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BIOFYZIKALNI USTAY

A NOVODOBA HISTORIE GENETIKY ROSTLIN V BRNE

Mésto Brmo je v celém svété znamo jako
misto, kde se zrodila nauka o dédicnosti gili
genetika. Je to zasluha augustianského mni-
cha Johanna Gregora Mendela, ktery zhru-
ba pfed 150 lety ve starobrnénském klastefe
provadel své slavné pokusy s hybridy rostlin
hrachu a postuloval zakladni pravidla dédic-
nosti. Brno tedy ma v oblasti genetiky rostlin
velmi slavnou tradici. BohuZel 20. stoleti na
ni prili§ nenavazalo. Po prvni svétové valce
bylo v Brné& ustaveno postupné nékolik vyso-
kych $kol a na nékterych z nich (zejména na
Masarykové univerzité a tehdejsi Vysoké Sko-
le zeméd@lske) se profesofi a studenti véno-
vali biologii i genetice rosilin. Snad nejvy-
Znamnégim brnénskym fyziologem rostlin
byl profesor Vysoké skoly zemédélské Rudolf
Dostal, autor nauky o celisivosti rostlin. Po
druhé svétové valce venikala v Brné Cesko-
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1. Kultura in vitro nadorovych kofenii
po transformaci rostlin knotovky
bakterii Agrobacterium rhizogenes.

Je to varianta zndméjsi bakterie A.
tumefaciens, kterd zpiisobuje nddory
kalusové morfologic.

slovenska akademie véd, v oblasti zaklad-
niho biclogického vyzkumu reprezentova-
né predevsim Biofyzikalnim tstavem AV CR
(BFU AV CR). Jeho zakladatelem byl profesor
lékafské fakulty Ferdinand Hercik. Ustav se
tehdy soustfedil predeviim na vyzkum radio-
biologicky, ale postupné se staval centrem
zékladniho vyzkumu molekularnébiologic
kého. V soucasné dobé mid Gstav devét odde-
leni, kiera se zabyvaji molekularni a bunéc-
nou biofyzikou. V oblasti bunécné biofyziky
je jednim z ddlezitych sméra vyvojové gene-
tika rostlin.

Moderni genetika rostlin se v Biofyzikal-
nim Gstavu zrodila na poditku sedmdesi-
tych let 20. stoleti, kdy se zde sesli mikrobio-
log Milan Bezdék a jeho tehdejsi aspirant
rostlinny genetik Boris Vyskot a zacali se
vénovat problematice rostlinnych nadori
indukovanych puadni bakterii Agrobacteri-
um tumefaciens. Zjistili fadu origindlnich
poznatkin 0 nadorovych rostlinnych bun-
kach, jejich extrémnich ristovych viastnos-

1

tech i reparacnich schopnostech. Ovlivnéni
epigenetickym ucenim britského vyvojové-
ho genetika Conrada Waddingtona se klonili
k nazoru, #e pivod nadoru je epigeneticky:
tedy Ze bakterie je induktorem, ktery spu
ektopickou expresi rostlinnyich gend koduji-
cich auxin a cytokinin, coz nezvratné vede
k neorganizovanému nadorovému ristu
Podstatné je, 7e k takové ektopické expr
dochazi v jisté frekvenci i spontanné, napfi-
klad v mezidruhovych hybridech & pfi kul-
tivaci bunék in vitro. To byla pravé oblast,
kde brnéniti vyzkumnici z BFU AV CR pii-
neshi fadu novych poznatki jiz v sedmde-
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satych letech 20. stoleti, coZ jim vyneslo
i uznani zahrani¢nich koleg. Kandidétnich
teorii pro indukei nadorového rostu bylo
vice, hovofilo se zejména o fagéch A. tume-
faciens nebo o infekéni RNA, Vitézné z who
to sporu vysla v roce 1980 americkd gene-
ti¢ka Mary-Dell Chiltonova, kterd prokézala
platnost plazmidového tumorigenniho prin
cipu. Onkogenni agrobakterie obsahuji vel-
ky plazmid, jehoZ ¢ast se po infek tlinné
buriky oddéli, putuje do rostliny a kovalent-
né se vélenuje do nahodilych casti rostlin-
o chromozomu (obr. 1). Ide tedy o zcela
ilost, kdy nepohlavnim pro-

4 informace z bak-
ému procesu fikame
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cesem piechazi
terie do rostliny.
horizontdlni genovy pie

Védci si rychle viimli, ast agrobakte-
ridlniho plazmidu prenese do rostliny i poté,
co jsou rostlinné onkogeny vyfazeny z funk-
ce. Tak vznikly tzv. odzbrojené vektory, kte-
ré jsou schopny do rostlin vnéset klonované
geny, a tim rtostliny modifikovatl i fenoty-
pové. Agrobakteridlni vektory se rychle sta-
Ty nummrm\]qm nastrojem modifikace
rostlin, at uZ v zékladnim vyzkumu nebo
lechtitelské praxi. Do této oblasti gene-
ho inzenyrstvi se vihli i kolegové z BFU
CR, ktefi se mj. zabyvali i studiem <ta

hﬂn\ sstlinného jaderného genomu. S
mi pracemi piispéli k zjisténi, ze rostlinny
genom je pomérné nestabilni, a zejména

pfi stresu se restrukturalizuje. Do rostlin-
ného genomu modelového tabaku vnesli
i mobilni geneticky element z mouchy octo-
milky, k jeho aktivnimu pohybu viak v rost-
liné nedoslo. Brnénsti vedci patiili ve stfednf
Evropé vitbec k prvnim, komu se podafilo
zkonstruovat transgenni rostliny. Expresi
vnesenych genil sledovali pomoci selektova-
telného (a zarover i reportérového) bakterial-
niho genu odpovidajiciho za rezistenci v
kanamycinu. Zjistili pfitom, Ze vnesené geny
nejsou vidy funkeni, Ze zdlezi mj. na mistu
vélenéni ciziho genu do chromozomu ¢i na
poctu kopii transgenu v rostinném geno-
mu. V tomto okamZiku se kolegové z BFUAV
¢R opét inspiruji dilem Conrada Waddingto-
na a vysledky interpretuji jako epigenetické
Fizeni genové exprese. V osmdesatych letech
byly jedinym znémy rechanizmem ovliv-
flovani funkce gend metylace DNA, tedy
cytozinu. Metoda genomového sekvencova-
ni jesté nebyla vyvinuta, a tak brnéniti kele
gové studovali umicovani transgend pomoci
restrikénich endonukleaz. Vskutku metylaci
DNA prokizali a potvrdili, ze koreluje s pro
cesemn umlcovéni. Dal$im nastrojem jak stu-
dovat metylace je empiricka aplikace latek,
které modifikuji funkc enzymi DNA me
tyltransferaz. Nejznaméjsim z nich je zfej
mé S-azacytidin, mj. objeveny v fasnych
desatych letech minulého stoleti v Usta-
vu organické chemie a biochemie AV v Pra-
ze. Brnénskym védcim se podafilo prokdzat

#e tento analog cytozinu vy
metylaci DNA a umlicené geny aktivuje. Také
ptinesli origindlni poznatky o tom, Ze tako-
vé empiricka hy lace je znaéné stat
ni a prenasi s itotickém déleni, tak
meioticky.

Rok 1989 pfinesl samoziejmé velké oZi
ni i do rostlinného vyzkumu na BFU AV CR
v Brné. M. Bezdék se stal prvnim pnr('\'u'hlr
nim feditelem a jeho velké odd
genové exprese se postupné diferencova-
lo v nékolik smérti: B. Brzobohaty se zaby-
val studiem cytokining, A. Kovafik studo-
val molekularni mechanizmy epigenetiky,
J. Fajkus zadal studovat strukturu a funkci
telomer a konecné B. Vyskot se zaméfil na
vivojovou genetiku a reprodukini a evolud-
ni biologi m B. Vyskota zacal sva studia
struktury a funkce pohlavnich chromozo
mii dvoudomych rostlin na modelu knotov-
ky (Silene latifolia) v roce 1992, Tato rostlina,
0 maloktery rostinny druh, ma hetero-
morfni pohlavni chromozomy X a Y, formal-
né je geneticky systém determinace podob-
ny Cloveku. Samici rostliny (v kvétech pouze
) miaji konstituci XX, zatimco saméi
rostliny (vytvéfejici jen pradniky) maji kary-
otyp XY; jde tedy o typ savei s dominant-
ni dlohou Y. Brnéndti vyzkumnici zacali se
studiem epigenetickych mechanizm, kte-
ré hraji roli v sexualité rostlin. Je znamo, e
u savel je chromozom Y rorsahle degene-
rovan a chromozom X je u samic davkove
kompenzovéan. Tento proces (lyonizace) je
provizen hypermetylaci sekvenci DNA inak-
tivovaného samiciho chromozomu X. Tym
skota postupné s pomoci nékolika cyto-
;.uumk'v molekuldrnich technik prokéazal,
7e také jeden ze dvou chromozomil X sami
¢ich rostlin knotovky je pedobné modifiko-
vén a replikuje se v pozdni fazi bunécného
cyklu. Pomoci protilétek vaci rizné modifi
kovanym nukleozomalnim histonim a sle-
dovénim kinetiky replikace chromozom
déle brnénsti kolegové strukturni
usporadani kodujicich sek wnm na chromo-
zomech: geny jsou nahloueny v oblastech
sousedicich s rozsdahlymi subtelomerickymi
repeticemi. Ve spolupraci s americkou sku-
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.
Fluorescencni
hybridizace in
situ ukazuje
akumulaci
plastidovych
sekvenci
DNA (Cervené
signdly) na
chromozomu Y
knotovky. lak
jeizobrdzku
patrné, pohlavni
chromozomy
jsou v genomu
nejvérsi a dobre
rozlisitelné.
Zelené sign,
jsou markery
identifikace
autoromu.




3- Laserovd
mikrodisekce
umoZnuje
bezdotykovou
metodou
izolovat
specificky
chromozom,

v tomto pFipadé
pohlavni
chromozom X
knotovky,
pomoci
polymerdzové
Fetézové reakce
jeho sekvence
amplifikovat

a ddle klonovat
vknihovndch

a skrinovat

na pritomnost

dulezitych genti.

pinou S, R. Grantové, francouzskym tymem
I. Negrutia a japonskymi kolegy se S. Mat-
sunagou také zmapovali funkcni oblasti
chromozomu Y a prokazali, ze tento chromo-
zom zahrnuje minimalné tii skupiny geni,
které u sametkd vedou k inhibici samiciho
reprodukéniho programu a k realizaci sam-
& sexuality.

Snad nejprestiznéjsi praci oddéleni B. Vys-
kota je demonstrace epigenetického Fizeni
pohlavnosti rostlin. Experimentalni modu-
laci metylace DNA odvodili rostlinny mate-
rial se samd¢im genotypem XY, ktery viak
byl fenotypové oboupohlavny. Frekvence
hermafroditt v populaci ovlivnénych rost-
lin byla 21 %, coZ zjevné vyluCuje Glohu
genetickych mutaci. Rostliny byly ve skutec-
nosti androhermafroditickymi chimérami,
tedy vytvarely na jednom jedinci oboupo-
hlavné i sam¢i kvéty. Pomoci analyzy jejich
DNA védci prokazali, ze rostliny maji vyraz-
né hypometylovany jaderny genom. Jak uz
védeli z viastnich predchozich studii, experi-
mentalné navozena hypometylace je u rost-
lin dédi¢na. Proto také provadéli rozsahlé
hybridizacni experimenty, aby prokazali, ze
i epigeneticky hermafroditismus je dédicny.
Jejich nazor se potvrdil. Pokud byly herma-
froditni rostliny samoopylovany €i pouZity
jako pylovy dérce, znak ohoupohlavnosti se
dedil do dalsich generaci s neaplnou pene-
tranci a rozdilnou expresivitou. Namisto
postupného vyhasinani epimutace v dalsich
generacich naopak vzristala frekvence her-
mafrodith a Cetnost oboupohlavnych kve-
th. 7 vysledkd kiizeni vyplyvd, Ze epimuta-
ce byla vazana na chromozom Y a spodivala
v blokadé funkce geni, které funguiji jako
supresory samiciho vyvojového programu.
Hlavnim pfinosem této prace je tedy demon-
strace epigenetického fizeni sexuality a moz-
nosti jejiho ovlivnéni a dédicnosti.

V soucasnosti je velké usili B. Vysko-
ta a jeho spolupracovniki E. Kejnovského
a R. Hobzy vénovéano studiu struktury a evo-
luce pohlavnich chromozomi na modelech
knotovky, $foviku a papaji. Hlavni otazkou
je geneticka degenerace chromozomu Y. Je
znamo, Ze pohlavni chromozomy clovéka se
zalaly vyvijet asi pfed 200 miliony let, jsou
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tedy evolucné staré, Pohlavni chromozomy
dvoudomych rostlin jsou jen vzacné hetero-
morfni a jejich stafi se odhaduje na pouhych
15-20 miliont let. Studiem struktury pohlav-
nich chromozom rostlin tedy analyzujeme
Casna stadia evoluce chromozomi Cloveka.
Dosud mame jen viceméné nepfimé ditkazy
o tom, Ze rostlinny chromozom Y u knotovky
je degenerovan. Rostliny totiz nejsou schop-
ny Zivota, pokud nemaiji alespoi jeden piné
funkéni chromozom X. Brnénsti kolegové
také pomoci sofistikovanych kfizeni rostlin
prokazali, Ze chromozom Y nema schopnost
projit samicim haploidnim gametofytem. Na
chromozomu Y také nalezli fadu vysoce aku-
mulovanych repetitivnich sekvenci, satelitii
a mikrosatelit, coZ lze povaZovat za prvni
piiznak degenerace. Chromozom Y, jak zjis-
tili spolupracovnici B. Vyskota, téZ akumu-
luje sekvence plastidové DNA jako vysledek
horizontalniho genového pienosu (obr. 2).
Viechny tyto nepotfebné sekvence se na
chromozomu ¥ hromadi zjevné proto, Ze
tento chromozom z vétsi ¢asti ztratil schop-
nost rekombinace se svym jedingm moz
nym partnerem, chromozomem X. Diky
nejmodernéjsim moznostem laserové mik-
rodisekce védci z BFU pripravuji unikami
knihovny aseki DNA, z nichz lovi geny, kte-
1é predevsim fidi sexuvalitu rostlin (obr. 3).
Venik dvoudomosti u rostlin patfi k zha-
vym ématim evolucni biologie. Pomoci
molekularnébiologickych analyz sekvenci
genii se brnénskym védctim ve spolupréci
predeviim z kolegy z Lyonu podafilo proka-
zat, 7e par pohlavnich chromozomii knotov-
Ky se vyvinul z jednoho paru obyejnych
autozomi, dodnes se nachazejicich u her
mafroditnich piibuznych druhi v ramcirodu
Silene. Na zakladé znalosti funkce a nukleoti-
dové sekvence kvétnich gent u husenitku
(Arabidopsis thaliana) se 1. Zlivové podafilo
najit a analyzovat kandidatni geny, které se
u knotovky podileji na realizaci pohlavnos-
ti. Srovnavanim nukleotidovych sekvenci
Y-vazanych geni a jejich X-vazanych alel se
podafiilo prokazat, ze Y-kopie maiji deli intro-
ny s akumulaci transpozoni a jejich exprese
je nizsi nez u X-vazanych alel, coz opét nazna-
&uje evoludni degeneraci, i kdyZ ve vyrazné



nizsim rozsahu, nez je tomu u Zivocichi. Nej-
vétsim dspéchem posledniho obdobi prace
brnénskych kolegh je fylogeneticka analy-
za evoluce pohlavnich chromozoma v ramci
rodu Silene. V tomto rodu se totiz vyskytuji
dvé pomérné vzdalené vétve, skupiny dvou-
domych druhii: sekee Elisanthe a sekce Oti-
tes (obr. 4). B. Janousek se spolupracovniky
si poloZili otdzku, zda se pohlavni chromo-
zomy u téchto odlifnych skupin vyvinuly
ze stejného paru autozomi. Brnénsti ved-
ci nejprve museli prokdzat pionyrské asi
1i pfi studiu pohlavnosti u druhii sekce Oti-
tes. Pfedevsim zjistili, Ze tyto rostliny vitbec
nemaji heteromorfni pohlavni chromozo-
my, tedy jsou zfejmé evoluéné mladsi nez
pohlavni chromozomy knotovky. Déle pro-
kazali, ze i u sekce Otites je heterogametnim
pohlavim sex sam¢i (tedy formalné XY), coz
jinymi autory nebylo predpokladano. Nejvy-
namnéjsim vysledkem tohoto originalni-
ho studia je v3ak zjisténi, ze par pohlavnich
chromozomii u rostlin sekce Otites vznikl
z jiného paru autozomi nez u sekee Elisan-
the, co je faktem vice nez zajimavym, zjisté-
nym poprvé v iidi rostlin. U Zivogichi je ten-
to jev ¢z velmi ojedinély; v nedavné dobé
byl popsan u ryb rodu medaka.

Oddéleni vyvojové genetiky rostlin BFU
AV CR se ve studiu pohlavnich chromozomi
rostlin stalo prakticky svétovou §pickou, coZ

dokazuje jejich priorita jak v poétu publika-
ci, tak v poctu citaci (podle WoS 2009). Brno
se tedy mize pysSnit tim, ze ma védce, kiefi
duistojné pokracuji ve Slépéjich J. G. Mendela,
anezbyva nez doufat, 7e vysledky jejich pra-
ce budou véas docenény. Pracovnici tohoto
oddéleni jsou zvani jako fecnici na viechny
vyznamnéjsi akce v oborech studia chromo-
zomii i rostlinné genetiky ve svété, publikuji
ve Spickovych védeckych casopisech a spo-
lupracuji s pfednimi zahraniénimi pracovis-
ti, nyni zejména s ETH v Curychu a s univer-
zitami v Lyonu, Helsinkach, Almerii a také
v Honolulu. Byvali doktorandi této laborato-
fe dosahli vynikajicich tispéchfi, napiiklad
K. Riha (nynf vedouci oddéleni v Ustavu
molekularni genetiky rostlin Gregora Men-
dela ve Vidni) ziskal prestizni cenu firmy
Novartis, B. Janousek cenu Hlavkovy nada-
ce, R. Hobza Wichterleha cenu AV a J. Zlavo-
va cenu Uéené spolecnosti CR. V soucasné
dobé je v této laboratofi vedeno osm dok-
torandii a ¢tyfi taméjsi védecti pracovnici
predndieji na Sesti univerzitach v CR. Brnén-
ské pracovisté je také koordinatorem cent-
ra zdkladniho vyzkumu studia rostlinného
genomu sponzorovaného MSMT,

Oddéleni vivojové genetiky rostlin B. Vys-
kota je jedno z nejlepsich oddéleni Biofyzi-
kalniho dstavu AV CR, aviak zdaleka neni
jeding, které dosdhlo svétové Spicky. Nemé-
né vyznamna jsou také oddéleni biofyzi-
kélni chemie a molekularni onkologie M.
Fojty, které polozilo ziklady nového véd-
niho oboru (viz ,Padesat let elektrochemie
nukleovych kyselin®, Akademicky bulle-
tin 4/2009), oddéleni Struktury a dynami-
ky nukleovych kyselin 1. Sponera, jednoho
znasich nejcitovanéjsich védci, a dalsi. BFU
AV CR byl opakované hodnocen mezina-
rodnimi komisemi jako jeden z nejlepsich
Gstavi AV CR v oblasti véd o Zivé piirodé. Je
to skvélé pracovisté s velkym podiem mla-
dych lidi a atmosférou piiznivou pro $pic-
kovy vyzkum.
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4.

Fylogeneticky
strom rodu
Silene

ukazuje dvé
vzddlenéjsi vétve
dvoudomych
rostlin, které
nezdvisle na
sobé vyvinuly
dvoudomost

i pohlavni
chromozomy:
sekee Elisanthe
(zastoupend
zejména
maodelovou
knotovkou
= 8. latifolia)

a sekce Otites
(reprezentovand
druhem

S. colpophylla).




