tvary, pozoruhodnou symetrii a povrchem
buné€k. Ucebnicovym prikladem je skupina
s prizna¢nym ceskym nazvem krasivky (téz
Ziva 2004, 1: 12-14). Krisné jsou nejen
bunécné tvary a povrch bunék, ale i chlo-
roplasty nachazejici se uvnitf a jejich struk-
tura (obr. 3).

Neméné krasy, kterd se ovSem ukaze az
pfi bliz§im prizkumu, v sobé ukryvaji na
prvni pohled uniformni ,zelené kulicky“ ze
skupiny Chlorococcales. Mezi né patii
i fasa s latinskym nazvem Dictyochloropsis,
ktera se vyznacCuje pomérné velkymi roz-
méry bunék, dosahujicimi v praméru az
50 um. Bunky tohoto organismu jsem opa-
kované nalezl na vrchu Bore¢ v Ceském
stfedohofi, ktery je prosluly svymi ventaro-
ly, tj. misty s vyvéry teplého a vlhkého
vzduchu v zimnim obdobi. Jednobunécné
rasy kulovitého tvaru se slozité utvarenym
chloroplastem zde rostou ukryty ve stél-
kach mechti a na povrchu kamenti ve ven-
tarolech a jejich nejblizs$im okoli. Jiz prvni

konfokalni snimky odhalily necekané boha-
tou strukturu chloroplastu s mnoha sitovité
spojenymi laloky. Po nékolika opakovanych
studiich jiz bylo mozné nacrtnout celou
zménu tvaru chloroplastu od mladych bunék
az po dospélé, délici se bunky. Ze serialnich
optickych fezi Zivymi bunikami bylo poslé-
z€e mozno Vvytvorit trojrozmérné rekonstruk-
ce chloroplastt v riznych stadiich Zivotniho
cyklu (obr. 4).

Konfokalni mikroskopie:
idealni nastroj pro studium fas

S nastupem konfokalni mikroskopie vy-
razné naruastaji moznosti studia slozitych
chloroplastu ras, které dosud staly stranou
zajmu algologt. Pomoci této metody lze ne-
jen detailné postihnout zmény chloroplas-
tu béhem zivotniho cyklu mnoha druht ¢i
studovat rozsahlé prestavby chloroplastu
pred bunécnym délenim, ale také zkoumat
vliv riiznych abiotickych faktorta (jako napf.

Husenicek rolni a souéasny vyzkum
rostlinneho genomu

Jana Repkova

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) z cel. brukvovitych (Brassicaceae) je
vyznamnym modelovym objektem pro molekularni genetiku rostlin. Velikost
genomu tohoto druhu, nejmensiho genomu v rostlinné fisi, byla rozhodujicim
divodem pro ziskani prvni kompletni sekvence rostlinné DNA a zahajeni syste-
matické funkcni analyzy jednotlivych gent.

Dvoudé¢lozna rostlina husenicek rolni je
mala a nenapadna jednoleta bylina (obr. 1),
kterou v 16. stol. poprvé popsal Némec
Johannes Thal. Tehdy ji nazval Pilosella sili-
quosa. AZ v r. 1842 byl pfijat jeji dnesni
nazev Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
MuzZeme se s ni bézné setkat v prirod€ a jeji
populace se vyskytuji na celé severni polo-
kouli v Evropé€, Asii a Africe, byla nalezena
také v Severni Americe a Australii, kam byla
pravdépodobné zavlecena z Evropy.
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Z jakého dtivodu ziskala tato rostlina zce-
la vysadni postaveni v genetice a predevsim
v molekularni genetice rostlin? Je to proto,
Ze spliuje vSechny podminky modelového
organismu. K tém patfi snadna kultivace
v laboratornich podminkach i v podmin-
kach #n vitro a prostorova nenarocnost.
Kratka generacni doba, pouhych 6 az 8 tydna
od vyseti, nam umoziuje ziskat 6 az 8 ge-
neraci do roka. Pfi optimalnim rustu ziska-
me z jedné rostliny az nékolik tisic semen

intenzity svétla) na trojrozmérné usporada-
ni lalokt chloroplastu.

Rozdil mezi uniformnim tvarem chloro-
plast vSech vyssich rostlin a velkou varia-
bilitou tvara chloroplasttt mnohych zelenych
ras je az zarazejici. Zda se, jako by jedno-
bunécné fasy projevovaly svou druhovou
variabilitu pravé ve strukture chloroplastti,
kdezto mnohobunécné vyssi rostliny jiz
vytvareji pouze morfologicky velmi jedno-
duché a uniformni chloroplasty ,fadniho*
tvaru. Také vlaknité fasy vétsinou ve svych
bunkach obsahuji chloroplasty jednodus-
stélky, jako napft. paroznatky (chary), pak ve
svych bunkach hosti tvarové stejné uni-
formni chloroplasty jako vySsi rostliny. Je
tedy mozné vyslovit hypotézu, ze zatimco
Vyssi rostliny projevuji tvarovou rozmanitost
na arovni listd, kvéta a jinych organt, auto-
trofni organismy, kterym se v evoluci nepo-
darilo ,vynalézt“ mnohobunécnost, si touhu
po individualité uspokojuji ponékud jinak.

Obr. 1 Dvoudéloznd rostlina husenicek rolni
(Arabidopsis thaliana) je vjznamnym modelo-
vym objektem v genetice. Na obr. ekotyp Co-
lumbia, ktery je vychozim genotypem pro navo-
zeni mutaci jak klasickych tak inzerénich
a jejich dalsi analyzu zamétenou na zjisténi
a charakterizaci genii

a tedy i stejny pocet potomku v dalsi gene-
raci, coz je vyhodné pro genetickou analy-
zu. Avsak tim hlavnim ddvodem, proc¢ se
husenicek rolni stal skute¢nym reprezen-
tantem vysSich rostlin, je velikost a struk-
tura jeho genomu. V jadfe ma pét part
chromozomu a haploidni genom obsahuje
125x10°¢ part bazi (bp), tj. 125 Mb. Jeho
genom je tedy asi jen 25krat vétsi nez ge-
nom bakterie Escherichia coli, 10krat vétsi
nez genom kvasinky Saccharomyces cere-
visiae, je porovnatelny s genomem Zivocis-
ného modelového objektu musky octomilky
(Drosophila melanogaster) a asi 20krat
mensi nez genom clovéka. A pravé velikost
genomu byla rozhodujicim faktorem pfi vy-
béru prvni rostliny pro kompletni sekve-
novani DNA.

Obr. 2 Mutant husenicku rolniho (A. thaliana).
Mutace byla indukovdna ionizujicim zdrenim
— rentgenovymi paprsky. Fenotypové (fenotyp
Jje soubor znakii, kterymi se v daném prostiedi
projevuje genotyp) se projevuje protdhlymi délo-
hami a listy, které jsou Sedozelené, romboidni
(ve tvaru kosocltverce), se dvéma zuby
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Projekty studia genomu

V r. 1992 byl zahajen projekt The Arabi-
dopsis Genome Initiative, jehoz cilem bylo
porozumét fyziologii, biochemii, ristu a vy-
voji husenicku rolniho jako predstavitele
kvetoucich rostlin. Zahrnoval analyzu mu-
tantd, genovych interakci (jeden znak je ko-
dovan dvéma a vice geny), klonovani geno-
movych sekvenci a jejich sekvenovani.
Vlastni sekvenovini bylo zahdjeno v r. 1996
a koncem r. 2000 bylo dokonceno. Na vy-
zkumu se podilelo 6 tymi a 40 svétovych
laboratori z Evropy, Japonska a USA.

Diky tomuto klicovému projektu je znam
sled nukleotidti celého jaderného i mimo-
jaderného genomu husenicku rolniho u eko-
typu Columbia a pocet genti byl stanoven
na 25 498. Koduji 11 600 raznych druht pro-
teind, z nichz 35 % je jedine¢nych. U mnoha
proteinu lze predpokladat urcitou homo-
logii s proteiny Clovéka i dalsiho modelo-
vého organismu — hlistice hadiatka rep-
ného (Caenorbabditis elegans). Asi 20 %
z téchto predpokladanych proteint, pro
které jsou k dispozici kompletni sekvence
aminokyselin, vykazuje homologii s protei-
ny jinych eukaryotickych organismu, coz
dokumentuje evolu¢ni konzervativni charak-
ter bunécnych funkci u eukaryot. Soucasné
probihalo a probiha sekvenovani genomu
dalsich rostlinnych druhti. Druhou rostlinou
se znamou sekvenci DNA se stala ryZe seta
(Oryza sativa).

Po 1. 2000 byly zahajeny dalsi dva klicové
projekty, The Arabidopsis 2010 Program
a The Plant Genome Program, jejichz cilem
je do r. 2010 urcit funkce co nejvétsiho po-
¢tu rostlinnych gent. Tim se vyzkum ptivod-
né zamé€feny zejména na strukturu genomu
rostlin dostal do obdobi funk¢ni genomiky
zaméfené prevazné na prifazeni funkci
jednotlivym gentim vyfazenim pfislusnych
genu z Cinnosti. Zakladnim pfedpokladem
pro zjistovani funkce rostlinnych genu je
mutacni analyza s vyuzitim chemomutage-
nt (chemickych latek navozujicich mutace),
jako jsou napf. EMS (etylmetansulfonat),
ENU (1-etyl-1-nitrozomocovina), MNU (1-
metyl-1-nitrozomocovina) nebo dES (die-
tylsulfat), ¢i fyzikalnich mutagent, jako je
ionizujici zareni, nejcasté€ji rentgenové pa-

Priklady mutaci huseniclu rolntho (Arabido-
psis thaliana). Obr. 3 Mutace compacta (cp) se
Jenotypové vyznacuje polozakrshim vzriistem
rostlin a nabloulenymi listy v listové rizici.
Gen urlujict tyto viastnosti se nachdzi na chro-
mozomu 2 a vyuzivd se jako signdlni gen. Pro
snadnou detekci se tento znak pouzivd jako

morfologicky marker
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prsky. Takto byly ziskany a posléze zmapo-
vany tisice mutantd husenicku rolniho.

K dal$imu urychleni rozvoje funkcni ge-
nomiky doslo po zavedeni metodik tzv. in-
zeréni mutageneze — metod funkcéniho
ovlivnéni gent prostiednictvim cizorodé
DNA. Pri inzeréni mutagenezi jsou vétsinou
rostlinné bunky transformovany bakteriemi
Agrobacterium tumefaciens, coz umoziuje
vnaset prostfednictvim molekularnich vek-
tord do genomu tzv. T-DNA (T-DNA je sou-
casti onkogenniho Ti plazmidu bakterie
A. tumefaciens a za normalnich okolnosti
vyvolava vznik rostlinnych nadord. Vhodné
,odzbrojena“ T-DNA se vSak stala mocnym
nastrojem rostlinné molekularni genetiky
a genetického inzenyrstvi). Zaclenénim do
rostlinné DNA zptisobuji T-DNA a transpo-
zony (mobilni genetické elementy) inaktiva-
cinebo i aktivaci gent, a tak usnadnuji iden-
tifikaci a izolaci genu hostitele.

Vyzkum husenicku rolniho probiha i na
nékolika pracovistich v Ceské republice
(Biofyzikalni tustav AV CR v Brné, Ustav
experimentdlni botaniky AV CR v Praze
a v Olomouci, Ustav molekularni biologie
rostlin AV CR v Ceskych Budéjovicich). Na
nasem oddéleni genetiky a molekularni bio-
logie Masarykovy univerzity v Brné byli jiz
v 70. letech 20. stol. ziskani vlastni mutan-
ti s chlorofylovymi a embryonalnimi defekty
a s defekty v morfologickych znacich. Rada
z nich je uchovana v genové bance NASC

Obr. 4 Mutace angustifolia (an) indukovand
rentgenovymi paprsky. Fenotypové se projevuje
tizkymi a celokrajnymi listy a vétsim poctem
listit v riiZici & Obr. 5 Mutace chlorominuta (chm)
indukovand chemomutagenem EMS. Vyznaluje
se svétle zelenymi mladymi listy, kvétni stonky
a kalisni listy jsou Zlutozelené. Mutace zpiisobu-
je poruchu ve tvorbé chlorofylu

(Nottingham Arabidopsis Stock Centre).
Cilem soucasné prace je lokalizace mutant-
nich alel v genetické mapé husenicku, coz
je prvni krok k identifikaci gent urcujicich
tyto znaky a jejich izolaci.

Studium mutaci

Morfologické mutace — dédicné zmény
genotypu zalozené na nukleotidové zméné
DNA — lze z fenotypového hlediska roz-
délit do né€kolika zakladnich kategorii. Od
standardni rostliny se mutanti odliSuji v cel-
kové velikosti nebo ve velikosti a tvaru listu,
v charakteru okraje listu nebo ve strukture
zakladni rtzice (obr. 2-8), jejiz usporadani
zavisi na délce fapiku listi, poctu listl a je-
jich vzajemném postaveni. Identifikace genti
a predevsim funkce jejich predpokladanych
proteint ovliviiujicich morfogenezi listti
neni doposud ve vétsiné pripadt spolehlivé
objasnéna. Morfogeneze listu je slozity pro-
ces a je zfejmé, Ze mechanismu, které se na
ni podileji, bude zna¢né mnozstvi.

Na nasem pracovisti se podrobné stu-
dovaly morfologické mutace cupuliformis
a rotundata (obr. 10), které méni rustovy
potencial listd. Mutace involuta (obr. 7)
a lycopodioformis davaji vznik mutantim
s defekty jak ve struktufe vegetativnich orga-
nu, tak i ve struktufe kvétenstvi a vdobé do

Obr. 6 Mutace convoluta (cn) indukovand rentge-
novymi paprsky. Fenotypovym projevem mutace
je stdleni déloh, Fapikii a stonkit kolem své osy
proti sméru hodinovych rucicek, listy v rigici
Jsou také stocené % Obr. 7 Mutace involuta (iv)
indukovand chemomutagenem EMS. Listy v lis-
tové riigici jsou velmi drobné, sloZené podél hlav-
niho Zebra. Mutace je charakteristickd velmi
drobnym vzriistem rostlin, kvétenstvim slozenym
jen z nékolika kvétii a vijraznou ranosti
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Obr. 8 Mutace sparsipila (spi) indukovand che-
momutagenem MNU. Vyznacluje se svétle zele-
nymi listy, které jsou témév bez trichomii. Rost-
liny jsou velmi statné s vétsim poctem listii
v listové riiZici a velmi pozdni & Obr. 10 Mu-
tace rotundata (vd) indukovand chemomuta-

genem MNU. Fenotypové se projevuje Sirokymi
a okroublymi listy a krdtkymi Fapiky

kveteni. Pfesto je mutantni fenotyp urcovan
jednim genem. Extrémné zakrsly fenotyp
by mohl byt spojen s defektem ve funkci
fytohormont, které se u rostlin podileji na
mnoha vyvojovych procesech.

Réznymi mutacemi je narusena také ini-
ciace a tvorba trichomu. Trichomy patfi ke
specializovanym bunkam, které maji u riz-
nych druht odlisSny tvar. U husenicku rolni-
ho jsou jednobunécné a vytvareji obvykle
dvé nebo tii vétve. Diferencuji se z pokozky
(epidermis) listovych primordii a na jejich
iniciaci a vyvoji se podili vice nez 36 genti.
Tvorbu trichom@l naruSuji napf. mutace
v genu GLABROUS1 (GL1). Gen GLI ko-
duje transkripcni faktor a byl jiz klonovan.
U mutantti g/7 (obr. 9) nevznikaji v epider-
mis zadné prekurzorové buiky trichomu.
Iniciace i morfogeneze trichomu jsou pod
kontrolou hormonu giberelinu, ktery pozi-
tivné reguluje expresi genu GLI. Rostliny
rostouci pfi nizké koncentraci inhibitort
biosyntézy giberelinu vykazuji sniZzeni po-
¢tu trichomu a jejich vétvend, rostliny klici-
ci pfi jejich vys$si koncentraci jsou bez tri-
chom.

Intenzivn€ se studuji také mutace ménici
prabéh embryogeneze. Embryogeneze vys-
Sich rostlin se vyznacuje morfologicky velmi
jednoduchymi stadii embrya, od preglobu-
larniho, globularniho, srd¢itého, torpédovi-
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tého az do stadia zralosti, ale na molekular-
ni urovni jde o proces velmi komplikovany,
kterého se ucastni kolem Ctyf tisic gend.
Pro zajiSténi vyvoje zygoty az po organizo-
vanou mnohobunéc¢nou strukturu zralého
embrya museji byt jejich funkce presné
koordinovany. K urcovani funkci genu se
vyuZivaji opét modelové organismy, prede-
v$im husenicek, ale také kukurice seta (Zea
mays). Na naSem pracovisti bylo identifiko-
vano nékolik riznych mutaci s defekty ve
vyvoji nezralych semen. Poznatky o regulaci
embryogeneze rostlin jsou vSak stile ne-
uplné a funkce genti je Casto spojena s funk-
ci rostlinnych hormonti, auxint a cytokini-
na (viz ¢lanek J. Frimla na str. 8).

Pro tvorbu jednotlivych organt jsou du-
lezité také procesy zahrnujici fotosyntézu.
Mutace v genech, které se na ni podileji,
jsou spojeny s defekty pfi tvorbé chlorofy-
lu. Dvé mutace s chlorofylovymi defekty
chlorominuta (obr. 5) a lucida (obr. 11)
byly charakterizovany prostrednictvim ge-
netického mapovani. Zlutozelené zbarveni
listd naznacuje, Ze doslo k defektu ve tvor-
bé chlorofylu.

Rozvoj genomiky

Na zaklad¢€ poznani kompletnich sekven-
ci genomu dvou rostlinnych druhti a ¢as-
tecnych sekvenci dalsich byl ziskan rozsahly
studijni material a pfimo se nabizi jejich
srovnani z raznych hledisek. To je také ci-
lem tzv. srovnavaci genomiky. Napf. uspo-
fadani genu a lokust na chromozomech se
stalo naplni srovnavaci genomiky druht
Ctyt Celedi — jiz zminénych brukvovitych,
lipnicovitych (Poaceae), bobovitych (Faba-
ceae) a lilkovitych (Solanaceae). Celedi

7

Obr. 9 Mutace glabrous (gl) vyznacujici se lysymi
listy a stonky, coZ je zpiisobeno ztrdtou schopnos-
ti twofit trichomy. Tento vyrazny znak je vyuzi-
vdn jako morfologicky marker. Gen determinu-
jict znak je lokalizovin na chromozomu 3 ¢
Obr. 11 Mutace lucida (Ic) indukovand chemo-
mutagenem MNU. Vyznaluje se svitivé Zluto-
zelenym zbarvenim déloh a listii v disledfen

poruch ve torbé chlorofylu. Snimky J. Repkové

nebyly vybrany nahodou, zahrnuji totiz
ekonomicky nejvyznamnéjsi druhy, jako je
brukev zelna (Brassica oleracea), brukev
repak (B. rapa), brukev Cerna (B. nigra)
ajejich hybridy brukev sitinovita (B. juncea),
brukev repka (B. napus) a hofcice habes-
ska (B. carinata) — brukvovité; kukurice
seta, pSenice seta (Triticum aestivum),
ryze seta — lipnicovité; soja lustinata (Gly-
cine max), cocka kuchynska (Lens culina-
ris), fazol obecny (Phaseolus vulgaris),
hrach sety (Pisum sativum), vojtéska seta
(Medicago sativa) — bobovité; rajce jedlé
(Solanum lycopersicum), lilek brambor
(S. tuberosum), tabak virginsky (Nicotia-
na tabacum), paprika seta (Capsicum an-
nuum) — lilkovité.

Dostavame se tak od poznani genomu
,bezvyznamného“ husenicku k poznani
genomu vyznamnych plodin, ale i k moz-
nosti vyuziti konkrétnich rostlinnych gent
pro zlepsSeni znaka a vlastnosti kulturnich
druht prostfednictvim genetickych modifi-
kaci (viz serial E. Pekarkové, 2004-6: 1-6).
Soubor dat, ktery poskytuje uzivatelsky do-
stupné informace o husenicku rolnim, se
neustile prubézné aktualizuje. Zdrojem
komplexnich informaci je internetova data-
baze The Arabidopsis Information Resour-
ce — TAIR na adrese www.arabidopsis.org.
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