Z kazdé bunky novy organismus
Regeneraéni kompetence rostlin

Prdce americkébo biologa Jenningse o regeneraci
Turbellarii dala mi podnét k pokustim

o regeneraci korenovych vrcholil.“

(Vzpominky, Archiv AV CR 2002, str. 184)

Toiiee

Nebyl by to snad ani prof. Bohumil Némec, kdyby se, véren svému pivodnimu
zoologickému vzd€lani, neinspiroval pri zkoumani rostlin napady odjinud. Byt se
dnes domnivame, zZe regeneracni procesy u plostének (Rhabditimorpha, drive
Turbellaria) jsou prece jen svou povahou principialné odlisné od téch rostlinnych
a Ze jejich nositelkami nejsou (jako u rostlin) standardni somatické buriky orga-
nismu, ale jen totipotentni bufiky kmenové. Ale o tom bude jesté fe¢ pozdéji.

Z pokusu B. Némce s regeneraci kofenovych vrcholu vyrostla velka prace, kte-
rou pod nazvem Studien iiber Regeneration vydal v r. 1905 R. Thost, majitel reno-
movaného nakladatelstvi Gebriider Borntraeger v Berliné. Kniha méla 387 stra-
nek a 180 obrazku v textu a podle slov autora ,nebyla v rostlinné fyziologii dosti
ocenéna“. Pfi jejim ¢teni miizeme B. Némcovi zavidét onen c¢as jednoduchych
a chytrych pokust, v nichZ experimentatorovi mnohdy stacily jen rostlina, skal-
pel a mikroskop. A pile. Ale k tomu i pozorovaci talent, vSestranné znalosti
a vysoky intelekt. VSak také informace o regeneracnich mechanismech rostlin
v dalsich jeho c¢lancich ¢i monografiich jsou natolik bohaté, Ze z n€j nesporné
¢ini klasika dané oblasti vyzkumu. Oblasti vysoce zajimavé po strince teoretické
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a velmi dulezité i z pohledu praktického vyuziti.

Zkusme Vv jejim kontextu volné navazat
na clanek Jiriho Frimla z minulého ¢isla to-
hoto casopisu (Ziva 2007, 1: 8-12). V ném
je obecné zminéna zakladni Zivotni stra-
tegie rostlin, projevujici se jako rozsahla
vyvojova plasticita. Nepohyblivy rostlinny
organismus je nezbytné vystaven pusobeni
mnoha stresovych faktord, sktdct, bylo-
Zravcl. Nemuze se spasit ut€kem. Obdob-
né ma-li zajistit nejen preziti sebe samého,
ale sebe jako rostlinného druhu, musi n€¢jak
resit situace, za nichZ je ohroZena at jiz
tvorba semen ¢i jejich distribuce nebo kli-
¢eni. Od hojeni ran po rizné typy sofis-
tikovaného nepohlavniho (vegetativniho)
rozmnozovani coby alternativy k onomu
generativnimu — v tom vSem vyuZziva rost-
lina riznou mérou rozvinutou regeneracni
schopnost svych bunék a pletiv. Clovék
tuto schopnost dobfe zna a Casto ji vyuziva
a vita. Vegetativni mnozeni patii k zakla-
dim péstovani polnich plodin (od brambo-
ru po ananas) i zahradnich rostlin (od pe-
largonii po vinnou révu).

Nejen buchlovské preludium

»-..Po vyslechnuti ortelu mlady odsouze-
nec vytrbl opoddil rostouci mladou lipku
a zasadil ji do zemé koreny vzhiiru. ,Ne-
spdchal jsem tento zloCin a az se tento
strom do roka zazelend, pozndte, Ze jste
odsoudili nevinného! ...A skutecne! Pris-
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tiho roku z mladébo stromku vyrazily
proni zelené listky a zbrojnos byl osvo-
bozen.“ Tolik mistni legenda od hradu Bu-
chlova a tolik J. Friml uvodem k povidani
0 auxinu coby ,univerzalnim vyvojovém
signalu v zivoté rostlin“.

Cetnost obdobnych legend o stromech
neviny (autor tohoto ¢lanku pamatuje ob-
dobnou lipu rostouci v zameckém parku
hrabat Kinskych v Kostelci nad Orlici) nam
naznacuje, Ze si jejich tvirci projevu vyso-
ké regeneracni schopnosti nékterych dre-
vin dobfe povsimli. Byly to dost casto lipky
(zkuste obdobny trik s dubem, borovici ¢i
smrkem...), a to mladé (zkuste jen tak vytrh-
nout lipu star$i — ona regeneracni schop-
nost se stafim organismu ¢i organu klesa).
Nicméné — jakym zpusobem, jakym me-
chanismem ona lipka vyraSila?

Nejprve trochu opakovani uciva ze stred-
ni $koly. Rostliny jsou obecné znamy svym
neukoncenym ruastem, zajiStovanym funkci
nejruznéjSich primarnich, sekundarnich,
latentnich a dalSich délivych pletiv — me-
ristému. V téch asi nejznaméjsich — vrcho-
lovych (apikalnich), umisténych na $picce
pupent ¢i kofent, neustale funguji bunky
zvané inicidly. DEli se a dé€li, produkuji
nové a nové buiiky postupné se diferencu-
jicich pletiv, a tak i budoucich organti. Ston-
kd, lista, kofenu, kvétd, plodu... S urcitou
mirou obecnosti bychom je mohli pfirov-
nat k tzv. kmenovym buiikiam ZivociSnym.

Obr. 1 Jeden z typii regeneracnich procesit
u vy$Sich rostlin — restituce in vivo. Rezem po-
Skozeny korenovy apikdini meristém (délivé ple-
tivo) cibule — v misté poskozent vznikd pletivo
nové, se zachovdinim piivodniho uréeni. Béhem
restituce se privodni kotenovd Spicka odklini
a z Cdsti meristému se tvoif novy apikdlni

vrehol. B. Némec (1930)

Pokud jsou inicialy néjak poskozeny, prebi-
raji jejich funkci buiiky sousedni. Pokud je
nenavratné poskozen apikalni pupen, mo-
hou jeho funkci nahradit axilarni pupeny
umisténé v pazdi listd. Jsou tak totiZ osvo-
bozeny z korelativni inhibice dosud domi-
nantniho vrcholu, zejména zménou toku fy-
tohormont (snizenim hladiny auxin®). Ale
jejich rast mizeme vyvolat také aplikaci
latek inhibujicich jejich transport — viz
Clanek J. Frimla, nebo aplikaci jejich funk¢-
nich antagonisti — zvlasté cytokinina (viz
dale), které nastupuji na misto ptvodniho
hlavniho pupene — stonku — osy. Obdob-
né se tomu déje, je-li poSkozena Spicka
hlavniho kofene, resp. kofena do té doby
funkc¢nich.

Avsak nejen to. Za urcitych situaci a v pfi-
padé urcitych rostlinnych druhtt mohou
obnovit schopnost bunéc¢ného déleni nej-
raznéjsi buniky nebo pletiva do té doby spe-
cializovana na zcela jiné funkce — kupf.
kryci pletiva jako pokozka, pletiva zasobni
(dren), pletiva plnici funkci fotosyntetické
Jtovarny*“ (listovy mezofyl) apod. U nékte-
rych rostlin je tento proces iniciovan pou-
ze v souvislosti s hojenim ran — poranéni
kmene stromu, pravé tak jako poskozeni
bramborové hlizy vede k docasné obnové
bunécného déleni, pozdéji vsak vnéjsi vrst-
vy takovych pletiv déleni zastavi a pletivo
se nakonec pokryje riaznym typem kiiry —
suberinovou ¢i korkovou vrstvou. U jinych
vsak tento hojivy proces prechazi ve sku-
tecnou funk¢ni a strukturalni re-generaci
a v poskozeném okrsku se mohou vytvorit
bud nové zaklady pupenti nebo korent
a postupné i cely jedinec. K péstitelove ra-
dosti — namnovil si takto, cilené a védomé,
nové autentické kopie ptvodniho jedince.
Nebo také starosti — Spatné vyplel ziahon,
nechal v ném ulomky kofend smetanky c¢i
oddenk svlacce a ejhle! Aniz zasel, zahon
se zelena, plevel se ma cile k svétu.

Obr. 2 Regeneraini model tabdku W38: a) lis-
tové explantdty tabdku na médiu s auxinem
(kyselinou indol-3—octovou — IAA) 2 mg/l —
tvorba kotenit, b) médium s IAA 2 mg/l a kine-
tinem (jednim z cytokininit) 0,02 mg/l — tvorba
kalusového (nediferencovaného) pletiva, c) mé-
dium s IAA 1 mg/l a kinetinem 0,2 mg/l —
tvorba pupenii
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Jak zahradniktm, tak védciim je a samo-
zfejmé bylo (na zakladé empirie) jiZz pocat-
kem 20. stol. velmi dobfe znamo, Ze mnohé
rostlinné druhy davaji pfednost rozmnozo-
vani pohlavnimu, tedy semeny, jiné nepo-
hlavnimu — vegetativhimu. Ty druhé vy-
vinuly celou radu alternativnich strategii,
vytvareji rizné vegetativni organy — od ci-
buli, pacibuli pfes hlizy po cilené odlamo-
vani ¢asti os ¢i kofent. Nékteré Sly v této
snaze az tak daleko, ze funk¢ni semena vy-
tvaret zapomnély — kulturni ¢esnek budiz
nazornym priikladem. Le¢ vSe ma své vy-
hodné i nevyhodné stranky. Je kupft. vyhod-
né rozmnozovat se snadno a rychle vege-
tativné — nepotrebuji k tomu sexualniho
partnera, ba ani samospraseni, mohu rychle
okupovat vhodnou niku. Avsak zaroven tak
stejné ucinné dale $ifim svého vlastniho pa-
togena, zejména razné typy viroz, pro n€z
by faze opyleni, tvorby a zrani semen mo-
hla byt zasadni prekazkou. A tak je mozna
optimalni zivotni strategii schopnost rtz-
nych rostlin mnozit se tak i tak, podle
potfeby a situace — bud’ generativné, nebo
vegetativné.

Restituce neni jen znovuziskani
majetku

Na zaklad€ vysledki svého rozsahlého
studia — morfologického, ale i cytologic-
kého a anatomického — B. Némec mj. for-
muloval tfi zakladni kategorie/typy regene-
racnich procesu u vyssich rostlin. Prvni dvé
vyuzivaji existence jiz formovanych me-
ristému — aktivnich ¢i spicich. V pripadé
tzv. restituce se v misté poskozeného
meristému vytvari meristém (osni, kofeno-
vy) novy, ktery zachovava puvodni urceni
(obr. 1 a3). Prireprodukci prebira funk-
ci zniceného meristému (presnéji vzrostné-
ho vrcholu) jiny organovy zaklad. Rostlina
po ztraté apikalniho pupene (kupf. mladé
smrcky, jimz sparkata zver okousala vrsky)
aktivuje pupeny uzlabni, vyhani postranni
vétve, z nichz posléze néktera prevezme
ulohu hlavni osy. Obdobné se chova kore-

Obr. 3 Restituce in vitro — klonové mnoZeni
orchideji na prikladu rodu Cymbidium: a) 1iZlab-
ni (axildrni) pupen, b) na médiu s obsahem
auxinu a cytokininu se z apikdlniho meristému
vytvdreji nové ,,protokormy* (cosi jako pacibul-
ky), které Ize dile ¥izkovat, c) kontinudini rege-
nerace protokormii, d) po prevodu na médium
bez fytohormonii regeneruji z protokormii mladé
rostliny
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novy systém pfi zaniku apikalni dominance
hlavniho korene. U fady rostlin a preferen-
¢né nékterych jejich organt se vsak v reak-
ci na masivni poranéni ¢i dokonce vynéti
casti rostliny z korela¢niho ptisobeni orga-
nismu (korelace aktivity organovych zakla-
du zajistuje, aby nepucelo najednou moc
vétvi, nevzniklo moc hliz) aktivuje schop-
nostregenerace de novo. Nejen rizna
déliva pletiva (jako kambium), ale i pletiva
trvala, resp. zasobni (listovy mezofyl, epi-
dermis, ktira, stonkova dren apod.) mohou
obnovit svoji organogenni schopnost. Jak
v$ak zahradnici ¢i biologové dobre védi —
¢ini tak s prisluSnym omezenim: druhem,
stafim, organovym puvodem doty¢ného
fizku. A lze se tak dohadovat: jaké faktory
tento sofistikovany regeneracni proces vlast-
né spoustéji ¢i naopak blokuji? Staci k jeho
realizaci pouze jiz vzpominany fytohormon
auxin (jinak aktivni slozka rtiznych komerc-
nich ,stimulatora®) ¢i jsou nutné i jiné fyto-
hormony nebo i dal$i, nam mozna dosud
neznamé latky? Jak je aktualni regeneracni
kompetence urcité rostlinné bunky vlastné
podminéna — korelac¢né fyziologicky, epi-
geneticky ¢i pfimo geneticky? Je tato schop-
nost dana do vinku vSem rostlinnym télnim
bunkim, nebo jen nékterym?

Bunécna teorie a explantatové kultury

V poloviné 19. stol. formulovali nezavisle
na sobé panové M. Schleiden a T. Schwann
bunécnou teorii Zivotni strategie mnoho-
bunécénych organismu. Biologové studujici
rostliny s jistou mirou nadfazenosti radi
zdtraziuji, Ze prvni ji — snad — publikoval
Schleiden s ohledem na organismus rostlin-
ny. Schwann (mozna v té dob¢ zaneprazd-
nény studiem nervové Schwannovy pochvy)
pfisel se svou troskou do mlyna ponékud
pozdéji. At tak ¢i tak, oba se shodli na pred-
stavé, ze vSechny zivé télni (somatické)
buniky mnohobunéc¢ného organismu jsou
a priori totipotentni (déleni na kmenové
¢i nekmenové jesté zdaleka nepadlo, pravé
tak jako daldi rozeznavani bun¢k pluri- ¢i
omnipotentnich). A tedy Ze jsou mj. schop-
né chovat se za vhodnych podminek jako
oplodnéna vajecna bunka — zygota. A dat
vznik novému organismu, at jiZ cestou ob-
dobnou embryogenezi, nebo jinak.

Jak tomu jiZ byva, je snadnéjsi novou hy-
potézu formulovat, nez jeji platnost proka-
zat. Nez vypracovat metodologii izolace oné
jedné somatické bunky ¢i alespon kousku
pletiva ¢i tkan€ a dopéstovat je az do vzni-

ku nového organismu. V kazdém pripadé
si tak konkurenc¢ni laboratofe rostlinnych
a zivocisnych fyziologt pfipravili praci na
dlouha desetileti, vlastné dodnes. A jejich
uspéchy ¢i nedaspéchy byly stiidavé.

V tomto misté se uz zase muzeme vratit
k Zivotu a dilu prof. Bohumila Némce. Zi-
vot totiz n€kdy spléta zajimavé Sarady. Jiz
jednou (viz téma minulého ¢lanku o mecha-
nismech geotropismu) zkfizil drahu dvou
ambicioznich hvézd rostlinné biologie —
Gottlieba Haberlandta a Bohumila Némce.
Nemohli asi o0 sobé nevédét ani v pripadé stu-
dia regeneracnich procesu u rostlin. A byl
to pravé G. Haberlandt, jehoz historiografie
védy o rostlinach povazuje za otce metodo-
logie, resp. problematiky péstovani rost-
linnych bunék, pletiv, organu, pfipadné
rostlin samych v podminkach kultury in
vitro. Tedy ve zkumavce, bance, misce, fer-
mentoru atp., za aseptickych podminek, na
umélych zivnych padach, tekutych ci zpev-
nénych agarem nebo substrity jemu po-
dobnymi. V pldach obsahujicich nejriz-
néjs$i anorganické, ale zejména organické
slozky vcetné fady fytohormonu. Tedy la-
tek, o nichz pojednaval i minuly ¢lanek —
ovSem nejen auxint, ale také cytokinint,
kyseliny abscisové ad. Latek, o nichz bohu-
Zel nejen G. Haberlandet, ale ani cela tehdej-
§i véda neméla viibec pon¢€ti.

Vychozi pracovni strategie G. Haber-
landta pravdépodobné z r. 1902 neméla
z pohledu tehdejsich znalosti biologie rost-
lin chybu: Rostliny jsou organismy autotrof-
ni, ke svému Zivotu tedy potrebuji mineral-
ni latky, vodu, slunecni svétlo, kyslik a oxid
uhlicity. VSe ostatni si vytvoii samy. Z hle-
diska oné fotosyntézy coby zakladu vseho:
nejlépe bude péstovat ve zkumavce jako
tzv. explantaty kousky pletiva listi — listo-
vého mezofylu. Samozrejmé steriln€, pro
zacatek je asi tfeba jim pridat trochu cukru,
nez si jej samy vytvoii — a to by se velmi

Obr. 4 Pylovd embryogeneze repky — vyvoj
pylovyich embryi v kvetouct dibaploidni rostliny:
a) Petriho miska &tyii tydny po izolaci nezraljch
mikrospor — v tekutém médiu se z Listi z nich
vytvorila opét haploidni ,,pylovd“ embrya, jejich
skutetnd velikost je cca 1-3 mm, b) zvétseno —
je zretelny korenovy pdl i diferenciace déloh
u vétsiny z embryt, c) embrya prenesend na aga-
rovou piidu zhruba po tydnu ,klii*, rostou dé-
lohy a koten tvoit kofenové vidsent, d) kvetouci
regenerované rostliny ve sklenileu, vétsinou diha-
ploidni (alely jsou zdvojeny). Snimky Z. Opatr-
ného (a, b) a M. Vyvadilové (c, d)
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Obr. 5 Regenerace de novo ze stonkovych ex-
plantdtii bramboru: a) piivodni stonkovy Fizek
péstovany in vitro — tvori se zdklady pupenil,
b) anatomicky rez novymi pupeny, ¢) a d) in
vitro regeneruji mladé rostliny, e) regeneranti
v zahradni zeminé

libilo kvasinkam, bakteriim — to uz nam
ukazal L. Pasteur a jini. Soudé z dochova-
nych publikaci i obrazkt v nich, mezofylo-
vé ¢i pokozkové bunky opravdu prezivaly
a zvétSovaly se, ale nedélily se, a po néko-
lika tydnech az mésicich tedy umiraly. A tak
trvalo vlastné témér 40 let, nez se nékolika
védeckym tymtm v USA a ve Francii poda-
tilo trvale rostouci rostlinné tkanové kultu-
ry realizovat. Klicem byly fytohormony.

Bez fytohormoni to prosté nejde

Zakladni zivna média pro nejriznéjsi
typy explantatovych kultur (bun€k, pletiv,
organu, embryi) obsahuji vedle mineralni
slozKy i slozku organickou — vitaminy, ami-
nokyseliny, ruzné cukry. A hlavné ruzné
typy, koncentrace, kombinace latek s hor-
monalnim ucinkem. Zdaleka nejen auxinu,
resp. auxindg, ale také cytokinint, nékdy ky-
seliny abscisové, obcas polyamint. Pavod-
ni Haberlandtova tivaha o organické sobé-
stacnosti autotrofnich fotosyntetizujicich
bunék nebyla tplné zcestna. Vétsina soma-
tickych rostlinnych bunék poslusna zasad
bunécné teorie je asi opravdu totipotentni
a klicové fytohormony si sama vyrabi. Jen-
Ze v prili§ malém mnoZstvi na to, aby v pod-
minkach zkumavkové kultury, zbaveny me-
tabolického zazemi celého organismu, byly
samozivitelkami. Schopnymi nejen prezivat,
ale také se délit, a nadto regenerovat novy
organismus. Nebot v téchto sofistikovanych
procesech jiz nejde pouze o to, které fyto-
hormony jsou bunice dostupné, ale také v ja-
kém poméru, pripadné casovém rezimu.

Cim dil vice bylo zfejmé, Ze sim auxin
na mnohé z téchto déji nestaci. A jednim
z klicovych krokii vyvoje regeneracnich
kucharek se tak stal objev cytokininti a ové-
feni regeneracni kucharfky postavené na
pomeéru auxin:cytokinin v kultivacnim mé-
diu pro kultury stonkové drené tabaku Wis-
consin 38 (obr. 2). Na pocatku slavného
modelu W38 z laboratore prof. Folke Skoo-
ga ve Wisconsinu stal dlouhodoby zavod
o prvenstvi v identifikaci aktivniho faktoru
obsazeného v kokosovém mléce. Tedy v te-
kutém endospermu (vlastné analogii Zivo-
¢isnych fetilnich sér, klicovych v ranych
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fazich vyvoje metodiky ZzivocCiSnych tka-
novych kultur), jenz je potravou raného
embrya. Jeho pridavek do Zzivnych pud
nejen umoznoval dopéstovat ve zkumavce
nezrala embrya v rostliny, ale v nékterych
pripadech mél i regenerac¢ni ucinky.

Historie popsana ve vzpominkové re-
view (50 let od objevu) Richarda Amasina
z 1. 2005 se Cte jako detektivka — vcetné
ptvabné role nahody, jiz byla samovolna
tvorba kinetinu (6-furfuryl aminopurinu)
v nechténé starnoucich vzorcich DNA z mli-
Cisledé. Na uspésném konci tohoto zavodu
bylo zjisténi, Ze pravé a jediné vhodny po-
mér auxinu (IAA, 2 mg/D) a kinetinu (apli-
kovan do média v rozpéti 0-10 mg/]) mize
u banalnich bunék tabakové drené vyvolat
bud tvorbu nadorového/kalusového pleti-
va (IAA 2, kinetin 0,2) nebo pupentt (IAA 2,
kinetin 0,5-1). Pokud byl pridavek kinetinu
jen stopovy (IAA 2, kinetin 0,02), z explan-
tata regenerovaly pouze kofeny.

Padesata a Sedesata l1éta vibec prinesla
fadu novych metodickych dspéchti. Meto-
dologie W38 byla uspésné aplikovana na
siroké spektrum rostlinnych druht. Diky
ranym pracim J. Balla (1946) a zejména
P. Morela (1950, 1963) byly postupy me-
ristémového klonovani kulturnich rostlin
rozpracovany az do aplikacni podoby. Pravé
s pomoci cytokininti a nékterych novych
syntetickych auxind (zejména 2,4-D) tak
byly prakticky vyuzity vySe zminéné rege-
neracni mechanismy jak restituce (klonové
mnozeni orchideji — obr. 3), tak reproduk-
ce (klonové mnozeni mnohych okrasnych
i ovocnych rostlin, plodin — obr. 5).

A diky této kucharce se tak konecné
v . 1965 objevila v tisku prvni prace po-
tvrzujici platnost bunécné teorie Schleide-
na a Schwanna: V. Vasilova a P. Hildebrandt
izolovali jednotlivé télni bunky z bunécné
neorganizované rostouci kultury tabaku,
odvodili z nich buné¢né kolonie a v takto
ziskané kalusové kulture vyvolali tvorbu
pupent a stonku, regeneranty zakorenili
a prevedli do zahradni zemé (obr. 6). Ne-
dlouho po nich dokumentoval E Lutz (1962)
realizaci takového tabakového ,single cell
clone“ (tedy klonu odvozeného z jediné,
dobre identifikované a pribézné€ sledované
somatické bunky) péstovaného dal az po
kveteni. A 10 let nato jiz védci dokazali
dokonce regenerovat nové rostliny z bunék
docasné odblanénych — ,nahatych“ (zba-
venych celul6zni bunécné stény). A diky
nim i tvofit kiizence do té doby nevidané
— napf. mezi bramborem a rajcetem.
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Obr. 6 Experimentdln{ priikaz platnosti bunéc-
né teorie u rostlin. Z jediné somatické kalusové
buiiky tabdku postupné regeneruje celd kvetouci
rostlina. Vlevo: délenim buiiky izolované z rané
suspenzni kultury (A) vznikd nejprve bunéind
kolonie az mikrobrudka kalusu (H). Vpravo:
kalusové pletivo (A) na agarové piidé s obsahem
auxinu a cytokininu postupné regeneruje pupe-
nylpryty (B-C), pryjty zakoferiuji na piidé
s pouhym auxinem (D), poté jsou vyjmuty
z lahvi a vsazeny do zahradni zemé — dalst
riist a vyvoj (E-G) koni kvetouct rostlinou.

V. Vasilovd a P Hildebrandt (1965)
Nejen nové organy — ale také embrya

Vyzkum prirozenych fytohormont i je-
jich syntetickych analogt vedl i ke vzniku
dalsich kucharfek a objevu zcela novych
regeneracnich cest. Ukazalo se, Ze mnohé
rostliny davaji ve zkumavce prednost nikoli
organogenezi, ale embryogenezi — bud
tzv. somatické (z bunék télnich), nebo
pylové (z nezralych mikrospor). U nékte-
rych funguji také nejriznéjsi alternativy
vzniku embryi z neoplodnénych vajicek,
dalsich bunék zarodec¢né drahy atd. — to
koneckoncu zname z prirody. Na pocatku
téchto snah byla tvorba somatickych em-
bryi v tkanovych kulturich mrkve, na mé-
diich s kokosovym mlékem. Pozdé&ji se
ukazalo, Ze obdobny fenomén lze vyvolat
pomoci syntetického auxinu 2,4-D, s pfi-
padnou kombinaci s cytokininy. Postup je
vicefazovy — nejprve se timto auxinem
navodi masivni bunécné d€leni, po preno-
su kultury do média bez 2,4-D se tvori
embrya. Pro jejich daldi vyvin, rist, zrani
a kliceni je pak nutno ,kouzlit i s jinymi
faktory, vcetné dalsiho fytohormonu —
kyseliny abscisové (obr. 7).

V uspésnosti pokust hraji klicovou roli
genotyp (pro¢ az dosud nikdo nedokazal
vyvolat tvorbu somatickych embryi u taba-
ku ¢i bramboru, pro¢ naopak neumime vy-
volat organogenezi u vétsiny jehli¢nanu?),
individudlni stafi, typ vychoziho explanta-
tu (somaticko-embryogenni linie jehlicna-
nt Ize odvodit vlastné jen ze zygotickych
embryi). Mame tedy opravdu tu predstavu
obecné regeneracni totipotence u rostlin
brat vazné?

A embryogeneze pylova? Jisté, i v priro-
dé si rostliny vytvorily a pouZzivaji celou
fadu nahradnich cest vzniku semen jinak,
nez piimo ze zygoty (apomixe, ruzné typy
adventivni embryogeneze). Casta je sami¢{
partenogeneze ¢i partenokarpie, tedy vznik
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Obr. 7 Somatickd embryogeneze v riizmjch em-
bryogennich liniich smrku: a) linie AFO (pra-
covnt oznaclent linie ziskané z Francie), b) linie
Cl11 (1 qlastm’ linie, odvozend ze zygotickych em-
bryi v Ustavu experimentdini botaniky AV CR,
v. v. i.), ¢) somatickd embrya s jiz diferencova-

nymi délohami. Snimky J. Opatrné

plodt, semen ¢i nového jedince z neopy-
leného vajicka, z ,panny“. Nezname vsak pii-
pady vzniku novych rostlin z pfimo z ,pa-
nic“ — tedy z pylu (ale vlastné ani ze
spermii u zivoc¢ichtt). Jeden tomu blizky je
sice dokumentovan na obrazku B. Némce
ze studia kvétni biologie hyacintu — ve vy-
stelkovém pletivu prasniku se vytvari cosi
jako zarodecné vaky, ale nevznikaji rostliny
(obr. 8).

Ve zkumavce vsak jiz od pokust J. Guhy
a T. Maheswariho z r. 1962 umime kouzlit
lépe — nezrala pylova zrna/mikrospory
mnoha druht jsou schopny preklapnout
sVUj vyvojovy program z cesty ,zraji v pylo-
vé zrno“ na cestu ,rozdé€élim se opakované
a vytvorim embryo*. A opét — u nékterych
druht to jiz od té doby védci realizovali
a ziskavaji tak mj. Slechtitelsky cenné ha-
ploidni ¢i dihaploidni rostliny (obr. 4),
u jinych ale ne. A opét se studuji ucinné
faktory — stari rostliny, mikrospory, sloze-
ni média (kupodivu ¢asto bez nutnosti pfi-
dat fytohormony) a rizné typy stresovych
pusobeni coby induktortt onoho vyvojové-
ho preklapnuti.

Od nadoru ke geneticky
modifikovanym organismim

Vratme se vSak k Bohumilu Némcovi,
ktery velmi peclivé sledoval rozvoj poznat-
ki o rastovych latkach, ba i pfedvale¢nou
literaturu o tkanovych kulturich. Pokusim
s nimi se vSak vyhnul. Byla pficinou jejich
finan¢ni naro¢nost? M€l nedtvéru ¢i malou
sympatii k pokustim s takovymi rostlinnymi
artefakty? Koneckonct, jesté mnohem poz-
déji, v 60. letech 20. stol., vétsina seri6znich
badatelt ¢i Slechtitelt pohlizela na pokusy
s rostlinnymi explantatovymi kulturami se
né paradoxy, a tak lze fici, ze B. Némec
vstoupil vlastné mimodé€k jest€ do jedné
z klicovych oblasti modernich biotechnolo-
gii. Divodem byl jeho dlouhodoby zijem
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o rostlinné nadory a soucasné ulohu rutz-
nych patogenti pfi jejich vzniku.

V pokusech, z nichZ pozdéji vzesla brnén-
ska skola experimentalni morfologie, zalo-
Zena jeho zakem, prof. Rudolfem Dostalem,
sledoval organogenezi de novo ve vodnich
¢i piskovych kulturach riznych stonko-
vych nebo korenovych fizkt (dfevin, ¢ekan-
ky, smetanky aj.). Jejich rezné plochy mj.
natiral smésmi bud Zivych nebo predem
usmrcenych bakterialnich kultur a sledoval
ovlivnéni regenerac¢niho procesu. Soucasné-
ho biologa neprekvapi, ze (alespon soudé
podle publikaci) byly jeho favority bakterie
Bacillus tumefaciens a Bacterium rbizo-
genes, podle soucasné taxonomie Agrobac-
terium tumefaciens a A. rhizogenes, coZ
jsou v dnesni dobé nejcastéji pouzivané
,Zivé injekcni stiikacky“ — vektory pro
vnaseni cizorodych genti do dvoudéloznych
rostlin a pripravu geneticky modifikovanych
organismt (GMO). Ale to uz je dalsi kapito-
la, mozna jedna z budoucich tohoto seridlu.

Bohumil Némec — bezmala 20 let pred
prvnimi zevrubnymi studiemi A. C. Browna
a pulstoleti pred vysvétlenim molekularni-
ho mechanismu, jimz Agrobacterium vnasi
do rostliny svoje onkogeny — samoziejmé
nevédél, jaké je hormonalni pozadi zjiSté-
nych zmén v pfirozené regeneracni schop-
nosti téchto fizku.

Dnes uz vime, Ze si tyto bakterie samy
vyrabéji jak auxiny, tak cytokininy. Vytvori-
ly si tuto schopnost samy? Zcizily pfislusné
geny rostlindm? Ci byla a je tato vyména
oboustranna? Usmrcené kultury pouzivané
B. Némcem zfejmée obsahovaly jen zbytko-
vé hladiny téchto latek. Plné funkcni Zivé
Agrobacterium tumefaciens Ci A. rbizoge-
nes napada hostitelskou rostlinu (tfeba vin-
nou révu) a vpravuje do jejich buné€k svoji
plazmidovou T-DNA nesouci mj. geny pro
ucinnou syntézu auxinu a cytokininu. Ta
se pfimo zabudovava do rostlinné jaderné
DNA. Infikované a takto transformované
buriky zacinaji nadprodukovat jak auxin,
tak cytokinin, bouflivé se dé€li (vznika nado-
rové pletivo) a pak i regeneruji malformo-
vané listy a pupeny (vznika tzv. teratoma —
sméska organovych zikladd a kalusu). Mu-
tace v prislusnych genech znacenych 1,2
(auxin) a 4 (cytokinin) méni vzhled nadort,
pripadné zcela brani jejich vzniku — plaz-
mid tak byl odzbrojen a je pouZzitelny jen
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Obr. 8 Alternativni ontogeneze v samdt zdrodec-
né drdze: a) in vivo — dtvary pripominajici
zdrodeiny vak v abnormdlnich prasnicich hya-
cintu [{yacint/ms orientalis — B. Némec, Roz-
pravy Ceské Akademie 1905; b) in vitro — mi-
krosporovd kultura vepky, vznik pylovych embryi.
Snimky Z. Opatrného, neni-li uvedeno jinak

jako univerzalni dopravni prostiedek pro
nejriuznéjsi jiné geny. A cely systém krasné
simuluje ucinnost Skoog-Millerova modelu.

Vime tedy, ze to funguje, pripadné tro-
chu jak. Ale presn¢ — kdo vi. Jak jiz bylo
feceno, nevime ani, pro¢ u fady materialt
rizného druhu, stafi, organového pavodu
apod. dokazeme vyse zminéné regeneracni
procesy ve zkumavce realizovat, zatimco
mnohé jiné se realizaci bunécné regenerac-
ni teorie jen trvale posmivaji. Nikdo zatim
uspésné nevyvolal tvorbu pupenti z kousku
dospélého listu psenice ¢i kukufice, hrachu,
dubu, smrkové jehlice. Neni to zfetelné jen
starim, ale i mechanismy, jezZ ho provazeji,
podminuji a vyvolavaji spiSe programova-
nou smrt bunék tam, kde bychom radi sti-
mulovali bunécné déleni. MoZna proto, ze
jim nas zasah — jiz samo ukrojeni kousku
listu, natoz pak jeho (byt Setrné) rozmél-
néni na jednotlivé protoplasty pripomina
utok patogena. A vede tak k dobrovolné
sebevrazdé dil¢ich buné€k s cilem ochranit
proti ,nakaze“ zbylou rostlinu.

JakZe to bylo s buchlovskou lipkou?

Profesor Némec asi u tohoto pfipadu
nebyl a pokud vime, ani ho pokusné ne-
ovéroval. Schopnost stonkovych fizkit mno-
ha drevin zakofenit neni nijak prekvapiva.
Mohla vSak lipka, jen tak in vivo, bez apli-
kace fytohormond vyhnat nové pupeny
z pavodnich korfent? SpiSe ne, i kdyzZ mnozi
¢tenari vedi, jak ¢asto mohou znovu obrus-
tat (vyhanét vlky) kofeny parezi ponechané
v zemi. S regeneraci de novo tedy pravdé-
podobné nepocitejme, leda v ¢asti kminku
blizko povrchu. Ale hypotéza spusténi
reproduk¢niho mechanismu u nékterych
puvodné spicich pupent na vétvickach
zahrnutych zemi a poté prorustajicich na
svét by se nejspis uhdjit dala. A tak mili
¢tenari, bude-li nezbyti, zkousejte dal pro-
kazat své neviny vhodnym biotestem. Ale
radéji zacnéte tieba s vrbou.
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