Zdenék Opatrny

Kmenové burnky rostlin: zaklad
ontogeneze, odolnosti vici viriim
i nastupu biotechnologii

Kmenové buiiky - svaty gral zejména regenerativni mediciny, ale také pfedmét
jiz mnohaletych polemik o jejich ptivodu, vlastnostech, biologické roli i vyskytu

wvev .

v nejriznéjsich organismech, Zivoéisnych i rostlinnych. Neni to piili$ ddvno, co
se jesté badatelé délili na dva tabory - téch, ktefi v rostlinné kmenové sestry

v,

zivocisnych véti, a téch, ktefi je povazuji za zbytecny biologicky luxus. Vidyt
prece jak lidska tisicileta zkuSenost s vegetativnim mnoZenim rostlin, tak tech-
nologie in vitro / tkaniovych / explantatovych kultur zifetelné ilustruji fascinujici
regenerativni schopnost ,,obycejnych* rostlinnych somatickych bunék, o niz se
zivocichum miiZe leda zdat. K ¢emu by jim v jejich snadno opakovatelné onto-

genezi byly ty ,kmenové“?

Otazka, jak je to vlastné s bunéénou podob-
nosti Zivoc¢isnych a rostlinnych organismi,
se stala pfedmétem systematického védec-
kého zkoumani jiz pocatkem 19. stoleti. To
pfineslo Evropé& nejen konec napoleon-
skych vélek, ale také fadu novych objevii
v pf{rodnich védach a léka¥stvi. Stoupa ze-
jména zajem o morfologii a fyziologii Zivo-
¢icht (véetné ¢lovéka) a rostlin. Objevuje
se potieba tuto ,,tsunami“ poznatkd néja-
kym zptisobem utfidit, propojit teoretickym
zazemim. A tak v r. 1833 vyhlasuje Fran-
couzské akademie véd mezinarodni soutéz
na téma Existuje analogie vnitfn{ struktury
u rostlin a Zivoc¢ichu? (Slipka 2011).
Zasadnim zptisobem se na tomto tsili
podileji i Jan Evangelista Purkyné a jeho
zaci. Postupné se diky nim utvéfeji nové
védni obory. Zrozeni fyziologie rostlin
také pfipomind pomnik Purkyiiova scho-
vance Julia Sachse (1832-1897) v dne&ni
pokusné zahradé Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy ve Vini¢né 5, jenz se
vr. 1857 habilitoval na tehdejsi Karlo-Fer-
dinandové univerzité. Jednim z podstat-
nych vysledkt celého snazeni a polemik
se stala bunéc¢n4 teorie. Jejimi autory jsou
jednak botanik Mathias Jakob Schleiden
(1804-1881), jednak Zivocisny fyziolog
Theodor Schwann (1810-1882). Znali se
dlouho, byli pratelé, prvenstvi se nicméné
piisuzuje botanikovi (Vasil 2008). Rok
zvefejnéni — 1838. JakZe by buné¢na teorie
v pfekladu znéla? ,,Viechny rostlinné a zi-
vocisné struktury jsou tvofeny z bunék (¢i
jejich derivata), které zachovévaji kom-
pletni funkéni potenciéal organismu.
Jedna véc je vSak postulovat teorii, druha
ji prakticky prokézat. Co to znamen4 ,,za-
chovani kompletniho funkéniho potencia-
straci by samoziejmé méla byt schopnost
regenerace nového kompletniho organis-
mu z jakékoli dosud Zivé télni (somatické)
buriky organismu dércovského. Tedy tkol
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pro regenerativni medicinu na strané jedné,
pro rostlinné biotechnologie na té druhé.
Realita nasledujicich let a desetileti
ukazala, Ze biologicky charakter rostlin-
nych a Zivo¢isnych modeld ma sice mnoho
podobnosti, ale také etné rozdily.
e Biologie Zivo¢isnd mimo jiné definovala
celou 8kalu funkénich/regenerativnich
»potenci”. Zakladni kategorizace je fadi
na principu ,,ztratovosti“ — od totipotence
zygoty (buriky schopné se délit a produko-
vat v8echny typy diferencovanych bunék
organismu) se rtizné tkané, resp. buiiky vy-
vijejictho se organismu postupné degraduji
ve sméru pluripotence (burky pfetvoreny
v rizné definované tkané dilé¢ich orgénd,
ale jiz nedokaZou stvofit nového jedince)
a multipotence (ztrita obecnéjsi regenerac-
ni schopnosti, specializace na tizké funk-
ce). A vidéi postaveni v této hierarchii si
udrzujf ,,v8ehoschopné” buitky kmenové.
I bez nich se v3ak jiz pfed lety podafilo
realizovat onen poZadovany dikaz. Od
ovetky Dolly po dalsi zvitata ,,zregenero-
vana“ z nejrizngjsich t&lnich bunek. Casti
vefejnosti ale moralné zatracovana, a tim
pédem i pro zemédélskou nebo potravinéi-
skou praxi nezajimava. A stvofit homunku-
la/, Frankensteina“? To asi nikdy. Nikdy?
o Biologie rostlinné v tomto sméru prosla
pomeérné sloZzitou cestou raznych zakrut
arozcarovani. Organismy oproti tém Zivo-
¢iSnym zdanlivé mnohem strukturalné
a funkéné jednodussi kladly vehementni
odpor. Navzdory desitce tisic let zkuSenos-
ti s rostlinnym vegetativnim rozmnoZova-
nim byly snahy o aseptické / in vitro pés-
tovan{ jejich télnich bung&k tentokrat po
desitky let netispésné. Jen chabou alter-
nativou sér pro zivocisné tkariové kultury
se staly rizné tekuté endospermy, piede-
vs§im kokosové mléko. Nejprve musel za-
kladni vyzkum rovnéz objevit a odzkouset
potfebné typy rostlinnych hormoni, zvlas-
té auxint a cytokinint.

Prvni pokusy némeckého botanika Gott-
lieba Haberlandta z poc¢atkd minulého
stoleti (1902) tak byly uzavieny az publi-
kaci Vimly Vasila a A. C. Hildebrandta
(1965). Z izolované somatické buriky ka-
lusového hybridu tabdku Nicotiana glu-
tinosa x N. tabacum byly regenerovany
kvetouci a fertilni rostliny.

Jesté mnoho let se vak tradovaly mylné
predstavy o rozsahlé, ¢i dokonce univerzal-
ni funkénf totipotenci rostlinnych explan-
tatovych kultur. A teprve postupné byla
pfejata zkuSenost terminologicka, tedy
platnost onéch multi-/pluri- apod. limita
i v rostlinné ¥i8i. Soucasné nazirani lze
souhrnné nalézt mimo jiné v mém piehle-
du (Opatrny 2014). Odpovida rovnéz na
otazku, zda se i v rostlinném organismu
nachdazeji ony kultovni buitky kmenové.

Hlavni niky kmenovych bunék rostlin
Systematicky zakladni vyzkum na toto
téma zapocal nékdy pfed ptilstoletim mor-
fologickymi a histochemickymi studiemi
zejména osniho vrcholku (Stewart a Dermen
1970). Za oblast tvofenou jeho kmenovy-
mi butikami byl oznacen prytovy apikalni
meristém (shoot apical meristem, SAM).
Jen ten by se tedy mél honosit totipotenci,
jeho buné¢né potomstvo, které z této oblas-
ti vyputuje, bylo jiz povaZovano za ,,pouze
pluripotentni®.

Az o dalsi ¢tyfi desitky let pozdéji se
vsak zac¢inaji objevovat prvni souborné
préace analyzujici podrobnéji i dalsi niky
rostlinnych kmenovych bunék — plant
stem cell niches. V pfehledném ¢lanku
Ernsta Aichingera a kol. (2012) 1ze nalézt
jejich definici coby ,,soubort bunék, které
jsou chranény pred diferenciaci signaly
bunék sousednich, a (jen) v téchto nikdach
se tak mohou dglit a fungovat jako buiriky
kmenové. Pokud je jejich dcefiné bunky
opusti, diferencuji pod vlivem faktort no-
vého endogenniho prostiedi.”

Soucasna véda rozlisuje ¢tyti klicova te-
ritoria rostlinnych kmenovych bunék (bliZze
viz Aichinger a kol. 2012, Opatrny 2014;
obr. 1) — shoot apical meristem (SAM),
kofenovy apikalni meristém (root apical
meristem, RAM), niku bunék kambia (zod-
povédnou hlavné za diferenciaci vaskula-
tury, tedy cév a cévic, a mechanickou pod-
poru stonku) a niku felogenu (korového
kambia).

Problematika kmenovych bunék samo-
zfejmé pouta rozsahlou pozornost zdklad-
niho vyzkumu biologie rostlin — a zahrnuje
i oblasti, jez motivovaly védce pfed dvéma
sty lety. V&etné otdzky, zda existuje analo-
gie vnitfni struktury u rostlin a zivog&icha.
Ted uz ovSem nejen morfologicka, ale také
viestranné funkéni.

Jak je to s praktickym vyuzitim znalosti?
Vefejnost se jiz dlouho zajimé o vyuziti
poznatki u kmenovych bunék zivo¢isnych
a zejména lidskych. Zvlasté v souvislosti
se zminénou regenerativni medicinou (neu-
rologii), 1é¢bou nadorovych onemocnéni
nebo imunologickymi defekty.

Ale urostlin? Tady je to spise tismévné.
Tak tedy — budete mile pfekvapeni. Svét
o nich nejen vi, praxe je dokonce intenzivné
vyuziva. Rtzné ,biofirmy“ je ve velkém
péstuji v obfich fermentorech a jejich pro-
dukty Gispésné pouzivaji pfedevsim v kos-

ziva 3/2024

© Nakladatelstvi Academia, SSC AV CR, v. v. i., 2024. Pretisk ¢lank( v&etné obrazk( se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.



Prytovy apikalni meristém
(shoot apical meristem, SAM)

vrstvy bunék

husenicek rolni

(Arabidopsis thaliana) periferni zona

Korenovy apikalni meristém
(root apical meristem, RAM)

listové primordium

K S buiik
menove bufiky (zaklad listu)

centralni zéna

Zebrovy meristém

primarni kira
rhizodermis

klidové centrum s kmenovymi
burikami

kofenova Cepicka

kolumela

1 Niky rostlinnych kmenovych bunék —
prytovy a kofenovy apikalni meristém.
Orig. Z. Opatrny (Nick a Opatrny 2014)

metickém primyslu. Uvedme jeden piiklad
za mnohé jiné — podnik Natural Poland.

Pravda, tato biomasa rtiznych ,, meristé-
mi“ mé k vySe definovanym kmenovym
burikdm velmi daleko, ale sém termin pouté
pozornost, a komeréné je tedy velmi pro-
spésny. Popravdé ale zemédélska, lesnicka
i zahradnické praxe unikatni vlastnosti
rostlinnych kmenovych bunék uz inten-
zivné vyuzivd mélem pulstoleti, aniz by
to tusila. Metoda in vitro péstovani SAM
kmenovych bunék totiZ naprosto zasad-
né prispéla k naslednému svétovému na-
stupu vyuziti rostlinnych biotechnologii
v oblasti klonového mnoZeni a soucasné
ozdravovani mnoha kulturnich rostlin.

V1. 1965 se jiz zdafilo prokazat funkénd,
jmenovité regenera¢ni totipotenci i ,,b&z-
nych®, nikoli kmenovych somatickych bu-
nék tabdku. A pozdséji i obrovského spektra
dalsich rostlin. Ale z4roven se prokézalo, Ze
tato potomstva nijak negarantuji splnéni
pozadavku zemé&délské/lesnické/zahrad-
nické praxe —klonovou ¢istotu, pokud moz-
no nendro¢né mnozeni , true to type* sadby.

Zasadni zménu v tomto ohledu ale jiz
predtim pfinesly dvé prace z francouzské-
ho tymu prof. Georga Morela (1916-1973).
Prvni byla vénovana ,,meristémovému* klo-
novéni jifin, druha popisovala obdobnou
proceduru u bramboru (Morel a Martin
1952 a 1955). Obé vychazely z poznatkt
Americ¢ana Ernesta Balla (1909-1997) poz-
déji ziskavsiho pfidomek ,,otec mikropro-
pagace“. Tedy technik, jimiZ lze zejména
z izolovaného stonkového apikalniho pupe-
ne, péstovaného in vitro, odvodit klonové
potomstvo darce (Ball 1946). Co vsak bylo
podstatné — obé& préice spojovalo zjisténi,
Ze takto odvozeni regeneranti jsou bezviro-
vi i v pfipadé, Ze darcovské rostliny byly
virem kontaminovény. Proces sou¢asného
ozdravovani a mikropropagace mél samo-
zfejmé obrovsky komeréni dopad.

Sam poznatek, Ze pravé oblast apikélniho
meristému jinak virem napadenych rostlin
si uchovavé tplné nebo ¢aste¢né zdravi,
nebyl v té dob& nezndmy. Vyjimedénosti
chovani pletiv rostlinnych meristému si
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virologové povsimli jiz bezmaéla pfed 100
lety (Bennet 1940).

Eradikaéni in vitro postupy se zacaly
rychle $ifit svétem, tim kapitalistickym i tim
socialistickym. V 80. letech pak i jinak rigid-
n{ ekonomika statd Rady vzajemné hos-
podatské pomoci (RVHP) stvofila systém
Vyzkumnych tkola technického rozvoje
(VUTR) a z jeho fondti zacaly byt i u nés
dotovany viemozné resorty — od dstavi
Akademie véd pies instituce Ministerstva
zemédélstvi po lokalni zahradnictvi. Vzni-
kaly prvni banky bezvirové sadby, hlavné
plodin mnozicich se vegetativné — tedy
s trvalym rizikem masivniho pfenosu ze-
jména virovych infekci. Nepostradatelnou
technologii se zv14sté v nasich podminkéach
staly pro $lechtitele i péstitele brambor —
zajedte se presvédcit tfeba do Vyzkumného
tstavu bramboratfského Havlickav Brod.

Nebylo podstatné, jak biologické ochran-
né mechanismy funguji, hlavné, ze fungu-
ji. Pro¢ ale jen u nékterych bunék nebo
pletiv? Cim se 1is{ od t&ch ostatnich?

Obecny pohled védci i praktiki na tyto
techniky byl v té dobé asi nésledujici: pod-
minky in vitro kultur podporuji rychly
néstup bunéc¢ného déleni pivodné , klido-
vych pletiv“. A nové se vyvijejici pupeno-
va primordia virové nékaze ,,utec¢ou”. Me-
tabolicky pool virové infekce je docasné
vyhladovén, a ztraci tak $anci pfekonat
pfirozené ochranné systémy rostliny. Ze-
jména ty hormonélni, zahrnujici vstupy
kyseliny salicylové i dalsich standardnich
,stresovych bojovnika“.

Kopiruji rostlinné kmenové buiky
antivirovou obranu zivocisnych sester?
Mechanismy spontanni antivirové ochra-
ny maji dva zdsadni cile — branit zdravi ¢i
zivot aktualniho hostitele a branit pfenosu
patogenu na potomstvo semennou cestou.
A to jiZ od pocatku tvorby generativnich
orgint, tedy pfemény vegetativniho vzrost-
ného vrcholu na kvétni zaklad. Nase déav-
né predstavy o pouhém ,,itéku dcetinych
bunék izolovaného apikélnfho meristému
ze z6ny virové infekce byly jednoduse
naivni. Pfedevsim diky rozvoji molekular-
nich i mikroskopickych technik vime o slo-
zité vztahové siti, formované v prib&hu
koevoluce virt a jejich hostiteld.

Obrovskym pfinosem se stal objev od-
ménény v r. 2006 Nobelovou cenou za fy-
ziologii a 1ékafstvi: osvétleni mechanismt
RNA interference (RNAi, napt. Ziva 2017,
2: XLIV-XLVI). Tento jev byl studovan
pivodné u rostlin, podrobné objasnén na
modelu hlistice hadatka obecného (Cae-
norhabditis elegans) a nakonec byl uznan
jako univerzéalni biologicky proces u vSech
zivych organismi.

Ano, kmenové buiiky rostlin i zivo¢icha
si osvojily obdobné strategie ochrany jich
samych i jejich potomstva.

O unikatnim vyznamu RNAi pro chova-
ni rostlinnych kmenovych bungk, zejména
niky SAM, se lze podrobné docist v publi-
kacich poslednich let — pfedeviim ve
skvélém p¥ehledovém ¢lanku z videniské-
ho Gregor Mendel Institute of Molecular
Plant Biology (Bradamante a kol. 2021).
Zabranit vertikalnimu virovému transge-
nera¢nimu pfenosu z hostitele na budouci
semenné potomstvo lze riznymi zptsoby —
od ,,mechanické blokddy“ putovani viro-
vych partikuli siti vnitrobunéénych ¢i mezi-
buné¢nych kanéla po aktivni exkluzi téch
vird/viroidd, které jiz do kmenové niky pro-
nikly. Pravé zde se uplatiiuje systém RNAi
drahy, zaloZeny na koordinaci aktivit rtiz-
nych RNA-dependentnich RNA polymeréz
(RDR), tedy procesu posttranskripénfho
uml¢ovani genti, pfi kterém dvousroubo-
vice rostlinné RNA indukuje degradaci
homolognich (virovych) transkriptu.

Jedna véc je sepsat piehledovy ¢lanek,
druha své zavéry a hypotézy z néj prokazat.
Pivodni autorsky kolektiv se vydal i touto
cestou, a to po pfesidleni Marca Incarbo-
neho do némeckého Max Planck Institute
of Molecular Plant Physiology v Golmu.
Ziskal tim mimo jiné moZnost vyuZzit tamni
$pitkové mikroskopické vybaveni a pre-
cizné ,,Casoprostorové dokumentovat cho-
vani bunék SAM u riznych modelovych
mutantd husenicku rolntho (Arabidopsis
thaliana). Do sofistikovaného pokusného
schématu bylo zafazeno i sledovani klico-
vého ,stresového fytohormonu®, tedy kyse-
liny salicylové. Z molekuldrné-chemickych
analyz i fotodokumentace je zfejmé, jak je
v pfipadé funkéni RNAi drahy oblast SAM
chranéna proti vstupu modelovych viri,
nebo jak je naopak jimi okupovéna u mutan-
t postradajicich funkéni RDR. Mechanis-
mus RNAi exkluze vSak pro nékteré viry
fungoval pravé jen u bunék SAM — v jinych
¢astech rostlin viry tuto bariéru piekonaly.
Potvrzena a opét ,,zviditelnéna“ byla i dlo-
ha kyseliny salicylové v aktivaci tvorby
RDR1 pro ochrannou tvorbu virovych RNA
dvousroubovic (Incarbone a kol. 2023).

Préce byla nad$ené pfijata (viz napi.
komenta¥ ve véstniku Max-Planck Gesell-
schaft od Tobiase Lortzinga z fijna téhoz
roku) a lze ji povaZovat za p¥elomovou v po-
znavan{ mechanismi rostlinné imunity
vici (nejen) virovym patogentim. A zéro-
veri jako potvrzeni nové viny zdjmu o ple-
jadu nehormonélnich faktorti, podminuji-
cich funkci rostlinnych kmenovych bunék
nejen v kontextu odolnosti rostlin vuci
patogentim, ale také v technologiich klono-
vani dosud obtiZzn& mnozitelnych taxona.
Ale o tom az zase priste.

Pouzita literatura uvedena na webu Zivy.
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