Klonovani savéiho embrya (2)
Vztahy mezi prenesenym jadrem a ooplastem

Josef Fulka

Jednim z predpokladti pro zajisténi normalniho vyvoje klonovaného embrya je
optimalizace vztahu mezi prenesenym jadrem a novym prostfedim — ooplas-
tem. Nizka efektivita klonovani naznacuje, Ze se tento zamér dafi napliovat jen
s velkymi obtiZzemi a vysledKy ziistavaji stale témér nepredvidatelné.

Zodpovédnost za selhani vyvoje klonova-
nych embryi byla a stale jesté je pripisovana
nedostatecné ¢i chybné reprogramaci (zmé-
né nastaveni exprese genu v jadre, viz dale)
prenaseného jadra embryonalni nebo soma-
tické bunky. Jak jiz vime, jidra embryo-
nalnich a somatickych bunék prochazeji
postupnymi zménami, diferencuji se a dava-
ji zaklad pro tvorbu tkani a organt. Procesu
diferenciace se podle stale narustajicich
udaji ucastni u clovéka zhruba 40 tisic
gent a kone¢nym vysledkem je vznik asi
200 bunécénych typu, které dale zahrnuji
mnozstvi specializovanych buné€k. Jejich
poslani spociva v presném plnéni tak roz-
dilnych funkci, jako je fizeni metabolismu,
obrana proti chorobam, ¢innost nervového
systému, reprodukce a mnoha dalSich. Za
idedlnich podminek by mél prenos jadra jiz
castecné nebo zcela specializované buiky
do ooplazmy (ooplastu) nejen zastavit dalsi
diferenciaci této bunky a zrusit nastaveni
pro expresi stavajicich gena, ale i navratit
jadro na uroven zygoty. Velmi zjednodusené
feceno, jadro by mélo ,zapomenout® na
plnéni soucasného programu a prejit do sta-
dia tzv. pluripotence, kterd umoznuje bez-
chybnou expresi gent od samého zacatku,
stejné jako u embrya vzniklého oplozenim.
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Rozvoj molekularnich metod vedl k po-
znani, ze aktivace gent a nasledna dife-
renciace bunky neni podminéna zménou
Zadné ze sekvenci jaderné DNA, ale pouze
jeji epigenetickou modifikaci. Ta spociva
predevsim v metylaci (navazani -CH; skupi-
ny) dinukleotidii cytosin-guanin nebo ve
vazbé proteinovych komplexti na chromati-
nové struktury. Obé vazby jsou vratné
(reverzibilni) a fidi v prisné posloupnosti
aktivaci genti béhem embryonalniho a post-
embryonalniho vyvoje.

Je tieba také pripomenout, Ze z evolucni-
ho pohledu neni ooplazma dostatecné vy-
bavena na zvladnuti tak slozitého ukolu,
jakym je reprogramace jadra. Jeji primarni
poslani spociva v remodelaci transkripcné
neaktivniho, strukturalné odlisné usporada-
ného chromatinu spermie a oocytu a v pod-
pore tvorby funk¢nich prvojader. Proto ani
neprekvapuje, Ze k plné reprogramaci jadra
z vysoce specializované somatické bunky
dochazi zcela nahodné.

O zasahu ooplazmy do Zivotnich pocho-
dt embryonalnich bunék podaly dikaz jiz
na samém zacatku klonovani i nase experi-
menty. Zjistili jsme, Ze jadra z osmibunéc-
ného embrya skotu, u kterych doslo k akti-
vaci embryonalniho genomu, zastavila po
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fuzi s ooplastem dalsi diferenciaci a prerusi-
la docasné syntézu RNA béhem dalSich tii
bunécnych cyklt. Teprve po opétném roz-
déleni rekonstruovaného embrya do osmi
bunc¢k dochazelo k obnoveni syntézy RNA
a pokracovani ve vyvoji srovnatelné s kon-
trolou. Podobné experimenty na odlisnych
modelech se provadé€ly v fadé€ dalsich labo-
ratofi a bez vyjimKy potvrdily nase vysledky.
O molekularnich mechanismech reprogra-
mace vypovidaji vsak jen velmi malo, ale jiz
tehdy prokazaly moznost zastavit rever-
zibiln€ vyvoj jadra embryonalni bunky
v ooplastu.

Pro posouzeni, v jakém rozsahu reprogra-
mace klonovanych jader probéhla, se tehdy
(stejné jako dosud) uzivalo prevazné mikro-
skopické hodnoceni vyvoje do stadia blasto-
cysty. Avsak teprve narozeni mladéte po pre-
nosu blastocysty do délohy muze slouzit jako
presveédcivy diikaz o vice ¢i méné bezchyb-
né reprogramaci. Je proto pochopitelné, ze
se pribézné hledaji objektivn€jsi kritéria,
ktera by dovolila posoudit postup reprogra-
mace a jeji stav v definovanych fazich vyvoje
rekonstruovaného embrya.

Jako jedna z moznosti se za¢ina uplatfio-
vat srovnavani metylace a demetylace DNA
u embryi klonovanych a embryi vzniklych
oplozenim. Po pruniku spermie do cyto-
plazmy dochazi v chromatinu obou typt
gamet k radikalnim zménam na urovni
metylace (podrobnéji viz také Ziva 1998, 3:
98). Ke zviditelnéni uvedenych pochodu se
vyuziva v posledni dobé mysi monoklonalni
protilatky proti 5-metylcytosinu. U vétSiny
savcu byl v pribéhu formovani prvojader
prokazan rychly pokles metylace samciho
chromatinu a pozvolné€js$i u samiciho (Wei
Shi a kol. 2003). Je tomu podobné u embrya
prasete a také u embrya mysi, potkana a ¢lo-
véka (obr. 1). Pozdéji, v prubéhu nasledné-
ho déleni, dochazi opét k remetylaci (obr. 3),
ktera pokracuje a ve stadiu blastocysty jiz
nese patrné znaky diferenciace zfejmé
z vys$$i urovné metylace u bunék embryo-
blastu a niz$i u bunék trofoblastu (obr. 4).

Mezi savci se vsak v nastupu a prubéhu
metylace objevuji dost podstatné rozdily,
které vylucuji vzajemné srovnavani. Dosud
ziskané udaje ale jednozna¢n€ ukazuji na
rozdily v turovni metylace DNA mezi nor-
malnimi a klonovanymi embryi ve stejnych
vyvojovych stadiich. Podle oc¢ekavani nastu-
puje po prenosu vyrazna demetylace soma-
tického ¢i embryondlniho jadra, ale jeji hla-
dina zfidka dosahne stavu typického pro
zygotu. PovsSimnuti si zaslouzi také opako-
vané potvrzené pozorovani o nastupu
remetylace, ktera se u rekonstruovanych
embryi objevuje o jeden az dva bunécné
cykly drive nez u embryi kontrolnich. Lze
predpokladat, Ze pravé v této fazi zacinaji
problémy neslucitelné s dalsim bezchyb-
nym vyvojem klonovanych embryi. Na prui-
béhu zmén metylace se podili také remo-
delace chromatinu — nedavné podrobné
studie u ovce popisuji vyskyt velkého podi-
Iu embryi s pocetnymi nepravidelnymi shlu-
ky intenzivné metylovaného chromatinu se

Obr. 1 Jednobunéiné embryo prasete ve stadiu
prvojader. Jen samici prvojidro (F) ziistdvd
v této fiizi intenzivné znalené antimetylcytozin
protilitkou, jak ukazuje jeho jasné zelené zbar-
vent. Samdcf prvojddro (M a sipka) nachdzejici
se v jeho blizkosti nevykazuje jiz patrné zndm-
ky metylace a naznaluje mozny ndstup tran-
skripce. Intenzivni metylaci se také vyznaluje
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Obr. 2 Fize bunéiného cyklu. V G, fizi je
buiika diploidni a zvétiuje predevsim objem
cytoplazmy. Béhem S—fize se replikuje DNA
a buitka se méni na tetraploidni. V' G, fizi
tetraploidni busika vykondvd vegetativni funkce
a syntetizuje molekuly potiebné k bunéinému
déleni. 'V pritbéhu M—fize dochdzi k déleni
jddra i cytoplazmy a vznikaji dvé diploidni
buiiky dcefiné. Vzhledem k délce jednotlivych
[zt cyklu je znacnd pravdépodobnost, Ze dojde
k vystaveni jadra ddrce nevhodné hladiné MPF
(faktor podporujici zrdni, blize v textu)
a k poruchdm v ndsledném déleni. Podle J. Flég-
ra (2005) kreslil S. Holecek

znacné€ snizenou schopnosti dalsiho déleni.
Jen tézko lze nalézt zdivodnéni vyskytu
takovych anomalii u pocetné populace, kdy
vsechna embrya vznikala podle identického
experimentalniho protokolu a méla pro
vyvoj zdanlivé shodné predpoklady.

Zminku zaslouzi také casovy interval,
ktery maji jednotlivi savci na reprogramaci
vyméren. Zatimco u mysi musi navrat jadra
do stavu zygoty prob¢hnout béhem jedno-
ho dne, u pfezvykavcu jsou to tfi az Ctyfi
dny, u Clovéka i prasete o jeden den mén¢€.
Po uplynuti této doby piebira prenesené
jadro bez ohledu na svoji pfipravenost zod-
povédnost za fizeni vyvoje, ktery byl az
dosud urcovan proteiny a mRNA priitom-
nymi v ooplazmé.

Mnoho studii bylo vénovano lepsimu
pochopeni problému reprogramace a hlav-
né zvyseni jeji efektivity s pouzitim riznych
modifikaci pfi oSetfeni jadra pred preno-
sem. Patii mezi n€ i kultivace bun€k v pro-
stfedi se sniZzenym obsahem séra a navozeni
zastavy jejich dé€leni. Predpoklada se, ze
v nastalé fazi nazvané GO (klidova) se uvol-
ni vazba proteinii na DNA a zvysi se jeji
interakce s faktory pfitomnymi v ooplazmé,
podobné jako u neaktivni DNA spermie ¢i
oocytu po oplozeni. Vysledky po prenosu
blastocyst vzniklych z jader kultivovanych
v ochuzeném prostiedi vSak nepotvrzuji
jednoznacné ucinnost této hypoteticky
dobfe minéné metody. Soucasné s hleda-
nim vhodnych modifikaci pro pfipravu dar-
covského jadra probihaji také vyzkumy
zamérené na identifikaci gen vypovidaji-
cich o navratu jadra k totipotenci. Za jedno-

Obr. 3 Dvoubunéiné embryo prasete. V obou
blastomerdch jsou dobre patrnd jadra s pomér-
né slabym zelenym zbarvenim. Uroveri metyla-
ce chromatinu miize pochdzet ze samictho prvo-
jddra po splynuti se samcim demetylovanym
genomem, nebo se na nt podilt jiZ ndstup opét-
né remetylace. Intenzivni reakci s protildtkou si
zachovalo podle vyrazného zbarveni poldrni
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ho z kandidata je povaZovan gen pro tran-
skripcni faktor Oct 4, ktery u laboratorni
mysi slouzi jako mozny indikator reprogra-
mace jadra somatické bunky. U jinych savct
jsou snahy o vyuziti tohoto genu pro hod-
noceni preneseného jadra na samém zacat-
ku. Mizivé jsou dosud také znalosti o vlivu
faktort pritomnych v ooplastu a o jejich
dloze pri reprogramaci. Jednomu z nich,
heterochromatinovému proteinu HP1, se
pfipisuje schopnost modifikovat epigene-
ticky stav jadra a ménit metylaci DNA, avSak
o podrobnych molekulirnich mechanis-
mech jeho plisobeni jsou znalosti dosud
nedostatecné. O ostatnich molekulach s po-
dobnou aktivitou se vi jesté méné, ale
predpoklada se jejich rtzné pusobeni na
normalni a epigeneticky modifikované geny.
Vzhledem k nezastupitelné funkci ve vyvoji
bude o epigenetickych modifikacich (im-
printingu, viz Ziva 2000, 2: 54; 2000, 3: 103)
kratce pojednano pozdéji.

Piiprava ooplastu

O nezastupitelné tloze ooplastu pro re-
programaci prenaseného jadra jiz bylo
mnohé feceno, a tak by byla uzitecna ales-
pon kratka zminka o oocytech, které slouzi
k jeho pfipravé. V pocatecnich experimen-
tech slouzily jako zdroj ovulované oocyty
dozralé v ovarialnich folikulech v pfiroze-
ném cyklu nebo po hormonilni stimulaci.
U nich probiha jaderné i cytoplazmatické
zrani v optimalnim prostiedi a jsou vybave-
ny v$im potfebnym pro podporu embryo-
nalniho vyvoje. Jaderné zrani postoupilo
v dobé€ ovulace do metafaze II s typickym
usporfadanim jedné casti kondenzovanych
chromozomu na délicim vieténku a druhé
casti vydélené s minimalnim podilem cyto-
plazmy v 1. p6lovém télisku. V této podobé
se oocyty ziskavaji vyplachem vejcovodi
kratce po ovulaci. MnozZstvi ovulovanych
oocytl ani po eventualni hormonalni sti-
mulaci obvykle nepokryva potiebu pro
experimentalni acely, a proto se stile Casté-
ji vyuziva bohaté populace oocytt z ovarial-
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nich folikuli komercné porazenych zvirat,
které ve vhodném prostredi dozravaji do II.
metafaze, stejné jako prirozené ovulované
oocyty. Prednosti tohoto pristupu je zisk
prakticky neomezeného poctu oocytd, za
nevyhodu lze povazovat variabilitu v jejich
kvalité. Ta prameni z riznorodosti vychozi
populace a opakovan€ byla potvrzena nizsi
vyvojova schopnost embryi pochazejicich
z tohoto zdroje. Proto i ooplast z kultivova-
nych oocytii mize mit hypoteticky sviij podil
na selhani vyvoje embryi po pfenosu jadra.
Ooplast je pti klonovani zajimavy i z jiné-
ho pohledu, ktery zfejmé nema se Zivotnos-
ti rekonstruovaného embrya mnoho spo-
le¢ného. Vnasi do n€ho svoje mitochondrie
a s nimi i nepatrny podil mitochondrialni
DNA. I kdyZ osud téchto struktur v rekon-
struovaném embryu neni jednoznacné ob-
jasnén, objevi se obcas uvahy, zda pouzity
ooplast nenarusuje absolutni identitu klonu.
Vzhledem k tomu, Ze se ooplast ziskava
z oocytu v metafazi II, mize byt jadro po
prenosu cCasto vystaveno prostiedi, které
nemusi byt pro vyvoj rekonstruovaného
embrya pfiznivé. Pfi zrani vznikd v cyto-
plazmé oocytu, stejné jako ve vSech soma-
tickych burikach, specificka aktivita, ktera
rozhoduje o struktufe chromatinu a nazyva
se MPF (Maturation Promoting Factor —
faktor podporujici zrani). Jeho hladina dosa-
huje maximalni darovné pravé v metafazi II
a jadro prenasené bunky na ni bezprostied-
né reaguje okamzitou kondenzaci chroma-
tinu. Na stadiu buné¢ného cyklu jadra
(obr. 2) pak zilezi, jak se s touto aktivitou
vyrovna. Pokud se jadro nachazi v mitéze
sokou hladinou MPF vazné problémy a bu-
nécny cyklus mize pokracovat bez naruseni.
Zcela jina situace nastava u jadra v S-fazi
s neukoncenou replikaci DNA, kdy po vyvo-
lané kondenzaci chromatinu dochazi ke
vzniku bunék s abnormalnim poctem chro-
mozomu a k zastaveni dalsiho déleni. Ne-
prekvapily proto ani uvahy, zda by chybam
v syntéze DNA nebylo mozné predchazet
umélym snizenim hladiny MPF v ooplastu
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pred jeho fuzi s darcovskou buiikou. Za ta-
kovych podminek by ooplast, nazyvany
také univerzalni, vyraznéji nezasahoval do
bunéc¢ného cyklu a prenasené jadro se tak
1épe vyrovnalo s novym prostiedim. Srovna-
vaci prace skute¢né prokazaly zvyseni po-
dilu klonovanych blastocyst, ale v poctu
narozenych mladat se zlepSeni vyraznéji ne-
projevilo. Nedavné vysledky také potvrdily
vyssi toleranci jader embryondlnich bunék
k rozdilné hladin€é MPE neZ maji jadra
buné¢k somatickych. Neni proto vylouc¢eno,
Ze lep$i schopnost jader embryonalnich
bun¢k vyrovnavat se s prostfedim nedo-
sahujicim optima patii k faktoram, které
prispivaji k vyssimu podilu narozenych klo-
novanych mladat.

Pro lepsi predstavu by bylo vhodné po-
psat stru¢né pripravu ooplastu a zputsoby
odstranéni chromozomt usporadanych
v druhé metafizi. V oocytech s transparent-
ni ooplazmou jsou chromozomy pod mi-
kroskopem dobre viditelné a zavedeni
mikropipety a odsati vieténka je mozné

s dostatecnou spolehlivosti kontrolovat
(Ziva 2005, 4: 146-149). K savcim s tako-
vou cytoplazmou patii predevSim mys.
U oocytt vétsiny zastupcd ostatnich savcu
nelze vSak pro naprostou neprihlednost
ooplazmy stanovit umisténi chromozomu
a jejich bezchybné odstranéni tak predsta-
vuje vazny problém. Jako voditko urcujici
polohu vieténka slouzi 1. polové télisko
a aspirace casti cytoplazmy v jeho blizkosti
dava hrubou zaruku o uspésném provedeni
zakroku. K usnadnéni orientace se uziva
také centrifugace oocytd, kdy vreténko
s chromozomy zustava v prihledné frakci.
V posledni dobé se casto chromozomy
znaci a kontroluji fluorescen¢nimi barvivy.
Za zminku stoji také snahy o destrukci
chromozomti laserovymi paprsky. U mySi se
dari odstranit jadro (enukleaci) zdanlivé ele-
gantni chemickou cestou, ktera se vSak uka-
zala u jinych savci malo spolehliva. A tak
priprava cytoplastu zdstava nadale omeze-
na na pracné mechanické postupy a je vede-
na snahou po minimalni redukci ooplazmy
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Obr. 4 Blastocysta prasete sloZend ze dvou
populaci embryondlnich bunék. Skupina mety-
lovanych jader (intenzivné zelend) svédci o pri-
tomnosti bunék embryoblastu, které daji zdklad
budouctmu plodu. Jidra bunék trofoblastu,
budouct extraembryondlni thdiné (plodovych
obalii), se vyznaluji nizs{ metylaci a jsou tedy
méné zbarvend (blize viz text). V této fizi
dochdzi k diferenciaci embryondinich bunék
a vyskytu dvou bunéinych linii. Snimky z pra-
covisté J. Fulky, pokud nent uvedeno jinak

a dokonalém odstranéni chromozomu pfi
zachovani zbyl€ struktury v neposkozeném
stavu. Napomaha volba nastrojti (mikro-
pipet) a zrucnost pracovniku, kterd je ne-
postradatelna pro vSechny ukony béhem
manipulaci s oocyty, embryi, blastomerami
a somatickymi bunkami iz vitro. 1 zdanlivé
mala poskozeni byvaji neslucitelna s dalsim
vyvojem a mohou piispivat k zavadéjicim
zavérum pfi interpretaci riznych experi-
mentalnich zasahu.

Mezidruhovy prenos jader

Za prijemce jadra slouzil v pocate¢nich
experimentech zcela vylucné ooplast vlast-
niho druhu, o némz se logicky predpokla-
dalo, Ze zajisti nejvhodnéjsi prostiedi pro
reprogramaci jadra a vyvoj rekonstruované-
ho embrya. Teprve kdyz se ukazalo, ze
znacna cast klonovanych embryi se nedé€li
viibec nebo jen omezené, objevily se obcas-
né spekulace o pouziti heterologniho (jiné-
ho druhu) ooplastu jako pripadné efektivni
nahrady. Takové ponékud kuridzni zaméry
nachazely naopak plné pochopeni zejména
u fesitelt projekt uvsilujicich o zachranu
ohrozenych sav¢ich druht. Postupné se
pocaly objevovat vysledky experimentt
o pouziti fylogeneticky blizkych a nezfidka
i velmi vzdalenych savcu, které prokazaly,
Ze po fuzi jadra s cizim ooplastem dochazi
skutecné ve vétsiné pripadi ke zménam ve
strukture jadra, a to v zavislosti na uzitych
kombinacich. V bovinni (domaciho skotu)
ooplazmé se zcela odlisSné chovaji jadra
somatickych bunék ovce, prasete, opice
a krysy jiz kratce po prenosu. V nékterych
pripadech dojde jen k charakteristickému
zvétSeni jejich objemu, v jinych se cast
rekonstruovanych embryi dale dé€li a vyji-
mecné (v pfipad€ ovce) kondi tvorbou blas-
tocysty. Z pokust dale vyplynulo, Ze rych-
lost déleni a vznik blastocysty jsou fizeny
druhovou piislusnosti jadra, nikoli ooplastu.
Za zminku stoji také experimenty s preno-
sem jadra lidské somatické bunky do bovin-
niho ooplastu, kdy z 56 embryi jen 6 dosah-
lo stadia 4-16 bunék. Naopak mnohem
vyssi podil embryi se d€lil po prenosu krali-
¢iho jadra do bovinni ooplazmy, ale Zadné
nedosahlo stadia blastocysty. Dosud ziskana
pozorovani ani vzdalené nenaznacuji, Ze by
heterologni ooplazma fylogeneticky vzdale-
nych savct naSla uplatnéni pfi navozeni
reprogramace jadra u ekonomicky zajima-
vych druhi.

Nadéjn€jsi vysledky naopak prinesly ex-
perimenty, kde jadro a ooplast pochazely
od fylogeneticky blizkych savci. Prenese-
nim jadra somatické bunky gaura (Bos gau-
rus — jeden z druha divokych asijskych
turt)) do bovinniho oocytu doslo nejen

Obr. 5 Mlddé muflona narozené z jidra granu-
l6zni busiky uhynulého dirce preneseného do
ovctho oocytu. Vijvoj ze stadia blastocysty do
narozent probéhl v déloze ovce. Foto J. Fulka Jr.
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k vyvoji embrya do blastocysty, ale i k bre-
zosti pokracujici témér do porodu. Podob-
né se chovalo i rekonstruované embryo
s jadrem buvola v bovinnim ooplastu. Redl-
nost predstav o vyuziti mezidruhového pre-
nosu jader podporil predevsim experiment,
kde za darce jadra slouzila granul6zni buika
uhynulého muflona prenesena do cytoplaz-
my ovce. Embrya kultivovana do blastocys-
ty vedla v tomto pripadé nejen k brezosti
piijemkyné (ovce), ale i k narozeni muflo-
niho mladéte (obr. 5).

Zda se, Ze klicovym problémem v téchto
pripadech nejsou jen darcovské buiiky, ale
i vhodné oocyty pro jejich reprogramaci
a v neposledni fad€ volba prijemkyné, ktera
by umoznila pokracovani vyvoje embrya azZ
do porodu. Pro zachranu ohrozenych savcu
by mohla byt zajimava informace o prekva-
pivé toleranci jadra ke zcela nefyziolo-
gickym faktorim, napf. zvySené teploté,
a 0 jeho schopnosti podporovat dalsi vyvoj
embrya do narozeni. Lze predpokladat, ze

Kvasinky
a zdravi rostlin

se podobna tolerance projevi i po vystaveni
jadra nékterym dal$im fyzikalnim a chemic-
kym faktortim.

Z pohledu soucasnych znalosti patii
predstavy o znovuzrozeni diavno vyhynu-
lych savcd pomoci klonovani spise do ne-
realné fantazie. Obcas se sice setkavame
s prekvapujicimi zpravami, k nimz patfi
i vytvofeni blastocyst z jader bunck lid-
skych fibroblasti pfenesenych do kralic¢ich
ooplastt (Ying Chen a kol. 2003). Vyvoj 10 %
rekonstruovanych embryi do stadia blasto-
cysty bez ohledu na stafi darct jader vyvolal
pochopitelny zajem a Zivou diskusi v odbor-
nych kruzich. Ty se soustredily zejména na
charakteristiku vlastnosti vybranych typt
bunék, hypoteticky kmenovych, izolova-
nych z embryoblastu, a na chovani bunék
s lidskym jadrem a mitochondriemi kralika
a pochopitelné na vyuziti nékterych typu
jiz diferencovanych bunék perspektivné
v humanni mediciné. Vyjimecnou pozor-
nost vzbudily i nedavné pokusy o produkci

Vaclav Kudela, Vaclav Krejzar, Radka Krejzarova, lveta Panko-

va

K uzké vazbé mezi rostlinami a kvasinkami mohlo dojit pfiblizné pfed 200 mi-
liony let. Lidé prichazeji do primého kontaktu s kvasinkami spolu s pfijmem rost-
linné potravy. Pritomnost kvasinek na rostlinach zacal ¢lovék od pradavna vyuzi-

vat, aniz by o jejich existenci néco tusil.

Nejen pfiznivci pivniho moku nebo la-
hodného vina, ale i $ir$i vefejnost ma dnes
povédomi o uzkém vztahu mezi duznatymi
sladkymi plody nebo suchymi Skrobnatymi
rostlinnymi produkty, kvasinkami, alkoho-
lovym kvasenim a kvasnymi napoji. Nékteré
kvasinky mohou byt z pohledu clovéka
povazovany za Skodlivé. Podileji se napft. na
znehodnoceni potravin, a to nejen rostlin-
ného, ale i zivoc¢iSného ptvodu. Mezi kva-
sinkami se nachazeji ptivodci onemocnéni
¢lovéka, ktera u jedincid s oslabenym imu-
nitnim systémem mohou vyvolat zavazna
naruSeni zdravi. Jsou napf. pri¢inou systé-
movych, slizni¢nich a koZznich onemocnéni
(kandido6z). Vazba kvasinek s rostlinami je
fylogeneticky star$iho data nez vztah mezi
Clovékem a kvasinkami, ale az donedavna
bylo k dispozici malo presvédcivych duika-
z0 0 schopnosti kvasinek zpusobit chorobu
rostlin. Fytopatogenita je charakteristicka
pro viroidy, nékteré viry a bakterie a mnohé
houby.

V tomto prispévku pojednavame o uloze
kvasinek na povrchu nadzemnich rostlin-
nych organd, o vztahu mezi kvasinkami
a zdravotnim stavem rostlin, o tom, zda kva-
sinky mohou u rostlin vyvolat onemocnéni,
ovlivnit vznik a prabéh infekénich chorob
a byt vyuzity v biologické ochrané.

Problémy s klasifikaci
kvasinek

Kvasinky ¢i kvasinkovité organismy ne-
tvofi samostatnou taxonomickou jednotku.
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Je to obtizn€ definovatelna, uméle vytvore-
na heterogenni skupina hub. Za kvasinku
se povazuje puciva houba, kterd se mnozi
nepohlavné, pohlavné nebo obéma zpu-
soby. Vétsinou se vsak termin kvasinka
vztahuje na jednobunécné pucivé houby,
které se mnoZi pouze nepohlavné. Radi se
k houbam vreckovytrusym (Ascomycota),
stopkovytrusym (Basidiomycota) a ana-
morfickym (mitosporickym, konidialnim,
ynedokonalym*). Vieckovytrusé druhy se
nékdy oznacuji jako pravé kvasinky.

Spole¢nym znakem vSech kvasinek je,
Ze rostou jako samostatné buriky, které se
nepohlavné déli na dcefiné bunky bud
pucenim, nebo (méné casto) piehradec-
nym (pricnym) délenim. Tim se 1isi od vét-
Siny hub, které rostou ve formé vlaknitych
hyf. AvSak absence vlaknitych forem neni
pro kvasinky typickym znakem. Nékteré
z nich jsou totiz dimorfni, tj. v zavislosti na
vnéjSich podminkich mohou stfidat kva-
sinkovitou fazi s fazi vlaknitou (hyfalni).
Dcefiné bunky nékterych pucivych kvasi-
nek se pfi déleni neodd€luji a vznikaji fe-
tizky buné€k, které vytvareji tzv. pseudo-
mycelium. Identifikace kvasinek podle
mikroskopickych morfologickych znaki je
— na rozdil od mnohych hub — velmi
obtizna. Morfologické znaky mohou byt
vyuzity nanejvys k urceni na urovni rodu.
Dulezitym znakem pfi identifikaci kvasi-
nek na druhové urovni je schopnost vyuzi-
vat ruzné zdroje uhliku a dusiku, podobné
jako se biochemickymi metodami urcuji
bakterie.
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kmenovych bunék z klonovanych blasto-
cyst puvodem z lidskych jader i ooplasti.
Jedna z publikovanych praci (Hwang a kol.
2004, 2005) dokonce oznamila ustaveni
ptivodné jedné a dnes, podle dosud nezve-
fejnénych informaci, jiz nékolika linii ne-
diferencovanych lidskych embryondlnich
kmenovych bunék. Navic autori dokazali
jejich schopnost vytvaret po navozené dife-
renciaci fadu specializovanych bunék pri-
tomnych v zarode¢nych listech (endoder-
mu, mezodermu, ektodermu), dokazujicich
jejich pluripotenci. Podobné experimenty
u ostatnich primatt nekoncily tak nadéjny-
mi vysledky a naznacily, Ze bud soucasna
technika (zfejmé enukleace), nebo jiné
blize nespecifikované priciny vedly k poru-
cham pfi tvorbé dé€liciho vieténka a masivni
aneuploidii koncici zastavenim déleni.

V nasledujici c¢asti kratce pojedname
o nékterych problémech provazejicich klo-
novani a zminime se také o perspektivach,
které prenos jader nabizi pro budoucnost.

Rozvoj mikrobiologie
fylosféry

Toto nové odvétvi mikrobiologie se zaca-
lo rozvijet od 70. let 20. stol. Zabyva se mik-
robiologickymi jevy vzdu$ného prostoru,
ktery obklopuje nadzemni casti rostliny
(fylosféra). V ramci této discipliny jsou stu-
dovany zejména fyloplanni (epifytické)
mikroorganismy, tj. ty, které se vyskytuji na
povrchu nadzemnich ¢asti rostlin, zejména
listti. Termin fyloplan se vSak Casto vztahuje
nejen na povrch listd, jak by se mohlo odvo-
zovat podle feckého ptivodu tohoto slova,
ale i na povrch ostatnich nadzemnich orga-
nt. Na mikrobiologickém vyzkumu fylopla-
nu se podileji bakteriologové, mykologové,
ekologové, fytopatologové, molekularni bio-
logové, populacni biologové a aerologové.

Fyloplanni organismy vyuZivaji jako zdroj
vyzivy latky vylucované hostitelskou rostli-
nou na jeji povrch. Déje se tak prostou di-
fuzi, vylucovanim sekundarnimi zlazkami
(Zlaznatymi trichomy) nebo hydatodami
(vodnimi skulinami). K metabolickému pro-
pojeni fyloplannich organismu s hostitelskou
rostlinou nedochazi. Ve fyloplanni mikrofl6-
fe prevazuji neparazitické mikroorganismy
(viz dale), ale mohou v ni byt zastoupeny
(prechodné ¢i trvaleji) i mikroorganismy
parazitické, napt. pavodce bakterialni spaly
razovitych rostlin Erwinia amylovora.

Celkové mnozstvi fyloplannich mikro-
organismt i jejich druhové spektrum se
meéni v zavislosti na hostitelské rostling, sta-
novisti (biotopu), vegetacni dobé, ristové
fazi rostlin a pribéhu pocasi. Populace mik-
roorganismutl kolonizujicich v urcitych pod-
minkach povrch listd urc¢itého druhu rostlin
vytvareji specifickou ekologickou niku, tj.
soubor biotickych a abiotickych faktoru, kte-
ré v kolob¢hu latek a tokua energie plni spe-
cifickou funkci a v souhfe s jinymi nikami
zabezpecuji fungovani urcitého ekosystému.
Obdobné funkce v odlisnych ekologickych
podminkach plni rozdilné druhy organismu.

SloZeni fyloplanni
mikroflory

Hlavni slozkou fyloplanni mikroflory jsou
bakterie, kvasinky a vlaknité houby. Po vét-
$inu vegetace v listovém povrchu dominuji
kvasinky, které v hmotnosti biomasy pre-
vysuji jiné mikroorganismy v poméru 50:1.
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