zigmé vyZadovana k lokalizaci aktivity
fragmoplastu. Pri ekvanich i neekvanich délenich se ukézalo, Ze ob¢ vydedna jadra jsou spise
typu vegetativniho.

Prvni, asymetricka mitéza dava standardné vznik vétSi bunce vegetativni a mensi
generativni. Byl identifikovan gen SDECAR POLLEN (SCP), ktery je k tomuto typu déleni pylu
vyZadovan. Mutace vykazuje odlishou gametofytickou penetranci a riznou expresivitu v rtiznych
genotypech Arabidopsis, ¢asto vede k pylove sterilité (obr. 62). Néktery mutantni pyl tvori extra
bunku u pylového zrna (proto nazev sidecar), ktera ma charakter bunky vegetativni. Mutace
ovliviije jak pocet bunéénych déleni v pylu, tak i pylovou viabilitu, jde o mutaci gametofytickou
(dikaz pomoci tetrddové analyzy). Vyvojova dréha vedouci k extra-vegetativni burice je

nésledujici: prvni pylova mit6za je nestandardni a dava z uninukledtni mikrospory ekvanim
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Obr. 62. Vyvoj sam¢iho gametofytu u krytosemennych rostlin a nékteré jeho anomélie.
Standardné vznikaji z pylové mateiské buinky (PMC) meidzou ¢tyii mikrospory, z nichz kazda se
déli ngjprve asymetrickou mit6zou na bunku vegetativni (Srafovana jadra) a generativni:
generativni burika se poté déli symetricky na dvé bunky spermatické (tmavé ovaly). Kdyz je prvni
pylova mit6za experimentélné narusena (inhibice mikrotubult kolchicinem), vznikaji dvé shodna
vegetativni jadra. U mutaci sidecar, quartet a gemini dochézi v riznych fazi vyvoje pylu

k defektam, které mohou mit za nasledek i saméi sterilitu rostliny.
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délenim vznik dvéma (stejnym, nedeterminovanym) bunkém, z nichZ jedna se stane (vegetativnim)
sidecarem (svradtélé, sterilni pylové zrno) a druha se rozdéli asymetrickou mitézou na bunku

vegetativni a buiiku generativni.

Dva geny nazvané QUARTET (QRT) jsou u Arabidopsis vyZadovany k separaci pylovych
zrn v prubéhu normalniho vyvoje. U mutanta grt jsou vnéjSi stény ¢ty meiotickych produkta
pylové materské bunky flzovany a pylova zrna se uvoliuji v Uplnych tetrédéch. Pyl je viabilni a
fertilni a cytoplazmy uvnitt tetrad jsou diskrétni, oddélené. Opyleni jednou tetradou dévéa vznik
Ctyfem semenim a geneticka analyza prokazala, Ze markerové lokusy segreguji v poméru 2:2.
Tyto mutace tedy umoziuji provadét tetradovou analyzu u Arabidopsis a definuji stadia tvorby
pylové stény.

V sami¢im kvétnim pohlavnim organu, pestiku, dochézi ve speciaizovanych bunkéch
(megasporocytech) k meioze, pii niz vznikaji ¢tyri haploidni spory (megaspéry). V prabehu
evoluce krytosemennych rostlin doSlo ke znacnému rozriiznéni jejich dalSiho vyvojového osudu.
U negjhojngjsiho typu (zv. Polygonum, asi 80 % druhi) tii produkty meiézy programove zanikaji a
dalSimu vyvoji se podrobuije jen jedina megaspéra (tzv. typ monosporicky, obr. 63). Vyvoj je tu
tedy formalné analogicky s Zivocichy, kde téz preziva jediny meioticky produkt a ostatni zanikaji
(polérni téliska). Z prezivajici megaspory se sérii tii mitotickych déleni vyvine osmibunéény
megagametofyt (zarodecny vak) se dvéma cili oplozeni: haploidni vajecnou bunkou (® zygota) a
diploidnim centrdinim jadrem (® endosperm), ostatni burky jsou jen podparné. U jinych druha
rostlin mohou pieZivat dvé nebo i vSechny ¢tyii megaspory. Samic¢i zarodecny vak se tvoii ve
vgjitku, coz je specidizovana struktura, odvozend z lizka stény semeniku (obr. 64). Zraly
z&rodecny vak nekterych druht rostlin miZze mit nejednotnou Uroven genetické heterogenity,
ktera zavisi natom, zda se jedno, dvé nebo vSechny ¢tyti jadra megaspor podilegji na jeho utvareni.
RozloZeni protoplazmy ve vajecné burice je vysoce polarizované, coZ je zptsobeno pritomnosti
velkych vakuol na mikropylarnim konci, které oddéluji j&dro a vétSinu cytoplazmy od konce
chalazdlniho. Centrdni bunka zarode¢ného vaku obsahuje dvé jadra, velkou vakuolu a mnozstvi
cytoplazmatickych organel. Je oplozena jednim spermatickym jadrem a vytvéi se tak (obvykle)
triploidni jadro primérniho endospermu. Cytochemické analyzy ukazaly, Ze synergidy, centrani
bunky a antipody maji velky pocet ribozomi a mitochondrii, zatimco vaecné bunky maji

ribozéma, plastidia a dalSich organel méné a zdaji se byt relativné metabolicky klidove.
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Obr. 63. Schéma dvou zékladnich typa vyvoje zarode¢ného vaku u krytosemennych rostlin (podle
Cernohorského, 1964). U typu monosporického (zv. Polygonum, horni fada) tii ze étyi produkti
meiozy zanikaji a natvorbe zarodecného vaku se podili pouze jedind megaspéra. U typu
tetrasporického (zv. Fritillaria, dolni fada) vSechny étyii megaspory preZivaji a spolecné davaji

vznik geneticky heterogennimu zarode¢nému vaku.
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Obr. 64. Vyvoj vajicka krytosemenné rostliny probiha diferenciaci pletiva semeniku podé

proximalné-distalni osy (podle Howella, 1998). Primordium vajicka dava postupné (na obrézku
vlevo, shora doli) vznik vajicku, které matii hlavni ¢asti: distalni (nucellus), stredni (chaldza) a

bazalni (funiculus). Zralé neoplozené vgjicko (vpravo) obsahuje predevSim zarodecny vak, ktery je

obklopen sporofytickymi pletivy, zeména vajecnymi obaly (integumenty).

mikropyle
funikulus S

integumenty

chalazalni
Fona
nucellus

funikulus

nucellus




112

Mutagenezou byla u Arabidopsis izolovana sami¢i gametofytick& mutace fertilization-
independent endosperm (fie). Mutace specificky ovliviiuje centralni buinku zarodecného vaku,
umoznujice replikaci centrélniho jadra a vyvin endospermu bez fertilizace. Mutace neovliviiuje
vagjecnou buiku, coZz naznatuje, Ze procesy, které fidi iniciaci embryogeneze a vyvinu
endospermu, jsou odlisné. U heterozygotu FIE/fie se obal semene a plodu podrobuiji na fertilizaci
nezavidé diferenciaci, coZz ukazuje, Zze sami¢i gametofyt fie je zdrojem signalu, které aktivuji
sporofyticky vyvin obali semene a plodu. Mutantni alela fie neni piendSena pires samici gametofyt:
kiizeni heterozygotni samice FIE/fie swt-samcem vede ke tvorbé SeSuli s normadnimi semeny a
neviabilnimi semeny, 1:1. Naproti tomu kiiZeni wt-samic s heterozygotnimi samci FIE/fie s vedlo
ke vzniku normalnich semen, které daly vznik homozygotnim FIE/FIE a heterozygotnim
rostlindm FIE/fie, 1:1. Samoopyleni téchto heterozygoti dalo abortovana a normani semena, 1:1.
Tato normdni semena v3ak opét predstavuji heterozygoty, opét segreguji FIE a fie alely.
Dédicnost této aely pies samici gametofyt ma tedy za nésledek aborci embrya, i kdyZ pyl nese wt-
typ aely FIE. FIE tak predstavuje novou nezbytnou funkci pro samiéi reproduktivni vyvin (obr.
65).

Byly také izolovany tii mutanty nazvané fertilization-independent seed (fis), ve kterych
nejsou urcité procesy vyvinu semene svazany s dvojim oplozenim, které se odehréva po opyleni.
Tyto tii mutanty jsou mapovany na odlisné chromozomy. U semen fisl a fis2 jsou autonomni
jadra endospermu diploidni a endosperm se vyviji do stédia celularizace: ¢astecné vyvinuta
semena pak atrofuji. Proembrya jsou tvoiena jen v nékterych semenech a nevyvinou se déle nez
do globulérniho stédia. KdyZ jsou FISfis rostliny opyleny FIS'FIS pylem, 50 % vydednych semen
se vyvine normdné (FISIFIS), zbytek semen svraska a neklici - obsahuji embryo zastavené ve
stadiu torpéda (FISfis). V normani sexudni reprodukci produkty gena FIS hrgi dalezité

regulacni role ve vyvinu semene po oplozeni (obr. 66).

K sami¢im gametofytickym mutacim patéi ziggmé i maternani mutace medea u
Arabidopsis. vykazuje aberantni rastovou regulaci v priabéhu embryogeneze. Embrya odvozena
z medea vgjicek rostou extenzivné a odumirgji v prabéhu desikace. Letalita embryi neni zavida na
paterndnim genomu ani genové davce. Fenotyp mea odpovida teorii parentdlniho konfliktu (tato
mutace bude popsana v kapitole 3.2.2). Shrnuti n¢kterych znamych gametofytickych gena a

mutantd je uvedeno v boxu 18.
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Obr. 65. Dedicnost materndlini gametofytické mutace fertilization-independent endosperm (fi€)

v reciprokych kiiZenich u Arabidopsis thaliana (podle Ohada et al., 1996). Mutace fie specificky
ovliviuje centralni bunku zérode¢ného vaku a umoZziiuje vyvin endospermu bez oplozeni, nema
v&ak vliv navyvin vajecné bunky. Funkci wt-alely FIE je tedy ziejmé blokéda predcasného vyvinu
endospermu. Jak vyplyvéa ze schémat kiiZeni, zarodecny vak vytvoreny matefskou rostlinou
FIE/fie, ktery pti mei6ze zdeédi mutantni alelu fie, abortuje a mutace se tedy nepiendsi do
potomstva. Naproti tomu v reciprokém kiiZeni, kdy nositelem mutace je heterozygotni pylovy

donor FIE/fie veSkeré potomstvo pieZiva, aviak mutace se vSak prenasi do potomstva.

FIE /fie X FIE/FIE
materskd rostlina pylovy dérce
50% FIE/FIE (+50% fie/ FIE, abortujici semena)

normalni semena

FIE/FIE X FIE/fie

materskd rostlina pylovy dérce

50% FIE/FIE + 50 % FIE/fie
pouze normalni semena
~ samoopyleni
FIE/FIE + FIE/fie
normalni semena

(+ fie/ FIE, fielfie abortujici semena)
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Obr. 66. Modely Gcinku maternalnich genti Fertilization-Independent Seed (FIS) na vyvin semene
Arabidopsisthaliana (podle Luo et al., 1999).

(a) Pavodni model aktivniho komplexu FIS, podle kterého produkty gena FIS (proteiny FI S1-
FIS3) se vézou na specificky regulaéni element (FRE, Fis Response Element), ¢im2z dochézi
k potlaceni transkripce genu spoustéjiciho vyvin semene SDG (Seed Devel opment Gene) ve
vajicku. V pylu ngisou geny FIS exprimovany, takze se represorovy komplex nevytvari. Proces
vyvinu semene je tedy zahgjen aZ po oplozeni.

(b) Modéel sekvenéni regulace vychazi z nejnovéjSich poznatkiti o charakteru regulacnich proteina
kédovanych geny FIS. Produkt genu FIS2 (transkripéni faktor s motivem zinkovych prsti)
aktivuje gen FISL, jehoZ produktem je represor s chromo-doménou (typu Polycomb, zndmého u
drozofily a savct), ktery blokuje predéasnou expresi genu SDG. Tento model opét vychazi
z predpokladu geny FISjsou exprimovany jen v saméim gametofytu a jejich tlohou je branit

pied¢asnému vyvinu semene pred oplozenim.

vajicko l pyl
aktivni komplex

zabranéni FIS
. genu .
aktivni '@,,. transkripce unetu-uff% transkripce
— -

a knmplf::n‘.
FIs [ fe j—{eoree] m} e ...,.m——:m >

_ - transkripce
aktivace genu FIS] neprobiha
proteinem FIS2 protein FIS
%; —_— rﬂpr:éc[}{“ e > se netvoki
genu SDG
tvorba
komplexu

FiS
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Box 18. Prehled nejvyznamnéjSich gent, které hrgji roli ve vyvinu gametofyti u krytosemennych

rostlin.

(a) sam¢éi mikrogametofyt

N TETRASPORE (TES) ® gen je vyZadovan ke tvorbé pirepdzek mezi produkty meidzy. U
mutanta vSechna ¢tyti jadra mikrospory zastavaji ve stejné cytoplazme, vznikaji polyploidni

spermie, ndsledkem je vysoka sterilita.

n GEMINI POLLEN 1 (GEM1) ® gen je vyZadovan k orientaci mitotického vieténka. Mutant
tvori dvé symetricka jadra typu vegetativniho, nékdy spolu ziistanou v jediné bunce (gemini),
sterilita

N SDECAR POLLEN (SCP) ® gen je vyZadovan k déleni pylu. Prvni symetrické pylova mit6za
mutanta dava dvé stejné bunky: jedna extra-vegetativni (sterilni sidecar) a druha®

vegetativni a generativni, mutace tedy nevede ke sterilité.

N QUARTET (QRT) ® gen je vyZadovan k separaci pylovych zrn. U mutanti jsou stény
meiotickych produktti pylové materské bunky fuzovany a zrna se uvoliuji v tetradach

(mozné tetradova analyza).

(b) sami¢i makrogametofyt

N FERTILIZATION-INDEPENDENT SEED (FIS) aFERTILIZATION-INDEPENDENT
ENDOSPERM (FIE) ® geny hraji regulacni role ve vyvinu semene po oplozeni. U mutantt se
diploidni j&dra endospermu vyvijeji bez oplozeni, pak atrofuji. Mutace neovliviuji vajecnou
bunku ® procesy embryogeneze a vyvinu endospermu jsou tedy zigime odlisné.

n MEDEA (MEA) ® mutace genu zpisobuje hypertrofii a zanik embrya. Neni dosud jasné, na

jaké trovni se gen projevuje: zarodecny vak, endosperm nebo maternalné imprintovany

embryonani gen?
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3.2.2 Oplozeni, embryogeneze a tvor ba semene

Prvnim krokem k procesu oplozeni je opyleni, které souc¢asné predstavuje model ke studiu
mezibunécnych komunikaci, polarniho rastu pylové 1&ky i interakci s castym vektorem pienosu
pylu na sami¢i bliznu - hmyzem. Pokud se pylova zrna dostanou na bliznu, nastava jejich
hydratace a pyl klici v pylove 1&cky. Ty nejdiive penetruji skrze bunécnou sténu papil blizny a poté
rostou bazipetaln¢ skrze prachodny trakt ¢nélky az se vynori z placenty v blizkosti funikulu
vgjicka a vnika do n¢j mikropyldrnim otvorem (obr. 67). Rist pylové latky je typem
jednosmerného rustu, jako je tomu u viaken hub. Jgji Spicka obsahuje velky pocet sekrecnich
vé&cku, které jsou tam dopravovany proudénim cytoplazmy. Vnitini kostra rostouci Spicky I&ky je
tvoiena vid&kny aktinu: aplikace inhibitoru polymerizace aktinu zastavuje jeji rust. Procesy
diferenciace a zaoZeni bunééné polarity souvisgjici sfunkci aktinu jsou kddovany geny

z GTPazove rodiny (prokazana klicova funkce specificky exprimovaného genu Rop 1).

Obr. 67. Schéma procesu opyleni u Arabidopsis (podle Howella, 1998). Pyl kli¢i na papiléch
blizny a pylové l1&ky prorustaji skrze pletivo kréatké ¢nélky do semeniku (vlevo). Pylové l&ky
poté vyrustaji z placenty a mikropylarnim otvorem pronikaji do zérode¢ného vaku vajicka
(vpravo, obvykle skrze jednu ze synergid). Zatimco vegetativni j&dro pylu zanikd, obé
spermatickd jadra se U¢astni oplozeni: jedno oplodi buriku vajecnou (® zygota® embryo), druhé

splyva s centralnim jadrem zarode¢ného vaku (® triploidni endosperm).

| mikropyle __

& _g lacka
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Pocétecni déleni zygoty jsou analogicka ryhovani Zivocisnych vajicek, ve kterych dcetinné
bunky s nezanechdvaji svij pavodni objem pied dalSim délenim. Prvni déleni zygoty je
asymetrické, dava vznik malé apikalni bunce a velké bazani buince. Apikdni bunka dava vznik
vlastnimu embryu (vyjma ¢asti koiene, ktera se odvodi z bazalni buiiky). Bazalni bunka také tvori
extraembryondlni suspenzor, ktery ,tla¢i rostouci embryo do endospermu. V 16-bunécném stédiu
maé vlastni embryo 8 vngjSich bunek, které daji vznik epidermis, a 8 vnittnich bunék. Toto stédium
je pocétkem globularniho stadia, v prubéhu kterého je vlastni embryo sférické. S prechodem do
stadia srdce ziskava embryo bilaterdlni symetrii, kterd souvisi s po¢atkem tvorby déloh. KdyZz ma
embryo asi 100 bunék, jsou jiz patrna primordia koiene, prytu a vodivych pletiv: zékladni stavba,
struktura (pattern) rostliny je tedy zaloZena ve stédiu srdce (obr. 68).

Obr. 68. Schéma embryogeneze a vyvinu semene u dvoudélozné krytosemenné rostliny (podle
Goldberga et d., 1994). Po fertilizaci dochézi k prvni vyrazné asymetrické mitoze, pii které
vznika mensi bunka apikélni (A, ktera poséze vytvori témeéi celé embryo) a vétsi bunka bazani
(B, davgjici vznik ¢ésti korene a predevsim vyZivovému extraembryonanimu suspenzoru, S).
Embryo (EP, embryo proper) se zaciné diferencovat z apikéni bunky pii prechodu globularni
stédium - srdce. Zakladni plan téla je vytvoren ve stadiu srdce (patrna osa, O, a délozni listky, C),
kdy embryo ziskévéa bilaterdni symetrii. Poté se diferencuji z&klady apikalniho (SM, shoot

meristem) a kofenového meristému (RM, root meristem) a kolem embrya endosperm (En).

postfertilizace globulirni stadiom —srdce
I — ] ' |
proembryo :

i 6 ]

Zygota




118

Tvorba embrya. Sporofytickd generace zatind dvojitym oplozenim a nasednym
vytvorenim zygoty a zakladni bunky endospermu. Embryogeneze zahrnuje nasledné obdobi
vyvoje, béhem kterého zygota prochazi doZitou sérii morfologickych a bunécnych zmén
vyust'ujicich ve vytvoreni zralého zarodku, jehoZ dalsi vyvoj se docasné pozastavuje v klidovém
semenu. Déje odehrévajici se béhem zérodecného vyvoje vytvoii zakladni organizaci rostlinného
téla a pripravi zarodek k dormanci i ke kli¢eni. Jednobunécna zygota se déli asymetricky a dava
tak vznik dvéma odlisnym bunkam. Pric¢inou, pro¢ dvé dcefinné bunky zygoty ziskavaji rozdilné
charakteristiky v zavidosti na své poloze, maze byt fakt, Ze bazdni bunka na rozdil od bunky
apikdlni je prichycena k okolnimu matefskému pletivu (ma tedy jinou pozi¢ni informaci).
Rostlinnou embryogenezi Ize rozdélit do tti hlavnich fazi, ve kterych se odehrévaji vyznamné
vyvojové a fyziologické déje: (i) postfertilizace az proembryo, (ii) piechod od globularniho stadia
k fazi srdce, (iii) zvétSovani z&kladu orgénu a zralost embrya. Embryondlni organy a odlisna
pletiva se diferencuji béhem piechodu globularni stadium ® srdce. Zralé embryo je doZeno ze
dvou z&kladnich organovych soustav, osy (oblast hypokotyl - koifinek) a déloh, a dde nekterych
mimozarodecnych pletiv, ktera jsou piitomna v semenu, ale pozdéji jsou eliminovana (endosperm,
perisperm a testa). Embryo je v pozdgjSich fazich embryogeneze opét prestavéno. Apikané-
bazalni osa semen&cku se déli na pét zakladnich ¢asti: vrcholovy meristém, délohy, hypokotyl,

koten a kotrenovy meristém.

U krytosemennych rostlin, podobné jako u placentalnich savcia, dochézi k vyvinu embrya
uvniti téla matky. Stim souvisi i jgich malé vajecné buiky s minimalni zdsobou nutri¢nich 1atek.
Dosavadni vydedky také naznacuji, Ze geny s maternanimi Gcinky zigimeé hraji jen vediejsi tlohu
v ¢asném vyvinu embrya. U rostlin i savci dodlo v prabehu evoluce k vyvoji specifickych struktur,
jgjichZ dlohou neni jen poskytovat embryu vyZivu, ae také vytvorit mu i vhodné okolni prostiedi.
Tak se vyvinuly systémy zérodecnych vyZzivnych pletiv a obalti. Dokonce vétdina bunek, ¢asnych
derivétt zygoty, se nestane soucasti embrya nebo mladého jedince: u rostlin vytvari suspenzor
nebo délozni listky. U krytosemennych rostlin se unikatné vyvinulo druhé oplozeni: vysedkem je
obvykle polyploidni bunka, kterd da vznik vyZivovému pletivu, ve kterém se hromadi zésobni
latky, které podporuji vyvin embrya a poptipadé i kliceni semene. Evolucni pavod endospermu je
dosud nejasny. Dosavadni vydedky naznacuji, Ze obé spermatické bunky, které pronikaji do
z&rode¢ného vaku, jsou ekvivalentni: preferencni fertilizace (tj. jedna spermie determinovana
k oplozeni bunky vajecné a tvorbé zygoty a druhé k fuzi s centrdnim jadrem zérodecného vaku a

tvorbé endospermu) je jevem jen zcela
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vyjimegnym. Uloha endospermu je kriticky dileZita mutace postihujici endosperm vedou obvykle
k letalit¢ embrya. Primou soucasti zralého semene (nikoli v3ak embrya) jsou i pletiva maternani
(obr. 69).

Obr. 69. Hlavni bunééné linie krytosemennych rostlin. Podobné jako u savci (kde se téZ embryo
vyviji uvniti téla matky), se nékteré linie bunék odvozenych ze zygoty stévaji u rostlin
extraembryondlnimi (zejména suspenzor). Unikatni embryondni strukturou jsou délozni listky

s vyzivovou funkci. Jsou derivatem apikélni bunky a regulerni soucasti embrya, zéhy po kliceni
vSak zanikaji. U krytosemennych rostlin se oviem evoluéné vyvinulo dvoji oplozeni: ,,druhou
zygotou® je (obvykle triploidni aZ pentaploidni) endosperm, opét vyZivove, extraembryondni
pletivo. Soucasti zralého embrya (semene) jsou takeé pletiva maternalniho sporofytu (zeména
vyZivovy perisperm a osemeni). (M) znaci maternalni a (P) paternalni genomy. Kurzivou jsou

vyznatena pletiva, kterajiz nejsou soucasti dospélého sporofytu.

=

prvni ;‘a]:lil-lilni buiika -» embryo
oplozeni — zygota ( 5 kotyledony ) dospéla
(M+P) N A rostlina
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5 meristémy )
druhé
aplozeni — oplozené jadro  — endosperm meidza +
(ZM+P) zdrodelného vaku
haploidni
spory
pletiva —»  nucellus -+ perisperm i
materndlniho —  integumenty — lesta B gametofyty
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Vétdina druht rostlin ma velky genom a dlouhou generacni dobu, coZ je nevyhodné jak
pro klasickou genetickou analyzu, tak molekuldrni genetiku. Vyjimkou je Arabidopsis. generacni
doba je asi 2 me¢sice, tvori mnoho semen, je autofertilni (coz je vyhodné k detekci homozygotnich
mutanti) a ma maly genom (7 x 107 bp) srovnatelny s hlistici a drozofilou. K izolaci mutanti a
genu je vyuzivana radiaéni a chemickd mutageneze, mobilni genetické elementy a transgenoze,
podobné jako u drozofily. Pomoci saturacni mutageneze bylo u Arabidopsis prokazéno, Ze
tvorba struktury (pattern formation) v rostlinnych embryich zahrnuje 25 az 50 specifickych
genovych funkci. Zakladni skupinou mutantnich fenotypa jsou mutace, které ovliviuiji tii aspekty
organizace embrya (obr. 70): apikalné-bazalni strukturu (vedou k delecim raznych ¢asti rostliny
podle prisiusnych fenotypt - apikdni, centralni, bazaini nebo terminalni), radialni soumérnost
(neni napt. mozné morfologicky odlisit vnéjsi epiderméni bunéénou vrstvu od vrstev vnitinich) a

konecné tvar embrya (celkové abnormdni tvary rostlin).

Obr. 70. Ctyti zékladni typy mutantt Arabidopsis, které ovliviuji strukturu embrya podél
apikalné-bazani osy (podle Kalthoffa, 1996). Tyto mutace vedou k deleci celych rozsahlych ¢asti
embrya a obvyklei k aborci. Svym projevem piipomingji mutace geni velkych mezer (gap genes)
u octomilky. Na obrézcich vlievo je obdélnikem zndzornéno, ktera ¢ést norméniho semenécku u
piislusného mutanta chybi. Mutantni fenotypy jsou zobrazeny vZzdy vpravo. Apikani a bazalni

respektive centralni a termindni mutanty jsou vzgemné komplementarni.

l& apikalni { gurke )

| | \'J} centralni ( fackel )

. V bazilni { monopterous )

d termindlni ( grnom )
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Jednou z klicovych skupin geni fidicich procesy embryogeneze jsou geny LEAFY
COTYLEDON. Mutace leafy cotyledon 1 (lecl) byla pivodné popsana u Arabidopsis jako defekt
ve zrani embrya a desikaci, kterda méla za ndsledek vznik embrya s promichanymi znaky embrya a
semen&ku (obr. 71). Jeho kotyledony m¢ly trichomy, znak pravych listi. Lotan et a. (1998)
Zjigtili, Ze defekty se jiz vyskytuji v globuldrnim stédiu, v suspenzoru. LEC1 gen se jevi byt
obecnym reguldtorem n¢kolika embryo-specifickych procesi. Gen byl identifikovan T-DNA
inzerci a bylo zi&eéno, Ze vykazuje signifikantni homologii k podjednotce CCAAT-box-
vazebnému transkripénimu faktoru. Je exprimovan v oktantnim stadiu embrya véetné suspenzoru
a endospermu. Exprese nebyla zjisténa v Zadném pletivu po stadiu pozdniho torpéda. Introdukce
ektopického konstruktu 35S::LEC1 (strukturni oblast genu LEC1 naklonovana pod silnym
konstitutivnim promotorem) do lecl mutantnich rostlin komplementovala mutantni fenotyp, ale
bylo ziskano jen malo viabilnich desikovanych semen. Semen&cky meély fadu abnormalit, véetng
nékolika pseudokotyledonovych organi a kausujicich listi. Nékolik embryo-specifickych gena
bylo exprimovano v semenéccich, embryonané-specifické programy tedy fungovaly ektopicky.
Dv¢ rostliny v potomstvu tvorily sponténné embryondlni struktury na listech, coz bylo zigime

zpusobeno expresi urc¢itych embryondlnich gen.

Obr. 71. Fenotypovy projev mutace |leafy cotyledon 1 (lecl) navyvin embrya Arabidopsis
thaliana (podle Lotana et al., 1998). Funkce standardni alely genu LEC1 je vyZadovana ke
specifikaci tvorby déloZnich listka a zréni embrya. Jeho mutace ma pleiotropni G¢inky, které se
projevi letalitou embrya, pokud neni dopéstovano v kultuie in vitro. Nahoie je zndzornéno
standardni embryo, které prochazi pies klidoveé stddium (desikace) ke tvorbé semenatku.
Mutantni embryo (dole) je intolerantni vici vysychéni a tvori jen krétkou osu s aktivovanym

meristémem(SAM) a nezakiivenymi délohami, na kterych se tvori trichomy (znak pravych listt).
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Rostlinné bunky jsou totipotentni, mohou davat vznik rostlinam bez fertilizace, somaticka
embryogeneze je jednou zforem nezygotického embryondniho vyvoje (jingmi jsou napr.
androgeneze nebo apomixe). Co indukuje embryonalni tvorbu za nepiitomnosti fertilizace?
Experimentdné 1ze navodit somatickou embryogenezi aplikaci a pak odstranénim auxinu,
mechanizmus je viak neznamy. Tvorba embryi na listech ektopicky exprimujicich LEC1 je odlisna:
nevyZaduje auxin ani prostiedi tkénovych kultur. Regulaéni gen LECL je tedy vyZadovén
k indukci bunécného prostiedi, které aktivuje embryondni drédhu (obr. 72). Dasi z nékolika
zndmych mutaci ovliviyjicich embryonadni program je pickle (pkl), u které s primarni korenovy
meristém zachovava charakter embryondniho pletiva. Mutace také vede k prolongovanému
embryonanimu stavu a zpusobuje spontanni somatickou embryogenezu in vitro. Exprese této
aberantni diferenciace je suprimovana giberelinem. Kdykoli je tedy zachovan embryondni

program, obecnou odpovédi je tvorba somatickych embryi.

Obr. 72. Model tizeni pozdni embryogeneze u Arabidopsis (podle Westhoffa et al., 1998).
Produkt genu LEAFY COTYLEDON 1 (LEC 1) spouti expres geni LEC 2 a FUSCA 3, které
jsou odpovedné za dokonceni procesi embryogeneze a potlaceni piredcasného kliceni semene.
Produkt genu ABI 3 (ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3) je nezbytny k rezistenci semen viici

vysychani, jeho mutace vedou K viviparii.

embryo ve stadiu torpéda

3
® dokonéeni normalni embryogeneze
® LEC2 -®
LEC1 y potlaceni listového fenotypu v kotyledonech
®

® FUS3 -® potlaéeni predéasného kli¢eni - - ABI 3

® aktivace programu =
pozdni embryogeneze
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zralé embryo




123

Mnohé udaje ukazuji, Ze metylace DNA hraje podobnou regulaéni Ulohu jak ve vyvoji
rostlin, tak i savci. Bylo napiiklad zjidténo, Ze mnozstvi 5-metylcytozinu v jaderné DNA se od
stadia semen do stédia kli¢icich rostlinek vyznamné snizilo. Zmeény metylace DNA zjevné souvisei
s regulaci genove aktivity v diferencujicich se rostlinnych bunkéach v raizném stadiu ontogeneze.
Dosavadni vydedky naznatuji, Ze po fertilizaci a béhem vyvoje a maturace miaze byt DNA embrya
podrobena de novo metylacim i demetylacim: kli¢eni a nasledn& bunééna déleni a rist zpasobuji

dramaticky pokles v celkove genomove metylaci.

Endosperm a genomovy imprinting. Pivod endospermu je spojen s druhym oplozenim,
kdy spermatické jadro splyva se dvéma jadry polovymi za vytvoreni obvykle triploidniho
endospermu. Tento unikatni proces miaze byt dulezity pro zachovéani epigenetickych rozdilu, které
fidi vyvoj endospermu a z&rodku. Kermicle a Alleman (1990) predpokladaji, Ze genomovy
impriting, uskutecnovany v souvidosti s nestejnym piispévkem genti od rodi¢a, by mohl vést k
odlisnym hladinam genové exprese. Nepritomnost endospermu ve zralych semenech cetnych
druhi rostlin naznacuje, Ze endosperm je vstrebavan rostoucim zérodkem. Nékteré mechanizmy,
Ucastnici se procesu degradace endospermu béhem embryogeneze, byly recentné popsany:
metodou TUNEL (tj. terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labelling)
byla béhem kli¢eni zrn jecmene pozorovana fragmentace DNA v aeuronu. Fragmentace jader
(naznacujici apoptozu) zacadla v blizkosti embrya a rozSiovala se do bun¢k aeuronu déale od
zérodku v zévidosti na ¢ase: stejné kinetika byla zjisténa u hydrolytickych enzyma. Dramaticky
narist obsahu jaderné DNA je béZnym jevem v prubéhu vyvoje endospermu, Uroven ploidie
dosahuje hodnot aZ 300C. Podobny nartist obsahu jaderné DNA se odehréva i ve vyvijgicich se
bunkéach déloh ludténin. Je mozné, Ze tyto procesy odrézeji amplifikaci gena kodujicich enzymy
Ucastnici se syntézy zasobnich proteina a karbohydrétu.

Geny smaternanim U¢inkem jsou zndmy u Zivocicha, ae u rostlin jsou jen vyjimecné.
Jednou z moznych interpretaci funkce takovych gend je, Ze gen je imprintovan, takZe aela
zdedena ze samiciho gametofytu je aktivni, zatimco aela ze sam¢iho gametofytu se podrobuje
epigenetickému umlcovani. U vyvojové méne pokrocilych rostlin je gametofyt volné Zijici,
zatimco u nahosemennych a krytosemennych rostlin je vazan na sporofyt. U téchto vySSich rostlin
neni navic jasné, do jaké miry je vyvoj embrya zavisly na extrazygotickych vlivech (endosperm a
sporofyt). MozZnost, Ze extrazygotické bunky piimo fidi expres urcitych gent v embryu, neni
jasnd Existuji pringimensim tii takové mozné extrazygotické vlivy na embryo: sporofyticky
maternalni efekt, gametofyticky maternani efekt a efekt endospermu:
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(&) sporofyticky maternalni efekt je manifestovan geny, které jsou exprimovéany v diploidnim
sporofytu, ae jgichz produkty jsou vyZadovany v embryu nebo endospermu. (b) gametofyticky
maternélni efekt - geny jsou exprimovany v sami¢im gametofytu - a jejich efekt nemiaze byt
nahrazen genovou expresi v embryu nebo endospermu. (c) endospermovy efekt - vysledek gena,

které jsou funkéni jen v endospermu, ale ovliviiuji neprimo i embryogenezu (obr. 73).

Obr. 73. Extrazygotickeé Gcinky geni na embryogenezu (podle Raye, 1998). (a) Sporofyticky
maternélni efekt (jak je znam u fady Zivocisnych druhti) je zprostiedkovan produkty diploidniho
sporofytického pletiva. Homozygotné recesivni matersky organizmus pak neni schopen dét vznik
Z&dnym standardnim embryim. (b) Gametofyticky maternalni efekt je zptisoben geny specificky
exprimovanymi v sami¢im gametofytu (haploidnim zarodecném vaku) a jejich mutace nemiZe byt
reparovana expresi v embryu nebo endospermu. () Exprese genti v endospermu vyznamné
ovliviiuje vyvin embrya. Geny v endospermu mohou byt navic sex-specificky imprintovany. Velké
boxy predstavuji sporofyticke pletivo vgicka, které zahrnuje sami¢i gametofyt (ovaly) nebo
pozdéji embryo (symbol srdce) a endosperm (velké kruhy).

(2} afinek sporofytu {b) afinek gametofytu
sl
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Recentné byl u Arabidopsis izolovan gen MEDEA, ktery odpovida za materndni Ucinky na
rast embrya a endospermu. Jeho mutace se projevuje gigantickym vyvinem embrya a jeho

néslednou aborci (obr. 74).

Obr. 74. Fenotypovy projev a dédicnost materndniho genu MEDEA (podle Grossniklause et al.,
1998). Opyleni heterozygotni rostliny MEA/mea wt-pylem vede k aborci gigantickych embryi
smutantni maternalni alelou. Po opyleni wt-rostliny pylem mutanta MEA/mea abortivni embrya

nevznikaji, mutantni alela se v3ak piendsSi do potomstva.
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KdyZ jsou mea/+ rostliny samoopyleny, 50 % semen abortuje v pozdnim vyvoji. Tato
segregace 1:1 je charakteristickd pro mutaci, ktera disruptuje gen vyzadovany v sami¢im
gametofytu, protoZe polovina haploidnich gametofyta nese mutantni alelu. PoZadavek produktu
MEA v sam¢im gametofytu vSak nemusi byt zjevny, protoZze mnozstvi pylu prichézejici na bliznu
obvykle vysoce piesahuje pocet pylovych zrn k fertilizaci. Reciproké kiizeni viak efekt genu mea
v sam¢im gametofytu vyloucilo: kdyZz mea/+ rostliny byly pouZzity jako samecci k oplozeni WT
samicek, tvorba semen byla normélni a 50 % potomstva neslo mutaci mea. Transmise mutace pies
pyl tedy nebyla ovlivnéna, zatimco mea/+ samic¢ky opylené WT sameckem nepiendSely mutaci do
potomstva. U mutace mea (na rozdil od jinych zndmych mutaci sami¢iho gametofytu) se
gametofyt vyviji norméné a je normané oplozen, aviak 50 % semen kolabuje v pozdnim vyvoji
jako nadedek defekti v embryu a endospermu. Letalita embryi zptisobovana mutaci mea je proto
gametofyticky tizenym materndnim efektem. Mutantni embrya se vyvijgi normdné, ae od
pozdniho globularniho stédia jsou vétSi nez wt-embrya (aZz 10krét), jejich morfogeneze je viak
vyrazné pomalgjSi a posléze degeneruji v prabéhu desikace semen. Apikalné-bazadlni osa a radiani
usporédani postizeny nejsou. Casny endosperm je normdni, ae v dobg, kdy dochézi k prvni

manifestaci defekti embrya, je zpozdéna celularizace endospermu a redukuji se buné¢na délen.

Jestlize MEA pusobi priméarné v endospermu, potom materndni letalita mea mutaci by
mohla mit za ndsledek senzitivitu k zygotické davce genu v triploidnim endospermu: mea/mea/+
endosperm, tvoreny kdyZz mea sami¢i gametofyty jsou fertilizovany WT pylem, je mutantni,
zatimco +/+/mea endosperm zreciprokého kiizeni je normdni (obr. 75). K otestovéni této
hypotézy Grossniklaus et al. provedli manipulaci sdévkou geni kiiZzenim mea/+ samicek
stetraploidnim sameckem, ktery tvoril diploidni pyl se dvéma MEA kopiemi. Semena z tohoto
kiizeni méla 50 % aborci, coz naznacuje, Ze davka geni MEA v endospermu nevysvétluje
maternalni efekty mea mutace. WT MEA aléla je tedy nezbytna pro sami¢i gametofyt. ProtoZe
tento gametofyt je haploidni, nebylo jasné, zda mea mutace je dominantni ¢i recesivni. Proto byla
mutace introdukovana do tetraploidni rostliny, aby sami¢i gametofyt byl diploidni. Vysedky
kiizeni pak ukézaly, Ze mea/+ gametofyty jsou WT typu a tedy mea je mutaci recesivni (a
recessive loss-of-function mutation). Z toho vyplyva, Ze alela MEA zpasobuje bud’ restrikci

bunécné proliferace v embryu nebo podporuje jaderné déleni v endospermul.

MEA lokus byl izolovan technikou transposon-tagging a sekvenovan: analyza ukazala, ze

MEA koduje protein podobny drozofilimu proteinu ze skupiny Polycomb (Enhancer of Zeste),
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coZ jsou strukturne zvl&stni proteiny identifikované na bazi obecné funkce v blokovani transkripce
homeotickych gend, které specifikuji identitu télnich ¢lanka u drozofily. Proteiny Polycomb jsou
vyZadovany nikoli k vypnuti jejich cilovych mist v prabéhu ¢asné embryogeneze, ae spise
k zgji&éni toho, aby vypnuty stav byl udrZzovan (zapamatovan), jak se bunky postupné déli
v prubéhu embryonaniho i pozdéjSiho vyvoje. Tyto proteiny také reguluji bunéénou proliferaci:
napt. mutanty e(z) maji dekondenzované chromozomy, které fragmentuji v prabéhu mitozy. Je to
nepiimym dtikazem, Ze tyto proteiny mohou byt ptimo vyZzadovany jako strukturni komponenty

zahrnuté v kondenzaci chromozémiai.

Obr. 75. Uginky ploidie, rodi¢ovského pivodu a genetické konstituce embrya a endospermu genu
MEDEA na vyvin embrya Arabidopsis (podle Raye, 1998). Jsou zndzornéna reciproka kiizeni
diploidnich rostlin (prvni dva tadky) a diploidnich rostlin s tetraploidnimi (dolni tii fadky)
nesoucimi wt-alelu MEDEA (+) nebo alelu mutantni (-). Ve sloupcich jsou uvedeny prisusné
genotypy haploidnich gamet, diploidniho embrya a triploidniho endospermu a fenotypy embryi.

Z vydedku kiizeni vyplyva: (1) mutace se u embrya projevi jen tehdy, pokud je mutantni alela
maternaniho pavodu, a (2) mutace je recesivni. Pokud je gen MEDEA imprintovan, me¢lo by jit o
specifickou maternalni expresi v endospermu. Ze srovnani genotypii endospermu a fenotypt
embrya vyplyva, Ze mutace se projevi jen tehdy, pokud v endospermu neni Zadnd maternalni,
potencialné funkeni alela MEDEA. Lze uvaZovat i o vlivu poctu wt-alel MEDEA: mutace se

projevi jen nizkém pomeéru ael MEDEA k po¢tu genomt endospermu (£ 1 : 2).

genotyp MEDEA fenotyp pomér poétu wt-kopii

vajicko pyl embryo endosperm embrya genu MEDEA

k ploidii endospermu

+ - +/- + +/- normalni 2:3
- + -+ - -+ abnormalni 1:3
- ++ -+ + --/++  abnormalni 2:4
-- + - -+ ----/+ abnormalni 1:5

-+ + - +/+ - -+ 4+ normalni 3:5
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Moznych vysvétleni Gcinku mutace mea na zygoticky vyvoj je cela fada. RNA nebo
protein MEA mohou byt exprimovany gametofyticky a deponovany ve vajecné nebo centrélni
bunice a pozdéji reguluji bunécné déleni zygoty. ProtoZze mutantni embrya jsou norméni az do
stiedniho globularniho stadia, MEA nemusi byt vyZzadovéna az do tohoto stédia, coz naznacuje, Ze
jeho produkty jsou relativné staé. Pozdni efekty mutace mea vSak mohou byt vysvétleny tak, Ze
mea/+ pletiva, ktera obklopuji mutantni gametofyty poskytuji MEA produkt. Neschopnost
paterndniho MEA zachrénit zygoty mea naznatuje, Ze MEA bud’ neni zygoticky exprimovan nebo
je exprimovan prilis pozdé. Také u drozofily a nematod jsou mRNA a proteiny Polycomb
exprimovany materndiné a premistény do vajecné bunky a jeich neptitomnost ve vajickach

odpovida za letalitu embryi, kterd nemtze byt zachrédnéna paterndni alelou Polycomb.

Druhé vysvétleni materndni dédi¢nosti MEA je prostiednictvim genomového imprintingu.
ProtoZe se u rostlin imprinting obvykle vyskytuje v endospermu (spiSe nez v embryu), vyZadovalo
by to, Ze MEA puisobi zygoticky v endospermu nebo maternalné v centréni buice gametofytu.
Napriklad, jestlize je gen MEA imprintovan tak, Ze pouze maternané dédéné alela je exprimovana,
potom paterndni aely MEA jsou mi¢ici a tedy neschopné zachranit defektni aely mea.
Alternativné, MEA muazZe byt vyzadovéna k imprintovani jednoho nebo vice cilovych gena
v sami¢ich gametofytech, takZe exprese maternalné a paterndiné ziskanych alel se v zygotéch lisi.
Jestlize MEA umléuje materndini aely, potom zygoty mea by mohly abortovat, protoze by jak
maternalni tak paterndni alely byly aktivni. Tato moznost je vSak vyloucena, protoZe zygoty se
dvéma paternalnimi genomy jsou Zivotaschopné. Obracené, MEA by mohla zgji&ovat, aby cilové
geny byly specificky exprimovany z materndni aely. Ztrédta materndniho imprintingu by nemohla
byt prekonéna aktivitou MEA v embryu nebo endospermu, protoZe imprinting je pravdépodobné
nastaven v prabéhu tvorby gamet. Recentni vydedky u savca a drozofily také naznatuji roli
Polycomb proteina v zaloZeni imprintovaného stavu. V kazdém piipadé patii objev genu MEDEA
- jeho funkce v embryogenezi, maternalni expres i struktury jim kddovaného proteinu typu

Polycomb - k nejzgjimaveéjSim pokrokim molekulérni genetiky rostlin (box 19).

Rostliny se vyznatuji vysokou regeneracni schopnosti, vedle rozmnoZovéani
pohlavniho se bézné mnoZi i vegetativné (bunky jsou totipotentni). Kultivaci kterékoli bunky
rostlinného téla na pin¢ definovanych, syntetickych médiich in vitro je mozné zpétné izolovat celé

rostliny. Na modelu kukuiice bylo v neddvné dob¢ demonstrovéno, Zeizolované gamety
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Box 19. Shrnuti charakteristiky maternalnino genu MEDEA (podle Grossniklause et al., 1998).

N nazev genu byl inspirovan antickou tragédii:
Medea zabije své déti jako pomstu za Jasonovu neveru (Euripides, 431 B. C., Medea)
N u Arabidopsis nalezen pomoci techniky gene-tagging Ds elementem gen MEDEA, jehoz

recesivni maternalni mutace vykazuje aberantni regulaci embryogeneze

N embrya odvozena z mutantnich vajicek medea rostou extenzivné a odumirgji v priabehu
desikace: heterozygotni matka segreguje v potomstvu 50 % norménich a 50 % leténich

semen

N letalita embryi neni zavida na paterndnim genomu ani genové davce, mutace medea se pirendsi

pres saméi drahu do potomstva

N pomeéry alel MEDEA/medea v endospermu v podstaté nevysvétluji efekt mutace

N MEDEA kdduje protein podobny skupiné Polycomb (u Zivoéichi zgjist'uji stabilni expresi gena
pii bunéénych délenich, obvykle represory)

n fenotyp medea odpovida teorii parentadniho konfliktu a mohl by byt zprostiedkovan
imprintingem (analogie s chybnym imprintingem u ¢lovéka, ktery zpasobuje
giganticky fetdni rast, Beckwith-Wiedemanntv syndrom)

N moZné vysvétleni Ucinku mutace medea na zygoticky vyvoj:
(a) sporofyticky maternalni efekt - gen je exprimovan v diploidnim sporofytu, jeho produkt je
transportovan do embrya nebo endospermu
(b) gametofyticky maternélni efekt - gen je exprimovan v sami¢im haploidnim gametofytu, jeho
defekt nemtize byt nahrazen genovou expresi v embryu nebo endospermu
(c) endospermovy efekt - gen je funkéni jen v endospermu (materndlni imprinting), ale nepiimo

ovliviuje i embryogenezu

(vajecna bunka a spermie) Ize fuzovat a ze zygoty dopéstovat viabilni embrya (obr. 76).Kultivaci
nezralého pylu nékterych druhi rostlin je mozné indukovat androgenezu, tvorbu haploidnich

sporofyta, které maji velky vyznam pro genetickou analyzu i Slechténi rostlin. Androgeneze a
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partenogeneze u rostlin (tedy vyvoj jedince bez matky resp. otce) hovoti o absenci genomového
imprintingu v embryondlni linii. Somaticka embryogeneze je jev, kdy embrya (nebo jim podobné
morfogenni struktury) vznikaji nikoli ze zygoty, avsak ze somatickych bun¢k kultivovanych in
vitro. Dochézi k ni spontanné u nékterych mutantt (napi. leafy cotyledon) nebo indukovang,
obvykle po exogenni aplikaci vysSi koncentrace rostlinného hormonu auxinu. Ve veétsing
uvedenych experimentanich systéma dochézi ke vzniku embryi, kterd prochézeji stejnymi stédii a
jsou velmi podobn& embryim zygotickym. Proto je somaticka embryogeneze (masova kultivace
synchronizovanych embryi u mrkve) vyuzivana jako experimentani model ke studiu bunéénych i
molekularnich procesi embryogeneze rostlin. Tvorba embryi in vitro obecné naznacuje, Ze

embryogeneze neni zcela zavida na sporofytickych ¢i gametofytickych maternénich produktech.

Obr. 76. Srovnani hlavnich typi embryogeneze in vitro (podle Mordhorsta et a., 1997).

(a) Fertilizace in vitro fuzi izolovanych gametickych protoplasta u kukutice. Po splynuti vajecné
a spermatické buiky dochézi k asymetrickému déleni a ndsledné tvorbé embrya, které je velmi
podobné standardnimu jednodéloZznému embryu pivodem ze zygoty.

(b) Androgeneze je cestou tvorby haploidniho sporofytu pavodem z pylového zrna (modelem je
tabak). Kultivované jednojaderné mikrospéry se déli symetricky za vzniku bunééné kolonie, kterd
se podéze vyvine v embryo.

(c) Pri somatické embryogenezi jsou bunky suspenzni kultury (na modelu mrkve) podrobeny
podminkam, pii kterych dochézi k diferenciaci atvorbé embryi, ¢asto se zcela analogickymi

strukturami, jaké miZzeme pozorovat u embryi zygotickych.
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Rada druhi rostlin se bézné rozmnoZuje asexuding tvorbou semen, kterd obsahuji embrya,
aviak nevyvinula se ze zygoty. Pavod téchto apomiktickych embryi je rizny: od neoplozenych
vagjecnych bunék (partenogeneze) az po materndni pletiva obklopujici vajicko (obr. 77).

Apomiktické potomstvo byva diploidni, stejné genetické konstituce jako materska rostlina.

Obr. 77. Schéma prirozené pohlavni a nepohlavni reprodukce z vajicka krytosemennych rostlin
(podle Howella, 1998). Ve vSech uvedenych pripadech vznikaji diploidni embrya v Klicivych
semenech. Pouze pii pohlavni reprodukci vSak dochazi k oplozeni vajecné buriky spermatickou
bunkou (draha vlevo). Pri nepohlavni reprodukci vznika embryo piimo ze somatického pletiva
vgjicka (sporofyticka apomixe) nebo ze spdr (gametofyticka apomixe): spory piitom pochazeji ze
somatickych bunék (aposporie) nebo megasporocytu (diplosporie).

adventivni embryonie
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megasporocyt (2n) apomixe
meidza diplosporie (bez meidzy) Y2 Yo Yo
megaspora (n) gametofyticka |
B apomixe |

zarodecny vak (n) |

spora (2n) |
vaje¢na bunka (n) N |
oplozeni vajecna bunka (2n) |
zygota (2n) N Yo
N piima tvorba embrya

embryo(2n) - = = = = = = zesomatickych bungk




Specifickym,

132

findnim st&diem procesi embryogeneze u krytosemennych (a

nahosemennych) rostlin je semeno. Jak se da embryo vyviji, vgjicko (uvnitt kterého spociva
embryo) se transformuje v semeno. Délohy a hypokotyl (osa pod délohami) rostou vyuzivajice

Zivin z endospermu a suspenzoru. Soucasné embryondlni bunky pokracuji v diferenciaci na

epidermdni, vodivé a zasobni buiky. Primordium prytu (mezi délohami) a kotene (v bazdni

Spicce hypokotylu) zastévaji malé a klidové, az po dobu kli¢eni. Rostliny jednodélozné se vyvijgi

podobn¢, avSak embryo si ponechava vétSinu endospermu a vliastni embryo je relativné malé.

Obecneé, semeno je klidovym embryonanim stédiem adaptovanym na disperzi a piezivani mimo

téla matky (obr. 78).

sufina embrya (hmotnost)

|

—_—
geny ¢asné embryogeneze

morfogeneze

Obr. 78. Casovy pribéh vyvinu semene zahrnuje tii hlavni stédia (podle Goldberga et al., 1989).
Pti morfogenezi je tvoireno embryo a extraembryonalni pletiva. Druhym stédiem je zrani
(maturace), ve kterém se akumuluji zésobni latky a dochazi ke zvétSovéani semene. Pii desikaci se
semeno vysusuje, oddeéluje se od materndlnich pletiv a dostava se do klidového stédia (dormance).
Je vyznatenai kinetika exprese tii hlavnich skupin genti: geny ¢asné embryogeneze (early
embryonic genes), geny kdduijici z&sobni proteiny (storage protein genes) a geny kodujici

proteiny pozdni embryogeneze (Iate embryonic abundant protein genes).
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Embryo a okolni pletiva, jako jsou endosperm a perisperm, béhem vyvoje semena rychle
zvy3dUji zasobu RNA, proteina, karbohydrata, lipida nebo dalSich 1atek, které jsou ukladany pro
pozdéjSi pouziti. Dulezitym jevem béhem zrani embrya je postupné vysychani a ztrata vody z
bunék. Suchy zarodek obsahuje viechny potiebné enzymy, koenzymy a substraty, které se ae
nelicastni metabolickych reakci. Biochemicky stav klidového zarodku muaZze byt tedy
charakterizovéan jako priprava na budouci aktivaci. Je znamo, Ze DNA je schopna zaujmout razné
konformacni struktury v zavidosti na pritomnosti vody, sekvenci nukleotidi a piitomnosti
specifickych vazebnych proteini. Osbornova a Boubriak (1994) prokazali, Ze DNA v zérodcich
semen a ve zralém pylu se lis§i od DNA normalnich somatickych jadrech. Se sniZujici se aktivitou
vody mohou nastavat dozité konformacni zmény v DNA, aZ ke zméndm z norméni formy B
(pravotocivé) na formu A (pravotocivou). Brzy po zacéku vysychéani ustdva v semenech
replikace DNA a nadedné i syntéza RNA a proteini. Béhem pozdni embryogeneze zabraiuje

kyselina abscisova (ABA) pied vyschnutim piedéasnému kliceni a podporuje zrani embrya.

Semeno piedstavuje disperzni jednotku, obsahuje zasobni latky k udrZeni rastu aZ po
dobu, kdy se stane autotrofnim organizmem. Dormance piedstavuje zéstavu kliceni az do
doby/podminek vhodnych ke Kkliceni. Kli¢eni semene zahrnuje uddosti, které zacingji
pohlcovanim vody klidovym suchym semenem (bobtnédni) a konc¢i elongaci embryondni osy.
Viditelnym znakem, Ze kli¢eni je ukonc¢eno, je obvykle penetrace radikuly (vysedek je nazyvany
viditelné kliceni). Nasledujici uddosti, véetné mobilizace zasobnich 1&tek, jsou svazany srastem
semen&ku (obr. 79). Prijem vody semenem je proces tiifdzovy, srychlym pocétecnim
pohlcovanim (faze 1), nésledovanym fézi plateau (faze 11). Dalsi vzrist piijmu vody nastava, aZz ke
kliceni ukonceno, kdyz se prodiuzuje embryonani osa (toto v dormantnich semenech nenastane).
Hlavnim efektem pii bobtnéni je tranzice membranovych fosfolipidovych komponent z gelové faze
(dosaZzené pii maturaci semena a vysychéni) do hydratovaného stavu tekutého krystalu. Ve
vyvijgicich se semenech se akumuluje kyselina abscisova, ABA (brani kliceni), negjvice ve stredni
Césti vyvinu, kdy jsou syntetizovany zasobni latky. U nedormantnich semen tato zabrana mizi po
dozrani semene a jeho uvolnéni z matefské rostliny. Mutace v syntéze ABA vede k viviparnim
nebo piedéasné klicicim semenam u rgjcete, Arabidopsis a kukurice. Extenze osy (radikuly) mize
byt inhibovéna inkubaci zralych semen v roztoku ABA. Gibereliny nejsou zahrnuty v fizeni
dormance, pusobi aZ po expiraci U¢inki ABA a jsou duleZité v podpoie a udrzovani kliceni.
Kliceni semene predstavuje ukoncéeni klidového nebo dormantniho stavu a jeho nahrazeni dalSi
fazi, béhem niz dochazi k aktivaci vyvojovych procesi. Po nabobtnani ziskédva suché klidove

semeno rychle metabolickou aktivitu. Predpoklada se, Ze struktury a enzymy potiebné pro
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zahgjeni metabolické aktivity jsou jiz pritomny v suchém semenu. Jednou z prvnich zmén po
nabobtnani je prudky narist respiracni aktivity, kterou Ize zaznamenat v nékolika minutach. V
suchém zérodku jsou pritomny jiz drive vytvoiené mRNA, av3ak v prabéhu raného kliceni jsou
transkribovany i nové mRNA. Rust koiinku skrze struktury obklopujici zérodek je stédium, které
ukoncuje kliceni a zahgjuje rust semenacku. Syntéza DNA probihd v buiikéch kotinku po
nabobtnani ve dvou fézich. K prvni z nich dochézi krétce po nabobtnéni a predstavuje reparace
DNA, poskozené v prabéhu vysychani a rehydratace. V druhé fazi probihéa syntéza DNA spojend
s délenim bunék v obdobi po ukonceni kliceni. Kliceni a nadedny vyvoj kli¢éni rostlinky jsou
rozhodujicim momentem ve sporofytickém Zivotnim cyklu. Béhem tohoto obdobi je podle z&kladu
vytvoienych v priabéhu embryogeneze ustanovena budouci architektura dospélé rostliny a dochazi
pti ném k dramatickym fyziologickym zméndm. Mlady semenatek ma stejnou strukturu, jak byla
patrna jiz ve stédiu srdce: prytové primordium (nyni nazyvané epikotyl), kotyledony, hypokotyl a
kotenove primordium. Tyto elementy tvori apikdngé-bazélni stavbu semenécku. Semenatek ma
takeé radiani stavbu, kterd zahrnuje tii hlavni typy pletiv: vnejsi epidermis, vnitini z&kladni pletiva

a centralni vodiva pletiva

Obr. 79. Kinetika procesi spojenych s klicenim semen (podle Bewley, 1997). Naose X je ¢asovy
horizont, naose Y je dynamika ptijmu vody: kiivka znazoriuje kinetiku piijmu vody. Vlastni

proces kliceni méa dve faze (1 - 11), po nich nésleduje proces postgerminacni (faze I11).
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3.2.3 Geny Fidici rast meristému a morfologii stonku a lista

Zatimco vétSna bunék semend&tku smetuje k diferenciaci na funkce ve fotosyntéze,
transportu a ukladani zésobnich latek, urcité skupiny bunék zustévaji navzdy embryondnimi a
aktivnimi v bunécném déleni: meristémy. Rostlinné meristematické bunky jsou jako Zivoc¢isné
kmenové bunky: kdyZ se déli, tvori rizné progenitorové buiky jinych tkani a regeneruji nové
meristematické bunky. Cely postembryonani rostlinny vyvoj zavisi piredeviim na meristémech.
Meristémy prytu a korene pokracuji ve tvorbé novych sektora korene a stonku, a tak narozdil od
vétSiny Zivocichi mohou rostliny rast v prabéhu celého Zivota Meristémy v pravidelnych
intervalech tvoti zdutreniny (uzliny, nody), které se vyvinou v listy, vétve nebo kvéty. Internodia
jsou blizko meristému krétka a dal se prodiuzuji. Meristém je tak zakryt listovymi primordii -
vydedna struktura se nazyva pupen. U Arabidopsis a mnoha jinych druht rostlin dava prytovy
meristém vznik listovym primordiim ve spiralnim usporadani s kratkymi internodii (rozeta, razice)
a nadedne se typ bunééného déleni v apikalnim meristému meni - je tvoreno nekolik malych listt
separovanych dlouhymi internodii. Po této docasné fazi tvori apikéni meristém kvétni primodria,
z nich pak kvéty a plody. V prabéhu vegetativniho rastu vytvéri apikdni prytovy meristém
opakujici se jednotky, zvané fytomery (obr. 80). Fytomery jsou obvykle vytvéieny reiteraci

procesu, pii kterém se z apikaniho meristému vynotuiji listova primordia

Obr. 80. Schéma zakladni jednotky vegetativniho prytu s apexem - fytomery (podle Howela,
1998). Fytomera je doZena z listu, UZlabniho pupene ainternodia. Rostliny maji v podstaté
¢lankované télo: fytomery jsou opakujicimi se strukturami, které se v&ak mohou lisit velikosti,

délkou internodia a typy organt vznikgjicich z UZlabnich pupenu v zavidosti na jgjim umisténi

v téle, stédiu vyvoje rostliny a vnéjSim prostiedi.
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V podedni dob¢ byla klonovana fada geni, které ovliviuji architekturu rostlin. Jsou to
zejména CLAVATAL (CLV1, tidici rovnovéhu mezi udrZzovanim meristému a jeho organogenezi),
CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC2, separujici orgdnova primordia v meristému) a teosinte
branched 1 (tbl) a cycloidea (cyc), které vyuZivaji rustové suprese k indukci morfologickych
zmeén. VSechny nadzemni ¢asti rostliny (listy, vétve, stonek a kvéty) jsou produktem prytového
apikalniho meristému (shoot apical meristem, SAM), proto pochopeni rostlinného vyvoje a
architektury vyZaduje studium udadlosti odehrévgjicich se v meristému. Funkce SAM  zahrnuji
samoudrzovani meristému, tvorbu listovych a axilarnich meristémovych primordii a potlacovani

rastu mezi primordii (obr. 81).

Obr. 81. Pri¢né schéma struktury prytoveho apikaniho meristému krytosemenné rostliny (podie
McSteen a Hake, 1998). Zakladnimi funkcemi apikalniho meristému jsou sebeudrZovéani, tvorba
z&ladu listt a primordii axilarnich meristémi a separace primordii. SebeudrZovani probiha

v centralni zon¢ a organogeneze v periferni zon¢. Listova primordia vznikaji v periferni zong,
zatimco axilarni pupeny vznikaji v UZlabi listt. Periferni zona také obsahuje burky, jejichZ tlohou

je separace jednotlivych primordii.

UdrZovani meristému. Recentné byl klonovan gen CLAVATAL (CLV1) z Arabidopsis,
jehoz produktem je zigimé receptorem kindzy. Tento gen fidi velikost prytového a kvétniho

meristému, rovnovahu mezi udrZzovanim meristému a jeho organogenezi. Mutanty clvl iniciuji
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kvéty se zvySenym poctem organi, obzvl&sté ve vnittnim kruhu karpelt, a maji vétsi prytove a
kvétni meristémy. Zigmé opacnou roli nez CLV1 m& gen SHOOTMERISTEMLESS (STM, z
Arabidopsis), téZ reguluje rovnovéhu mezi udrzovanim meristému a jeho organogenezi (obr. 82).
STM kéduje homeoboxovy transkripéni faktor, ktery je exprimovan v meristému a potlacovan
v oblastech periferni zony, kde se iniciuji organova primordia. Recesivni nebo nulova mutace stm
zastavuje vyvoj po tvorb¢ kotyledoni. Funkce STM je tedy vyZadovana k udrZovani
nediferencovanych bun¢k uvnitt meristému. Antagonistické role CLV1 a STM vyplyvaji i ze studia
dvojitého recesivniho mutanta, ve kterém jsou oba defekty kompenzovény. Kukuti¢ny homolog
STM, knottedl (knl) také hraje roli v udrzovani meristému. Knl podporuje nediferencovany rust,

ztrata funkce alely vede ke tvorbé méné pocetnych vétvi kvétenstvi.

Obr. 82. Model interakce gentt CLAVATA (CLV) a SHOOTMERISTEMLESS (STM) v udrZovéni
rovnovahy mezi proliferujicimi a diferencujicimi bunéénymi populacemi v prytoveém apikanim
meristému Arabidopsis (podle Clarka, 1996). Dynamicka rovnovaha mezi bunéénou proliferaci a
diferenciaci vede k udrZzovani meristému i tvorbé novych lateralnich organi. Gen STM je
exprimovan v celém meristému mimo mist tvorby primordii. Produkt genu STM je vyZadovan k
udrZovani proliferace meristému, jeho mutace vedou ke ztrété schopnosti jeho udrZzovani. Gen
CLV pusobi jako antagonista a zgjistuje diferenciaci: jeho mutanty akumuluji nediferencované
bunky. DalSim genem, ktery se spoluti¢astni vyvinu meristému, je WUSCHEL (WUS), jehoz
funkce spociva ve zpomalovani diferenciace: mutace wus vede k rychlé diferenciaci a Gbytku

meristému.

»bunéZnd
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V prytovém meristému dochézi k z&kladnim procesim organogeneze (box 20). Jednim
z prvnich duleZitych prvka v organizaci meristému je separace vznikgjicich primordii. Studie
ukazaly, Ze je tieba separace primordii v periferni zoné vrcholu a ukazaly takeé vztah mezi tvorbou
diskrétnich primordii a udrZzovani meristému. Byly popsany dvojité mutanty Arabidopsis, cup-
shaped cotyledon (cucl a 2), které tvori semené&cky sfuzovanymi délohami a bez apikaniho
meristému. KdyZ jsou v kulture indukovany pryty, jsou tvoieny kvéty sfuzovanymi sepay a
tycinkami. Geny CUCL a 2 jsou tedy vyZadovany k separaci organovych primordii v prytovych i
kvétnich meristémech. Jegjich homologem je u petunie gen no apical meristem (nam) a analogicky
gen byl identifikovan i u hlediku: gen fimbriata (fim) hraje roli v definovani hranic mezi

organovymi primordii v kvétnim meristému.

Listovd primordia vznikgi jako dorzoventrdni struktury v periferni zéné prytového
apikalniho meristému. U kukutice a Arabidopsis byly popsény mutace angustifolia a rotundifolia,
které zpusobuji, Ze listy jsou uzsi resp. kratSi diky odlishostem v expanzi bunék. Kukuti¢ny
mutant narrow sheat zase zpusobuje delece margindnich domén listu v meristému. Exprese
meristémovych geni v listech také ovliviuje tvar listu. ZvySend exprese genu KNAT1 (z genové
rodiny knotted) zptisobuje u Arabidopsis, Ze listy jsou vyrazné lalo¢naté. Geny typu knl jsou jinak
norméné exprimovény v listovych primordiich rostlin se dozenymi listy, nikoliv u lista
jednoduchych. U hrachu byla izolovana série mutantt, které ovliviuji jednotlivé ¢asti jeho
doZitych lista: jeden z nich je unifoliata (uni). Jeho funkci je tvorba komplexnich listd (mutace
zpusobuje tvorbu listi jen jednoduchych) a ddle determinace kvétnich meristémi (mutace

zpusobuje nadpocetné vétveni).

Axilarni pupeny jsou iniciovany v UZlabich listovych primordii (z&kladi). Axilarni pupeny
jsou obvykle potlacovany, dokud neni odstranén apikdlni meristém (apikdni dominance).
Vyznamnou determinantou celkové rostlinné formy je, kde a kdy vyrazi k ristu axilarni pupeny.
Ristova suprese je tedy daleZita pro tvorbu formy rostliny. U kukutice axilarni pupeny na bazi
rostliny nevyrézeji k rastu, avSak u mutanta teosinte branched 1 (tbl) jsou tyto pupeny uvolnény
zreprese. Funkci genu je tedy potlacovani vyvinu axilérnich pupeni. Tento gen je homologem
genu cycloidea (cyc) u hlediku, ktery téZ potladuje rast axilarnich meristémi, v tomto piipadé
kvétnich: zpasobuje téZ tvorbu asymetrickych kvéta. Geny tbl a cyc ukazuji vyznam rastové
suprese v evoluci: zvySena apikani dominance je vyznamnou determinantou v domestikaci plodin

aevoluce asymetrickych kvéta byla vyznamna v adaptaci rostlin na opylovani hmyzem.
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Box 20. Prehled funkce nékterych gena, které hraji klicovou roli ve tvorbe rostlinnych tvara
(podle McSteen a Hake, 1998).

® UDRZOVANI MERISTEMU
CLAVATAL (CLV1, Arabidopsis), tidi velikost prytového a kvétniho meristému
SHOOT MERISTEMLESS (STM, Arabidopsis), antagonista CLV1, vyZadovan k udrZzovani
nediferencovanych bunék uvniti meristému

knottedl (knl, Zea), homolog genu STM

" AGAMOUS (AG, Arabidopsis), odpovédny za determinaci kvétniho meristému
zagl (Zea), homolog genu AG

CURLY LEAF (CLF, Arabidopsis), negativni reguldtor genu AG v listech a stonku
" centroradialis (cen, Antirrhinum), determinuje udrZovani meristému kvétenstvi

" TERMINAL FLOWER 1 (TFL1, Arabidopsis), homolog genu cen

® ORGANOGENEZE

a) separace primordii
CUP-SHAPED COTYLEDON (Cucl a 2, Arabidopsis) vyZadovény k separaci organovych
primordii v prytovych i kvétnich meristémech
no apical meristem (nam, Petunia), homolog genu cuc
fimbriata (fim, Antirrhinum), definuje hranice mezi organovymi primordii v kvétnim
meristému
b) tvar listu
angustifolia arotundifolia (Arabidopsis, Zea), mutace zpusobuji, Ze listy jsou uzsi resp.
kratSi diky odliSnostem v expanzi bungk
narrow sheat (Zea), mutace je deleci margindnich domeén listu v meristému
KNAT1 (Arabidopsis), ektopicka exprese zpisobuje lalo¢naté listy
unifoliata (uni, Pisum), odpovida za tvorbu doZenych listi
c) axilarni meristémy a jgich rastova suprese
teosinte branched 1 (tbl, Zea), potlatuje vyvin axilarnich pupeni
cycloidea (cyc, Antirrhinum), homolog genu tbl, téZ zpasobuje tvorbu asymetrickych kvéta

CAULIFLOWER (CAL, Arabidopsis), mutace blokuje kvétenstvi v ¢asném vyvinu
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Jak je demonstrovano na dvou vy3e uvedenych prikladech, rustova suprese je jedine¢nym

evolu¢nim mechanizmem ke tvorbé odlisnych rostlinnych forem.

ProtoZe tvar rostliny se odviji od meristému, geny fungujici v meristému maji dramatické
acinky na morfologii rostlin (i evoluci rostlinnych tvart), pokud jsou mutovany nebo nepatticné
exprimovany. Napriklad, knl a uni hraji roli v evoluci oZenych listi, cyc v evoluci asymetrickych
kvéti a cen vevoluci indeterminantnich kvétenstvi. Jiné geny byly selektovany v prabehu
domestikace plodin: tbl zpuasobil vzrast apikélni dominance u kukutice, mutace genu CAL
zpusobuje specificky tvar kvétenstvi kvétaku a dominantni mutace Hooded v homeoboxovém

genu u je¢mene vedla ke kultivaru |épe adaptovanému ke krmeni zvitat.

Molekularni a genetické analyzy odhalily podrodinu genti obsahujicich homeobox, které
hrgji roli ve funkci meristéma rostlin (box 21). Prvni byl kukuticny lokus Knottedl (Knl)
definovany dominantnimi alelami, které zpiasobuji tvorbu , kolinka", pupene (knot) podé listovych
lateralnich Zilek. U rostlin standardniho typu je Knl exprimovan v subepidermanich bunkéch
apikélniho a kvétniho meristému, ale neni exprimovan pii iniciaci listovych zékladi. Dominantni
fenotyp Knl je vydedkem ektopické exprese Knl v listech, ztréta funkce alel vede k defektu
v udrZzovani meristému: gen Knl tedy as podporuje a udrZuje bunky v nediferencovaném stavu
nebo podporuje bunécné déleni v nediferencovanych buikach nebo ob¢ tyto funkce. Podobné
mutantni fenotyp rough sheath 1 u kukurice je vysledkem ektopické exprese jiného homeotického
genu RS1 v listech: normdng je exprimovan v prytovém meristému. Tyto vysedky ilustruji, Ze
rostlinny genom obsahuje nékolik homeoboxovych gend, které funguji pii vyvinu meristému. U
jecmene byl identifikovan gen Hooded: jeho dominantni mutace vede k deformovanym osinam,
malym listim, nékdy s ektopickymi kvéty. Podobné jako Knl, fenotyp Hooded je zpisoben
nespravnou expresi homeoboxového genu HVYKNOX3 v osing. Na zakladé sekvencni podobnosti
mezi proteiny Knl a HYKNOX3 a skutecnosti, Zze geny Knl a HYKNOX3 jsou tésné vazany
k alkohol-dehydrogendzovému genu v piidusnych genomech, HVKNOX3 se jevi byt
fylogenetickym homologem genu Knl. Také vy3e uvedeny gen SHOOTMERISTEMLESS (STM)
koduje homeodoménovy protein s expresnim typem podobnym genu Knl. Vysdedky naznatuji, Zze
STM je husenickovym (dvoudélozna rostlina) ortologem kukuii¢ného (jednodéloznd rostling)
genu Knl: role nékterych homeoboxovych geni tedy mohou byt konzervovény po vice nez 100
miliont let evoluce. Na bazi sekvenc¢nich rozdila uvnitt homeoboxu mohou byt KNOX geny (Kn1-
like homeobox genes) usporadany do dvou tfid: (1) Mnoho gena této skupiny, pf. Knl a

STM, je preferenéné exprimovano v prytovych a
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Box 21. Charakteristika homeoboxovych gent a jgich produkti u rostlin (podle Chan et .,
1998).

N vysoce konzervativni geny identifikované u v3ech skupin eukaryot
vyznacujici se specifickou konsensus sekvenci o 180 pb
N kéduji DNA-vazebné transkripeni faktory regulujici vyvojové procesy,
obvykle obsazeny v homeotickych genech
N u rostlin identifikovano nékolik rodin odlisnych homeoboxovych geni, které zigime
divergovaly jiz predtim, nez doSlo k separaci eukaryot na Zivocichy, rostliny a houby
N ¢leny jednotlivych rodin homeoboxovych geni vykazuji charakteristické
strukturni a funkéni vlastnosti

N piiklady rostlinnych protein s homeodoménou, ktera je vyznatena tmave:

Glabra : H.N-C—mmm V| ] - COOH
Knotted : [ BB

Bell : | LI

Zmhox : i [ [~

n funkce homeoboxovych genovych rodin:

Glabra: vyvoj trichoma nalistech a stonku
Knotted: udrzovani nediferencovanych bun¢k meristému
Bell: vyvoj vajicka a vajecnych obali

Zmhox: vegetativni a reprodukéni vyvoj, reakce na auxin
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kvétnich meristémech. (2) Skupina geni - napi. gen KNAT3 z Arabidopsis - maji SirSi expresni
domény nez geny 1. skupiny, coZ naznacuje jejich funkce mimo vyvin meristému a fizeni jinych
aspektu rostlinné morfogeneze. Je zigimé, Ze geny KNOX koduji transkripéni faktory, které se
razné¢ vazou na DNA v raznych pletivech, napt. chromatinova struktura v odlisnych bunkéch
miZe zpasobovat odlisnou pristupnost KNOX-vazebnych mist nebo odlisné bunky obsahuji
odlisné kofaktory, které moduluji vazbu DNA nebo aktivitu uré¢itého genového produktu KNOX.

Ektopick&d exprese homeoboxovych geni miZze mit zanadedek vyrazné zménénou
morfologii rostliny. Tak byla strukturni oblast kukuti¢ného genu knotted 1 naklonovana pod silny
konstitutivni promotor a spomoci agrobakteridinino vektoru vnesena do rostliny rajcete.
Ektopicka exprese tohoto genu mé za nésledek vyrazné vySSi stupen ¢lenéni listi: stimuluje
meristematickou aktivitu a naruduje tak prostorové tizeni morfogeneze (obr. 83). Tento efekt
v&ak nastava jen tehdy, pokud rostlina jiz tvori ¢lenéné (doZené) listy: u mutantarajcete, ktery se

vyznaiuje jednoduchymi listy, ke zvy3eni ¢lenitosti listi nedochézi.

Obr. 83. Geneticka determinace tvorby sozenych listi (podle Howella, 1998). Konstitutivni
exprese homeoboxového genu knotted 1 v transgennich rostlinach ragjcete vede k  vySSimu stupni
¢leneni dozenych listti: ektopicka exprese genu knotted 1 stimuluje meristematickou aktivitu
listového primordia na Ukor expanze ¢epele. Fenotyp transgenni rostliny je shodny s diive

izolovanou mutaci nazvanou Petroselinum.

standardni typ transgenni rostlina
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3.2.4 Genetickeé rizeni procesi kveteni

Kvétni orgény jsou tvoieny ve ¢tyrech kruzich - kvétni obaly (sepaly a petaly) a vlastni
pohlavni organy (ty¢inky a pestiky), vSe jsou modifikované listy. Proces vyvinu kvétia maze byt

rozdélen do ¢ty kroku: kazdy z nich je ovlivnén urcitymi geny (obr. 84).

Prvnim krokem je kvétni indukce, kterd je spoudténa kombinaci vngjSich a vnittnich
sgnda vecetne délky dne, teploty, st&i rostliny a vyzivou. Kvétni indukce ma za nédedek
reorganizaci apikaniho prytového meristému z vegetativniho meristému produkujiciho listy na
kvétni meristém davajici vznik kvétnim primordiim. Kvétni indukce je ovlivnéna alespon deseti
geny, jegjichz mutace urychluji nebo zpozd'uji kveteni. Napiiklad gen embryonic flower je tieba k
vegetativnimu rastu prytového meristému a potladuje tak piredcasné kveteni. Jeho mutanty nebo

delece vedou ke tvorb¢ jediného kvétu ihned po kliceni rostliny.

Druhym krokem v kvétnim vyvinu je skutecnd tvorba primordii kvétenstvi, ktera
nastédva prostrednictvim odlidnych typa bunécného déleni v kvétnim meristému. U Arabidopsis
naptiklad vznikaji primordia kvétenstvi ve spiralnim usporédani. Geny, které tidi tvorbu kvétnich
meristémi z meristéma kvétenstvi, se nazyvaji geny identity meristéma (meristem identity genes).
Prikladem je gen leafy u Arabidopsis, jehoZz mutace zpusobuji transformaci kvéta v sekundarni
pryty kvétenstvi. Tedy normalni funkce genu leafy podmifiuje preménu meristému kvétenstvi ve
kvétni meristém.

Tretim krokem ve kvétnim vyvinu je tvorba kvétnich organovych primordii (ve ¢tyiech
kruzich) z kvétniho meristému. Geny, které maji vztah ke tvorbé kvétnich organovych primordii,
se nazyvaji katastralni geny (cadastral genes). Napiiklad mutace jednoho katastrélniho genu,
clavatal, ovliviiuje pocet pestika a jinych kvétnich orgéna bez jegjich morfologické zmeny. Jiné

katastréni geny potlacuji expresi urcitych gent v urcitych oblastech kvétu (napi. gen superman).

Podednim krokem v kvétnim vyvinu je determinace organového primordia a jeho
néslednd diferenciace v organy v patii¢nych pozicich. Tato determinace je fizena homeotickymi
geny. U mutanti homeotickych gena jsou prvni tii kroky kvétniho vyvinu ukonceny normalné.
Néasledné determinacni a diferenciacni kroky jsou viak abnormalni. U vSech mutanta této skupiny
jsou urcité organy nahrazeny jingmi organy, které jsou normalné tvoreny jinde. Toto je hlavnim

rysem v3ech homeotickych mutantd. V Sechny zndmé homeotické mutace u Arabidopsis
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Obr. 84. Proces kvétniho vyvinu zahrnuje ¢tyii zakladni kroky, kazdy z nich je fizen urcitymi geny
(podle Kalthoffa, 1996).

vegetativni meristém
krok 1
é kvétni geny
(napt. embryonic flower™)
meristém kvétenstvi
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kvétni meristém
krok 3
é katastralni geny

(napt. superman’)

tvorba kvétnich
organovych primordii
krok 4
é homeotické geny
(napt. apetala 37)
determinace kvétnich
organovych primordii

ovliviuji vzdy dva sousedni kvétni kruhy: 1. a 2. (normané sepaly a petaly, napi. mutace
apetala?), 2. a 3. (norman¢ petaly a ty¢inky, pi. mutace pistillata) nebo 3. a4. (normalné tycinky
a pestiky, napi. mutace agamous). Homeotické mutace jsou recesivni, abnorméni fenotyp se tedy
projevi az v homozygotnim stavu. Homeotické fenotypy byly vysvétleny genetickym modelem
(obr. 85). Homeotické geny ovliviuijici tvorbu kvétu spadaji do tii skupin a jsou aktivni ve tiech
prekryvajicich se kruzich, A, B a C. Kritickym postuldtem tohoto modelu je, Ze aktivita téchto
homeotickych gena uréuje (determinuje) charakter tvorenych kvétnich organt, bez ohledu nato,
kde jsou tyto geny exprimovany (obr. 86). Rostlinné homeotické geny, podobné jako Zivocisne,
fidi morfologicky vyvin kvétnich organi fizenim baterie realizatorovych geni. Homeotické geny
by tedy mely byt aktivni pied orgénovou diferenciaci a jegjich produkty by mély vykazovat
molekulérni charakteristiky genové-regulacnich proteind, jako u Zivocichi. Homeotické geny fidi
baterie realizatorovych genti, musi v&ak byt také samy Fizeny. Nékteré jsou regulovany navzgem,
napiiklad dva homeotické geny (apetala2 a agamous) se vzgemné
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Obr. 85. Schematick& ilustrace ¢tyi kvétnich kruha (1. listky kalisni, sepaly; 2. platky korunni,
petaly; 3. tycinky, 4. pestiky, karpely), které mohou byt na z&kladé studia funkce homeotickych
gent u Arabidopsis a Antirrhinum rozdéleny do tii prekryvajicich se funkénich oblasti, kde kazda
zahrnuje dva sousedni kruhy: A (kruhy 1. a2.), B (kruhy 2. a3.) aC (kruhy 3. a4.). Produkty
homeotickych gena skupiny A a C jsou vzgemné komplementarni: kdyZ je mutovan gen skupiny
A, zaujme jeho misto produkt genu skupiny C, ¢imz ovSem dojde ke vzniku prisludného
homeotického fenotypu (zaména kalicha a koruny za dalSi kruh pestika a tycinek, ,, hypersexudni*
kvét). Pokud chybi produkty gent skupiny C, jejich funkci prevezmou faktory kddované geny ze
skupiny A adochazi na misté kruht ty¢inek a pestiki ke tvorbé dalSich kruht kalisnich a
korunnich listka (,,asexudni* kvét). Produkty gent skupiny B jsou nezastupitelné: jegjich
nepritomnost vede ke ztrété schopnosti kvétu tvorit organy 2. a 3. kruhu (tj. korunni plétky a
tycinky) a najejich misté se objevi kalidni listky (jako nasledek funkénich gena A) resp. pestiky
(¥izené geny ze skupiny C). Vysledkem inaktivity gena skupiny B je fenotyp ,, supersamig¢ich*
kvétt. Tvorba saméich pohlavnich organi, tycinek, je tedy zavidé na piitomnosti produktt geni

B aC, zatimco sami¢i pohlavni organy, pestiky, jsou podminény pouze funkénimi produkty gena

C (padle Coena, 1991)

inhibuji. Regulatory homeotickych geni jsou pravdépodobné ty geny, které fidi ¢asnéjsi kroky ve
kvétnim vyvinu, véetné gena katastrénich a meristémové identity a gent, kodujicich represorové

proteiny analogické drozofilim proteinim ze skupiny Polycomb.

Prvnim klonovanym homeotickym genem u Arabidopsis (pomoci strategie T-DNA

tagging) byl agamous2. Gen ma alespon 9 exoni a8 introni, pridudny protein m& podobnou
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Obr. 86. Fenotypovy projev mutaci homeotickych genu ve kvétech Arabidopsis thaliana
(podle Schwarz-Sommerové et a., 1990).

(a) Normalni typ se standardnim uspotradanim kvétnich organi ve ¢tyiech kruzich: 1. kalisni
listky, 2. korunni platky, 3. tycinky, 4. pestiky.

(b) Nepritomnost transkripcniho faktoru kddovaného genem skupiny A (napi. mutace genu
ovulata) vede ke vzniku ,,hypersexualnich kvéta s usporadanim kruha: 1. pestiky, 2. ty¢inky,
tycinky, 4. pestiky.

(c) Absence transkripcniho faktoru kddovaného genem skupiny C (napt. mutace genu plena)
vede ke vzniku ,,asexudnich” kvéta s usporadanim kruha: 1. kalidni listky, 2. korunni plétky,
korunni plétky, 4. kalisni listky.

(d) Nepritomnost transkripcniho faktoru kddovaného genem skupiny B (napi. mutace genu
deficiens) vede ke vzniku ,, supersami¢ich” kvéta s usporédanim kruha: 1. kalidni listky,
kalisni listky, 3. pestiky, 4. pestiky.
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doménu sekvencni podobnosti se dvéma drive identifikovanymi transkripénimi faktory, lidskym
serum response factor (SRF) a produktem MCM1" genu u kvasinky. Doména sestava z 58
aminokyselin a zprostiedkovéva vazbu DNA k témto transkripénim faktoram. Putativni funkce
proteinu agamous jako transkripéniho faktoru je ve shodé sroli genu agamous jako selektorového
genu, ktery fidi express mnoha jinych genti. Gen agamous je exprimovan pouze ve kvétech,
transkripce zaciné s tvorbou prvnich organovych primodrii a pokracuje v pribehu kveteni. Kdyz
Schwarz-Sommerova charakterizovala protein kddovany genem deficiens z Antirrhinum, zjistila u
néj, ze ma stejnou DNA-vazebnou doménu jako protein agamous u Arabidopsis i u jinych
transkripcnich faktort. Tuto doménu nazvala M ADS, protoZe podobné oblast byla identifikovana
v MCM1 (kvasinky), agamous, deficiens a SRF (¢lovek) transkripénich faktorech (box 22).
Rostlinné homeotické geny fidici diferenciaci kvéta tedy neobsahuji homeobox (Zivocisného
typu), nybrz MADS-box, ktery ma podobnou délku (asi 180 pb) a z&kladnim prvkem sekundarni
struktury prisiusného MADS-proteinu je opét a-Sroubovice. Gen deficiens je transkribovan opét
jen v kvétnich primordiich. Tyto vydedky potvrzuji ocekévani, Ze rostlinné homeotické geny

obecné koduji regiondlné exprimovaneé transkripéni faktory.

Gen CURLY LEAF (CLF) je u Arabidopsis nezbytny pro stabilni expres kvétnich
homeotickych geni a kéduje protein s homologii k produktu drozofiliho genu Enhancer of Zeste
(Polycomb-group). Homeotické geny specifikuji identitu sériové se opakujicich jednotek, jako
jsou kvétni kruhy nebo ¢lanky téla u hmyzu. Jak u rostlin, tak u Zivocichi jsou transkribovany
v presnych prostorovych usporadanich a ur¢ité kombinace gent aktivnich v buiice specifikuji jgji
identitu. U drozofily je osud bun¢k determinovan ¢asng, v dobé tvorby bunééného blastodermu a
jgjich alternativni osudy jsou selektovany a determinovény perzistentni aktivitou homeotickych
gent. Casné reguldtory (ANT-C a BX-C) jsou exprimovany tranzientnd a udrZovani specifické
exprese v pozdéjSich stédiich zgjistuji dveé antagonistické skupiny gent - Polycomb (Pc-G) a
trithorax (trx-G). V Pc-G mutantech je v embryich exprese homeotickych gena zaloZena spravng,
ale v pozdéjSim embryonanim a dospéleckém vyvoji se vyvojova exprese dostdva za normani
hranice. Standardni typy Pc-G geni jsou proto vyZadovény nikoli pro specifikaci tvari, ae spise
k udrzovéni represe v bunécnych liniich, kde prislusné geny byly pavodné inaktivovany. Naproti

tomu produkty standardnich typi trx-G jsou vyZzadovany k udrzovani aktivity.
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Box 22. Srovnani aminokyselinovych sekvenci v DNA-vazebneé oblasti nékterych regulacnich
proteind (MADS-doména) u rostlin (husenicek, Arabidopsis a hledik, Antirrhinum), kvasinek a
¢loveka (podle Kalthoffa, 1996).

AP3 = apetala 3, homeoticky kvétni gen izolovany z Arabidopsis, DEF = deficiens, homeoticky
kvétni gen z Antirrhinum, AG = agamous, homeoticky kvétni gen izolovany z Arabidopsis,
MCM1 = kvasinkovy MCM 1 genovy produkt, SRF = lidsky SR (serum response) faktor.
Jednotliva pismena predstavuji aminokyseliny, pomicky reprezentuji shodnou AMK s proteinem
AP3, velk& pismena predstavuji AMK podobné svou chemickou povahou AMK v AP3, maa
pismena zastupuji AMK odlisné chemické povahy. Zlomky predstavu;ji podil shodnych AMK, t;.

vzgjemnou homologii s AP3 proteinem.

1 11
AP3: RGKIQIKRIE NQTRRQVTYS
DEF: - - - - - - - -
AG: ----E----- -t ------FcC
MCM1 -r --E--f-- - k-1 -h--F-
SRF: -v- -kMef-D - kir -yt-F-
21 31
AP3: KRRNGLFKKA HELTVLCDAR
DEF: e e - N T K
AG: ---=-=--1l-=--y--S-----e
MCM1. - - Kh-Im- - - f - -S--1tg9gTq
SRF: --Kt-Im--- y--St-tgTq
41 51 58
AP3: VSIIMFSSSN KLHEYISP
DEF: - - -- - {--TQ - ------- 5358
AG: -AL-V ---rg R-y--snn 40/58
MCM1. - | LLVv-eTg iVYytFsT- 26/58

SRF: -1 LLVa-eTg HVytFaTr 19/58
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Studium bunéénych linii u rostlin naznatilo, Ze osud bunék neni determinovan, ale spise je
z&vidy na jgich pozici a determinace nastava aZ prostiednictvim interakci mezi sousednimi
bunkami. V dob¢ kvétni indukce se v3ak prytoveé meristémy stavaji determinovanymi ke tvorbe
kvétenstvi nebo kvéta. U Arabidopsis je gen AGAMOUS (AG) vyZadovéan ke specifikaci tvorby
ty¢inek a karpelu: je tedy odpovédny za determinaci kvétniho meristému. U kukutice je analogem
gen zagl, ktery podporuje determinaci kvétniho meristému, avsak neovliviiuje identitu organa.
Gen AG koduje protein ndezejici do MADS-box rodiny transkripcnich faktord, jeho mRNA je
omezena na oblast jeho funkce, tedy 3. a 4. kvétni kruh. Negativnim reguldorem genu AG je gen
CURLY LEAF (CLF). Funkce standardni aely genu CLF je vyZadovana k repres transkripce AG
v listech, vétvich kvétenstvi a ve starSich kvétech. Udrzovéni transkripéni represe homeotickych
genu v prib¢hu tvorby organi je velmi duleZité, nebot’ nepatii¢na exprese téchto geni muaze
ovlivnit osud bungk v pozdejSim vyvoji. Recesivni mutace clf vede naptiklad ke tvorbeé
staminoidnich pletiv na korunnich plétcich vlivem ektopické exprese AG v pozdgjSim vyvinu
petali. Produkt genu CLF ma rozsahlou strukturni homologii s produktem genu Pc-G drozofily.
Navic m& CLF také funkéni homologii, protoZze analyza exprese AG ve kvétech mutanta clf
ukazuje, Ze CLF neni vyzadovan K iniciaci specifikace AG, ae spiSe k udrZzovani represe
v prubéhu pozdgjSich stadii vyvoje (box 23). Produkt genu CLF je tak vedle proteinu MEDEA
(viz kapitola 3.2.2) druhym znamym rostlinnym proteinem, jehoZ funkce i struktura jsou

analogické drozofilim i sav¢im proteinam ze skupiny Polycomb.

Box 23. Charakteristika genu CURLY LEAF (podle Goodriche et al., 1997).

N recesivni mutace Arabidopsis izolovana transpozonovou mutagenezou
(Ac/Ds elementy vnesené pomoci agrobakteridiniho vektoru)

N pleiotropni fenotypovy projev mutace clf na listovou a kvétni morfologii a na dobu kveteni,
neovliviwuje kofeny, hypokotyl ani kotyledony

N listy CLF jsou Siroké s plochou ¢epdli, listy mutanta clf jsou Uzké se zkaderenou cepeli,
intenzita zkadefeni vzrasta od béze rostliny k vrcholu

N mutanty clf kvetou o nékolik tydnt diive nez standardni typ

N kalidni listky u wt-rostlin uzavirgji poupé az do pozdniho vyvoje kvétu,

u mutantu clf je kalich mén¢ zakiiveny a zpisobuje predéasné otevirani kveéta
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N kvéty mutanta vykazuji ¢éstecné homeotické transformace:
kalich® karpely, koruna® tycinky
n fenotyp mutantu clf odpovida fenotypu transgennich rostlin s konstitutivni expresi genu
AGAMOUS (= homeoticky gen s MADS-doménou specifikujici tvorbu ty¢inek a karpeli)
N Northern analyza mutantt prokézala ,, nepatticnou” pritomnost mRNA
homeotickych kvétnich gent AGAMOUS a APETALA3 v listech
N gen CLF je vyZadovan k potlacovéani exprese genu AG v hypokotylu, kotyledonech,
listech, stoncich a nékterych ¢astech kvéti
N gen CLF neni vyZadovan ke specifikaci funkce AG,
nybrz k udrzovani specifity exprese v prab¢hu vyvoje
N protein CLF marozsahlou strukturni homologii s represory obsahujicimi chromodoménu

u drozofily (Polycomb) a ¢lovéka

Znamé rostlinné homeotické geny maji shodné vlastnosti s homeotickymi geny u drozofily
amysi: mutace v téchto genech zpisobuji homeotickeé transformace, jgjich exprese je omezena na
uréita orgénova primordia a koduji putativni transkripéni faktory. Na zakladé téchto podobnosti
by se daly o¢ekavat i dalsi vlastnosti, jako u drozofily a mys: shlukovani v komplexy a homeobox.
Dosud studované rostlinné homeotické geny jsou v3ak rozptyleny na nékolika chromozomech,
netvoii tedy shluky. MADS-box, piitomny u mnoha homeotickych proteini ma priblizné stejnou
délku jako homeodoména a tvoii podobné a-Sroubovice, které se vaZou ke specifickym
rozpoznavacim motivim DNA, ale neni z&dna sekvencni podobnost k homeodoméng. To ovsem
neznamena, Ze rostliny netvori proteiny s homeodoménami. Gen kodujici takovy protein, knotted-
1, byl izolovan u kukutice (mutace meni vyvin listd, viz kapitola 3.2.3). Sekvencni podobnost
mezi homeodoménou kdédovanou genem knotted-1 a homeodoménami jinych organizmi neni
vysokd (22/64 aminokyselin s lidskym a 12/64 s drozofilovym proteinem). Na zakladé nékolika
dosud identifikovanych homeotickych genti a homeoboxovych genti se zda, Ze tvoii dvé odlisné
skupiny. Hlavnim znakem homeotickych geni je jejich biologicka funkce: specifikuji (svou
aktivitou nebo inaktivitou) tvorbu (pattern) determinovanych stavi podél embryondni osy. Tato
funkce je zjevné realizovana transkripcnimi faktory s homeodoménou a jinymi transkripcnimi

faktory s odlisnou DNA-vazebnou domeénou,
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jako je MADS-box. Hlavnim rysem homeoboxovych gent je rys biochemicky: koduji transkripeni
faktory s homeodoménou. U Zivocichi, vétSina homeotickych geni jsou homeoboxové geny
usporédané ve vysoce konzervovanych shlucich (Hox-like clusters). Rostliny tento znak evidentné
nemgji. U rostlin se homeotické a homeoboxové geny vyvinuly nezavide. Tato digunkce
naznatuje, ze kazda z téchto dvou funkci (davagjici vznik odlisnym determinovanym stavam a
tvorici transkripeni faktory s homeodoménami) byla dostatecné adaptivni a interaktivni, aby byla

konzervovana v pribehu evoluce (obr. 87).

Recentn¢ byla izolovana u Arabidopsis, hlediku (Antirrhinum) i nékterych dalSich druht
rogtlin celd fada genu, které urcuji z&kladni rysy tvoriciho se kvétenstvi. Naptiklad gen
centroradialis (cen) u hlediku hraje klicovou roli v udrzovéni meristému kvétenstvi. Kvétenstvi
hlediku normén¢ tvoii neurcity pocet kvétt, avsak mutanty cen ve kvétenstvi tvori termindlni
kvét, ktery zastavuje vyvoj kvétenstvi po produkci nékolika malo bocnich kvéti. Gen cen tedy
umoziuje meristému kvétenstvi udrzovat sam sebe zébranou tvorby kvétu na vrcholu.
Homolognim genem je u Arabidopsis gen TERMINAL FLOWER 1 (TFL1), exprimovany
subapikdné v meristému kvétenstvi: je vyZzadovan k negativni regulaci genti meristémove identity
v meristému kvétenstvi. Vyvojova blokéda vyvinu kvétenstvi je duleZita u brukvovitych plodin,
kvétdku a brokolice. Hlavka kvétaku je blokovéna v casném vyvinu kvétenstvi a je smesi
meristémi kvétenstvi a kvéta. U kvétéku je totiz mutace (stop kodon) v genu meristémoveé kvétni
identity, CAULIFLOWER (CAL). U brokolice nastava blokada aZz v mnohem pozdéjSim stédiu

vyvoje po tvorbeé kvéti s Uplnou vybavou kvétnich organa.

U vétSiny druha rostlin dochazi k premeéné apikalniho meristému z vegetativniho stavu na
generativni (indukce kveteni) v zavidosti na faktorech vnejsiho prostredi, zeména svétle ateplote.
Nekteré rostliny vyzaduji k indukci kveteni chladové pusobeni, tzv. jarovizaci (vernalization).
Jarovizace je typickym epigenetickym procesem, ktery je omezen na jedinou pohlavni generaci;
nepiendsi se do pohlavniho potomstva. Bylo prokézano, Ze chladové ptisobeni navozuje rozsahlé
snizeni hladiny metylcytozinu v rostlinném genomu a soucasné demonstrovali, Ze predcasné
kveteni Ize navodit i pomoci hypometylacni 1atky, 5-azacytidinu. Homeotické geny, které fidi
tvorbu kvétnich organd, jsou zvI&sté citlivé na regulaci exprese prostiednictvim metylace
cytozinu. Experimentalni hypometylace rostlinného genomu (navozend aplikaci 5-azacytidinu
nebo prostiednictvim protismysiného genu k DNA-metyltransferaze) vede piredevsim ke zméndm
identity kvétnich kruht a ke sniZzeni saméi i sami¢i fertility. U dvoudomé knotovky bilé dokonce

vede k pohlavnimu zvratu: saméi kvéty tvori i pestiky (hermafroditizmus).
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Obr. 87. Analogickeé principy tfizeni diferenciace téla drozofily a tvorby kvéta husenicku

(podle Theissena a Saedlera, 1995). U obou modeli dochézi nejdiive k vytvoieni gradientu
pozi¢ni informace (jako nasledek exprese genovych kaskad), na jejichZ bazi specifické kombinace
Gcinka homeotickych geni determinuji identitu jednotlivych segmenta téla nebo kvétu podél
antero-posteriorni resp. apik@ngé-bazalni osy.
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3.2.5 Modulace rostlinného vyvoje transgenozi

Konstrukce transgennich rostlin je cennym nastrojem v zé&kladnim vyzkumu pii studiu
struktury a stability genomu, regulace genové exprese, izolaci geni i pri analyze molekuléarnich
mechanizmt vyvoje a metabolizmu rostlin. NejrozsiiengjSim vektorem k prenosu DNA do rostlin
jsou agrobakteridni plazmidy, zeiména Ti-plazmid (tumour inducing) padni patogenni bakterie
Agrobacterium tumefaciens, kter4 je schopna infikovat vétSinu druhi dvoudéloZznych a
nahosemennych rostlin za tvorby tzv. crown-gall nadori. Tato bakterie po infekci rostlinné burky
stabilné velenuje ¢ést svého onkogenniho plazmidu do rostlinnych chromozomti. Tohoto procesu
Ize vyuzit k prenosu Zadanych geni po jejich predchozi integraci do transponované sekvence
DNA (T-DNA, transferred DNA), obklopené definovanymi hrani¢nimi sekvencemi nukleotidu.
Vlastni morfologii a fyziologii rostlinnych nadora ovliviiuji geny ze segmentu T-DNA, které jsou
v nédorovych bunkéch konstitutivné exprimovany. Jde o geny, jgjichZ produkty katalyzuji syntézu
rostlinnych hormonu: auxinu (tryptofan-2-monooxygenéza, iaaM, a indolyl-3-acetamidhydroléza,
iaaH) a cytokininu (izopentenyltransferaza, ipt). Pro vyuZiti agrobakteridnich plazmida
v genovém inZenyrstvi je dilezité, Ze k prenosu T-DNA dochézi i tehdy, kdyZ jsou onkogeny
eliminovany mutaci nebo dokonce deleci. Infikované rostlinné buiiky pak nedavaji vznik
neorganizovanym nadoram, nybrz po diferenciaci v podminkach explantadtovych kultur in vitro

mohou poskytovat fertilni transgenni rostliny.

Prenos genetické informace z bakterie A.tumefaciens do rostlinného genomu je
ojedinélym piikladem genetické vymeény mezi organizmy z ruznych iSi. Procesy, které pritom
probihaji, viak nejsou nijak vyjimetné. Jednd se v podstaté o adaptace dvou prokaryotickych
procesi: aktivace genove exprese v reakci na vngjSi stimul prostiednictvim dvoukomponentniho
pozitivniho regula¢niho systému v bakterii a konjugativni pitenos T-DNA z donorove bakterie do
recipientni rostlinné bunky (obr. 88). Prenosové funkce jsou v A.tumefaciens kdédovény
plazmidovymi i chromozomélnimi virulentnimi geny. V transformacnim procesu hraji rozhodujici
Ulohu hranice segmentu T-DNA, které jsou tvoreny primym opakovéanim ne zcela shodnych 25 pb
Usektt DNA. Jakakoli DNA lokalizovana mezi témito hranicemi muze byt transportovana a
integrovana do rostlinnych chromozoma, piicemZ rozhodujici Ulohu hraje prava hranicni
sekvence, od které prenos T-DNA zagina Findn¢ je T-DNA integrovéna do rostlinného
chromozomu procesem nahodné (ilegitimni) rekombinace spomoci rostlinnych enzymu:

kovalentni integrace zaji&'uje jgji mitotickou i meiotickou stabilitu.
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Obr. 88. Schéma prenosu Useku T-DNA onkogenniho plazmidu Ti z bakteriani buriky
Agrobacterium tumefaciens do rostlinné bunky (podle Tinlanda, 1996). Fenolické latky, uvolnéné
z poranéné buiiky, se vdzou na bakteridni protein VirA, ktery aktivuje protein VirB s nasledkem
stimulace exprese celé oblasti virulence (vir regulon) lokalizované na plazmidu Ti. Produkt genu
VirD1 je specifick& nukledza: zptisobi vy&tépeni jednoho vlidkna Useku T-DNA z plazmidu. Na 5'-
konec se véZze molekula proteinu VirD2 (funkce ,pilota*) addle se na T-DNA navéze nékolik set
molekul proteinu VirE (ochrana pred rostlinnymi nukledzami). Tento komplex je pienéSen do
rostlinné bunky. Kovalentni vélenéni T-DNA do chromozémi je nahodné (zaloZeno jen na
mikrohomologiich nékolika nukleotidt rostlinné a T-DNA, tzv. ilegitimni rekombinace) a je

realizovano vyhradné rostlinnymi enzymy (stejné jako jeji pozdéjsi transkripce a trandace).
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Rostliny v raznych ¢éstech svého téla a v raznych fézich vyvoje vytvarei nékolik skupin
morfogennich latek, které jsou souborné oznatovany jako regulatory rastu nebo rostlinné
hormony. Patii sem zejména auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselina abscisova a etylen (obr. 89).
Jsou pro vyvoj rostliny zpravidla nezbytné, avsak jegich Ucinky jsou vyrazné mene specifické nez u
Zivocichu. Kazdy z hormont mé fadu biologickych funkci a fenotypovych efekta: maji pleiotropni
acinky. Nekteré hormony vytvéreji vyrazné gradienty: napiiklad auxin je syntetizovan predevsim
v apikdnim meristému, kde je jeho hladina nejvysSi a postupné bazipetdiné klesi. Tento gradient
auxinu ma mj. za nasedek jev zvany apikani dominance: supresi vy3e lokalizovanych axilarnich
pupeni (cf. gradient hlavovych inhibitorti a potlacovani tvorby hlavy u nezmara). Pri kultivaci a
regeneraci in vitro jsou rostlinné somatické bunky obvykle dependentni jen na exogenné
piiddvaném auxinu a cytokininu: ostatni typy rastovych reguldoria s tedy extirpované bunky
vytvéreji samy dle své potieby. Hormony se §iti v rostlinném téle, kde se védzou se na membranove

nebo cytoplazmatické proteinové receptory.

Obr. 89. Hlavni typy rostlinnych hormont - ristovych reguldtora. Zgména auxiny, cytokininy a
gibereliny patii mezi stimulacni 1&tky, které jsou vyZadovany k bunéénému déleni a obvykle se
syntetizuji v meristematickych oblastech (vytvéreji gradienty morfogent a ptisobi pres proteinové
receptory). Mgji pleiotropni Gcinky a ¢asto pusobi navzgem synergicky nebo antagonicky.
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Produkt jednoho z agrobakteridnich onkogend, izopentenyltransferazy (ipt), kterd
kondenzaci izopentenylpyrofosfatu a adenozinmonofosfatu (AMP) davé vznik izopentenyl-AMP,
je pravdépodobné klicovym enzymem v biosyntéze cytokinini. lzopentenyl-AMP je rostlinou
rychle transformovan v biologicky aktivni cytokininy, zefména derivaty zeatinu. Gen kodujici
izopentenyltransferdzu z A. tumefaciens byl se silngm konstitutivnim promotorem z vnesen do
rostlin tabaku. Tyto transgenni rostliny mély az stondsobné vyssi hladinu cytokininu ve srovnani s
norménimi rostlinami a vykazuji ztratu apikani dominance, potlacovani procesu starnuti a
zeiména neschopnost tvorby korenti. Gan a Amasino (1995) izolovali z Arabidopsis thaliana gen,
ktery je exprimovan vyhradné pri procesu stérnuti listi. Promotor tohoto genu pak naklonovali ke
strukturnimu agrobakteridinimu genu kédujicimu izopentenyltransferazu (ipt) a tento chiméricky
gen vnedi do rostlin tabaku. Jakmile v listech transgennich rostlin nastal proces sté&rnuti (ktery
normalné vede k jegjich programované smrti), dodo k indukci syntézy cytokinina, tim bylo stéarnuti
potlaceno a listy déle vykazovaly fotosyntetickou aktivitu. Aktivita transgenu byla tedy fizena
autoregulacnim mechanizmem a rostliny nejevily Zadné nezédouci symptomy nadprodukce
cytokinina (napt. neschopnost tvorby kofeni). Tato préce je nazornym piikladem, jak je mozné
pomoci transgenoze ovlivnit procesy starnuti rostlin (obr. 90). V podobnych experimentech byl do
rostlin vnesen gen ipt, do néhoz byl mezi promotor a kodujici oblast genu vklonovan mobilni
geneticky element. Takto upraveny gen je exprimovan pouze v pripadé, kdy dojde k vystépeni
mobilniho elementu. Pokud k vy&tépeni transponovatelného elementu dodlo az v pozdngjsi dobeé
vyvoje rostliny a pouze v nékterych oblastech prytu, rostliny byly schopny tvorit koreny. Vysoka
hladina cytokininu v listech odréZela vySSi ¢etnost transpozice mobilniho elementu a méla za
nédsledek tvorbu drobnych vyhonkt pryti a kvéta na okrgjich lista (viviparie). Kvétni pupeny
davaly vznik abnormanim kvétam s vysokym obsahem cytokininu, aviak s vyrazné niZsi hladinou
transkriptt nékterych homeotickych kvétnich gena. Tyto vysledky naznacuji, Ze cytokininy mohou

ovliviovat funkci homeotickych geni atedy i vyvoj kvétnich organt.

Technika transgenoze umoznila potlateni syntézy endogenniho rostlinného hormonu
etylenu, ktery mj. urychluje zrani plodi. Vychozi 1&kou syntézy etylenu je metionin, ktery spolu s
ATP davéa vznik S-adenosyl-L-metioninu (SAM), jenZ je dale konvertovan v aminocyklopropan-
1-karboxylovou kyselinu (ACC) s pomoci enzymu ACC-syntdzy. Findni reskci biosyntézy
etylenu je oxidace ACC na etylen (CoHy), katalyzovana ACC oxidazou.
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Obr. 90. Inhibice senescence listit autoregulovanou produkci cytokininu (podle Gan a Amasino,
1995). Cytokinin patii mezi rostlinné hormony, které mj. podporuji déleni bunék a odpovidaji za
juvenilni stav pletiv a orgénu. Klicovym enzymem jeho syntézy je izopentenyl transferaza (ipt),
kter4 je kddovanai oblasti T-DNA bakterie Agrobacterium tumefaciens. Byl zkonstruovan
chiméricky gen, kde strukturni oblast genu ipt je naklonovana pod promotor genu SAG12, ktery
je exprimovéan v prabéhu senescence u Arabidopsis. Tento chiméricky gen byl vpraven do
pomocného plazmidu mezi hrani¢ni oblasti T-DNA (gB a . B) a s pomoci agrobakteridni
transformace vnesen do rostliny tabaku. Jakmile dodlo ke starnuti listt, aktivoval inducibilni
promotor SAG12 transkripci genu ipt, zacala syntéza cytokininu a listy se staly opét metabolicky
aktivnimi. Timto zptsobem bylo dosaZeno prodiouZeni vegetacni doby rostliny.

— SAG12 promotor IPT

LB RB
1

Izopentenyltransferéza
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Klicovym meziproduktem syntézy etylenu je tedy SAM, ktery se uplatiuje i v jinych
metabolickych drahach (zejména jako univerzalni donor metylovych skupin. Byly jiZz pripraveny
transgenni  rostliny rajcete, do kterych vnedi SAM-hydroléazovy gen z bakteriofaga T3
Escherichia coli. Enzym SAM-hydrolédza katalyzuje rozklad SAM na metyltioadenozin a
homoserin, coz ma za nadedek kriticky nedostatek SAM pro fadu bunéénych reakci. Aby
nedochézelo k nékterym nezédoucim porucham metabolizmu rostliny, byl gen kodujici SAM-
hydroldzu naklonovan pod kontrolu tk&ioveé specifického promotoru, ktery je aktivovan pouze v
prabéhu zrani ploda rajcete. Vydedné transgenni rostliny se vyznacovaly normalnim fenotypem,
aviak syntéza etylenu ve zrgjicich plodech byla siiné redukovana, coZz mélo za nédedek

poZadovaneé brzdeéni prezrévani ploda (obr. 91).
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Obr. 91. Modifikace syntézy etylénu v transgennich rostlinach. Etylén je plynny hormon, ktery mj.
urychluje zréni ploda. Vychozi ldtkou syntézy etylénu je metionin, ktery spolu s ATP dava vznik
S-adenosyl-L-metioninu (SAM), jenZ je ddle konvertovan v aminocyklopropan-1-karboxylovou
kyselinu (ACC) s pomoci enzymu ACC-syntazy. Finalni reakci biosyntézy etylénu je oxidace ACC
na etylén katalyzovana ACC oxidézou. Ve schématu jsou znédzornény dva zakladni strategické
pristupy genového inZenyrstvi: introdukce chimérickych bakteridlnich gena, které rozkladaji
meziprodukty syntézy etylénu (SAM-hydroléza z bakteriofaga T3 Escherichia coli nebo ACC-
deaminaza z Pseudomonas) a vneseni protismysinych gena (antisense genes), jeZ inhibuji expres

rostlinnych gent kédujicich enzymy ACC-syntézu nebo ACC-oxidazu.
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V samcich pohlavnich orgénech, pradnicich, se tvori az nékolik tisic specifickych mRNA.
Klicovou roli pii tvorbé pylu hraje prasnikové vystelkove pletivo (tapetum), kde se tvoii mnoho
specifickych proteina a jinych latek, které vyZzivuji vyvijgici se pylova zrna nebo se stavaji
doZkami stény pylovych zrn. Pomoci technik genového inzenyrstvi byla izolovana promotorova
oblast jednoho tab&kového genu specificky funkéniho pouze v pradnikovém tapetu a tato
sekvence byla fuzovana s RNézovymi geny izolovanymi z Aspergillus oryzae a Bacillus
amyloliquefaciens. Tyto geny kdduji RNézu, enzym, ktery nespecificky &tépi molekuly RNA.
Pomoci agrobakteridniho vektoru byly tyto konstrukty vneseny do tabdku a fepky. Exprese
chimérickych RNazovych geni selektivné destruovala tapetum pii vyvinu prasniku, branila tvorbé

pylu a vedlak rostlindm se sam¢i sterilitou.

Byla jiZ izolovéna tada homeotickych gent ovlivijicich kvétni morfologii a nékteré z nich
byly prostiednictvim agrobakteridlnich vektort preneseny do jinych druht rostlin. Z fepky oleiky
(¢eled” Brassicaceae) byl napriklad izolovan gen agamous, jehoZz exprese je piisné regulovana a
ktery normélné odpovida za tvorbu organu tietiho a ¢tvrtého kvétniho kruhu (tycinky a pestiky).
Tento gen byl po naklonovani pod silny konstitutivni promotor vnesen do rostlin tabdku (¢eled’
Solanaceae). Transgenni rostliny vykazovaly predpoklédané homeotické kvétni transformace:
pieménu sepali v pestiky a petali v tycinky. Transkripéni faktor tvoreny genem agamous,
odpovidajici za tvorbu pohlavnich organu, byl tedy vlivem nespecifického (konstitutivniho)
promotoru tvoren i v "nepatficnych” pletivech zakladu kalichu a koruny, kde aktivoval geny
determinujici tvorbu ty¢inek a pestikti. Tato préace demonstruje moznosti cilené modifikace
struktury kvétnich organi i vysokou fylogenetickou stabilitu rostlinnych transkripénich faktoru.
Podobné Ize modifikovat morfologii rostlin i vnéSenim homeoboxovych gent a jejich ektopickou
expresi: napriklad kongtitutivné exprimovany gen knotted zpisobil zvySené ¢lenéni sloZenych listt

u rajcete (viz kapitola 3.2.3).
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4 Determinace a vyvoj pohlavnosti

Schopnost reprodukce je z&kladni vlastnosti Zivych organizmi. Vedle rozmnozZovani
nepohlavniho (klonovéni, vznik jedinci se shodnym genotypem jako je mateisky), které je
rozsirené u rostlin a nékterych nizSich Zivocicha, je hlavnim typem rozmnoZovani pohlavni, pfi
kterém dochézi k rekombinaci genetické informace (pii meiotickém crossing-overu) a kombinaci
genomi odlisnych gamet. Evolucné niZzSim typem je hermafroditizmus: pohlavi jedinct neni
rozlieno, vytvareji gamety obou pohlavnich typa popt. jen izogamety (vétSina druha rostlin a
nékterych nizSich Zivocicha). Evoluéné vySSim typem je pohlavni dimorfizmus(gonochorizmus):
sam¢i a samiéi jedinci vytvéigji ve svych pohlavnich organech jen gamety svého urcitého typu.
Zakladni rysy pohlavnosti jsou u v&ech eukaryotickych organizma shodné: vyvinuly se dva typy
pohlavi (pohlavnich organi a v nich vznikajicich gamet, sam¢ich a samicich) a nova generace
vznika splyvanim gamet, které se podrobily redukénimu déleni (box 24).

Box 24. Determinace pohlavi u obratlovct a krytosemennych rostlin. Nej¢astéjSim typem je u
obratlovci genetické determinace (s homogametnim pohlavim samic¢im XX/XY, popt. sam¢im
ZZ[/Z\W), u niZSich obratlovct se vyskytuje determinace environmentalni (TSD, temperature sex
determination). Rostliny jsou prevazné hermafrodité: vyjimkou jsou dvoudomé, kde se vyvinuly
vSechny typy pohlavni determinace (XX/XY, ZZ/ZW aHSD - hormonal sex determination).

skupina XXIXY ZZ/7ZW TSD
ryby + + +
obojzivelnici + + +
plazi + + +
ptaci - + -
savci + - -
rostliny
(asi 90 % druhu) - - -
knotovka + - .
Stovik + (X/IA) - -
jahodnik - + -

bazanka - - HSD
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4.1 Zarode¢na draha a tvorba pohlavnich bunék

Ve vyvoji embrya Zivocichti ngjsou nékteré bunky vyuZity ke stavbe téla, ale uloZeny jako
primordidni zérode¢né bunky (napriklad u hlistic, hmyzu a obratlovcd). Theodor Boveri
pozorova v roce 1904 neobvyklé chovani chromozémi u hlistice Ascaris (nyni oznacovana
Parascaris, ma pouze dva pary velkych chromozoma). Po prvnim déleni oplozeného vajicka
chromozoémy v jedné ze dvou blastomer fragmentuji na mnoho ¢asti a vétdina z téchto fragmentu
je ztracena. Tento vyjimecny jev se nazyva chromatin diminution a probiha v bunce, ktera je
uréena k Ucasti natvorbé téla. Druha blastomera dévé pozdgji vznik zarode¢nym bunkém a v této
bunécné linii zistavaji chromozdmy intaktni. V prabéhu dalSich déleni se historie opakuje: pouze
bunky v piimé dréze k primordialnim zarode¢nym bunkam zachovavaji celé chromozomy, zatimco
vSechny budouci somatické bunky ztraceji chromatin. Boveri prokézal, Ze u tohoto cerva

»Cytoplazmatické determinanty” chrani chromozomy bunék zarodecné dréhy od fragmentace.

U drozofily jsou primordidlni zarodec¢né bunky prvnimi bunikami, které se tvori v embryu.
Nazyvaji se polovymi bunkami, protoZe vznikaji na posteriornim pélu vyvijgiciho se vajicka
Kdyz se pdloveé bunky tvori, uzavirgji pélové granule. Jsou to fibrézni konglomeréty obsahujici
proteiny a RNA a piedstavuji z&rode¢né bunééné determinanty. Tyto determinanty jsou bud
odvozeny z materndlné aktivniho genu oskar nebo jsou alokovany do posteriorni oblasti vajicka
pod organizaénim vlivem produktu genu oskar. KdyZ jsou produkty genu oskar injikovany pod
anteriorni pdl vajicka, zpasobi to ektopicky vyvoj pélovych bunék na anteriornim konci embrya:

tyto polove burnky v3ak nevstupuji do gonad.

U savch jsou prvni primordidini zérodecné bunky dispergovany u posteriorniho
Zloutkového vaku, odtud migruji ke gonddam. V ¢asné gonadé obratlovci imigrujici primordidni
z&rode¢né bunky kolonizuji periferni vrstvu sami¢iho cortexu nebo vnitiek saméi medully. V
tomto stédiu jesté neni pohlavi embrya definitivné uréeno. V pripadé vyvinu gonady v testis,
fizené master genem SRY na Y chromozému, primordiani zarodecné bunky ve vrstvé cortexu
mizeji a bunky z medully diferencuji ve spermatogonia. U samic (vzhledem k absenci Y, atedy i
genu SRY) se gonéda vyviji ve vajecnik. Prezivaji pouze primordidni zarodecné bunky cortexu a

stavaji se oogonii.

U rostlin se zérodetna dréha v embryondnim vyvoji nevytvéri: pohlavni organy se

diferencuji jako modifikovaneé listove struktury pavodem z vegetativnich meristémi.
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Z diploidnich progenitorovych bun¢k pak mei6zou nevznikaji gamety, nybrz haploidni
spoéry. Je zagjimavé, Ze osudy meiotickych produktt jsou pritom analogické meidze u Zivogicha.
V sam¢i dréze vSechny ctyti spéry (pylova zrna) prezivaji, zatimco v samici draze obvykle preziva
jen jedind megaspora a zbyvgjici tfi haploidni produkty zanikgji (cf. oocyt a polérni téliska u

Zivogicht).

4.2 Mechanizmy deter minace pohlavi

Pohlavni determinace nastdva hierarchickym zptisobem z bipotencidnich rudimenti
pohlavnich organi. V principu existuji dvé skupiny spoustécich mechanizmi uréeni pohlavi:
geneticky a environmentalni. Geneticky typ uréeni pohlavi byl prvné odhalen kiiZzenim
(genetickou analyzou) a obvykle souvisi s evoluci pohlavnich chromozéma (heterochromozomi).
Ty byly prvné pozorovany u brouka potemnika (Tenebrio) jiZz v roce 1905: sametci maji krome
autozémua jeden par morfologicky odliSnych chromozoémi (X a Y), zatimco u samic¢ek je pér
shodnych pohlavnich chromozoma (XX). Pohlavi, které ma par odlisnych pohlavnich
chromozémi, se obecné nazyva heterogametické, protoze déva vznik zdsadné dvéma typiam
gamet obsahujicim chromozém X nebo Y. Pohlavi s parem shodnych pohlavnich chromozoma se
nazyva homogametické: vSechny gamety jsou steiného typu. U nékterych druht jsou
heterogametickym pohlavim jedinci sami¢i (s pohlavnimi chromozomy ZW) a samecci jsou

homogameticti (ZZ), tento typ je ozna¢ovan jako Abraxas nebo ptaci.

U hligtice Caenorhabditis elegans jsou jedinci XX jsou hermafrodité, nondigunkci
chromozému X vznikaji samci X0. Pohlavi je dano pomérem X/A (jako u drozofily), sexualita
somatickych bunek je uréena sekvencénim G¢inkem komplexni série gena: her-1, tii tra gena a tii

fem gend. Tyto geny takeé uréuji, zda z&rode¢né buiky se stanou spermiemi nebo oocyty (box 25).

Drozofila ma systém XY/XX, pohlavi je viak determinovano jinak (XXY jsou fertilni
samicky, XO jsou sterilni samci). Bridges zjistil, Ze pohlavi je ur¢ovano pomérem X/A: X nese
sami¢i geny, A nesou saméi. Byly izolovany ¢&tyii X-vazané geny, numeratorove geny (sisterless-
a, Sis-b, sis-c arunt) adosud jediny autozomalni denominétorovy gen (deadpan). Numeratorove
a denominéorove geny koduiji transkripeni faktory, které fidi expresi genu sex-lethal (Sx1), ktery
musi byt aktivni u samic a inaktivni ve vyvinu samci. K zapnuti genu SxI musi byt pomér X/A =

1. U drozofily jsou principy bipotenciaity pohlavnich orgdna a vyvoje
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Box 25. Hlavni genetické drahy pohlavni determinace u modelovych Zivogcicht.

Caenorhabditis € egans

pohlavni fenotyp je bunééne autonomni (kriticky gen Xol-1 je negativni
transkripcni faktor)

hermafrodité (AAXX):
X:A=10® XO lethal-1vypnut ® tra-1zapnut ® diferenciace hermafrodita
samecci (AAXO0):

X:A=05® XOlethal-1zapnut ® tra-1vypnut ® samg¢i diferenciace

Drosophila melanogaster

pohlavni fenotyp je bunééné autonomni (kriticky gen X kdduje faktor sestiihu
MRNA: spu&éni genu Xl je fizeno produkty X-vazanych numeratorovych a

autozomalné-vazanych denominatorovych geni)

samicky (AAXX):

X:A=10® Sexlethal zapnut ® sesttihTRA ® Dsx” ® samiéi diferenciace
samecci (AAXY):

X:A=05® Sexlethal vypnut ® Dsx ® saméidiferenciace

savci
pohlavni fenotyp je fizen hormondng (kriticky gen SRY je vazan na chromozomu Y,

produktem je transkrip¢ni faktor s HM G-domeénou)

samicky (AAXX):

- SRY nepritomen ® vajeénik ® (estrogen) ®  samidi diferenciace
samecci (AAXY):

SRY zapnut ® testes ® hormony - AM,TSaDHTS ® sam¢i diferenciace
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pohlavnich vyvodia analogické jako u savcia. Pohlavi je vSak urcovano pomérem poctu
chromozéma X k autozémam (X/A), pohlavni orgény vznikaji z imaginalnich tercka. Drozofila a
jiny hmyz nemaji pohlavni hormony. Pohlavni fenotyp je tedy bunécné autonomni: kazda bunka se
pohlavné diferencuje podle svého genotypu. Lze to demonstrovat na sexudnich mozaikach, kde
dojde pti prvnim déleni zygoty ke ztraté jednoho chromozdému X (gynandromorfizmus, obr. 92).
Pohlavni vyvoj zahrnuje fadu genu, které jsou fizeny hierarchicky. Pocatecnim rozhodnutim je
pomeér X/A, pak rozhoduje funkce genu sex lethal (sxl), potom sex-determinujici geny a nakonec
sex-diferenciacni geny. Pomér X/A zapin&d/nezapina gen sex lethal (primérni regulacni gen), ktery
dale reguluje tii separétni sady regulacnich gent, kde kazda fidi jednu z drah: (a) vyvoj zarodecné
linie, (b) pohlavné specificky vyvoj somatickych bun¢k nebo (c) transkripeni

Obr. 92. Tvorba gynandromorfni mozaiky u drozofily zptisobené ztrétou chromozomu X pii
déleni zygoty (podle Goodwina, 1991). U drozofily je pohlavi ur¢eno pomerem poétu
chromozémi X k poétu sad autozomi (A). Pomeér 2X : 2A vede ke vzniku samic¢iho pohlavi, X0 :
2A ke vzniku samecka. Drozofila vSak nema (na rozdil tieba od savci) pohlavni hormony.
Pohlavni fenotyp jedince tedy neni dan pasobenim hormond, nybrz genotypem kazdé individudlni
burky (cell autonomous sex phenotype). Proto pokud dojde pii prvnim déleni zygoty XX v jedné
dcefinné bunce ke ztrété chromozomu X, vznikne genetick& pohlavni mozaika: polovinatéla

(XX) bude mit sami¢i fenotyp a druha polovinatéla (X0) samci fenotyp.

vajeénd burika Y

spermie

P

@‘“ ztrata chromozdmu X

D)
S
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hladiny chromozéma X (obr. 93). Sex-determinujici geny maji pohlavné specifické funkce. Tato
specifita je dudedkem alternativniho sestiihu prislusnych mRNA: u samicek ma sestiih za
nésledek tvorbu funkéniho transkriptu, ktery je trandatovan, zatimco u samecku nikoli (dadno

piitomnosti pridatného exonu se stop kodony, které brani trandaci). Podednim sex-

Obr. 93. Hierarchicka determinace genetického tizeni pohlavi u drozofily (podle Goodwina,
1991). Geny fidici expresi pohlavi pasobi v kaskédéch: jedny geny fidi projev dalSich gena.
Zakladem je pomeér poctu chromozomi X a autozoémi. Tento pomer ovliviuje Ucinek genu sex
lethal (sxl), ktery je priméarnim a klicovym sex determinujicim genem. Gen sxl reguluije tfi
oddélené série regulacnich gend, které fidi téi vyznamneé vyvojove drahy: (1) tvorbu zérodecné
linie, (2) pohlavné specificky vyvoj somatickych bunek a (3) fizeni transkripenich hladin
chromozéma X (u drozofily se vyvinula pozitivni kompenzace davky genu: samecek X0 ma jediny

chromozém X , hyperaktivni).

»® g® VvYVOJ

ZARODECNE
DRAHY
primar ni sex deter minujici
regulaéni gen geny ® d; sex
X:Apomér P sexlethasy, ® 5,® s® s, ® d, diferen-
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determinujicim genem (s;) je gen double sex (dsx), klicovy gen regulatni drahy. Tento gen je
sestiihovan v samci nebo samici verze kddujicich transkripti. Specifita funkce genu double sex je
regulovana ostatnimi  sex-determinacnimi geny vcetné genu sex lethal. Mutace dsx vedou
k intersexam sobéma typy pohlavnich orgdni a snizenou fertilitou. Sam¢i a sami¢i verze dsx
transkriptti zapinaji saméi/samici sex-diferenciacni geny (ty tvori transkripty vZdy jen u jediného

pohlavi).

Oddéleni pohlavi je u Zivocicha tak podobné, Ze by se ¢ekalo, Ze bude zaloZeno jiZz v ¢asné
evoluci: opak je vSak pravdou a mechanizmy vedouci ke tvorbé pohlavi jsou u raznych
Zivocisnych druhi razné. Savci maji odlisny par pohlavnich chromozéma, vétsi X amendi Y (u
samcu), zatimco samci ptéka jsou ZZ a samice heterogametické ZW. U ostatnich obratlovci jsou
systémy XY i ZW, popiipadé (nekteti plazi) pohlavni chromozomy vibec nemaji a pohlavi je

uréovano environmentéliné (teplotou inkubace vajicek).

U savci jsou embryondlni reprodukéni struktury (véetné gonad a genitdlii) u obou pohlavi
stejné (u ¢loveka az do 7. tydne po oplozeni), nediferencovand gonada se vyvine ve vaecnik za
nepritomnosti testis-indukéniho signalu (gen je na kratSim ramenu Y). Pohlavni hormony, které se
tvori témito gonadami, reguluji dalSi sexualni diferenciaci. U my3 byla identifikovéana trandokace
oblasti Sxr (sexual reversal) zY na X, vedla ke vzniku XX sameckii. Oblast Sxr nese testis-
determining factor (Tdy), u ¢lovéka se tento gen nazyva TDF. Naopak delece TDF na 'Y vede ke
vzniku XY sami¢ek. Nediferencovand gonada je tvorena dvéma vrstvami, vnéjSim epitelem a
vhitini medullou. Pohlavni diferenciace (efekt produktu TDF) mé za nadedek rast a diferenciaci
jedné vrstvy a potlaceni druhé: epitel tvori vajecnik a medulla testis. Zarodecné buiky migruji
posléze do gonad a nakonec daji vznik gametam. Jiné bunky gonad sekretuji pohlavni hormony.
TéZ se prestavi embryondni systém vyvodu: Millerav vyvod se stane vyvodem vajecnika,
délohou a horni vaginou a u samic Wolffav vyvod degeneruje. U sameckt Millerav vyvod
degeneruje a Wolffav diferencuje jako epididymis, vas deferens a semenny vatek. Saméi vyvoj je
zalozZen prostiednictvim sekrece tfi hormonu testes. () Anti-Mlleriv hormon (AMH) zptasobuje
degeneraci Mllerova vyvodu. (b) testosteron zpisobuje diferenciaci testes a Wolffova vyvodu ()
dihydrotestosteron indukuje maskulinni drahu vyvoje externich genitdlii (obr. 94). Po odstranéni
z&rodec¢nych gonad v bipotenciainim stadiu vZdy vznika fenotypové samice: tedy estrogen, ktery
je tvoren normané ve vajecnicich, neni nezbytny pro vyvoj samicich znaki (je vSak nutny pro

dospivéni v pubertg).
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Obr. 94. Vyvoj primérnich pohlavnich orgdni clovéka (podle Miullera, 1997). V casné
embryogenezi obsahuji gonédy jedinca XX a XY potencidné samici i sam¢i zarodecné bunky. U
XY embryi vSak primordidni bunky kury (cortexu) degeneruji pod vlivem TDF (testis
determining factor), produktu genu SRY lokalizovaného na chromozému Y, a gonéda se stava
testis (vznik semennych vatka v centru, medulla). Soucasné u samecka degeneruje Ucinkem
faktoru AMDF (anti-millerian-duct factor) primarni Mullerav vyvod a z Wolffova vyvodu se
stava ucinkem androgenu testosteronu vas deferens. U XX embryi dochézi vlivem nepritomnosti
TDF ke vzniku sami¢ich gonéd. Primordidlni buiiky kury se stavaji oocyty a zéhy (na rozdil od

sameckit) vstoupi do meidzy. Gonéda se stava vgjecnikem a Mlleriv vyvod oviduktem.

Wolfflv
vyvod

medulla se cortex
spermatocyty s oocyty

degenerujici e
Mullertv

vyvod

U savcu je efekt abnormdniho poétu pohlavnich chromozému odlisny od drozofily. XXY
jsou sterilni samci (u ¢lovéka Klinefelterav syndrom), X0 jsou samice (u ¢loveéka sterilni Turnerav
syndrom; takové myS jsou vSak fertilni). Embryo je v poé¢atku vyvinu samci a samic shodné

(z&rodecna ryha - rudimenty testes a vagecniki). Embryo mé dvé sady vyvodi: Wolffav
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(potencidné sam¢i) a Mulleriv (potencidné samic¢i). Fetdini testes hraji kritickou Ulohu
v pohlavnim vyvoji produkci hormoni: jejich aktivita zptisobuje sam¢i vyvoj, absence vede
k sami¢imu vyvoji. Byla klonovana oblast chromozému Y, SRY (sex determining Y), z blizkogti
pseudoautozoméniho (PAR) rozhrani, as 35 kb dlouhd, zigjm¢ koduje kriticky faktor samci
determinace. Crossing-over, ktery zahrnuje i oblasti mimo PAR muiZe zpisobit sex reverzi:
vznikaji pak samci XX nebo samice XY (trandokace). Transgenni samice se SRY jevi urcité znaky
samci, jsou v3ak sterilni, nebot’ jim chybi jesté dalsi Y-geny nezbytné pro spermatogenezu. Gen
SRY obsahuje oblast konzervovanou u riznych savea a kdduje protein s 79-aminokyselinovym
motivem, zndmym jako HM G-doména. MuzZe se vazat na DNA areguluje transkripci dalSich gena
nezbytnych pro sam¢i vyvin. V prabéhu savei embryogeneze se testes diferencuji diive a rychlgi
nez vaecniky. Také XY embrya rostou rychlgi jedt¢ diive nez se vytvoii genitani ryha Y
akceleruje rust ¢asnych embryi, zatimco paterndni X ho retarduje. Je mozné, Zze samci tak
potlacuji vliv estrogeni matky. Pri selhani mechanizmu determinace pohlavi se mize vyvinout
abnormalita sexualniho vyvoje: hermafroditizmus, vznik ovotestes nebo testes a vajecniky. Testes
nebo ovotestes se vyvinou na prave strané, zatimco vajecniky vzdy nalevé. Davod této asymetrie
neni jasny.

U jinych obratlovct - ptaka, plazia a ryb - gen SRY nebyl nalezen a gen podobny byl
identifikovan u samct i samic, coZ naznaduje, Ze sex je tu determinovan jinym mechanizmem.
Ptéci maji znacnou asymetrii gonadélni diferenciace: u samic se pouze leva gonada vyvine ve
vajecnik, zatimco prava zistava zakrnéld nebo testikuldrni. U plazi, obojzivelnika a ryb jsou
mechanizmy determinace pohlavi typu XX/XY nebo ZW/ZZ, u jinych druhta je sex teplotné
determinovan (TSD, temperature-dependent sex determination, neboli ESD, environmental sex
determination). TSD je hojny u plazti, kde ma obvykle za ndsledek piebytek poc¢tu samic (female
bias). U jeftérek a digéatori vedou nizkeé teploty ke vzniku samicek a vysoké ke vzniku sameck,
zatimco u mnoha druhi Zelv je to obracen¢ (obr. 95). Hadi vSak maji pohlavni chromozomy typu
ZZIZW (obecné¢ GSD, genotypic sex determination). Teplotné senzitivni perioda se odehrava
v embryogenezi v dob¢, kdy nastavd gonadani vyvoj. Tento mechanizmus TSD lze zvrétit
aplikaci steroidnich hormonu: estrogeny feminizuji embrya. Extrémni sexudlni dimorfizmus se
vyvinul u moiského ¢erva Bonellia viridis, kde pohlavi jedince je uréovano prostiedim. Pokud se
oplozené vgjicko vyviji izolovang, ¢erv se promeéni ve velkou samic¢ku s vidlickovitym rypéackem,.
Pokud se v3ak dostane do rypéacku samice, vyvine se v malického samecka (bicikaty organizmus

parazitujici v sami¢ce). Nékteré druhy ryb zase méni své pohlavi v prabéhu Zivota. U
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Obr. 95. Environmentalné fizena pohlavni determinace u plazt (podle Mittwochové, 1996). U
plazi se vedle genetické determinace pohlavi (XX/XY aZW/ZZ) vyskytuje u nekterych druha i
teplotné fizena pohlavni diferenciace (TSD, temperature-dependent sex determination). Z volné
kladenych vajicek se vylihnou samecci nebo samicky v zavidosti na teploté prostredi, pritom u
raznych druhi plazi je tento vliv odliny. Napriklad u aligatoru se pii vySSi teploté lihnou

z vgjicek samecci, u mnoha druht Zelv naopak samicky. Evolucné se tento systém zigime vyvinul
k tomu, aby dle menicich se Zivotnich podminek v vznikali v daném obdobi preferencné jedinci
ur¢itého pohlavi. V praxi vSak obvykle v diusedku teplotniho typu determinace pohlavi dochézi
k prebytku sami¢ek (female bias), coz je pro Zivocisny druh vyhodnéjsi.
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jiného cerva, Dinophilus, tvoii samicky velkd a mala vajicka, ktera se po fertilizaci vyvinou
v sami¢ky respektive samecky. Zde je determinaci pomér objemu cytoplazmy k jadru. U vSech
téchto druht tedy nejsou pohlavni chromozomy ani jiny geneticky typ determinace pohlavi. U
hmyzu nach&zime velkou variabilitu v determinaci pohlavi: od typu X/A (drozofila), dominantniho
chromozému Y (Musca domestica), XX-X0 systém v somatickych bunkéch (Sciara coprophilia)

az po teplotné determinované pohlavi (Aedes simulans). U Sciara (Diptera) souvisi determinace
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srozdilné imprintovanym chromozémem X. Jeden ze dvou paternaln¢ zdédénych chromozémi X
je vzdy eliiminovan: pokud vSak dojde v somatickych bunkéch embrya k eliminaci obou

paternalnich X, vyvine se z n¢j samecek (obr. 96).

Obr. 96. Epigenetick& determinace pohlavi u dvoukiidlého hmyzu Sciara coprophilia (podle
Goodwina, 1991). Sciara mav podstaté (bunééné autonomni) mechanizmus determinace pohlavi
typu drozofila (XX/X0), je v&ak ustavovan v somatickych bunkéch doZitym epigenetickym
procesem. Zygoty maji krome¢ dvou sad autozémi (A™AP) ti chromozémy X, jeden maternalniho
pavodu (X™) a dva paterndni (XP). V prabéhu vyvoje zarodetnych bungk dochézi u obou pohlavi
k eliminaci jednoho XP, u samecki v&ak pri meidze nedochézi k disunkci chromozémi X
(spermie jsou aneuploidni, AXX). Pohlavi je determinovano poctem chromozoma X

v somatickych bunkéch. Pokud je v nich eliminovéan jen jeden paternalni X, vznikaji samicky
(genotyp ATAPX™XP), zatimco pfi vyvojové eliminaci obou paterndnich chromozémi X vznikaji
samesci (A"APX™),

sami¢i gamety sam¢i gamety

AMx™ + AP xPxXP

Am Ap Xm Xp Xp vechny zygoty

v prabéhu vyvoje
sami¢i potomstvo sam¢i potomstvo
m m m m
A" AP XM XP zarodens buiky AT AP X xP

AT AP XM XP comaticke buiky AT AP ™
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TSD se evidentné nemiZe realizovat u savcu a ptaka, nebot’ tito jsou teplokrevni, maji
svou stélou fyziologickou teplotu. Pro¢ jsou savci typu X/Y a ptaci Z/W? U savci se sani
embryo vyviji v déloze v prostiedi bohatém na estrogen, produkty aktivniho chromozému Y
urychluji rast a umoZziuji ¢asnou produkci saméich pohlavnich hormoni. Ptaci embryo se vyviji
mimo téla matky, samic¢i heterogametnost umoznuje ¢asnou produkci estrogenu. Termin pohlavni
zvrat (sex reversion) pavodné znamenal jen zménu samecka v samicku nebo naopak. Zahrnuje
vSak napiiklad i zmény béhem Zivota jedince: nekteré ryby jsou v mladSim stédiu Zivota samci,
pozdéji se stvaji samicemi (protogynous hermaphroditism). Determinace pohlavi je definovana
jako proces vybéru bud’ samei nebo samic¢i pohlavni diferenciacni drahy. Sexudini diferenciace pak
znamena puavod nebo expres pohlavnich rozdili v prabéhu ontogeneze. U drozofily nema
kastrace Zadny vliv na pohlavni znaky, nebot’ drozofila nemé pohlavni hormony a je zde bunécna
determinace pohlavi. U vySSich obratlovcu je diferenciace pohlavi prevazné tizena pohlavnimi

hormony a v mensim rozsahu je pod piimou genetickou kontrolou.

Box 26. Z&kladni (hermafroditni, jednodomé a dvoudomé) a piechodové typy pohlavnosti ajeich
¢etnost u druht krytosemennych rostlin.

druby rostlin typ kvétln vyskyt drubb

oboupohlavné jediny typ kvénid 71 %%
(hermafrodimi) s fytinkami a pestiky

andromoneecické  jedinci tvoii kvity
gamdl @ ul,lnu[luhlqvnq'
nebo 10 %

gyanmonsecické jedinei tvoli kvéty
samifi a oboupohlavné

jednodome oddélene kvéty saméi
(monsecické) a samifi ma téfe restliné 7%

jedinei se samini

androdisecické a jedinei 5 obow-
pohlavoymi kvéty
nebo T%
jedinci s¢ samidimi
gyandiveciché a jedinci 5 obou-

pohlavnymi kvéty

dvoudomeé oddéleni jedine 5 kvEty
[disecické, samiimi nebo samifimi 4%
gonochorickeé)
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Rostliny jsou prevazné hermafrodité (tvori bisexudlni kvéty), Gcinkam inbredni deprese je
v3ak obvykle branéno cizospréSenim. Druhym extrémem u krytosemennych rostlin je relativné
mélo ¢etnd dvoudomost (dioecie), kdy rostliny jsou gonochoristy: tvoii dva druhy jedinct, samci
a samici. Mezi témito dvéma zékladnimi typy existuje velka variabilita prechodovych typu, véetné
rostlin jednodomych (sam¢i a samici kvéty se vyvijgi na odlisnych ¢astech rostliny) az po

mozaikovou sexualitu v populacich (box 26).

U rostlin dvoudomych se setkavame svelkou riznorodosti pohlavni determinace, a to i
v ramci Uzkych systematickych skupin (dokonce i uvnitt jednotlivych rodi), podobné je tomu u
hmyzu. U n¢kterych z nich se pohlavni chromozomy nevyvinuly a pohlavi je tu ur¢ovano jedinym
(tykvice, Ecballium elaterium) nebo vice lokusy (baZzanka, Mercurialis annua). Az namalé
vyjimky se u dvoudomych rostlin s vyvinutymi heterochromozomy vyskytuje jako homogametni
pohlavi samic¢i, XX. Pohlavi je pak ur¢ovano jako u typu drozofila, X/A (chmel, &'ovik) nebo u

typu sav¢iho s dominantnim chromozomem Y (knotovka, box 27).

Box 27. Determinace pohlavi u dvoudomych rostlin s heteromorfnimi pohlavnimi chromozémy
(podle Grantové et al., 1994). U chromozoému Y je vyznatena jeho velikost ve srovnani
sautozémy (maly - M, stiedni - S, nebo velky - V) a charakter chromatinu (euchromaticky - E,
nebo heterochromaticky - H).

celed/ druh saméi  sami¢i  chromozOmY  typ pohlavni determinace
konopovité:

chmel ot&sivy XY XX M (E) X /A
chmel japonsky XYY, XX V (H) XTA
konopi seté XY XX VvV (?) XTA
hvozdikovité:

knotovka bila XY XX V (E) Y
knotovkacervend XY XX V (E) Y
Melandriumdicline XY XX S (B) Y
tykvovité:

Coccinea indica XY XX V (H) Y
rdesnovité

Rumex hastatulus XY XX V (E) XITA+Y

&ovik kysdly XYY XX V (H) X /A
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Z heterogenity determinace a exprese pohlavi u rostlin je zigmé, Ze oddélena pohlavi se
zde vyvinula relativné recentné. Je pravdépodobné, Ze mutace vedouci k sam¢i nebo samici
sterilit¢ maze mit zegiména dva pozitivni dasledky. Rostliny sabsenci jednoho typu pohlavniho
orgdnu mohou mit vysSi fertilitu opa¢ného pohlavi. Gonochorickd individua se samozigjmé

nemohou samoopylovat, a proto jejich potomstva netrpi ndsledkem inbridingu (obr. 97).

Obr. 97. Hypotetické drahy evoluce gonochorizmu (dvoudomosti) u rostlin.

hermafroditizmus

J

samci sterilita samiéi sterilita
gynodioecie androdioecie
Q-G g+g
samici sterilita I I samé&i sterilita
dvoudomost

Q+C

Pokud je u dvoudomych rostlin pritomen (sam¢i) chromozdém Y, byva negvetsi
komponentou karyotypu a ¢asto i heterochromaticky (zigfmé s vysokym obsahem repetitivnich
sekvenci). Molekuldrni mechanizmy determinace pohlavi u dvoudomych rostlin nejsou dosud
objasnény. Vzhledem ke snadno odlisitelnym pohlavnim chromozémim se klasickym modelem ke
studiu dvoudomosti u rostlin stala knotovka bila (obr. 98). Jgji chromozomy X a'Y maji uréitou
oblast homologie (pseudoautozomdlni oblast), kde dochazi k parovani v meidze. Radiacni
mutagenezou bylo provedeno prvni mapovani chromozému Y, ktery ma v procesu pohlavni

determinace dvoji funkci: rozhoduje o realizaci sam¢iho vyvoje kvétu (tvorba ty¢inek s
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Obr. 98. Determinace a projev pohlavi u modelové dvoudome rostliny knotovka bila (podle
Grantové et a., 1994). Knotovka ma sav¢i typ determinace pohlavi (X/Y), kde chromozém Y
(negjvétsi v genomu) kdduje jak supresor vyvoje samicich pohlavnich organa (karpelt), tak i
faktory nezbytné pro tvorbu sam¢ich pohlavnich orgéanu (tyc¢inek). Delece nebo mutace v oblasti
gent sami¢iho supresoru tedy vedou ke vzniku hermafroditi, zatimco delece gena samci fertility
maji za ndsledek tvorbu asexudnich rostlin. Ve kvétech standardnich sam¢ich (AAXY) a samicich
(AAXX) rostlin jsou vzdy patrné rudimenty organi opacného pohlavi. Pohlavnost se u vétSiny
dvoudomych druhti manifestuje tim, Ze v jgich kvétech dochézi k relativné pozdni vyvojové

blokadé tvorby karpelt u sam¢ich aty¢inek u samicich rostlin.
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fertilnim pylem) a soucasné i o vyvojové blokadé samiciho programu. Delece heterologniho
ramene chromozému Y vedly ke tvorbé hermafroditnich rostlin, zatimco delece v oblati
homologniho ramene zpisobovaly asexudlnost (sterilitu). Z téchto pokusa tedy vyplyva, Ze
gen/geny kédujici supresor samiciho vyvojového programu se nachazeji na p-ramenu a gen/geny
odpovedné za sani vyvoj a fertilitu na g-ramenu. Rostliny netvori Zadné pohlavni hormony a
ngjevi ani pohlavni dimorfizmus: sam¢i a samici rostliny se lisi obvykle jen svymi kvéty. V nich
dochézi k vyvojové blokadé vzdy jednoho z pohlavnich programi: v saméich kvétech stycinkami
Ize pozorovat rudimenty pestika, v samicich kvétech s pestiky jsou rudimenty zakrglych tycinek.
Pohlavni zvrat je u nékterych druhi dvoudomych rostlin relativné ¢asty (napt. u bazanky), at’ uz
environmentanimi vlivy nebo experimentalni aplikaci urcitych hormona (auxiny, cytokininy nebo
gibereliny). U typu sdiferencovanymi pohlavnimi chromozomy je viak pohlavi determinovano

striktné ajeho reverze mizZe nastat pouze mutaci nebo indukovanou zménou genoveé exprese.

4.3 Kompenzace davky geni

Jako kompenzace davky genti oznacujeme jevy nebo procesy, kterymi dochézi ke
srovnavani hladiny genovych produkta pii rozdilném poétu kopii genu, chromozému nebo celé
genomové sady v bunééném jadie. Zndmym prikladem této kompenzace jsou geny nesené
pohlavnimi chromozémy u nekterych Zivocichi. Ke kompenzaci dochézi obvykle jen u téch
druht, kde homogametnim pohlavim (XX) jsou samicky popt. hermafrodité (napt. drozofila,
Caenorhabditis, savci). Jelikoz jejich chromozém X nese geny nezbytné pro vyvin jedinci obou
pohlavi, vyvinuly se v prabéhu evoluce mechanizmy, které kompenzuji odliny pocet kopii
chromozémi X u samecku a samicek a zgist'uji stejnou hladinu produktt gent. V principu
existuji dva typy téchto regulacnich mechanizmu, pozitivni a negativni. Pozitivni (up-regulation)
mechanizmus se vyvinul u drozofily: na jediném X chromozému u samecka (XY nebo X0) se
aktivuji regulatory (zesilovace), které zgjist'uji priblizné dvojnasobnou transkripeni aktivitu jeho
pridudnych X-vézanych geni. U hlistice Caenorhabditis funguje negativni kontrolni systém
(down-regulation): v homogametnich hermafroditech (XX) jsou aktivovany regulacni geny, které
redukuji hladiny X-transkripti na Groven sameckt (X0). U savca se vyvinul také negativni

regulacni mechanizmus: homogametni samicky maji jeden ze svych dvou chromozoma X
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Obr. 99. Cykluyjici aktivita X chromozomu (aktivni X, versus inaktivni X;) v prabéhu ontogeneze
u placentanich savci (podle Jamiesona et al., 1996). X chromozom je inaktivovan pred samgi
mei6zou, zatimco ve vajecnych buinkach zastava aktivni. Tento stav je zachovan v prabéhu
ryhovéni, aviak pri tvorb¢ blastuly dochézi ve vlastnim zékladu embrya k rozsahlé demetylaci
DNA, kteravede k aktivité paterndniho (X°) i maternalniho (X) chromozému;

v extraembryonalni tkani (placentg) zastava X" inaktivni. Ve stédiu gastrulace pak dochézi u
samic k ndhodné inaktivaci (lyonizaci) paternalniho nebo materndniho X chromozému, coz vede

k vysednému mozaikovému fenotypul.
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inaktivovan (lyonizace, obr. 99). U primitivngjSich savch, vacnatct, je inaktivovan vzdy
chromozém X paternaniho pavodu, tento chromozdém se replikuje v pozdni S fazi a obsahuje
hypoacetylované histony H4. U samic placentdlnich savci (véetné ¢lovéka) nastava inaktivace
chromozému X aZ po implantaci embrya do stény délohy a v tomto mnohobunécném embryu
doché&zi k ndhodné inaktivaci chromozému X paterndniho a materndniho putvodu, takze
vysedkem je mozaikovy expresni fenotyp (obr. 100). V extraembryondnich tkénich (placenté) je

v&ak inaktivovan vzdy paternadni chromozém X.

Obr. 100. Demonstrace ndhodné inaktivace chromozomu X u Zeny (podle Goodwina, 1991).
Jelikoz savéi chromozom X nese geny potiebneé pro vyvoj samicek (XX) i samecka (XY),
podrobuje se kompenzaci své davky: jeden sami¢i chromozom X je v pribéhu casné
embryogeneze inaktivovén. K této inaktivaci dochazi v nékolikabunécném embryu ndhodng, tedy
bez ohledu na materndni ¢i paternani pavod chromozomu X, vysedkem je mozaikovy fenotyp
exprese genu vazanych na chromozém X u sami¢ek. Na obrézku je lokalizace oblasti dédi¢né X-
vazané kozni choroby (anhidrotic dysplasia) u tii generaci Zen. Lokalizace mutantnich tkani jsou

nadhodné, vznikaji vzdy mozaiky, aviak odlidné u jednotlivych Zen.

ba hiftka
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U placentd je X-inaktivace té€Z provazena hypoacetylaci histoni a pozdni replikaci jako u
vacnatcd, inaktivni X je vdak navic hypermetylovan (metylace cytozinu, box 28). V interfazi je
moZné ho pozorovat jako kondenzované Barrovo télisko (fakultativni heterochromatin). Analyzy
kinetiky inaktivace X-geni versus metylace DNA a hypoacetylace histoni na X chromozému

prokézaly, Ze inaktivace nastava drive nez modifikace DNA a histonu.

Box 28. Evoluce a srovnani mechanizmi inaktivace chromozomu X u samic vaénatci a
placentalnich savci (podle Wakefielda et al., 1997). K oddéleni vyvojovych vétvi vacnatci a
placentalti dodlo asi pied 150 milidny let. Pozdni replikace inaktivniho chromozému X a
hypoacetylace jeho nukleozomalnich histont jsou mechanizmy vyvojové starSi, zatimco

hypermetylace DNA a nahodnost inaktivace se vyvinuly pozdéji, pouze u placentalu.

200 pozdni replikace
hypoacetylace

ko) 150 metylace
= 2 i i
g 100 nahodnost inaktivace
E 50
0 Vacénatci Placentalové
vacnatci : placentalové :
hypoacetylace histont = hypoacetylace histont

pozdni replikace X

pozdni replikace X
inaktivace paternaniho X 1 ndhodndinaktivace X (v trofoblastu vSak paternéni)
nejsou rozdily v CpG metylacich * inaktivni X obsahuje hypermetylované CpG ostriavky
inaktivace je nestabilni 1 inaktivace je hyperstabilni

inaktivace je jen ¢astecna 1 inaktivace (témet) celého chromozomu

inaktivace je tkanove specificka *  inaktivace neni tkanove specificka

sex chromatin neni vyrazny 1 dobie odlisitelny sex chromatin (Barrovo télisko)
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inaktivace, ae spiSe epigenetické mechanizmy, kterymi je inaktivni stav permanentné udrzovan.
Inaktivace X pocind od lokusu XIST, ktery koduje netrandatovanou RNA zgjist'ujici inaktivaci
(témet celého) chromozoému v pozici cis. Gen XIST je tak jednim zmaa gena, ktery je
transkriptné aktivni na inaktivnim X chromozomu a naopak nefunkéni na aktivnim X.
Chromozém X u samic savct je aktivovan v zéarodecnych bunkach, avsak inaktivovan v pribéhu
sam¢i meidzy. X chromozom u savcl se tedy v prabéhu vyvinu organizmu podrobuje periodickym
zménam své aktivity a je proto modelovym objektem ke studiu epigenetickych inaktivacnich

procesa.

4.4 Uloha pohlavnosti

Jz Hofmeister v polovingé minulého stoleti zjistil, Ze rostliny aternuji mezi dvéma
odlisnymi fazemi, stiidani generaci. Stiidani fézi je dadedkem pohlavni reprodukce, vzniku
haploidnich gamet. Délka téchto dvou fézi je viak riznoroda u odlisnych organizmi: zvladt u fas
a protist, kde Zivotni cykly sahgji od Uplného haploidniho vyvoje pres haploidni-diploidni
(somaticky vyvoj v obou fazich) az k piné diploidnimu (obr. 101). VétSina mnohobunéenych
organizmi se podrobuje somatickému vyvoji v diploidnim stavu, spiSe vyjimkou jsou fasy, houby,
mechy a kapradiny, ¢astecné i krytosemenné rostliny (gametofyt). Dasi vyjimkou jsou u Zivocicha
arrhenotokie: haploidni samecci se vyvijeji z neoplozenych vajicek - napt. nekteri ¢ervi, pavouci,
stejnokiidli, brouci a socidni blanok#idli - mravenec, véela, vosa, a pseudoarrhenotokie: samecci
se vyvijgi z oplozenych vajicek, aviak nasedn¢é eliminuji nebo epigeneticky umlcuji paternéni
genom - napt. néktefi pavouci, steginokiidli, brouci a dvojkiidli. Je vSak zigimé, Ze diploidie je
evoluéné vyhodngjsi: ¢im jsou rostling na vy&Sim stupni fylogenetického vyvoje, tim vice

pievazuje diploidni sporofyt (box 29).

Sex je paradoxem, protoze klade-li priroda diraz na genetickou presnost, vyhodou je
asexudlni reprodukce, ktera tvori jedince tak dokonaého, jako je matersky. Sexualni reprodukce
vSak zahrnuje pretvareni genomu: produkce gamet zahrnuje rekombinaci a fertilizace, pii které
fuzuji genomy odlisnych rodict, pak tvori jesté vice genetickych kombinaci. DalSim paradoxem je
cena za sex, primarné je jim vibec cena za tvorbu samecka. Pohlavnost je odlisena i u

jednobunéénych prokaryot a eukaryot, u vétSiny vySSich Zivocicha (vSech obratloveid) a u
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Obr. 101. Diverzita Zivotnich cykli: stiidani haploidnich a diploidnich generaci (podle Mable a
Otto, 1998).

(a) Haplonticky cyklus u zelené fasy Ulothrix: bunééné déleni a vyvoj se odehrévaji vyhradné
v haploidni fazi. Gamety fuzuji za vzniku diploidni zygoty, ktera se ihned podrobi meiéze a dava
vznik haploidnim spéram.

(b) Diplonticky cyklus u hnédé fasy Fucus (a vétSiny Zivocisnych druht): bunééné déleni a vyvoj
se odehravagji vyhradné v diploidni fazi. Haploidie je redukovéna na jednobunécné gamety, které
ihned fazuji za tvorby diplofaze.

(c) 1zomorfni sttidani haploidie a diploidie u zelené fasy Ulva: bunéené déleni avyvoj se
odehrévaji v haplofazi i diplofazi. Haploidni gametofyt dava mitézou vznik gametdm a diploidni
sporofyt ddva meiézou haploidni spéry. Heteromorfni rodozmeéna (stridani nestejnych

morfologickych struktur) se vyskytuje u v3ech cévnatych rostlin.
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Box 29. Stridani haploidnich a diploidnich Zivotnich cykl.

wyhody diploidie:

N 3kodlivé mutace byvaji recesivni, jsou tudiz maskovany

N frekvence Skodlivych ael je nizkd, diploid tvoreny nahodnym kiiZzenim neponese dvé mutantni
kopie lokusu

N mutantni jedinci s prodiouZenou diplofézi by meély mit vySSi fitness adiploidie je tak selektivné
zvyhodnéna

N maskovani mutaci se projevi v somatickych bunkéch v pribéhu vyvoje

N dvé kopie kazdého genu zvy3uji rychlost adaptace diploidi v novém prostiedi

N diploidie predstavuje skrytou genetickou variabilitu, ktera mize byt uZitecnd v novém

Zivotnim prostiedi

whody haploidie:

N maskovani kodlivych mutaci u diploida je vyhodné pro individuum, ale nevyhodné pro
potomstvo, které je zdedi

N mutace jsou primo eliminovéany, haploidni populace nesou méné mutaci a maji vysSi fitness nez
populace diploidni

N haploidni buriky maji nutri¢ni vyhodu, jsou mensi, maji vySSi pomeér povrchu k objemu, snazsi
transport zivin

N replikace DNA, energeticky velmi narocnd, probih& v polovi¢nim rozsahu

wyhody haplo-diplo-cykli :

N vyhoda v extrémnich Zivotnich podminkach, kdy haplotypy a diplotypy prezivaji v odlisnych
ekologickych nikach

N jednotlivé morfologické stavy mohou byt regulovény environmentalné

N umoziuje dva zptisoby disperze genetického materidu: via haploidni gamety / diploidni zygoty
tvoiené gametofytem a haploidni spory tvoiené diploidnim sporofytem

N sex se vyskytuje jen v polovi¢ni mite




182

nékterych druha rostlin. Nékteré organizmy jsou vyjimecné asexudlni (napi. bezobratli vodni
Rotifera), sexudni se déli na hermafrodity a gonochoristy. Hlavni piednosti sexudlity je

odstranovéni Skodlivych mutaci a predstavuje tak moznost evolucniho pokroku (box 30).

Box 30. Shrnuti vyhod a nevyhod pohlavni rozmnoZovani.
nevyhody:

poloviéni rychlost rozmnoZovani

vyied’'ovéni vlastniho genetického materialu

dochézi k rozpadu osvédcenych genovych kombinaci
vyZaduje doZity fyziologicky aparat

Casove i energeticky naro¢na ¢innost

moznost Siteni parazitickych organizmu

5 3 3 3 3 3 S

kriticka velikost populace

vyhody:

moznost soucasné selekce nékolika vyhodnych mutaci
zbavovani se sousedstvi nevyhodnych mutaci
udrZovani polymorfizmu v populaci

udrzovéni diploidniho stavu ael v genomu

sniZzovéani vzajemné konkurence mezi sourozenci
vybér jedinch idediné prizptisobenych stanoviti

snizeni podobnosti mezi rodicem a potomstvem

5 3 3 3 3 3 3 S

vznik pohlavniho rozmnoZovéani je evoluéné jednosmérny proces

Zgjimavy je ¢asty vyskyt socidni monogamie u Zivogichd, jgji vyznam je viak nejasny.
Nekdy Ziji v pérech, stargji se 0 mladata, i kdyZ samice byvaji oplodnény i jinymi samci.
Monogamie je zigjme evolucné favorizovana, jejich mlad’ata maji pri péci obou rodict vetsi Sanci
na preziti. U savci, krytosemennych rostlin a mnoha druhi hmyzu se vyvinul genomovy
(parentani) imprinting, ,,genomova vaka sexu” (tug-of-war). Tento jev popira zakladni dogma
biologie, Ze geny zdédené od otce a matky hraji stejnou roli v potomstvu: dosud ne zcela detailné
zndmé biochemické procesy zpusobuji selektivni uml¢ovéani paterndlinich nebo maternalnich kopii

gen.
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5 Epigenetické procesy

Epigenetické fizeni vyvoje Ize definovat jako modulace genové exprese prostiednictvim
mechanizmi, které jsou nadrazeny informaci dané priméarni sekvenci DNA. Castym vysledkem
epigenetickych procesi jsou odlisné exprese riznych kopii stejného genu (ael) v daném
bunécném jédie. Epigenetické efekty jsou nékdy povazovény za ponékud mystické, nebot’
piedstavuji paradox klasické genetiky: dvé alely - nékdy i se zcela shodnou primarni genetickou
informaci - se dédi do potomstva v odlisnych stavech (potencidni aktivita resp. inaktivita). Jnymi
dovy, jde o dédicnost negenetickych stavii: existuji dvé mozné (diskontinudlni) aternativni formy
genoveé aktivity. Lewin (1998) povazuje jednu z forem za z&kladni (,,naivni“, forma aktivni), které
je dosaZzeno jednoduse syntézou odpovidgjici 1&tky. Alternativni formou je stav determinovany,
kdy dochézi k rozliSeni komponent od , naivniho* stavu. Epigenetické efekty maji v principu dva
hlavni typy mechanizmi v zavidosti na tom, zda cilovym mistem pro konverzi z ,,naivniho“ na
determinovany stav je DNA nebo protein. Modifikaci DNA jsou kovaentni adice chemickych
skupin do specifickych sekvenci DNA, nej¢astéji metylace cytozinu v dinukleotidu CpG, coz je
obvykle spojeno sinaktivaci cilové sekvence. Tato modifikace je dédéna epigeneticky, protoze
existuje systém, ktery po replikaci DNA rozpoznava hemimetylované sekvence a konvertuje je na
pIné (v obou vidknech) metylované. Epigeneticky stav maze byt navozen metylaci de novo nebo
naopak revertovan odstranénim metylové skupiny: bud® postupné replikativné (absenci
2udrZzovaci“ metylace v érii buné¢nych déleni) nebo aktivni demetylaci (recentné identifikovan
enzym cytozin-demetyldza, Bhattacharya et a. 1999). Epigenetické stavy mohou byt také
navozeny modifikaci proteini, zejména acetylaci nukleozomanich histond. Acetylace i
deacetylace jsou aktivnimi procesy katalyzovanymi pridusnymi enzymy (histon acetylazy a
deacetyldzy). Na rozdil od metylaci DNA vSak dosud neni zcela jasné, jakym mechanizmem
dochézi k reprodukci specificky acetylovanych stavii pii buné¢ném déleni. Je mozné, Ze tento
mechanizmus je podobny metylacim DNA: piitomnost acetylovanych histont davéa signd

acetylazém pusobit na nemodifikované histony ve stejném nebo sousednim nukleozomu.

Dnes je ziggmé, Ze klicovou roli v Fizeni aktivity gent hraje struktura piisusné oblasti
chromatinu (protein templating). Urcit4 oblast chromatinu miZe existovat ve dvou formach:
potenciainé aktivni a potencidné inaktivni (inaktivni konformace je obvykle navozena
determinovanym stavem). Tyto stavy jsou (1) udrZovény replikaci chromatinu pri bunécnych

délenich a (2) mohou se Sitit do (razné vzdaenych) sousednich oblasti chromatinu. Prikladem
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tohoto horizontalniho Sireni epigenetické informace je pozi¢né-variegacni efekt u drozofily:
pravdépodobnost inaktivace genu translokovaného do mista pobliz heterochromatinu klesa s jeho
vzdaenosti od heterochromatinovéno bloku. Epigenetické jevy se manifestuji rozmanitym
zpusobem (box 31), proto je nutné tyto jevy vymezit ur¢itymi kritérii: (1) musi byt zptasobeny
(popt. provézeny) diskrétni zménou metylace DNA nebo modifikaci jadernych proteina, (2)
udrzovany pri replikaci chromatinu, (3) pIné reverzibilni (s ¢etnosti o nekolik tada vySSi nez u
mutaci). Nasledky epigenetickych modifikaci jsou nejvyraznéjSi v piipadech genomového
imprintingu u savci, kde dvé parentalni aely (materndini a paterndni) vykazuji aternativni stavy
schopnosti své funkce. Tvorba imprintu, obvykle spjata se specifickou metylaci CpG v uréité
sekvenci DNA v bunikéach zéarodecné drdhy, je v generacni soudednosti piné reverzibilnim a
obousmérné cyklujicim procesem. Alely paterndniho pavodu prochazeji i oocyty a ziskavaji tak
materndlni imprint a podobné maternani aely ziskavaji paternani imprint pii spermatogenezi.
Z toho je ziggmé, Ze modifikace i demodifikace jsou aktivnimi procesy. Klasickym piikladem
epigenetickych jeva je tvorba (obvykle fakultativniho) heterochromatinu, ktery umicuje aktivitu
ur¢itého lokusu (napi. paramutace u rostlin), oblasti chromozdému, celého chromozomu (napr.
lyonizace chromozOmu X u savci) nebo genomové sady (u nekterych druht hmyzu). Za
epigeneticky jev vSak neni mozné povazovat tvorbu heterochromatinu obecné, pokud neexistuje
jeho dternativni (tj. aktivni) stav. Takovym piikladem je kongtitutivni heterochromatin, ktery
obsahuje rozsahlé oblasti repetitivnich, nikdy netranskribovanych Gseka DNA.

Stabilni dédénd inaktivace urcitych sad geni je vyznamnym regulaénim faktorem
bunéeéného cyklu eukaryotické bunky a v mnohobunéénych organizmech je nezbytné k udrzovani
determinovanych stavii genové exprese v pribéhu individudliniho vyvoje. V ¢asném embryondnim
VYVOji generuji mechanizmy tvorby tvara v kazdé bunce urcité kombinace regulacnich faktord.
Nasledné musi byt tyto specifické expresni stavy udrZzovany po mnoho bunéénych generaci, aby
v prubéhu diferenciace vznikaly piidusné spravné struktury. Geneticka analyza embryogeneze
drozofily ukézala, Ze odpoveédnost za udrZzovani vyvojové determinace maji dvé skupiny gend,
Polycomb group (Pc-G) a trithorax group (trx-G). Geny skupiny Polycomb jsou odpovédné za
udrZzovéni permanentni inaktivity homeotickych geni, zatimco geny trithorax jsou nezbytné
k udrzovéni aktivniho stavu. Je mozné, Ze se tyto mechanizmy vyvinuly pravé u drozofily jako
dternativa k mechanizmam metylace DNA (5-metylcytozin nebyl u drozofily prokazén).

Regulacni dlohy téchto gent spocivaji v Fizeni struktury chromatinu.
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Box 31. Srovnani epigenetickych procesi u krytosemennych rostlin a savci.

Krytosemenné rostliny Savci
Epigenetické procesy
parentdlni imprinting | pouze fada geni
v extraembryonilnich | v embryondlnich
pletivech - triploidni | tkdnich, karcinomy
endosperm dizomického
(2 materndlni pivodu, projev
genomy mnecha nervovych
+ 1 paterndlni chorob v zdvislosti
genom) na rodiovském
plvodu
kontrola vyZivy extraembryondlni
embrya paterndlni inaktivace
X-chromozomu
moZnost androgeneze,| vysokd (plirozeng nemaji
partenogeneze i experimentalné)
a polyploidie
alelické interakce paramutace, transgeny| transvekce

kompenzace ddvky lyonizace lyonizace jednoho
genl nesenych X-chromozomu samiéiho
pohlavnimi u nékterych X-chromozomu
chromozomy dvoudomych rostlin?
inaktivace transgent | velmi gasty jev tasty jev
funkéni (popf. gametofytickd faze pohlavni
genetickd) haploidie | vyvinu, pohlavni chromozomy,
chromozomy alelickd exkluze
u nékterych v buiikich
dvoudomych rostlin | produkujicich
imunoglobuliny,
tvorba haploidnich
gamet
parentilni dominance | b&ny jev fasty jev
u mezidruhovych
hybridii
specifickd ztrita mezidruhové hybridni bufiky

(sad) chromozomi

hybridy u jeémene

v kulturdach in vitro
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5.1 Uloha metylaci DNA

V epigenetickych procesech, které odpovidagji za funkéni plasticitu genomu, hrgji
rozhodujici Ulohu metylace DNA, struktura chromatinu a kinetika replikace DNA. Je dokézano,
Ze metylace DNA (zgména cytozinu, obr. 102a) v promotorovych oblastech negativné ovliviuje
expres geni u VveétSiny eukaryotickych organizmi (Jost a Saluz 1993). Zatimco v jadernych
genomech sav¢ich druhi je metylovéno asi jen 8 % cytozinovych bézi, u rostlin dosahuje tato
hodnota aZ 30 %. Vysoky stupei metylace rostlinnych genoma je zptisoben piedevdim znacnym
obsahem hypermetylovanych repetitivnich sekvenci (az 90 % genomu). Navic je rostlinna DNA
metylovana v sekvencich CpG, CpNpG i v nesymetrickych sekvencich DNA, zatimco v genomech
obratlovct se metylace cytozinu vyskytuje témer vyhradné v dubletech CpG.

Genomy obsahuji vyrazné hypermetylované i hypometylované oblasti: hypermetylované
domény zahrnuji repetitivni sekvence DNA (konstitutivni heterochromatin), které se nepodrobuiji
procesu crossing-over pii meidze, zatimco hypometylované domény (tzv. hypometylované CpG
ostravky) jsou rekombinaéné aktivni a predstavuji predevdim konstitutivné exprimované geny. V
nékterych vyjimecnych pripadech, jako je inaktivace (lyonizace) jednoho ze dvou pohlavnich
chromozémi X v sami¢ich bunkach savci (kompenzace dévky geni nesenych timto
chromozémem), dochazi k hypermetylaci celého chromozému. Metylace cytozinu se pri
mitotickém déleni bunky dédi pomoci udrZzovacich DNA-metyltransferdz. Znamena to, Ze tyto
metylézy rozpoznévaji hemimetylovanou DNA, vznikgjici semikonzervativni replikaci, a metyluji
nova, decefinné vidkna DNA (obr. 102b). Tento mechanizmus tak poskytuje molekulérni zaklad
pro bunéénou dédicnost specifickych genovych aktivit v prabéhu individuaniho vyvoje. Ztraa
metylace mize vest k dédicnym abnormalitam v expresi gend, které nazyvame epimutacemi
(Holliday 1990). Nejicastéji uzivanym ¢inidlem k experimentélni indukci zmén metylacniho stavu
DNA je 5-azacytidin, ktery miaze byt do DNA v¢lefiovan na misto cytozinu nebo 5-metylcytozinu
a blokuje metylaci DNA kovaentni vazbou do aktivniho centra DNA-metyltransferéz. Metylace
promotorovych Usekii genti jsou ¢asto spojeny s jegjich inaktivaci a jsou organove specifické. Bylo
té7 prokazano, Zze metylace DNA jsou zodpovédné za aktivaci a inaktivaci rostlinnych mobilnich
genetickych elementi a vnesenych cizorodych gena (viz kapitola 5.4). Metylace mtzZe inhibovat
genovou expres tim, Ze brani vazbé specifickych proteinovych transkripénich faktora, naptiklad

vazbou metylcytozin-specifickych proteind.
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Obr. 102. Metylace eukaryotické DNA. (a) Nej¢astéjsi chemickou modifikaci DNA je metylace
cytozinu v pozici 5-C pyrimidinového kruhu: donorem metylové skupiny je S-adenozylmetionin
(SAM), reakce je katalyzovana DNA-metyltransferdzami. (b) Replikaci symetricky metylovanych
CpG dublett vznika hemimetylovand DNA, jgjiZ dcetinné viakno je obvykle metylovano
udrZovaci DNA-metyltransferazou. Pokud dojde k dal&i replikaci hemimetylované DNA bez
metylace dcerinného vidkna, vznikaji nemetylované CpG dublety. K jegjich pozdgjsi metylaci mize
dojit ¢innosti enzymti de novo DNA-metyltransferaz. Recentné bylo prokazéno, ze

v eukaryotickych bunkéach je pritomen i enzym DNA-demetylaza, ktery je schopen demetylovat
cytozin i bez replikace DNA.
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Ackoli role metylace cytozinu v inaktivaci geni je evidentni, je pravdépodobné, Ze
o aktivité¢ geni (epigenetické informace) v prabéhu bunécnych déleni. Demetylace se jevi jako
nezbytny krok smérem k transkripéni aktivaci geni timto mechanizmem kontrolovanych, ne
v3echny demetylované geny jsou vSak aktivni. Znamena to, Ze demetylace samotnd nestaci k
zah§jeni transkripce; dalSi mechanizmy, zejména vazba regulacnich proteina, jsou k nezbytné k
realizaci transkripce. Ne vSechny eukaryotické geny jsou regulovany prostiednictvim metylace
DNA. Tyto vyjimky potvrzuji, Ze metylace je pouze jednim z mnoha moznych mechanizmi
uzivanych v genetické regulaci. Drozofila, hlistice, krouzkovci a nékteré houby postradaji systém
metylace DNA. Naznatuje to, ze se tento mechanizmus v evoluci zivocichi a rostlin objevil

relativné pozde jako nastroj ke globani regulaci transkripce.

Analyzou metylace mnoha savéich geni bylo Zi&téno, Ze genom spermii je
hypermetylovéan, zatimco DNA vaecné bunky je metylovana podstatné méné. RovnéZz bylo
prokézano, Ze genom je rozsahle hypometylovan na pocétku ¢asného stadia vyvoje embrya a ve
stadiu blastuly. Konecnym vysedkem demetylacnich reakci je vysoky pocet jednotlivych
nemetylovanych mist v jadrech moruly a blastuly. Pravdépodobnym vysvétlenim téchto rozsahlych
demetylaci je nové pietvareni genomu (z hlediska jeho budouci exprese) pied zahgenim
normalniho programu zarodecného vyvoje (obr. 103). Findni metylacni spektra regulacnich
sekvenci gent v raznych tkanich jsou ustavena béhem pozdniho zérodecného vyvoje a mohou se
meénit aZz do dospélosti. U samcu i samic jsou zérodecné linie odvozeny od primordidlnich bungk;
prekvapuje proto, Ze vdechny dosud analyzované sekvence DNA v jadrech primordianich bunek
jsou nemetylovany. Metylace DNA magji klicovy vyznam v embryogenezi savct i mnoha jinych
Zivocicht: demetylace navozené hypometylacnimi 1dtkami nebo mutagenezou gena kédujicich
DNA metyltransferdzy obvykle vedou ke smrti embrya ve stadiu gastrulace (experimentané jiz
Zjisténo u mysi, ptaka aryb).

Modifikace DNA metyltransferdzové aktivity téZ navozuji hypermetylaci nebo
hypometylaci fady genu hrgjicich roli v kancerogenezi a mohou tak zptsobovat vznik nddorového
bujeni (Wachsman, 1997). S metylaci DNA, obzvlédté v tripletech CpCpG, také Uzce souvisgji
nékteré dalsi choroby, jako napriklad Martin-Bellav syndrom (fragilni chromozom X). Tato téZzka
menténi choroba je zpasobena rozséhlou amplifikaci a naslednou metylaci triplettt CpCpG v genu
FMR-1, ktery pak nevytvéri produkt nezbytny k normani funkci mozku (obr. 104). Je zajimavé,

Ze jednotlive féze této poruchy nastéavaji (popi. se projevuiji) sex-
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specificky. K premutaci (primarni expanzi tripletu) dochazi u muza, k rozsahlé expanzi a metylaci
tripletu naopak pii oogenezi a kone¢ng, vzhledem k inaktivaci jednoho chromozomu X u Zen a
hemizygotnimu charakteru X u muzi, se choroba projevuje piedevSim v ndsledné muzské
generaci. Nékteré recentni vydedky naznatuji, Ze hlavni role metylaci DNA v sav¢ich buikach
miZze spocivat v umlcovani transpozoni, které tvoii az tretinu jegjich genomu. Metylace
promotort transpozénu vede K jgich inaktivité a vzhledem k relativné ¢astym bodovym mutacim
(deaminaci metylcytozinu nastava tranzice cytozin ® tymin) i k jejich postupné destrukci. Nekteri
autofi se domnivai, Ze velké bloky heterochromatinu, které se vyskytuji naptiklad
v centromerickych oblastech chromozomi, jsou pravé , pohirebidtém” umicenych a destruovanych

transpozénu i retroelementi (Y oder and Bestor, 1996).

Obr. 103. Dynamika globanich metylaci DNA v pribehu ¢asné embryogeneze savct (podle
Brandeise et al., 1993). Celkova metylace genomu spermii je vySSi nez u bunek vajecnych.

V prabéhu preimplantacniho obdobi (vyvoj blastuly) se vétSina sekvenci DNA (s vyjimkou téch,
které jsou imprintovany) podrobuje rozsahlé demetylaci. K de novo metylaci genomu dochazi az
po implantaci embrya do délozni stény. Primordidni zarodecné burnky jsou vyrazné
hypometylovany. Pivod této hypometylace miazZe byt teoreticky dvoji: bud’ zarodecné buiky
piedstavuji subpopulaci bunék, ktera neni metylovana v postimplanta¢nim embryu, nebo jsou opét
po gastrulaci demetylovany. Prazdné symboly reprezentuji nemetylované geny, tmaveé symboly

geny metylované.

implantac
Sl o B
2279 $999
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Obr. 104. Schéma vzniku a dédicnost tézké mentélni retardace, Martin-Bellova syndromu (fragilni
chromozém X), u ¢lovéka (podle Oostra a Willems, 1995). Molekulérni podstatou choroby je
expanze a nasledna metylace trinukleotidoveé repetice CGG pritomné v prvnim exonu uvniti 5°
netrandatované oblasti genu FMR1 lokalizovaného na chromozomu X. K premutaci (X’) dochazi
u muze, k vlastni expanzi a metylaci (X'’) dochézi pri oogenezi u jeho dcer. Vydedkem je
metylovany a netrandatovany gen FMRL1 v dal§i generaci. Mentani retardace se projevuje
vyraznéji u vnuki nez u vnucek, nebot’ jde o X-vazany gen (postiZzené vnucky jsou mozaikou
bungk s aktivnim paterndinim X a mutovanym maternalnim X'’ : uvniti téla mize dochézet

k metabolické kooperaci). Karyologicky lze tuto vadu diagnostikovat jako zlomeny chromozom

X (na obrazku oznacen Sipkou).

X ¥ X" Y
chromozom premutace
Xq27.3, I u muzi
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Mnohé Udaje o Uloze metylaci ve vyvoji rostlin byly ziskany s pouZitim inhibitorti metylace
DNA nebo transgennich rostlin, které nedy protismysiné konstrukty pro gen DNA
metyltransferdzy. Nekteré z fenotypovych projevii celkové hypometylace byly podobné u vice
rostlinnych druht (trpadici vrast, predcasné kveteni, homeotické kvéty, snizena fertilita) a v
nékterych piipadech byly tyto zmény, podobné jako hypometylace, prenosné do pohlavniho
potomstva. Navzdory vyznamnym vyvojovym defektim jsou hypometylované rostliny
Zivotaschopné, zatimco srovnatelna demetylace u savch je pro zarodek leténi. Tento rozdil maze
ukazovat na to, Ze rostliny a savci vyuZivaji mechanizmus metylace DNA odlisnym zptisobem.
Vyvojova plasticita rostlin a jejich relativni tolerance k neprogramovanym zménam genove
exprese umoziuji dovrSeni rostlinného vyvojového programu navzdory rozsdhlym zmeénam
genomové metylace. Zatimco imprinting rodicovskych genomi (realizovany prostiednictvim
odlisné metylace) je u mySi nepostradatelny pro zdarny vyvoj, impriting u rostlin pravdépodobné

ovliviiuje pouze endosperm, nikoli vSak embryo.

Arabidopsis ma alespon tii cytozin-metyltransferdzové geny (MET1, MET2 a CHMET).
Transgenni rostliny nesouci antisense geny MET1 maji pouze 10-30 % hladiny 5-mC. Recesivni
mutace genu ddml m& za nésedek obdobnou globdni genomovou demetylaci, ale zigime
neovliviiuje metyltransferazovou aktivitu. Nékteré rostlinné geny (napiiklad kvétni katastrani gen
SUPERMAN) jsou ¢asto podrobovany epimutacim a mohou byt ovlivnény i genetickym pozadim
hypometylovanych rostlin (nesoucich mutaci ddml nebo protismysiny konstrukt anti-METZ).
Sousedni oblasti téchto geni zigmé obsahuji sekvence, které ,pritahuji“ metylace, napiiklad
dinukleotidové (CpA/T, 50 pb) repetice blizko transkripéniho pocéatku, jako je tomu u genu
SUPERMAN. Podobna vlékna pyrimidind se vyskytuji i v Robertsonovych mutatorovych
transpozdnech u kukurice, které reaguji na metylace zménou exprese sousednich gend.

Casty vyskyt recesivhich mutaci v Zivogidnych i rostlinnych bungénych kulturéach maize byt
zpusoben de novo metylazovou aktivitou, kterd uml¢uje jednu ze dvou kopii genu (zeiména
pokud tato inaktivace nema selekeni nevyhodu): ve druhé (aktivni) kopii genu pak muzZe nastat
vlivem stresovych podminek kultivace normani mutace. Experimentalni aplikace 5-azacytidinu
muize ovSem umiceny gen reaktivovat. Dédicné zmény genové aktivity zptisobené modifikaci
DNA oznatujeme jako epimutace. Metylace de novo nebo ztrata metylace (sponténni nebo
navozena Ucinkem a 5-azacytidinu) tedy navozuji piimé a zpétné epimutace. Ke ztrété
metyla¢niho zaznamu miZe dochézet napriklad niZsi pii Gcinnosti ,,udrZzovaci” (maintainance)

DNA-metyltransferazy nebo aktivaci enzymt s demetyldzovou aktivitou.



192

Metylace cytozinu ve specifickych Usecich DNA Ize studovat predevSim spomoci
restrik¢nich endonukledz, které v nékterych pripadech nedtépi cilovou sekvenci, pokud tato
obsahuje metylovany cytozin (box 32). Restrikéni fragmenty jsou potom analyzovany
Southernovou hybridizaci nebo polymerazovou fetézovou reakci (obr. 105). Problémem vsak je
skute¢nost, Ze metylace hragje regulacni tlohu pouze v promotorech, ato i v jgich Gsecich, které
jsou ¢asto velmi vzddeny pocatku transkripce. Neni takeé jisté, zda se k detekci prislusné metylace
najde vzdy vhodna restriktéza. Novéjsi a G¢inngjsi technikou, kterd umoziuje presnou lokalizaci

5-metylcytozinu v rozsahleiSich Usecich DNA, je genomoveé sekvenovani.

Box 32. Prehled nekterych dvojic izoschizomeru restrikénich endonukledz odlisné citlivych vidi
pritomnosti 5-metylcytozinu ("C) v cilové sekvenci (podle McClellanda a Nelsona, 1988).
Analyzou restrikeénich fragmenti po jejich separaci na agar6zovém gelu a Southernové hybridizaci
Ize identifikovat metylaci jednotlivych rezidui cytozinu v definovanych Gsecich DNA (genech).
Naptiklad srovnénim hybridizacnich spekter po &ipani Mspl aHpall |ze detekovat metylaci
vnitiniho cytozinu v sekvenci CCGG. W znaci adenin nebo tymin.

restrikeni enzym  cilova sekvence metylované sekvence metylované sekvence
Stepené nedtepené
Mspl C/ICGG C"CGG MCCGG, "C"CGG
Hpall MCCGG, C"CGG, "C"CGG
Mbol IGATC GAT™C
Sau3Al GAT™C
Xmal C/ICCGGG CC"CGGG MCCCGGG
Smal C"CCGGG CC"CGGG, "CCCGGG
Mval CC/WGG MCCWGG, C"CWGG MC"CWGG

EcoRl| "CCWGG C"CWGG, "C"CWGG
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Obr. 105. Detekce specifické metylace DNA v genomu pomoci techniky polymerazove retézové
reakce (PCR) po &épeni DNA restrikeéni endonukledzou citlivou vici metylaci cytozinu v cilové
sekvenci (podle Meyeraet al., 1993). Predpokladem pouZiti této metody je znalost
nukleotidovych sekvenci obklopujicich studované misto metylace (v tomto pripadé metylace
vnitiniho cytozinu v tetranukleotidu CCGG). Genomova DNA je &ipana restrikéni
endonukledzou Hpall, ktera sekvenci CCGG neroz&tépi, pokud je kterykoli ze dvou cytozina
metylovan: takovy Usek DNA je amplifikovan z primerut, které jg obklopuji. Pokud vak
genomova DNA neni v piidusném misté metylovéna, dojde ke Stépeni C/CGG a Usek se
neamplifikuje technikou PCR. Jako vnitini kontrola pro Uplnost &tipani i reakci PCR je pridana
plazmidova DNA, ktera obsahuje naklonovany Usek genomoveé DNA, v némz viak misto CCGG
bylo odstranéno. Po separaci produkttt PCR na agar6zovém gelu musi byt vzdy pritomen
amplifikovany fragment plazmidu, zatimco ptitomnost/absence amplifikované genomové DNA je

dukazem metylované/nemetylované cilové sekvence CCGG.

CCGG

— \ | e genomovia DNA
primer A II'. / primer B
IIIII III|
I'|I'|I||I
I Ip]azmidové_ DNA
- ——
primer A primer B
Hpal nestépi sekvenci Hpal 5tépi nemetylovanou
"CCGG ani C"CGG sekvenci CCGG

rﬂC -|GG
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Je mozné shrnout, Ze metylace DNA jsou vyznamnym, reverzibilnim biologickym
signalizacnim systémem, ktery umoZziuje bunkam i organizmam fidit procesy svého vyvoje. Maji
pleiotropickou Ulohu a uplatiuji se piedevdim v imprintingu, obrané vici invaznim sekvencim

DNA atéz v procesech ontogeneze (box 33).

Box 33. Prehled biologickych tloh metylaci DNA u eukaryotickych organizmu.

N predstavuji vyznamny epigeneticky mechanizmus: chemicka modifikace nukleotidi nevede
ke zménam genetického kodu, aviak miZze modulovat transkripci piislusné oblasti DNA
N obecny, negativni regulacni mechanizmus fizeni genove exprese
N neghojnéjsi chemicky modifikovanou bazi je 5-metylcytozin (5-mC)
(u savct je metylovéno asi 5 % cytozinovych rezidui, u vysSich rostlin az 25 %)
N nejvyssi obsah 5-mC je v oblastech nekddujicich repetitivnich sekvenci,
neiniZsi ¢cetnost v CpG ostravceich konstitutivné exprimovanych gena
N metylace cytozinu hraje roli jen v regulacnich oblastech geni, zatimco vyskyt 5-mC
v kddujicich oblastech expresi genti neovliviiuje (DNA methylation paradox)
N u vetdiny Zivocisnych druht nachazime metylace cytozinu (témex) vyhradné v dubletech CpG,
u rostlin se vyskytuji v dubletech CpG, tripletech CpNpG i v nepalindromatickych sekvencich
N u nékterych druha eukaryot nebyly metylace cytozinu zjistény (kvasinky a octomilka)
N obranny mechanizmus vici invazni DNA (transpozonum, infekénim parazitim a transgenim);
DNA-metyltransferazy rozpoznavaji cizorodé sekvence, metyluji je a tim inaktivuji
N zgi&'uji genomovy imprinting alel v zavidosti na rodi¢ovském pavodu: u savci byla
jednoznacné prokézana prima korelace imprintingu (umi¢ovani alel) a metylace cytozinu
N podilgi se natizeni procesi ontogeneze a zgjistovéani dédi¢nosti exprese gena v bunéénych
liniich (buné¢né pamet)
N jeden chromozom X u samic placenténich savct, ktery se podrobuje inaktivaci (lyonizaci),
obsahuje hypermetylované CpG ostriavky
N indukovana hypometylace genomu (mutaci nebo inhibici DNA-metyltransferézy) vede obecn¢
k aktivaci uml¢enych gent: u savci ma fatéini dasledky (embryondni letalita), zatimco
rostliny ji toleruji: dochazi viak u nich ke zménam reprodukeniho vyvojového programu

N prokazéna korelace hypermetylace, pozdni replikace DNA a hypoacetylace histona
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5.2 Struktura chromatinu a acetylace histoni

Zakladni strukturni jednotkou chromatinu ve vSech eukaryotickych bunkéch je vysoce
konzervativni bazickd nukleozémovéa céstice. Sestéava z oktamerového komplexu histont (po
dvou histonovych molekuléch H2A, H2B, H3 a H4), kolem kterého je obtoceno 147 para bazi
levotocivého superhelixu DNA. Molekula DNA tvoti kolem histonového jadra nukleozomu 1,65
ot&ky a mendi a vétsi ZI&bky sousednich otocek vytvarei kanalky, kterymi N-termindni konce
histona vyénivaji z jadra nukleozomu. Tyto konce nukleozomélnich histonti nemaji definovanou
sekundarni strukturu a jsou ¢asto posttrandacné enzymaticky modifikovény, coz ovlivije jegjich
elektricky ndboj i funkci.

Histony jsou vysoce ¢etné, nizkomolekularni, silné bazické jaderné proteiny, které se
véZzou na DNA pouze elektrostatickymi silami. VSechny zé&kladni typy histoni (H1, HZ2A,
H2B, H3 a H4) jsou pritomny u vétSiny eukaryot: pouze u fas a hub se vyskytuje odlisny histon
namisto H2A a H2B, u kvasinek je odlidny protein misto H1 (box 34). Distdni ¢asti histonovych
molekul (basic arms) nesou pozitivni ndboje a mohou byt variabilni, zatimco centrélni ¢asti jejich
molekul (globular domains) obsahuji nepolarni aminokyseliny a jsou konzervativni. U vy&Sich
eukaryot jsou témer  shodné aminokyselinové sekvence histonti H3 a H4, ngimén¢ konzervativni
je internukleozomalni H1. S vyjimkou H4 jsou histony (zejména H1) u kaZzdého druhu zastoupeny
v nékolika variantéch (kodovéany genovymi rodinami, desitky aZz stovky kopii gent), vyskyt

jednotlivych variant ¢asto zavisi nafazi ontogeneze.

Histony jsou nejicastéji modifikovanymi bunécnymi  proteiny a tyto modifikace ovliviuji
strukturu chromatinu i expres prislusnych oblasti DNA (box 35). Kovaentni adice raznych
chemickych struktur obvykle eliminuji pozitivni naboje nekterych aminokyselin (zejména lyzinu
aargininu) atim sniZuji elektrostatickou vazbu histoni k DNA. Acetylace histonu je reverzibilni
pienos acetylové skupiny z acetyl-koenzymu A na e-aminoskupinu lyzinu, vedouci k neutralizaci
jgjiho pozitivniho ndboje (obr. 106). Acetylace je katalyzovana histon acetyltransferazami (HAT)
a deacetylace histon deacetyldzami (HD). V jednom nukleozému miZe byt acetylovano az 26
lyzinovych rezidui (obr. 107) lokalizovanych v N-distanich ramenech histonového oktameru H4
(4 lyziny), H3 (4), H2A (1) a H2B (4). Acetylace/deacetylace histona vedou ke zméndm
struktury nukleozémi a jegich schopnosti vézat regulacni  proteiny a douzi  tak k

remodelovani transkripénich aktivit gena posttrandacni
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Box 34. Z&kladni charakteristika histond.

¢etné, nizkomolekularni, silng bazické jaderné proteiny
snadno izolovatelné z chromatinu pasobenim roztoka kyselin nebo koncentrovanych soli
vazba na DNA pouze elektrostatickymi silami

5 3 35 S

vSechny z&kladni typy histona (H1, H2A, H2B, H3 a H4) piitomny u vétSiny eukaryot: pouze

u fas a hub odligny histon misto H2A aH2B, u kvasinek odlisny protein misto H1

N distalni ¢asti molekul (basic arms) nesou pozitivni ndboje a mohou byt variabilni

N centralni ¢asti molekul (globular domains) obsahuji nepolarni aminokyseliny

ajsou konzervativni

N u vySSich eukaryot jsou témet shodné aminokyselinoveé sekvence histoni H3 a H4,

ngméné konzervativni je H1

N svyjimkou H4 jsou histony (zefména H1) u kazdého druhu zastoupeny v n¢kolika variantéch
(kédované genovymi rodinami, obvykle 10" a7 107 kopif), vyskyt zavisi na fézi ontogeneze

N v erytrocytech obratlovci (s vyjimkou savct, kde jadro zcela mizi) je histon H1 nahrazen H5

N zakladni typy histonu:

typ molekulova pocet obsah  obsah
hmotnost AMK lyzinu argininu

H1 17000-28000 200-265 27 % 2%

H2A 13 900 129-155 11% 9%
H2B 13 800 121-148 16% 6 %
H3 15300 135 10 % 15%
H4 11 300 102 11 % 4%

modifikaci histona (obr. 108). Acetylace histoni piedstavuje, spolu smetylaci a kinetikou
replikace DNA, jeden z moznych mechanizmi bunééné paméti v mitdze (pienos epigenetické
informace). Presvédcivé dikazy o korelaci acetylace nukleozomdnich histoni a (potencidng)
transkribovanych Usekiit DNA byly podany predevSim metodou imunofluorescenéniho barveni
chromozéma drozofily a savct. S pomoci protildtek proti specificky acetylovanym histonam H4

byly na polytennich chromozdémech drozofily detekovany diskrétni prouzky, které odpovidaly
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Obr. 106. Reverzibilni acetylace nukleozoménich histoni. (a) Lyzinovarezidua v molekulach
histona mohou byt acetylovana na e-aminoskuping: donorem acetylove skupiny je acetylkoenzym
A, reakce je katalyzovana histon acetyltransferazami, HAT (bud’ jako posttrandacni Uprava

v cytoplazmé nebo aZ v nukleozdémech). Zpétné reakce je katalyzovana histon deacetyldzami
(HD), které mohou byt experimentalné blokovany G¢inkem butyrétu nebo trichostatinu.

(b) Hypoteticky efekt acetylace N-terminanich domén histont na kompaktaci nukleozému. Diky
acetylaci ztraceji histony svij pozitivni ndboj a nevézi se tésné na elektronegativni DNA, ¢imz
dochazi k relativnimu rozvolnéni nukleozomu (stav umozauijici transkripci). Naopak deacetylace

histont vede k jegjich silné elektrostatické vazbé na DNA ak vySSi kondenzaci nukleozomua, coz

reprezentuje transkripéni inaktivaci (podle Tordery et al., 1993).
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Box 35. Nej¢astejsi chemické modifikace histon.

n acetyl [-CO - CH3]
acetylace lyzinu v histonech H3, H4, H2A, H2B i H1 ovliviuji usporédéani
nukleozomi a aktivitu gena
n metyl [-CH;]
metylace lyzinu a histidinu v histonech H1, H2B, H3 a H4 ovliviiuji replikaci DNA
n fosfat [-O- PO - (OH);]
zvySené fosforylace H1 odpovida za tvorbu heterochromatinu a kondenzaci
chromozéma
n ADP-ribozyl [ -ribéza-P-P-rib6za-adenin |
ribozylace kyseliny glutamové, glutaminu nebo lyzinu v molekuléch H1, H2A, H2B aH3
N peptidy [ p¥. ubiquitin, 76 aminokyselin ]

ubiquitinizace lyzinu v histonech H2A a H2B, koreluje s aktivitou gent, v mitdze mizi

Obr. 107. Mista potencidni modifikace terminanich oblasti nukleozomélnich histoni, H2A-H2B
dimerti a (H3-H4), tetramert (podle Davie, 1998). Tyto modifikace piedstavuji kovaentni vazbu
urc¢itych molekul a byvaji (ztgimeé s vyjimkou metylaci) reverzibilni: acetylace (Ac), fosforylace
(P), metylace (Me), ubiquitinace (Ub) a poly-ADP-ribozylace (znacena vinovkou). Krome
koncovych aminokyselin (asparagin, N; cystein, C) jsou vyznateny a ocisovany pouze ty, které
mohou byt chemicky modifikovany: lyzin (K), serin (S) akyselina glutamova (E).
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jednotlivym oblastem gent. Srovnani znateni sam¢iho a dvou sami¢ich chromozémia X

protild&kou vici H4-acetyl-lyzin-16 ukazalo, Ze sam¢i chromozém X, ktery se u drozofily

podrobuje pozitivni kompenzaci davky geni a je transkribovan spriblizné dvojnasobnou

intenzitou ve srovnani sautozomy, je hyperacetylovan. Imunobarveni lidskych a mySich
chromozémi vedlo k identifikaci acetylovanych H4 oblasti, které odpovidaly R-prouzkim
(transkripéne aktivni oblasti). Snad nejpiesvédCivéjSim dikazem vztahu acetylace histona a
aktivity piisusnych genovych oblasti byla demonstrace nepritomnosti acetylace H4 na inaktivnim
(lyonizovaném) chromozému X u savct. Rozsahlé hypoacetylace histona H4 a H3 byly taktéz

prokézany v transkripéné inaktivnim mikronukleu u prvoka Tetrahymena, zatimco aktivni

makronukleus je hyperacetylovan (box 36).

Box 36. Z&kladni rysy acetylace nukleozomalnich histona ajgjich Uloha v fizeni genove exprese.

n

n

n

n

reverzibilni prenos acetylové skupiny z acetyl-koenzymu A na e-aminoskupinu lyzinu,
vedouci k neutralizaci jgjiho pozitivniho néboje

v jednom nukleozému miZe byt acetylovéno az 26 lyzinovych rezidui lokalizovanych v N-
distanich ramenech histonového oktameru H4 (4), H3 (4), H2A (1) aH2B (4)

acetylace / deacetylace histont vedou ke zménam struktury nukleozoma ajejich schopnosti
vazat regulacni proteiny

douzi k remodelovani transkripenich aktivit gena posttrandacni modifikaci histon,
acetylace katalyzovéna histon-acetyltransferdzami (HAT) a deacetylace histon-deacetylédzami
(HD)

histony jsou ¢astecné acetylovany jiz pred vstupem do nukleozomu (tzv. cytosolicka
acetylace)

experimentalni studia: inZenyrstvi histonovych gent, biochemicka analyza chromatinu,
imunocytologické aimunoprecipitacni studie, inhibitory HD (butyrét sodny, trichostatin A)
prokézana korelace deacetylace H3 a H4 s inaktivitou savéiho chromozdému X

jeden z mechanizmi dédicnosti bunééné pameti v mitdze (prenos epigeneticke informace)

u savci prokézana souvislost s metylaci DNA: metylace zigimé douzi jako signdly

k nastaveni lokalni acetylace nukleozomalnich histona
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Obr. 108. Model regulace genové exprese prostiednictvim cilené acetylace/deacetylace
nukleozomalnich histont (podle Kuo a Allis, 1998). DNA-vazebné represory indukuji histon-
deacetyldzoveé (HD) komplexy (oznaceny symbolem zamku), které zpasobuji deacetylace
nukleozéma a repres transkripce. Vazba transkripéniho induktoru naopak aktivuje histon-
acetyltransferazovy (HAT) komplex (symbol klobouku), dochazi k hyperacetylaci nukleozomi a

histon
acetyltransferazovy
komplex
( aktivace )
hizton
deacetylizovy
komplex
{ represe )

preiniciaéni
komplex

Zatimco lokalizace acetylovanych lyzini na chromoz6mech nebo jgjich Usecich se provadi
imunofluorescencnim barvenim, detekce acetylace chromatinové struktury definovanych geni  je

obvykle realizovana technikou imunoprecipitace (obr. 109). Na bézi syntetickych
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Obr. 109. Schéma imunoprecipitacni analyzy chromatinu, ktera umoziuje lokalizovat acetylované
histony na specifickych sekvencich DNA (chromatin immunoprecipitation, CHIP, podle Crane-
Robinsonové a Wolffeho, 1998). | zolovany chromatin, fragmenovany na nukleozomy
mikrokokalni nukleazou, tvori konjugaty s protildtkou vici acetylovanému histonu atyto jsou
imobilizovany na proteinu A agarézovych kuli¢ek. Takto mohou byt analyzovany oddélené frakce
acetylovaného a neacetylovaného chromatinu a nasledné Southernovou hybridizaci nebo PCR
Zjistovéna acetylace jednotlivych fragmenta DNA (gent).

ATSY

5?.%3% o

nukleozdmy
3
@hyperacetylované nukleozom Q ifické
Oneacetylované nukleozomy —éeo%*gg - mﬁt}ca

O
..
= J\ = DGDDD
sediment supernatant ©_ OO ).

A A

navazana navazany : ;
DNA protein m




202

oligopeptida shodnych s N-termindlnimi oblastmi histonovych molekul byly ptipraveny protilatky,
které se vézou na specificky acetylované pozice lyzini. lzolovana jadra,. Setrné pripravena
z riznych tkéni eukaryot, jsou roz&tépena na jednotlivé nukleozémy popr. oligonukleozomy atyto
jsou v suspenzi ,vychytavany” specifickou protildtkou. Tak je mozné vzdy rozdélit chromatin na
frakce, které se liSi stavem acetylace urcitého lyzinu v molekule urcitého histonu. Takto Ize
stanovit napiiklad celkovou velikost frakce acetylovaného chromatinu jadra nebo acetylaci
nukleozémovych struktur uréitého genu. Recentni sledovéani korelace transkripce, metylace DNA
a acetylace histonu u savci naznatuji, Ze kritickym atributem potencidlni aktivity gena je stav
acetylace chromatinu a metylace zigimé¢ douZi pouze jako ,znacky”, kam se pies specifické

proteiny vazou histon-deacetyldzové komplexy (box 37).

Box 37. Schéma experimentii naznacujicich vztah acetylace histoni, aktivity prisusnych geni a
metylaci DNA. Analyzou metylace a acetylace gena v kultivovanych savéich bunkéch bylo
prokézano, Ze metyl-CpG-vazebny protein asociuje s represorovym komplexem obsahujicim
histon deacetylazu (HD): transkripéni represe in vivo je zruSena inhibitorem HD, trichostatinem, i
kdyZ se metylace genu neméni (Nan et al. 1998). DalSi experimenty sledujici expresi transgent,
jgjich metylaci alokdni obsah acetylovanych histoni pak naznacily, Ze metylace DNA slouZi jako
mechanizmus pro nastaveni lokalni histonové deacetylace a dava tak vznik udrzovatelnym

epigenetickym chromozomanim staviam (Eden et al. 1998).

imunoprecipitace

nemetylovany transgen ® acetylovana frakce nukleozomi
imunopr ecipitace

metylovany transgen ® neacetylovana frakce nukleozomu
+ inhibitor HD

metylovany transgen ® zvySeni transkripce
DNaza |
metylovany transgen ® chromatin neni &épen (je kondenzovany)
+ inhibitor HD, DNéaza |

metylovany transgen ® chromatin se &épi (je rozvolnén)
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V nékterych fézich ontogeneze jsou regulérni typy histoni nahrazovany jejich specifickymi
variantami. Extrémnim ptikladem jsou jadra sam¢ich gamet Zivocicha i rostlin, spermii. Cilem této
substituce histona je vZdy navodit docasng, ale velmi spolehlive, inaktivni stav chromatinu, ktery
by zabranoval transkripci jader ve spermiich aZ do doby, kdy dojde k aktivaci zygoty. V jadrech
spermii Zivocicha obvykle dochézi k Uplné restrukturalizaci a velka ¢ést histoni je nahrazena silng
bazickymi protaminy svysokym obsahem argininu, které sDNA nevytvareji nukleozGmovou
strukturu (box 38). V generativnim (a podéze i spermatickych) jadrech pylu rostlin byly zase

identifikovany specifické varianty histona H2 a H3.

Box 38. Charakteristika specifickych spermatickych jadernych proteina - protamin.

N malé, vysoce bazické proteiny o nizké hmotnosti (jen 30 az 50 aminokyselin,
m. h. 4 000 aZ 6 000)
N zigimé predstavuji mechanizmus docasné inaktivace spermatického genomu
N velmi variabilni u raznych druha Zivocicha
N u savci nach&zime jen jeden az nékolik typu protamind
N vysoky obsah argininu (aZ 60 % aminokyselin)
N cysteiny zprostiredkuji kondenzaci (inaktivaci) chromatinu bisulfidickymi vazbami
mezi protaminy
N as 20 % genomu spermii s zachovava vazbu s histony
N protamin-DNA komplexy se vyskytuji pouze v j&drech spermii a nemaji nukleozémovou
strukturu
N po oplozeni jsou protaminy fosforylovany a nahrazeny somatickymi histony
z cytoplazmy vajecné buiky

N aminokyselinova sekvence lidského protaminu P1:

1 Ala-Agr-Tyr-Arg-Cys-Cys-Aar - Ser - GIn - Ser -
11 Arg- Ser - Arg- Tyr - Tyr - Arg- GIn- Arg- GIn - Arg -
21 Ser - Arg- Arg- Arg- Arg- Arg- Arg- Ser - Cys-GlIn -
31 Thr - Arg- Arg- Arg- Ala- Met - Arg- Cys- Cys- Arg -
41 Pro- Arg-Tyr - Arg- Pro- Arg- Cys- Arg- Arg- His
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Inaktivace euchromatickych gent, potiebna k fizeni diferencidni genové exprese
v prab¢hu individualniho vyvoje, vyuziva podobnych mechanizmi jako funguji v konstitutivnim
heterochromatinu (napt. v oblastech centromer). U nékterych proteini, asociovanych s umléenymi

chromatinem, byl nalezen spole¢ny motiv, chromodomeéna.

Obr. 110. Hypoteticka Uloha proteini s chromodoménami v uchovavani epigeneticky
determinovanych stavii (podle Cavalli a Paro, 1998).

(a) Umi¢ovani gent indukuje vznik kompaktnich chromatinovych struktur (tvorba
hypoacetylovanych nukleozomii, tmavé ovaly) zabranujicich pristupu transkripénich faktord.
Chromodoménové proteiny (obdéniky) udrzuji kompaktaci chromatinu a jeji prenos pres bunééna
déleni.

(b) Aplikace inhibitoru histon-deacetylaz indukuje hyperacetylaci histoni (prézdné ovaly),
rozvolnéni chromatinu a odstranéni chromoproteint.

(c) Po odstranéni inhibitoru maZe epigeneticka regulace udrzovat hyperacetylaci specifickych

mist chromatinu, kterd je zgjisovana chromoproteiny.

(a) epigenetické “ s e -
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umléeného stavu
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(b) doéasné
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Chromodoména byla poprvé identifikovana jako konzervovany motiv v heterochromatinu
drozofily v proteinu HP1 (modifikédtorem heterochromatinem-indukovaného pozi¢niho efektu
variegace, PEV, pii kterém dochazi k metastabilni inaktivaci velkych blokt geni sousedicich
s heterochromatinem) a Polycomb (Pc, celd skupina gena se nazyva Polycomb group, PcG,
proteiny nezbytné ke stabilni repres vyvojovych regulétord, jako jsou napiiklad homeotické
geny). Ve vétding pripadi jsou proteiny s chromodoménou nalezeny v reprimovanych
chromatinovych doménach a byly funkéné oznateny jako transkripeni represory (obr. 110). Noveé
v&ak byly identifikovany i v proteinech s aktivagéni funkci, napt. v saméim specifickém letalnim
proteinu (MSL)-3 drozofily, ktery hraje roli v hyperaktivaci sam¢iho chromozému X. NejvysSi
podobnost maji se dvéma malymi DNA vazebnymi proteiny histonového typu u archebakterii.
Proteiny skupiny Polycomb se v&Zou as na sto mist na polytennich chromozémech a jsou

odpoveédné za udrzovani represe cilovych mist DNA pii mitézéch.

Nebyly nalezeny Zadné specifické sekvence DNA, na které se vazou chromodomény tridy
HP1. Heterogenita interagujicich oblasti DNA naznacuje, Ze tyto proteiny se mohou vézat na
mnoho odlisnych oblasti chromozomi. Naproti tomu jsou elementy DNA vézgjici proteiny
skupiny Polycomb dobie charakterizovany: nazyvaji se Polycomb Response Elements (PREs) a
odpovidaji za umicovani gent. Takové homologni oblasti DNA té& mohou spolu interagovat
snasedkem uml¢ovéani napi. transgeni (kosuprese u drozofily, podobné jako byla popsana u
rostlin). Regulacni sekvence geni u drozofily a kvasinek obsahujici PREs se tedy mohou
podrobovat epigenetickym zapindnim/vypinanim regulovanym proteiny s chromodoménou (napr.
Polycomb). Skute¢nost, Ze odpovidgjici chromatinové stavy mohou byt dédény za nepiitomnosti
kovalentni modifikace DNA (napt. metylace) naznacuje, Ze epigenetické mechanizmy zaloZené na
proteinech mohou byt velmi stabilni a mohly by byt uZity v regulaci jinych jevi, jako jsou

imprinting u savct nebo paramutace u rostlin.
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5.3 Genomovy imprinting

Parentalni (téZ nazyvany genomovy nebo gameticky) imprinting je definovan jako
reverzibilni proces, kdy specifickd modifikace gent v parentdlni generaci vede k funkénim
rozdilim mezi paterndnimi a maternanimi  genomy v diploidnich bunkéch potomstva. Je
vyznamnym faktorem v embryonalnim vyvinu savct a jeho jednoznaénymi dukazy jsou geny,
jgichz alely jsou aktivni pouze paterndniho nebo materndiniho pivodu, tj. jejich exprese zavisi
vyhradné na pohlavi rodi¢e, od kterého byla prislusna alela zdédéna (obr. 111).

Obr. 111. Z&kladni schéma fenotypového projevu parentalniho genomového imprintingu na
abstraktnim prikladu dédi¢nosti exprese genu kodujiciho kozni pigment u ¢lovéka. Vievo je
zobrazen imprinting materndni: alela materského pavodu (kédujici bily pigment) je v potomstvu
syni i deer umiéena, exprimuje se zde alela otcovska (¢erny pigment). Vpravo je priklad
imprintingu paternaniho: aela otcovského pavodu (¢erny pigment) je v potomstvu umicena,

projevi se pouze alela materska (bily pigment).

A
Bt
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Tradicné uvadénym piikladem genomového imprintingu jsou neekvivalentni reciprokéa
kiiZzeni mezi koném a osem, odlisnymi druhy téhoZ rodu. V obou smérech ktiZeni vznikaji odlisni
hybridni jedinci (samci a samice mezka resp. muly, obr. 112), ktefi jsou sterilni. Mezci a muly maji
viceméné intermediatni fenotypy mezi koném a odem, vzdy se v3ak ponékud vice podobgji své
matce (mezci odi kobyle a muly konské kobyle). Tento vydedek Ize v3ak interpretovat raznymi
hypotézami. (1) Vliv genomového imprintingu: mezek je jedincem se sami¢im imprintingem oda a
saméim imprintingem kong, u muly je tomu naopak. (2) Vliv cytoplazmatickych determinant
vagjecné buiky: zygota vznika z genomi vagecné bunky a spermie plus cytoplazmy (a v ni
ulozenych mRNA a proteini) vaecné bunky. Mezek tedy ziskal vajecné cytoplazmatické
determinanty odla, zatimco mula je ma od koné. (3) Teoreticky také nelze vyloucit dalsi viv 1&tek

prichézgjicich z téla matky (napt. hormona), v jgjimz téle k vyvoji plodu dochézi.

Obr. 112. Neekvivalentni reciproka kiizeni mezi koném a odem.

osli kobyla x h¥ebec koné

o mezek

konska kobyla x hFebec osla

—» mula

detail hlavy koné, muly a mezka

(zleva doprava)
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K vytvoreni imprintu genu (tj. informace o jeho potencidni expres nebo transkripéni
inaktivite¢) dochézi v praubéhu meiotického déleni nebo tvorby gamet a jeho mechanizmem jsou
svelkou pravdépodobnosti piedeviim metylace DNA. U savcia bylo dosud identifikovano asi 20
imprintovanych lokusi, kdy bylo jednoznacné a na molekularni Urovni prokézéno, Ze jsou

exprimovany uniparentalné (box 39).

Box 39. Priklady imprintovanych lokusi u ¢lovéka, myS av endospermu kukuiice prokéazané na

molekulérni Grovni.

organizmus: lokus: aktivni alela: funkce genu:
¢lovék WT1 materska nédorovy represor
IGF2 otcovska rustovy faktor
H19 materska nédorovy represor
ZNF127 otcovska transkripeni faktor
S\NRPN materska sestiih hn-mRNA
mys |gf2 otcovska rastovy faktor
H19 materska nédorovy represor
Mash2 materska tvorba spongiotrofoblastu
Insl,2 otcovska rastové faktory
Mas otcovska angiotensinovy represor
Shrpn materska sestiih hn-mRNA
P57kip2 materska regulace bunééného cyklu
Xist otcovskd (jen v placenté) RNA zpasobujici X-inaktivaci
kukurice ESF otcovska velikost endospermu
R materska tvorba pigmentu
zeiny materska z&sobni proteiny

tubuliny materska proteiny mikrotubula
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Pocétkem osmdesatych let byly provedeny dnes jiz klasické experimenty s transplantaci
jader v rané zygoté u mySi. Po oplozeni oocytu spermii, kdyZ jsou jedté ob¢ bunééna jadra
oddélena, Ize mikroinjekci jedno nebo druhé jadro odstranit nebo nahradit jadrem z jiné pohlavni
bunky. Kontrolni pokusy prokazaly, Ze po substituci obou jader jinymi jadry oocytu a spermie se
zygota dal vyviji a vznika normélni embryo a podéze fertilni myS. Technika prenosu jader vSak
umoznila generovat i neobvyklé kombinace jader: tak byla zkonstruovéna embrya gynogeneticka
(se dvéma j&dry oocytu, tj. dvéma materndnimi genomy) i androgenetickd (se dvéma
spermatickymi  jadry, tj. dvéma paterndnimi genomy). Tato embrya vSak nikdy nevedla
k dokonalému vyvoji. Obvykle zastavila rist ve stadiu nékolika desitek bungk, jen vyjimecné se
vyvijela dédl, aviak abnormanim zpisobem. Gynogenetickd embrya méla zeiména potlacenou
tvorbu placenty, androgenetick& embrya byla zase Spatné vyvinuta. Z téchto vydedki vyplynul
jednoznacny zavér, Ze pro adny vyvin embrya i dospélého jedince je u savci tieba kombinace
genomi odlisnych pohlavi, paternalniho a maternaniho.

Savci a semenné rostliny maji spolecny rys placentalniho chovéni: embrya rostou a jsou
vyZivovany matkou po dlouhou dobu vyvoje. Vyznaiuji se ¢asto i polygamii, tj. potomstvo urcité
matky ma c¢asto razné otce. Tyto dva rysy mohly vést k evoluci paterndlnich faktora, které
podporuji rast embrya na Ucet jeho matky a sourozenci, a materndnich faktora, které smeéiuji
k omezeni rastu embrya. Zakladem této teorie je skute¢nost, Ze zrald embrya, kterd jsou veétsi,
maji vétSi Sanci k preZiti, a tak optiméni strategii pro otce je zplodit velka embrya s raznymi
matkami. Naproti tomu pro matku, ktera nese cenu za poskytovani latek embryim a ma stejny
geneticky podil na kazdém z nich, je lepSi produkovat ¢etnéjsi, stejné velkd embrya. Tato teorie
vysvétluje fenomén genomového imprintingu, ktery se vyvinul u savci i vySSich rostlin.
Materndlné a paterndné dédeéné kopie vétSiny gent jsou exprimovany shodné, avsak v nékterych
ptipadech genomovy imprinting umlcuje kopii zdédénou od jednoho zrodici. V nekterych
ptipadech jsou prednostné exprimovany mateiské kopie gend, které smétuji k inhibici rastu
embrya, zatimco ty, které jsou exprimovany z otcovské kopie ¢asto rast podporuji (jak to

odpovidateorii parentaniho konfliktu).

VyZiva embrya v téle matky je ziggmé pod jgi striktni kontrolou: embryo musi byt
dostatecn¢ zasobeno nutricnimi 1atkami od matky, nesmi viak vést k jejimu prilisnému vycerpani
nebo dokonce ohrozZeni Zivota. Tuto hypotézu (parent-offspring conflict) 1ze podpofit mnoha
experimentalnimi dtikazy, zeména inaktivaci paternalniho chromozému X v trofektodermu savci,

kter& maze brénit nadmeérnému vyvinu placenty. DalSi vysvétleni [ze nalézt u
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promiskuitnich druhtt savct, kdy se vtéle matky vyviji soucasné vice embryi po oplozeni
nékolika, odlign¢ ,,zdatnymi otci: materndni kontrola nad vyzivou potencidiné odlisnych embryi
umozni jejich relativné rovnomerny vyvin. Jednim z priklada hypotézy parentalniho konfliktu jsou
reciprokd kiiZzeni mezi dvéma druhy mysi, monogamni Peromyscus polionotus a polygamni
(polyandrickd) P. maniculatus. KdyZ je samice monogamni mys P. polionotus kiizena
spolygamnim samcem P. maniculatus, vznika potomstvo velkych jedinci, protoZze samice
postréda imprintingovy mechanizmus k nastaveni funkce svych geni k potlaceni saméich, rast-
podporujicich gena. Reciproké kiiZeni (polygamni samice kiizena s monogamnim samcem) pak
dava vznik malym mySim mléd’atim, protoZe samec neni schopen kompenzovat samici, rast-
inhibujici geny. Tyto rozdily ve velikosti cerstvé narozenych mysi pretrvévaji behem celého Zivota
(obr. 113).

Obr. 113. Demonstrace genomového imprintingu a teorie parenténiho konfliktu na prikladu
reciprokych kiiZzeni mezi monogamnim druhem my& Peromyscus polionotus (old field mouse) a
polygamnim druhem P. maniculatus (deer mouse). Ve sméru kiiZeni na hornim obréazku vznika

potomstvo vétSich rozmeérd, protoZe matka monogamniho typu nemé vyvinuty mechanizmy

k potlaceni U¢inku paternané fizenych rastovych faktora (podle Jaenische, 1997).

P. polionotus P. maniculatus
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Typickym rysem imprintovanych geni je jejich asynchronni replikace a odlisna metylace
DNA: reprimované dely se replikuji vefazi S bunééného cyklu pozdéji a maji obvykle vyssi
stupei metylace cytozinu v promotorovych oblastech (obr. 114).

Obr. 114. Korelace procesi genomoveého imprintingu a metylace piislusnych gena u ¢lovéka
(podle Jaenische, 1997). Xist je gen inaktivacniho centra chromozomu X, 1gf2 aH19 jsou
imprintované lokusy na chromozomu 11; metylované (inaktivni) lokusy jsou vybarveny tmave. (a)
Genomova metylace je v gametéch a zygote relativné vysokd, v prabéhu blastogeneze dochézi

k rozsadhlym demetylacim genomu, avsak v somatickych bunkach gastruly se opét genom
remetyluje. Témto metylacnim zménam se vSak nepodrobuji imprintované geny. Paterndni alela
1gf2 je stéle aktivni (a nemetylovand), zatimco aktivni je aela H19 maternalniho pavodu.
Materndlni Xist je inaktivovan a metylovan (tedy chromozom X je aktivni) az do stadia gastrulace,
kdy se chromozém X podrobuje v bunkéch embrya nahodné inaktivaci. Paterndlni chromozdém X
je od stédia spermie inaktivni (Xist je tedy exprimovan). (b) Mutace genu kodujiciho DNA-
metyltransferézu (Dnmt) ukazuje, Ze k nastaveni imprintu gena 1gf2 a H19 dochézi vyhradné

v zarodecné dréze. V mutovanych embryondnich kmenovych (ES) bunkach (Dnmt -/-) nastédva
celkova vyrazna demetylace genomu véetné genu Xist, 1gf2 aH19. Po vneseni cDNA genu DNA-
metyltransferdzy dochéazi k opétné remetylaci (véetné Xist), avsak specifické (monoalelickd)

metylace imprintovanych gent je dosaZeno az pii tvorbé pohlavnich bungk.

(a) Xist igt2r H19
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Mutace, které vedou u ¢loveéka k vyvojovym nebo fyziologickym porucham, se nékdy
v potomstvu projevuji v zavidosti na tom, od kterého rodice (otce nebo matky) byla mutace
zdédéna (obr. 115). Tyk& se to samozigjimé jen téch lokusi, které se podrobuji parentédnimu
imprintingu. Na vlastnim pohlavi potomka ptitom v principu nezdezi. | nepostizeny jedinec (napr.
simprintovanou, tj. umi¢enou materndni mutaci) je vSak potencidnim pienaSetem mutace do

pohlavniho potomstva

Obr. 115. Fenotypovy projev mutace maternalné imprintovaného lokusu v potomstvu ¢lovéka
Pokud jsou oba rodi¢e zdravi, maternalné (m) zdédéna alela se u déti neexprimuje a projevi se
nemutovand alela paternaniho (p) ptivodu (schéma uprostied). Pokud je matka nositelkou mutace
imprintovaného genu, mutace se u déti neprojevi, nebot” lokus je materndné imprintovan
(mutantni alela neni exprimovana, piiklad vpravo). Je-li vdak nositelem mutace otec, mutantni
fenotyp se miiZe v potomstvu objevit, nebot’ paterndini aela je exprimovana (vlevo). Symboly
mutantnich rodi¢a a mutovanych ael v zygoté jsou tmavé vybarveny, kiizkem jsou preskrtnuty

imprintované maternalni alely.

MUTANTNI NORMALNi MUTANTNI
MUZ RODICE ZENA
m p m p m p
MUTANTNI NORMALN{ NORMALNI

FENOTYP FENOTYP FENOTYP
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Je zgjimavé, Ze tyto imprintované lokusy nejsou na chromozémech lokalizovany
rozptylené, ade mnohé vytvargi shluky. Ve vétding téchto genovych shlukt jsou zastoupeny
spolecné (vedle sebe) geny paterndng a materndng imprintované. Castou pricinou poruch
imprintingu a tézkych lidskych chorob je uniparentélni disomie: jeden z para chromozoémi neni
piitomen v paterndlni a maternani kopii, nybrz oba chromozomy jsou paterndniho nebo
maternalniho ptvodu. Tim dojde ke kritické chybé v naprogramované genové expres
imprintovanych lokusi: jeden lokus je exprimovan biparentélné, zatimco druhy neni exprimovan
viibec (obr. 116).

Obr. 116. Diagram prezentujici jednu z nej¢astéjSich pricin poruch genomového imprintingu -
uniparentdini disomie (podle Cassidy, 1995). V normdni bunce (nahore) musi byt pritomen
v kazdém péru chromozomi vzdy jeden paterndni (P) a jeden materndni (M), protoZe jsou
odlisné imprintovany (Srafované aktivni gen, tmavé inaktivni - imprintovany gen). Po meiotické
nondigunkci a fertilizaci nastava trisomie s moznosti nédsledné mitotické ztraty nadpocetného

chromozému, coz maze vést k uniparenténi disomii s chybnou (pouze paterndni nebo maternalni)
expresi gen.
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o

C_ W ZOllo
C & Ol =
C_EF WDl =

Nejznamejsimi priklady takovych imprintovanych shluka jsou oblasti na lidskych

chromozémech ¢ido 15a1l. V obou pripadech jetu umisténo nekolik geni exprimovanych
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vyhradné materndiné a nékolik geni exprimovanych paternalné; jen takovyto stav vede k Zivotu
norméniho jedince. Zména exprese téchto genu (v disledku nestandardni aktivace, inaktivace,
delece nebo uniparentdlni disomie), ma fatdini dusedky na zdravotni stav plodu, ditéte nebo
dospélce; obvykle jde o tézké mentding-fyzické syndromy casto provézené nédorovym bujenim.
Nejznamejsimi  priklady takovych postizeni jsou choroby souvisgici schybnou expresi
imprintovanych genovych shluka na krat§im ramenu chromozému ¢ido 15 (Prader-Williav a
Angelmaniv syndrom, obr. 117 a 118) a na kratSim ramenu chromozému 11 (Beckwith-

Wiedemanniiv syndrom, obr. 119).

Obr. 117. Frekvence pricin vedoucich k vyskytu pacienti s Prader-Williovym syndromem (PWS,
zkoumano 35 pacientl) a Angelmanovym syndromem (AS, vySetieno 35 pacientii): ob¢ choroby
souvisgji s chybnou expresi paterndlné a maternalné imprintovaného genového shluku na
chromozdému 15 (podle Driscolla, 1994) . Vydedky naznatuji, Ze choroba PWS (leh¢i postizeni)
vznika pouze nadedkem pridusné paterndni delece nebo uniparentalni disomie, zatimco AS
(tezkeé postizeni) mé nekolik vice moznych pricin, véetné biparentalni exprese a chybneé inaktivace

metylaci DNA. Paternalni kopie chromozomu 15 je znazornéna vzdy tmave.

delece uniparentilni biparentilni metylaini

disomie eXprese inaktivace
— ~ - M
H,C
PWS |
- - LJ
T4% 26% 0% 0%
I U e
AS
- - -

72% 5% 21% 2%




215

Obr. 118. Vrozené lidské choroby souvisgjici s rodi¢ovskym imprintingem genovych shluka:
Prader-Willitv a Angelmantv syndrom. Reprezentuji stiedné tézke resp. tézké komplexni
neurovegetativni choroby, které jsou zpiasobeny poruchami exprese - obvykle uniparentani
disomii (nésledkem nondigunkce) nebo deleci - dvou odlisné, materndné (M) a paternané (P),
imprintovanych oblasti p11-13 na chromozomu 15 (podle Cassidy, 1995). Exprimované lokusy

jsou vySrafovany svide, imprintované (neaktivni) lokusy jsou Srafovany vodorovng.
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Obr. 119. Beckwith-Wiedemanniv syndrom, tj. nadmerny feténi rast nasledovany nadorovym
bujenim v détském veku, je vysledkem chybné exprese rodi¢ovskych alel: paternani alely |GF2
(kédujici insulin-like growth factor I1) a maternalni alely H19 (kodujici mRNA, ktera zigjmeé neni
trandatovana; funkce spociva v potlacovani ristu embrya) v oblasti p15.5 chromozému 11 (podle
Reika, 1996). Tmave vyplnéné symboly lokusi znézornuji jejich inaktivitu (¢asto provazenou
metylaci DNA). Jde o demonstraci Ulohy genomového imprintingu v parentalnim konfliktu (cf.
zar&zgjici analogie s nadsledky funkce genu MEDEA u krytosemennych rostlin) a piiklad

shlukovéani imprintovanych gent.

(I) normilni jedinci exprimuji paternilni (P) alelu /GF2 a maternilni (M) alelu H19 :

P-{o——
M-

IGF2 HI9

(IT) pacienti s Beckwith-Wiedemannovym syndromem zpisobenym chybnou expresi
parentilnich lokusia IGF2 a/nebo HI9 :
(a) exprese paternalni i maternalni alely lokusu /GF2,

suprese obou alel H]9

P — .
M-E——-—_—
IGF2 HI19

(b) exprese paternalni i maternalni alely lokusu /GF2,

normalni exprese maternalni alely H19

P-Fr—-——
M—E——E—

IGF2 H19
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U mysi bylo popsano i pohlavné specifické uml¢ovéani transgeni. V mnoha pripadech
dochézi k metylaci a umi¢ovéani transgenu v téle samic¢ek nebo pii vzniku jegjich pohlavnich bungk,
coz vede ke ztrété exprese v potomstvu; u samecki tento jev pozorovan nebyl (obr. 120). Je
pravdépodobné, Ze tento jev souvisi s parentalnim imprintingem nebo s odliSnou stringenci samici

a samgi zarodecné dréhy vici cizorodym sekvencim DNA.

Obr. 120. Demonstrace sex-specifického uml¢ovani (imprintingu) transgenu u mysi (podle
Monkové, 1990). V nekterych pripadech bylo prokézano, Ze v zarodecné draze samicky dochazi
v potomstvu neexprimuje. Pokud je samecek z potomstva zpétné kiiZzen se standardni samickou,
miZe dochazet v zarodecné linii k jeho reaktivaci: samecci i samicky z tohoto potomstva opét
transgen exprimuiji. V dalSi generaci vSak mize dochézet u sami¢ek k opétnému umiéeni
transgenu. Umi¢ené (metylované) transgeny jsou vyznateny tmavymi symboly,aktivni transgeny

prézdnymi symboly.

DalSim prikladem imprintingu rozséhlé oblasti gend je chromozdém X u samic savca, ktery

je paterndiné inaktivovan v trofoblastu placenty (viz kapitola 4.3). Epigenetické umlcovani
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autozomalnich geni nastoluje v podstaté hemizygotni stav organizmu s ohledem na imprintované
geny. Je zjevné, Ze hlavni vyznam parentdlniho imprintingu u savci spociva v kontrolnim
mechanizmu sprédvného doZeni zygoty (a podéze diploidniho individua) z jedné kompletni sady
chromozémi matky a druhé sady z otce. DalSi vysvétleni existence imprintingu u savci Ize hledat
na zékladé skutecnosti, Zze embrya se vyvijgi vtéle matky (podobné jako u je tomu u
krytosemennych rostlin, kde se imprinting evolu¢né vyvinul v pletivu vyZivujicim embryo).
Parentalni imprinting se vyskytuje napiiklad i u hmyzu: pohlavni chromozémy jednoho z rodica
nebo dokonce jeho cely genom je inaktivovan nebo fyzicky eliminovan: tento jev souvisi

s determinaci pohlavi (viz kapitola 4.2).

Imprinting je zdanlivé kontraproduktivni, nebot” umiéuje jednu kopii genu (odnima vyhodu
diploidie, ,rezervni“ alely), u nékterych druhi hmyzu dokonce uml¢uje a poté eliminuje u
samecku celé sady chromozémi. U savct hragje genomovy imprinting klicovou roli ve vyvinu, a
pokud je chybny, vede k nddorim a genetickym chorobam. Imprinting je vakou pohlavi,
vedenou mezi otcem a matkou (tug-of-war). Funguje zeména u polygamnich druhi. Asi polovina
z 25 zndmych sav¢ich imprintovanych gena pisobi tak, Ze otcové maji zamér umicovat geny,
které brzdi rast, coz vede ke zvy3eni rychlosti rastu embrya a k silnéjSimu potomstvu. To mize
byt v rozporu se zégjmem matky, ktera umiéuje své rist-podporujici geny k udrZeni vyvinu embrya
pod svou kontrolou. TotéZ plati o nékolika objevenych genech, které jsou imprintovany v
endospermu krytosemennych rostlin. Imprinting byl prvné popsan v 30. letech (Charles Metz,
Washington), ktery pozoroval, Ze ve spermiich nékterych druhti hmyzu dochézi k delec
chromozoéma zdédénych od otce. Imprinting u savca arostlin je subtilngjsi, zahrnuje jen jednotlivé

lokusy adouzi k primétrenému vyvinu embrya, které se vyviji v téle matky jako efektivni parazit.

Germinalni (gameticky) imprinting méa u savca a rostlin za nésledek specifickou expres
maternané nebo paterndné zdédénych alel relativné malého poctu lokusi. U Zivocicha jsou
androgeneticka a gynogenetickd embrya abortivni - ztréceji schopnost tvorit embryondlni popt.
extraembryondni tkan¢. Rostliny jsou mén¢ nachylné k Ucinkam zarodecného imprintingu, ¢asto
tvori i Zivotaschopné haploidy (prirozenou partenogenezi nebo experimentalni androgenezi) nebo
polyploidy. Genomovy imprinting se u krytosemennych rostlin zigim¢ vyvinul jen v pletivu
endospermu, produktu druhého oplozeni. Pro tvorbu endospermu jsou vyZadovény oba
rodi¢ovské genomy, ato vzdy v uréitém pomeéru v zavislosti na evolu¢nim typu zérodec¢ného vaku
(obr. 121).
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Obr. 121. Rovnovaha mezi materndnimi a paterndlnimi genomy pii tvorbé triploidniho
endospermu a diploidniho embrya u kukutice (podle Howella, 1998). Zdarny vyvin endospermu
vyZaduje ur¢ity pomeér mezi maternalnimi a paterndlnimi genomy (u kukutice jeto 2m: 1p), jeho
zmeéna obvykle vede k aborci endospermu a potazmo i embrya. Studia exprese specifické exprese

parentélnich alel ukazuji, Ze rozdily mezi maternalnim a paternalnim genomem jsou zpusobeny

imprintingem.
materndlni| | In endosperm | Wpaternlni
geny geny
imprinting 7 imprinting 7
I I
maternalni 2i1§embll‘1~i}i‘-' paterndlni
geny (1m, Ip geny

Parentalni imprinting v embryondlni dréze u rostlin nebyl prokazén. Proti jeho existenci
sveéd¢i rada skutecnosti, zejména pak vyskyt androgenetickych a partenogenetickych rostlin, které
jsou zcela viabilni, i kdyZ postrédaji genom druhého rodice (sami¢iho resp. sam¢iho). Parentélni
imprinting v3ak byl prokdzan v extraembryondlnim vyZzivovém pletivu, endospermu, u
krytosemennych rostlin: nékteré alely se tu exprimuji jen pavodem z matky, jiné jen z pylového
rodice. Piivod endospermu je spojen s druhym oplozenim, kdy jedno spermatické jadro pylové
lacky splyva se dvéma samicimi jadry polovymi za vytvoreni obvykle triploidniho endospermu.
Tento unikatni proces miaze byt dilezity pro zachovani epigenetickych rozdila, které tidi vyvoj
endospermu a potazmo i embrya. Kermicle a Alleman (1990) predpoklédaji, Ze parent@ni
impriting, realizovany v souvidosti snesteinym prispévkemn gena od sami¢iho resp. saméiho
rodice (obvykle se kombinuji dva genomy samiéi s jednim genomem sam¢im), vede k odlisnym

hladinam genové exprese v endospermu. Modelovym objektem ke studiu parentalniho imprintingu



220

u rostlin je endosperm kukutice. Pokud se mezi sebou kiizi rostliny o odlisném stupni ploidie,
dochézi ke zméné pomeéru materndlnich a paternalnich genomu v endospermu, coZ obvykle vede
k zaniku endospermu i embrya. Napiiklad pii kiizeni diploidni matefské rostliny s tetraploidnim
pylovym donorem je v endospermu pomér genomi dva materndni ku dvéma paterndnim (tzv.
paternal excess) a dochazi zpocétku k extrémne rychlému vyvinu endospermu, ktery viak pozdéji
zanikd. Naopak prii kiizeni tetraploidni matky sdiploidnim otcem je pomér genoma ctyfi
maternalni k jednomu otcovskému (tzv. maternal excess), endosperm se vyviji pomalu a poséze
té7 abortuje. Je ziggmé, Ze imprinting v rostlinném endospermu se evolu¢né vyvinul jako nastroj
k regulaci primeérené vyzivy embrya ve vztahu k matce (v jgimz téle se embryo vyviji, podobngé
jako u savch), pripadné i k rovnomérnému vyvinu embryi pivodem od riaznych otci (pylovych

donoru).

Gameticky imprinting u rostlin (potvrzuijici teorii parentdniho konfliktu) byl jednoznacné
prokazén v recentnich pracich i na modelovém objektu Arabidopsis. KiiZzeni mezi hexaploidnimi a
diploidnimi rostlinami (interploidy-crosses, 6n x 2n a reciproké) zmenila rovnovahu maternalnich
a paterndnich genomt v semenu, a tedy i pocet aktivnich kopii imprintovanych geni. Teorie
parentalniho konfliktu k4, Ze imprintované geny exprimované pouze z paternalniho genomu
podporuji embryondlni rist, zatimco geny exprimované pouze z materndniho genomu pasobi
inhibicné. U Arabidopsis kiizeni matky 6n a otce 2n (maternal excess) prinasi extra kopie
aktivnich materndnich geni (které jsou paterndné imprintovany, tj. potlateny), coz vede
k poklesu poc¢tu mitéz v endospermu, zvySené celularizaci endospermu a celkové mensimu
endospermu i embryu. Kiizeni matky 2n a otce 6n (paternal excess, vede k aborci semen) piinasi
extra kopie aktivnich paternalnich geni (které jsou maternaln¢ imprintovany, tj. potlaceny), coz
vede ke zvySeni poctu mitéz v endospermu, jeho opozdéné celularizaci a celkové vétSimu

endospermu i embryu (obr. 122).

Dosud bylo u rostlin identifikovano jen nékolik imprintovanych gena, které jsou
v endospermu exprimovany uniparentalné. Jsou to piredevdim geny z kukuiice: napiiklad tubulin,
regulacni gen zasobniho proteinu zeinu, dzr a transkripéni faktor (gen r), ktery reguluje
biosyntézu antokyanu. V kazdém pripadé byla materndné zdédéné alela hypometylovéna a silné
transkribovana (over-expression), zatimco aela paterndniho pavodu byla vice metylovana nebo

mela redukovanou hladinu exprese (box 39).
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Obr. 122. Uginky doze parentalnich genoma na vyvin semen Arabidopsis (podle Scotta et al.,
1998). Priméteného vyvinu embrya a endospermu je dosazeno pri kiizeni mezi diploidnimi jedinc
(pomer genomu rodict v zygoté 1:1, v endospermu 2m:1p). Opyleni hexaploida diploidem vede
k nadpocetnym materndnim kopiim genomu, cozZ se projevi nedostatecné vyvinutym
endospermem a potlacenym embryem. Pi reciprokém opyleni diploida pylem z hexaploidni
rostliny dochézi k paterndnimu excesu: tvorba abundantniho necelularizovaného endospermu
vede k aborci embrya. KtiZzeni mezi polyploidy a diploidy tedy zpasobuji fatani naruSeni
rovnovahy mezi materndnimi a paternalnimi genomy (ziejmé dochazi ke zméné pocétu kopii

imprintovanych gena v endospermu), coZ potvrzuje teorii parentélniho konfliktu.
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Box 40. Genomovy imprinting v endospermu krytosemennych rostlin.

N zigme jediny piipad genomového imprintingu u rostlin vibec,
ato pouze v extraembryonalni dréze (endosperm, produkt druhého oplozeni)

N nejc¢astéjSim druhem endospermu je triploidni typ Polygonum, (3n = 2m + 1p;
tj. dva materndlni plus jeden paternani genom): tzv. balan¢ni genomovy faktor (EBN,
endosperm balance number) je tedy 2m: 1p

N opyleni tetraploida diploidnim pylem (4n x 2n) vede ke zménénému EBN =4m: 1p
(maternal excess)

N opyleni diploida tetraploidnim pylem (2n x 4n) vede ke zménénému EBN = 2m: 2p
(paternal excess): v obou piipadech miZe pirebytek maternalnich nebo paternalnich genoma
vést k aborci endospermu i embrya

N geny kodujici tzv. endosperm size factors, podminujici tvorbu endospermu,
jsou imprintovany: funkéni jsou pouze alely pivodem ze saméich gamet
(ztejme dukaz teorie parentédniho konfliktu)

N lokus R, podminujici pigmentaci aleuronu (vnéjsi vrstvy endospermu),
jeho dominantni alela R je pln¢ aktivni pouze tehdy, je-li pivodem ze sami¢i drahy:
genotyp rr/r (= 2m/p, diploidni embryo) ma bezbarvy eleuron,
genotypy RR/r (= 2m/p, diploidni hybrid) a RR/rr (= 2m/2p, diploid x tetraploid) jsou ¢ervené,
genotypy rr/R (= 2m/p, diploidni hybrid) arr/RR (= 2nV2p, diploid x tetraploid) jsou skvrnité

N dalsi geny, jgichz alely jsou aktivni pouze tehdy, pochézeji-li ze samici drahy:
tubuliny (bunéény cytoskelet) a zeiny (kddujici zasobni proteiny semen kukugice);
materska rostlina ma tedy zigjmeé pod kontrolou prisun zasobnich 1&tek vyvijejicimu se
embryu (tug-of-war between mother and progeny)

N u jinych druhi rostlin je vzhledem k odlisnému vyvinu zarodecného vaku EBN rozdilny:
typ Oenothera (2n = 1m: 1p), typ Fritillaria (5n = 4m: 1p) nebo Peperomia (9n = 8m: 1p)

N u nekterych druha s tetrasporickym zarodecnym vakem dochazi v polyploidnim endospermu

k inaktivaci aZ tti nadpocetnych genoma materndniho pavodu: u kiivatce (Gagea) jsou

inaktivované genomy (fakultativni heterochromatin) hypermetylovany a hypoacetylovany
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5.4 Jiné epigenetické jevy

Chromozomalni imprinty jsou modifikace primarniho genetického materidlu, které nemaji
za nédsledek zménu nukleotidovych sekvenci, ae jsou dédény, chromozomané pres mitézu a
prilezitostné i pres meidzu. Imprintovani se odehrava v somatickych a zérodecnych bunécnych
délenich, napt. v embryondnich tkanich Zivocichi a v meristémech a endospermu krytosemennych
rostlin. Ve zvl&&tnim pripadé imprintovéani zarodecné dréhy jsou modifikace pohlavné specifické a
jsou vymazany a znovu-nastaveny po meidéze. Modifikaéni enzymy, napiiklad DNA-
metyltransferdzy a histon deacetylazy, stejné jako jiné chromatinové komponenty, hrgji
imprintujici Glohu u Zivoc¢icha i rostlin. U rostlin je ne¢astéjSim zkoumanym jevem

chromozomaniho imprintingu uml¢ovani transgent.

Somaticky imprinting se odehrdvd mimo zérodecnou dréhu. U rostlin jsou jeho
nejznaméjSim prikladem paramutace a cyklujici aktivita trangpozoni, odehravaji se v embryich a
meristémech v prubéhu vegetativniho a generativniho vyvoje. Gen SUPERMAN  koduje
transkripcni faktor sdoménou zinkovych prsta vyZadovany k zaloZeni pozicni identity uvniti
kvétu (viz kapitola 3.2.4). Je exprimovén v pribéhu ¢asného vyvoje kvétu a Ucastni se na
determinovani hranice mezi jednotlivymi kruhy. U Arabidopsis bylo identifikovano nékolik
nestabilnich epialel od genu SUPERMAN: epimutace se projevovaly zménénou kvétni morfologii
a aely byly hypermetylovany v misté¢ pocétku transkripce. Revertujici alely byly méné metylovany
a geny mely normdni funkci, kdyz byly klonovény v bakteriich a poté exprimovany v rostlinéch.
Tyto vydedky naznaduji, Ze za zménénou expresi genu jsou odpovédné metylace. Jinym piikladem
jsou epiaely genu biosyntézy tryptofanu (PAI2). Mal& genova rodina ma 2-4 alely. U variet, kde
jsou 4 kopie, viechny jsou hypermetylovany. Sponténni revertanty jsou cetné a vyznacuji se
ztrétou metylace lokusu. Tento jev je podobny paramutacim, ne vSechny dosud studované

paramutace v3ak koreluji se zménou metylace.

Stochastické zmény metylace DNA v genomu eukaryot se mohou projevovat jako
aktivace nebo umicovani geni a vést ke zménénému fenotypu: nazyvei se epimutacemi. Tyto
metylacni zmeny jsou bud’ reparovany nebo mohou byt prendSeny do pohlavniho potomstva:
takové zmeény jsou nazyvany epimutacemi. U rostlin byly ¢asto popsany jako vysledek stresu
daného vnéjSimi prirodnimi faktory (napi. tzv. genotrofy u Inu) nebo procesy dediferenciace a

diferenciace v explantéovych kulturach in vitro (tzv. epigeneticka sozka somaklonalni
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variability). Epimutace obvykle byvaji nestdé (po jedné nebo nekolika pohlavnich generacich
vyznivaji, tj. revertuji) a bylo experimenténé prokézano, Ze obvykle piimo souvisgji s genomovou
metylaci. Za jednu z pricin dynamické promenlivosti genotypu i fenotypu rostlin a Zivocichi je
povaZzovana aktivita mobilnich genetickych elementti: jejich mobilita vSak téZ zavisi na metylaci

piislusnych promotord.

Také u drozofily, podobng jako u jinych eukaryotickych organizmu, byly popsany rozsahlé
oblasti genomu obsahujici netranskribovany heterochromatin (napt. chromozém Y, centromerické
a subtelomerické oblasti nebo vyvojové regulované lokusy homeotickych geni). Dnes jiz

klasickym prikladem demonstrujicim tlohu okolniho chromatinu naexpres prilehlého

Obr. 123. Priklad pozi¢ng-variegacniho efektu na X-vézany gen white” (wW") nezbytny pro tvorbu
cerveného pigmentu oka drozofily (podle Henikoffa, 1990). Horni obrazek ukazuje normalng
exprimovany gen w'. lonizujici zareni v&ak indukovalo chromozomalni ziomy (znézorneny
vinovkami), které vedly k inverzim, trandokacim a transpozicim. Pokud se tak gen white piemistil
do blizkosti heterochromatinu (dolni obrazek), stava se alelou white-mottled (W"): mozaikova
exprese se projevi jako ¢etné sektory ¢ervenych bunék v mutantnim, bilém oku. Vlevo jsou pozice
genu white na chromozomu X vzhledem k centromerickému heterochromatinu (tmave), vpravo

odpovidgjici fenotypy oka.

inverze
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genu je poziéné variegaéni efekt, PEV (position effect variegation, obr. 123). Jako pozi¢ni
mutanty jsou oznatovany takové geny, které byly premistény (restrukturaci sekvenci DNA,
obvykle po ozéreni) z euchromatinu do oblasti heterochromatinu nebo jeho sousedstvi, coz meélo
za nadedek céstecné umiéeni jgich transkripce. Jeho typickym znakem je Gcinek
heterochromatinu i na velmi vzdalené oblasti, f&dové tisice az miliény bazi DNA. Tento pozi¢ni
efekt navozuje metastabilni stav geni nachazejicich se v téchto oblastech, coZz ma za nasledek
jgjich Uplnou nebo ¢astecnou inaktivaci v raznych typech bunék, tkani a organa (tzv. mozaikova
genova exprese). Gend, jgjichz exprese byla ovlivnéna blizkosti heterochromatinu, byla u drozofily
izolovana cela fada (tzv. PEV alleles): neékteré jsou bunééné autonomni (napr. uvedeny white-
mottled), jiné jsou geny regulacni. Typickym rysem je vZzdy mozaikova exprese: malé, velké a
sektorove oblasti exprese/suprese naznacuji, Ze k determinaci dochézi v riznych fazich vyvoje a

sektory tak reprezentuji bunééné klony (tzv. bunéény imprinting).

Paramutace jsou definovany jako interakce mezi alelami, které vedou k mitoticky a
meioticky dédicné zmeéné exprese jedné z alel v rostlinnych bunkéch. Pojem paramutace zaved! do
genetiky Alexandr Brink v padesétych letech k popisu jevu, ktery je v kontradikci s Mendelovym
z&konem o nezavidé segregaci ael. Paramutace mizZe byt té2 oznatena jako typ imprintingu,
nebot’ geneticka aktivita jedné, senzitivni alely (tzv. paramutovatelné) miZze byt zménéna Gcinkem
jiné aely (tzv. paramutagenni) zptasobem, ktery pretrvava, i kdyZ tyto dvé aely meioticky
segreguji. Paramutace obvykle navozuji redukci genové funkce (nevedou k jegimu Uplnému
potlaceni) a v urcité frekvenci, vyznamné vySSi neZ u standardnich mutaci, dochazi k jgji reverzi.
NejznamejSim piikladem jsou paramutacni jevy souvisgjici se tiemi geny (lokusy r, b apl, kddujici
transkripeni faktory) regulujicimi syntézu antokyanu u kukutice (obr. 124). Paramutace vSak byly
popsany i u jinych druht rostlin (napiiklad raj¢ete, petunie nebo tabaku) a ovliviwji i tvorbu
chlorofylu a tvar listi. Zmeény paramutovatelnych alel nebyly na molekularni arovni dosud zcela
objasnény: prvni vysedky naznacuji zmeény v metylacich cytozinu, diskutuje se téZ tloha struktury
chromatinu (obr. 125). Jisté rysy paramutaci naznacuji souvidosti sjinymi, jiz vice objasnénymi
epigenetickymi  jevy. Predpoklada se, Ze v sousedstvi téchto paramutovatelnych lokusi se
nachézeji repetitivni sekvence, odkud by se Sitilo umi¢ovani (analogie s pozi¢nim efektem u
drozofily). Soubézné nebo aternativné je studovana vazba specifickych proteini s represorovou
funkci (proteiny typu Polycomb, jiZ identifikované i u rostlin). Analogickym jevem, pii kterém
dochézi k aelickym interakcim zavidym na péarovéni ael nebo jeich fyzické blizkosti, je

transvekce u drozofily.
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Obr. 124. Schéma indukce paramutaci u kukurice (podle Pattersona a Chandlera, 1995).
Homozygotni rostliny B/B jsou tmaveé fialové, protoZe dochézi k vysoké akumulaci antokyanu,
zatimco homozygoty B’/B’ tvoii méné pigmentu. Dcerinny fenotyp B’ /B je podobny rostlinam
B’/B’. Homozygoty b/b antokyan nevytvareji, nebot’ alela b je nefunkeni. Kiizenimrostlin B’'/B a
b/b vznika vyhradné svétle fialové potomstvo (namisto teoreticky ocekévané mendelistické
segregace 50 % svétle fialovych B’ /b a 50 % tmave fialovych B/b rostlin). AlelaB’ se chovajako
paramutagenni: v heterozygotnich rostlinach B’ /B vyvolava dédicnou zménu paramutovatelné

alely B na,,novou* aleluB'.
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Obr. 125. Modely vysvétlujici podstatu paramutaci u rostlin a jinych aelickych interakci
vedoucich k dédicnym zméndm v expresi genti (podle Hollicka et a., 1997). Geny jsou
znézorneény velkymi tmavymi Sipkami znacicimi smér transkripce; repetitivni sekvence DNA jsou
vyznaceny menSimi boxy. (a) Tvorba heterochromatinu indukované parovanim okolnich
repetitivnich sekvenci. Pfi paramutagennim stavu vznikaji stabilni asociace repetici vedouci

k rozSiteni inaktivity (nebo omezené aktivity) z paramutagenni (dol€e) na paramutovatelnou aelu
(nahote). (b) Tvorba heterochromatinu zptasobena vazbou regulacnich proteini

s chromodoménou (vyznateny krouzky). Model piedpokladd, Ze v okoli paramutovatelné
(nahote) a paramutagenni (dole) alely jsou ¢etna vazebna mista pro chromoproteiny. Kooperativni

interakce alel vedou ke zvySené asociaci chromatinovych proteint a k umicovani alel.
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Vy&Si pocet chromozémovych sad - polyploidie - v somatickych bunkach celého
organizmu je tolerovan jen u nekterych nizsich Zivocisnych druha, zatimco u rostlin jde o jev
témet bézny. Vysoky obsah DNA v jadie mnoha rostlinnych druhtt byva ¢asto uvadén do
souvidosti sjejich polyploidni evoluci. Polyploidy mohou sestévat ze shodnych sad chromozomu
(autopolyploidie) nebo druhové odlisnych (alopolyploidie). Pokud dochézi ke stabilizaci poctu
chromozémovych sad vytvorenim jejich sudych nasobkid, mohou byt polyploidy piné fertilni.
Polyploidni rostliny se svym fenotypem obvykle odlisuji od diploidi: zastava vsak otézkou, zda
jsou vSechny jgjich alely aktivni nebo jsou nekteré (nadpocetné) alely umicovény (viz piehled
Soltis and Soltis, 1993). Analyzy transkrip¢nich i trandacnich produkta nekterych gent naznacuiji,
Ze u polyploidt obvykle dochéazi ke vzriastu genove exprese v korelaci s poctem chromozomovych
sad, zatimco u aneuploidi zvySeny pocet kopii daného chromozomu k vySSi hlading genové

exprese nevede.
Parentalni dominance je ¢asty epigeneticky jev popsany zejména u mezidruhovych nebo
mezirodovych hybridi rostlin, kdy dochézi k prednostni expres jen jednoho zrodi¢ovskych

genomu. Prikladem je kiiZzenec Zitaa pSenice (zv. Triticale), ktery je fenotypove bliz&i Zitu nez

Obr. 126. Nukleolarni dominance je epigeneticky proces, kdy v buikach mezidruhového hybrida
(rostlini Zivocichi) dochazi k umi¢eni organizétoru jadérka (NOR, nucleolus organizing region)
ziskaného od jednoho z rodi¢i (podle Pikaarda, 1998). Cytologicky se projevi vymizenim
sekundarni konstrikce a satelitu na prisiusném metaféznim chromozému hybrida. Tento jev

pozoroval jiz Navashin v roce 1928 a nazval jg differential amphiblasty.
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pSenici. Analyzy takovych hybridi ukézaly, Ze parentdni dominance souvisi sprostorovym
usporadanim rodic¢ovskych genomi v interfazovém jadie a metylaci DNA: aktivni genom jednoho
zrodi¢u byvéa situovan spise na periférii jadra, zatimco uml¢ovany genom druhého z rodi¢t byva
lokalizovan centrdngji a maze byt hypermetylovan. Nukleolarni dominance (obr. 126) je blizce
pribuzny epigeneticky jev, ktery popisuje tvorbu jadérka okolo rRNA gend zdédénych pouze od
jednoho rodi¢e u mezidruhovych hybridi nebo alopolyploidi. Vyskytuje se u rostlin, hmyzu,
obojZivelniki a savci. | kdyZz jeho molekularni mechanizmus nebyl dosud objasnén, nékteré
novejsi vydedky naznacuji, Ze souvisi se specifickou hypermetylaci DNA a deacetylaci histonu

neexprimovanych rRNA gena.

Extrémnim piikladem parentalni dominance je inaktivace nebo dokonce Uplna eliminace
genomu jednoho zrodi¢u, popsand jako prirozeny proces u n¢kterych druhii hmyzu nebo pri
mezidruhovém ktiZeni rostlin. U rostlin byla popséna i specificka eliminace chromozomu, a to pfi
mezidruhovém kiizeni kulturniho jecmene (Hordeum vulgare) s planym jeémenem H. bulbosum.
V ¢asnych fézich embryogeneze dochézi k replikaci a rozchodu chromozéma pouze od jednoho
zrodi¢u (H. vulgare), takZe dopéstovanim nezralych embryi in vitro je mozné izolovat haploidni
rostliny kulturniho jeémene. Tato strategie se vyuZziva ve Sechténi: na haploidni Grovni se provédi

selekce Zadanych genotypt a tyto jsou poséze prevedeny na homozygotni diploidy (obr. 127).

Genové inzenyrstvi rostlin, Zivocicha i hub odhdilo jegich rozmanité molekuléarni
mechanizmy jejich obrannych schopnosti vici invaznim sekvencim DNA - transgeniam, mobilnim
genetickym elementam i ptimym parazitam (naptiklad virovym nukleovym kyselindm). Jde
obvykle o degradace nebo uml¢ovéani (na razné Grovni, transkripéni i posttranskripeni) cizorodych
sekvenci DNA. Nejcastéji jde o fenomén transkripéniho umicovéani geni (zevrubné studovany na
modelovych transgennich rostlinach), pro recipientni organizmus aespon castecné sekvencné
homolognich, zvany RIGS (repeat-induced gene silencing). Jeho mechanizmy jsou obvykle cis-
inaktivace (metylace a umicovani tandemové se opakujicich kopii integrovanych transgena),
trans-inaktivace (jev analogicky paramutacim: metylovana kopie genu zpasobi zménu své
pavodn¢ aktivni kopie na inaktivni) nebo co-suprese (koordinované uml¢ovani dvou nebo vice
homolognich geni). V¢étSna znich zevné souvisi smetylaci DNA a nasednou
heterochromatinizaci na zékladé péarovéni homolognich sekvenci DNA (obr. 128). Casté jsou i

piipady posttranskripéniho umi¢ovani transgena (PTGS, posttranscriptional gene silencing):
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Obr. 127. Specificka eliminace chromozomu je¢mene Hordeum bulbosum v mezidruhovém
hybridu s H. vulgare (podle Mantella et al., 1985). Po oplozeni dochazi v zygoté vzdy k eliminac]
celé chromozdémoveé sady piavodem z H. bulbosum. Pokud jsou nezrald embrya dopéstovana
v kultuie in vitro, je mozné piipravit haploidni rostliny kulturniho je¢mene (H. vulgare). Po
selekci na Urovni haplofaze Ize pripravit fertilni homozygotni diploidy, vyznamny Sechtitelsky
material.
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transgen je transkribovan, av3ak jeho mMRNA je je&té pred potencidni trandaci
degradovana.Priciny této degradace mohou byt rizné napriklad parovanim s antisense mRNA

tvoienou z jiné, obrécené orientované kopie transgenu, nebo poté, co hladina mRNA dosdhne
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Obr. 128. Mechanizmy inaktivace a eliminace invaznich nukleovych kyselin (podle Kumpatly et
al., 1998). Po pruchodu bunécnou sténou maze byt cizoroda DNA fragmentovana
cytoplazmatickymi DNazami nebo eliminovéna chybnym parovanim pii meidze. Pokud je viak
stabilné integrovana do chromozému, maze byt inaktivovana modifikaci chromatinu (kompaktace
nukleozoémiy), uc¢inkem metyltransferéz (symboly metylovych skupin) nebo kompetici o faktory
transkripce. Signdlem k transkripcni inhibici maze byt ektopické parovani vice homolognich kopii
invazni DNA. Pxi posttranskripcnim umi¢ovani gent (PTGS, post-transcriptional gene silencing)
mohou byt invazni RNA nebo transkripty odvozené z invazni DNA inaktivovany degradaci
RN&zami, stimulovanymi nasledkem tvorby nadbytku RNA nebo jeji protismysiné nebo aberantni
formy.
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h transkript
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urcéité vySSi hladiny, kterd vede k indukci jeji enzymatické degradace (obr. 129). Je zajimavé, Ze

podobné mechanizmy uml¢ovéani duplicitnich sekvenci DNA jako u rostlin se téZ vyvinuly u hub.

| kdyz strukturni stabilita transgeni v rostlindch je vzhledem k jgich integraci do
chromozomi vysokd, dochazi ¢asto k jejich inaktivaci, zeiména v pripadé pritomnosti vice kopii
transgenu v rostlinném genomu. K této inaktivaci, ktera je obvykle provazena metylaci jgjich

promotort, mizZe dochézet, pokud jsou transgeny organizovany jako tandemova opakovani (cis-
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Obr. 129. Posttranskripéni umlcovani transgenu systemickym prenosem difazibilni 1atky

z podnoze naroub (podle Palauqui et al., 1997). Byly pripraveny dvé nezavideé transgenni

rostliny, z nichZ jedna (vpravo, tmavd) exprimovala vneseny transgen, zatimco u druhé

dodo k posttranskripcnimu umléeni transgenu (piislusnd mRNA se tvori, ae neni trandatovana;

7

vlevo, zna¢ena svétle). Po pirenosu roubu z ,, aktivni* rostliny na,,umi¢enou” se roub dale vyviji,

avak transgen je uml¢en Ucinkem bliZze nespecifikované, transgen-specificke latky, ktera

difunduje z podnoZe do roubu (levaiada). Po dekapitaci rostliny s aktivnim transgenem dochézi

k vyvinu UZlabniho pupene v novy vrchol, exprese transgenu se v3ak nemeni. Chemické povaha

této latky dosud nebyla identifikovana.

rostlina s
umliienym transgenem

roub ,neumléene” rostliny
na ,umléent® rostling

podnoi indukuje umléeni
transgenu v roubu

£

\/
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rostlina spontinné tvori
opét ,neumléeny” vyhon

inaktivace), nebo jeden metylovany transgen miZe inaktivovat jiny v pozici trans mechanizmem

analogickym u paramutaci, pripadné miaze dochazet ke koordinovanému "umi¢ovani" dvou nebo

vice homolognich transgent (co-suppression, Matzke a Matzke 1993). Procesy inaktivace
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zaloZené na Uplné nebo ¢astecné homologii Usektt DNA transgend probihaji na drovni transkripéni
nebo posttranskripéni. Predpoklada se, Ze pérovani homolognich sekvenci mize zpusobovat
inaktivni geneticky stav cestou metylace de novo a heterochromatinizace (transkripéni inaktivace)
nebo MRNA produkty vice transgena se akumuluji, az dosdhnou kritické hladiny, pii které
dochézi k jejich rychlé degradaci (posttranskripcni inaktivace). "Umlcovéani" transgeni v
rostlindch je dnes Siroce vyuZivdno jako modelovy systém ke studiu interakci homolognich
sekvenci DNA, nebot’ by k nému mohlo dochézet i u endogennich genii, zefména v polyploidnich
rostlinach. Z praktického hlediska je vSak umlc¢ovani transgenu vaznou piekézkou pii aplikacich

technik genového inZenyrstvi v biotechnologiich a Sechtitelské praxi.

VySe uvedené epigenetické jevy se tykaly piredevSim savci a krytosemennych rostlin.
Smnoha dasimi priklady se v&ak miZeme setkat i u vétSiny jinych skupin eukaryotickych
organizmi. U nékterych ndlevnika (napi. Tetrahymena) se ve vegetativnich bunkach vyskytuji dveé
strukturné i funkéné odlisna jadra: transkripéné aktivni makronukleus (ktery se podrobuje
polyploidizaci i rozsahlé restrukturaci a v pohlavni fézi vyvoje je zcela degradovan) a inertni
mikronukleus. V prubéhu konjugace dochazi k aktivaci mikronukleu, meidze, fertilizaci a
postzygotické deleni déavd vznik novému makronukleu a mikronukleu. Tyto procesy
aktivacel/inaktivace a degradace jsou fizeny komplexnim vyvojovym  programem.
Imunofluorescencni analyzy spomoci specifickych antisér prokézaly v makronukleu pritomnost
acetylovanych histona H4, zatimco mikronukleus byl hypoacetylovan svyjimkou jeho stadia

replikace a chromatinove restrukturace.

U modelové kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou nejlépe prostudovanymi geny, které
podléhaji epigenetickym procesim uml¢ovéni, kodujici ribozoméni RNA a geny fidici konjugacni
typ (lokusy HM) a telomerové oblasti. Na jgjich inaktivaci se podilgji jak sekvence DNA v pozici
cis, tak i faktory ovlivaujici strukturu chromatinu. Patii mezi né zeména proteiny zvané Sirlp-4p
(slent information regulator), které indukuji i udrzuji transkripéni umlcovani lokusi HM, kde
tvoii komplexy s histon deacetylazou. Jiny represor, Rpd3p (reduced potassium dependency),
uml¢uje kvasinkove telomery a ma piimo deacetylazovou aktivitu. Pravé u kvasinek bylo cilenou
mutagenezou gent vedouci k modifikacim lyzinovych rezidui v histonovych aminotermindnich
doménéch prokézano, Ze klicovou roli v potencidlni aktivaci geni i rozséhlgjSi oblasti genomu
hragji acetylace nukleozomanich histona H3 a H4. Primy dtkaz hypoacetylace histona
v umi¢enych lokusech HM byl demonstrovan metodou imunoprecipitace s antiséry specifickymi

pro odlidné acetylované izoformy histonu H4. Aplikace inhibitoru histon
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deacetyldz, trichostatinu, vedla k hyperacetylaci a aktivaci centromerického heterochromatinu a
tento stav byl mitoticky dédicny v bunéénych liniich. U jinych vieckovytrusych hub (napt.
Neurospora) byla popsana fada epigenetickych jevi vedoucich k umi¢ovani gena (studovano
zeiména na transgennich organizmech) DNA metylacemi a mutacemi. Nejznam&jSim z nich je
inaktivace duplicitnich geni lokdnimi mutacemi (tranzice G-C na A-T) zvand RIP
(rearrangement induced premeiotically neboli repeat induced point mutation). Je
pravdépodobné, Ze tyto epigenetické mechanizmy se vyvinuly jako obranny systém pohlavni faze
hub vici parazitnim sekvencim DNA veetné transponovatelnych element, tedy zigimé analogicky

jako u rostlin a savca.
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