Helena Storchové

Merlik ¢erveny - staronovy model
pro studium regulace kveteni

Kvetouci rostliny odjakziva pritahovaly lidskou pozornost, a to i v zimnich mési-
cich. Jiz nasi davni predkové trhali na sv. Barboru vétvicky tfesné a tésili se,
7e na Stédry den vykvetou. K tomu, aby barborka vykvetla, potiebuje projit pied
utrzenim nékolika chladnymi dny, kdy teplota klesne tésné nad bod mrazu.
U vétvicky ulomené pocatkem listopadu se kveteni nedockame. Skryté déje na-
vozujici kveteni probouzeji nejen zvédavé otazky. Jsou nanejvys vyznamné i pro
zemédélstvi, lesnictvi i tvorbu krajiny. V minulém ro¢niku Zivy vysel serial
o kveteni (Ziva 2008, 1: 7-9, 2: 57-60, 3: 100-102, 4: 152-155), ktery dokumen-
toval soucasny stav védéni o tomto dulezitém Zivotnim pochodu krytosemen-
nych rostlin. V tomto ¢lanku bychom radi ukazali na modelové rostliné merli-
ku ¢erveném (Chenopodium rubrum), jakymi nastroji studuje kveteni moderni
genetika. Regulace kveteni byla u néj podrobné popsana pomoci klasickych
metod, avsak jeji genetické zaklady zustavaly zahaleny tajemstvim.

Geneticky zdklad indukce kveteni

Diive neZ zatneme zkoumat genetické
drahy ucastnici se kveteni u druhu, ktery
dosud unikal zdjmu molekuldrnich biolo-
g, je nutno podivat se, jak je tomu u hu-
senicku rolniho (Arabidopsis thaliana),
nejoblibengjsi laboratorni rostliny (Ziva
2007, 1: 5-7). Pravé u né&j bylo prokazano,
ze klicovym faktorem kveteni, dlouho hle-
danym florigenem, je bilkovinny produkt
genu FT (FLOWERING LOCUS T, obr. 2).
Tvoii se v listu a odtud putuje do vzrostné-
ho vrcholu (Ziva 2008, 3: 100-102). Zde
indukuje expresi gentt LFY (LEAFY) a AP1
(APETALA1), vedoucich k tvorbé kvéten-
stvi a kvétu. FT protein je pomérné maly
(tvoii ho asi 180 aminokyselin) a pokud
muZeme usuzovat ze sekvenci dosud zna-
mych homolognich gent u vyssich rostlin,
je 1 vysoce konzervovany. Homolog (gen
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stejného ptivodu i funkce) FT byl nalezen
rovnéZ u ryze, kukufice, jilku (Lolium),
povijnice nachové (Pharbitis nil), topolu
(Populus), v podstaté u kazdé rostliny, kde
byl hledén. Transkripci genu FT, a tedy
i produkci florigenu u husenicku rolniho,
aktivuje produkt genu CO (CONSTANS).
Ten zprostfedkovava klicovou informaci
o délce dne — je pfitomen v dostateéném
mnozstvi jen za dlouhého dne. Je-li den
kratsi nez urcité kritickd mez, protein CO
je rychle odbourdvan. Tim je zptsobeno,
Ze husenicek rychle vykvéta za dlouhého
dne, tedy za podminek odpovidajicich
vrcholnému létu. Je-li den kratsi, rostlin-
ka vyckava, jaké obdobi bude nésledovat.
Na jafe nabira silu k bohatému kveteni
a hojné produkci semen v nadchéze]’icim
1été. Je-li podzim, Vytvéfi prlzemnl listo-
vou ruzici, s tou pfezimuje a vykvete az
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Vernalizace

Autonomni
Fotoperiodicka cesta
indukce
FLOWEFHNG
/ Locus ¢
FLOWERING
LOCUS T

Kveteni PE_’ 2

2 Zjednodu$ené schéma genetické
regulace kveteni u husenicku rolniho
(Arabidopsis thaliana). Aktivace je zna-
zornéna modrymi $ipkami, inhibice
cervenymi useckami. Funkce genti je
popséana v textu. Orig. H. Storchova
pristi rok. Pokud by husenicek zastavil rtst
listd a nasadil na kvét napt. zacatkem
listopadu, kvéty i celou slabou rostlinu by
spélil mréaz.

Délka dne neni zdaleka jedinym fakto-
rem, ktery rozhoduje o tom, kdy rostlina
vykvete. Vy$e zminény piiklad tFesiiovych
vétvicek poukédzal na vyznam pusobeni
nizké teploty. Ta mé vliv i na ozimé eko-
typy husenicku, byt u nich ptsobi v jiném
vyvojovém bodé drahy indukce kveteni.
Nizké teploty aktivuji u husenicku rolni-
ho gen VRN2Z. Jim kédovany protein inhi-
buje expresi klicového genu FLOWERING
LOCUS C (FLQ), jehoz produkt je silnym
inhibitorem exprese genu FT a tim pddem
i kveteni (obr. 2). A protoZe dvakrat minus
déava plus, FT je aktivovan a husenicek
nasadi na kvét. Podobnych regulaénich
vztahti védci postupné objevuji celou
fadu a z jednoduchého uéebnicového sché-
matu se stava pavucina. Zajem badatelti se
presouva k dal$im rostlinnym druhtm. Je
u nich regulace kveteni obdobné?

RyzZe, husenicek a merlik

Jakkoli je modelova rostlina husenicek rol-
ni uzite¢na, ekonomickym vyznamem ryzi
konkurovat nemiiZe. Neni divu, Ze zdsadni
pokusy, které mély objasnit zptisob regu-
lace kveteni u kratkodennich rostlin (kve-
toucich za kratkého dne), byly provedeny
pravé u ni. Centralnimi hraci jsou opét
homology gentt FT a CO, jenze se bohuZzel
jmenuji iplné jinak. Genu FT odpovida
Hd3a (hd je odvozeno od heading date, &ili
doba kveteni ryze), genu CO zase gen Hd1.
Je-li den kratky, protein Hd1 aktivuje gen
Hd3a.

Jinou kratkodenni rostlinou, ktera dlou-
ho poutala zajem kvétnich biologd, je mer-
lik ¢erveny (Chenopodium rubrum). Za
ur¢itych podminek vykvéta jiz ve stafi péti
dnt, coZ umoziiuje provést mnoho poku-
st v kratké dobé. Zadné geny souvisejici

1 Merlik ¢erveny (Chenopodium rub-
rum) je vynikajici modelovou rostlinou
pro studium kveteni. Ma v3ak i dalsi
pozoruhodné vlastnosti, napf. odolnost
vici zasoleni. Na obrazku je zachycen
¢tyftydenni merlik ¢erveny rostouct

v koncentraci 0,15 M NaCl. Foto J. Kolaf
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3 Srovnani sekvenci aminokyselin FT
proteint krytosemennych rostlin. Mista,
do kterych byly navrZeny primery, jsou
vyznadena $ipkami. Orig. H. Storchova
4 Rostliny huseni¢ku rolniho (Arabido-
psis thaliana) s ft mutaci, do kterych byl
pfenesen gen FTL1 z merliku, jsou na
prvni pohled odligné od ft mutant, které
tento gen nemaji. Mutanty ft vytvareji
velké pfizemni rizice s mnoha listy,
velmi pozdé nasazuji kveteni. Naopak
transformované rostliny, u kterych je

ft mutace funkéné nahrazena genem
CrFTL1 z merliku, jsou drobné, s nékoli-
ka malo listy v razici. Kvetou asi o Sest
tydnt dfive neZ mateiska rostlina s ft
mutaci. Foto H. Storchové

s kvetenim u merliku v8ak popsany neby-
ly. Proto jsme se pfed péti lety na Ustavu
experimentalni botaniky AV CR rozhodli
nalézt homology centralni dvojice CO/FT
u merliku a prozkoumat, zda a jak ¥idi kve-
teni této nendpadné rostliny. Na pocatku
jsme celili zdsadni otdzce. M4 to vibec
smysl? Nenajdeme jen jinou variaci na
téma jiZ popsané u husenitku a ryze? Zad-
ny silny argument nesvédcil proti této
némitce. Snad jen jiné rastova forma mer-
liku a husenicku. Zatimco husenicek rol-
ni vytvari pfizemni listovou razici, ze kte-
ré vyrustd lodyha s kvétenstvim, rostliny
merliku ¢erveného jsou bohaté vétvené,
podobné kefikiim s mnoha lodyznimi lis-
ty a kvétenstvimi. Rovnéz schopnost vy-
kvést ve stadiu semenacku (kli¢ni rostliny
se dvéma déloznimi listky) je mezi rostli-
nami ojedinél4. Je tézké si pfedstavit, Ze by
se tak riznorodé Zivotni strategie spolé-
haly na stejna regulacni schémata. Doufa-
li jsme, Ze nalezneme néco nového.

Jak se hleda gen

Jak se pfi hledani novych genti u nepro-
zkoumanych druht rostlin postupuje?
Kdyz si uvédomime, Ze genom rostlin je
zcela bézné sloZen z desitek miliard nu-
kleotidti a primérny gen je dlouhy fadové
tisice nukleotidd, stojime pfed povéstnym
tkolem najit jehlu v kupce sena. Nastésti
ndm pomuze srovnani jiz znamych se-
kvenci DNA a proteint. Ve vefejné pii-
stupné databazi GenBank dostupné napf.
na adrese http://www.ncbi.nlm.nih.gov
vyhledame sekvence proteinu, o ktery
mame zajem, a to u druht co nejblize p¥i-
buznych nasi experimentalni rostling, tedy
merliku. Tady jsme méli trochu smilu,
protoZe ve vyvojové vétvi hvozdikotva-
rych (Caryophyllales), kam merlik pati,
nebyl charakterizovéan ani jeden FT pro-

ziva.avcr.cz

tein. Nezbyvalo neZ srovnat ryzi, husenicek
a topol (obr. 3). I mezi takto vzdalenymi
druhy jsme nasli oblasti podobnosti (na
obr. 3 jsou vyznaceny zluté). Mohli jsme
predpokladat, Ze stejné sekvencni motivy
se nachézeji i u merliku. Na jejich zédkla-
dé jsme navrhli dva primery, kratké oligo-
nukleotidy, zacilené do téchto evolu¢né
konzervovanych oblasti. Pak jsme jiZ moh-
li provést polymerazovou fetézovou reak-
ci (PCR, napft. Ziva 1999, 3: 101-104; 2007,
4:184-185) a amplifikovat (exponencialné
pomnozit) isek DNA mezi primery.
Zjistit sekvenci ziskaného fragmentu
DNA je dnes jiz rutinn{ zalezitost. Véc ma
v8ak jeden drobny hacek. I kdyz je vyskyt
napi. sledu aminokyselin LHWLVTDIP
(obr. 3) v zatim neznamém FT genu u mer-
liku velmi pravdépodobny, nemtiZzeme
z néj jednoznacéné odvodit sekvenci nu-
kleotidti. Geneticky kéd je totiz degenero-
vany. Tak napf. aminokyselinu glycin mo-
hou kddovat trojice (kodony) GGG, GGA,
GGC, GGT. ProtoZe zdména nukleotidu na
posledni pozici kodonu nevede ke zméné
aminokyseliny, neptisobi na tuto pozici
selekéni tlak a mutace jsou evoluci tole-
rovany. Sekvence nukleotidi odpovédné
za totozné oblasti proteint u p¥ibuznych
druhti se proto mohou lisit zhruba v kaz-
dém tfetim nukleotidu. V takovém pripadé
si pomédhame tzv. degenerovanymi pri-
mery. Jde vlastné o smés oligonukleotidi,
ktera obsahuje vSechny mozné varianty.
V uvedeném ptikladé aminokyseliny gly-
cinu ¢tvrtina smési obsahuje sekvenci
GGG, dalsi ¢tvrtina GGA atd. Predpokla-
dame, Ze alespoi néktery z oligonukleo-
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tida ,,se chyti“ a poslouzi k namnozeni hle-
daného tiseku DNA pomoci PCR. Nakonec
méme Stésti, ziskali jsme fragment DNA.
Z mofte se vynofila perla. Je v8ak prava?

Opét ndm pomiize bioinformaticka ana-
lyza nové preétené sekvence a porovnani
s jiZ zndmymi geny a proteiny. Je opravdu
stuperi podobnosti dostate¢ny k tomu,
aby tato sekvence mohla k6dovat homolog
genu FT? Nese informaci pro spravné ami-
nokyseliny v klicovych pozicich hypote-
tické bilkoviny? Rozhodnuti nebyva jed-
noduché. Pokud si nejsme jisti, je nejlépe
v8e opakovat od zac¢atku, navrhnout nové
primery. Nejsme totiz zdaleka u konce
cesty — i v pfipadé uspéchu jsme ziskali
jen castecénou sekvenci hledaného genu.
Jeho tuplna kédujici sekvence je uréena
sledem nukleotidti mezi tzv. start kodo-
nem (ATG) nesoucim informaci pro prvni
aminokyselinu proteinu a stop kodonem
(TAA), ktery nekdduje zddnou amino-
kyselinu a je signalem pro ukond&eni syn-
tézy proteinu na matrici mRNA. Fragment
DNA, ktery jsme pomnozili a osekvenova-
li, pochazi zpravidla odnékud zprostied-
ka genu. Také je z technickych davodu
mnohem krat$i nez diplna kédujici se-
kvence hledaného genu. Kdyz jsme usou-
dili, Ze jsme nasli tu pravou sekvenci — ¢ast
genu FT z merliku — mohli jsme pokraco-
vat fadou pomérné pracnych pokusi ve-
doucich k urceni uplné sekvence tohoto
genu. Nase hledani trvalo rok a pil. Na
jeho konci staly dplné kédujici sekvence
dvou homologi FT z merliku ¢erveného.
Ctenaf je mtiZe najit v GenBank pod &isly
EU128013 a EF445636.
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Biologie a pocitace

Vys$e uvedeny podrobny popis postupu,
jak najit novy gen, velmi dobte ilustruje
zakladni sméfovani soucasné molekularni
je z laboratofe k pocitac¢i. Dukladné ana-
lyza vSech dostupnych sekvenci a infor-
maci o jejich vyznamu, tj. 0o mozné funkci
jednotlivych aminokyselin, o ¢etnosti vy-
uzivani kodonti pro stejnou aminokyse-
linu v rtznych druzich, o roli kratkych
regula¢nich oblasti, to v8e snizuje ndklady
na opakovani laboratornich pokusti. Stale
vice plati — dvakrat méf a jednou fez.
Neboli prohledej internet dtikladné radéji
tfikrat nez jednou, a teprve potom navrh-
ni primer. Z tohoto hlediska musime kon-
statovat, Ze dne$ni $kolni mladeZ je pfi-
pravena vstoupit do éry biotechnologii
mozna lépe, nez si ucitelé pripoustsji.
Skola by méla zajmu déti o poditace vy-
uzit. (A zahrani¢ni uéebnice genetiky jsou
plné rozmanitych pfikladd). Pokrodilejsi
studenti mohou stahovat sekvence rtz-
nych zajimavych gent a srovnéavat je po-
moci volné dostupnych programi, jako je
napf. BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu
/BioEdit/bioedit.html). Zakladni znalosti
bioinformatiky se vzhledem k rozmachu
biomediciny budou hodit nejen budoucim
badateltim, ale napft. i lékatam.

Genové rodiny

Vratme se vSak zpét k merliku a nové nale-
zenym gentm. Jejich sekvence naznaco-
vala blizkou p¥ibuznost FT gentm jinych
rostlin. Vystupuji v§ak skute¢né v roli flo-
rigenu i u merliku? Vyroky o funkci genti
musime u rostlin vazit velmi opatrné. Vét-
$ina genti ma totiz nékde v genomu své
pfibuzné s podobnou sekvenci, ale s odlis-
nou funkci. Nékteré genové rodiny maji tii
¢leny, jiné tfeba sto. Vznikly pravdépo-
dobné cestou duplikace at jiz malé ¢ésti
anebo celého genomu. Polyploidizace, kte-
ra vede ke znasobeni kompletnich geno-
vych sadek, je u rostlin velmi casta. Také
gen FT u husenicku md své sourozence.
Dokonce se tak jmenuji —napf. TSF (TWIN
SISTER OF FT), MFT (MOTHER OF FT)
a BFT (BROTHER OF FT). Jejich funkce
je dosud objasnéna jen mélo. U sestficky
(TSF) se prokazalo, ze muze za jistych
okolnosti gen FT ¢astetné nahradit. Mo-
hli bychom ji tedy pfipodobnit ke dvojce-
ti spise dvojvaje¢nému nez jednovajecné-
mu. P¥i patran{ v genomu neprozkoumané
rostliny ndm zatim ani nejdokonale;jsi po-
¢itaGova analyza nezaruci, Ze jsme nalezli
ten pravy homolog FT a ne jeho pfibuz-
ného. O funkci genu musime podat ne-
zvratny dtkaz.

Kli¢ovy dukaz

V ¢em spociva? Mame dvé moznosti, jak
postupovat. Za prvé, miZzeme v nasi rost-
ling studovany gen ,,vypnout“. Pak sledu-
jeme, zda kveteni probih4 stejné u ,,vy-
pnutych® a kontrolnich rostlin. Pokud
zpozorujeme vyrazné opozdéni kveteni
u,,vypnutych® rostlin, prokaZzeme tim funk-
ci naseho genu jakoZto induktoru kveteni.
Druhou moznosti je pfenést sledovany gen
do rostliny, kterd ma mutaci v genu, o némz
pfedpokladame, Ze je s nasim genem
funkéné totozny. V nasem piipadé jde
o pfenos do husenicku nesouciho mutaci
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v genu FT a velmi pozdé kvetouciho.
(Pozn.: MoZna pozorného ¢tenafe napad-
ne, jak je mozné, Ze nakonec prece jen vy-
kvete, kdyZ nema florigen. Velmi dobry po-
stfeh, ale zatim presné nevime.) Dojde-li
u rostlin transformovanych nasim genem
k vymizeni efektu mutace a ¢asnému
kveteni, je zfejmé, Ze nas gen funkéné na-
hradil ptvodni mutovany gen. Bohuzel,
pokud k napravé (komplementaci) mutace
nedojde, nefekne ndm tento typ pokusu
vibec nic. Je totiz moZné, %e sice méame
ten pravy gen s funkci florigenu, avsak roz-
dilnost obou rostlinnych druht je tak vel-
k4, ze znemozriuje spravné fungovani vne-
seného genu. U druhi fylogeneticky tak
vzdalenych, jako je merlik a husenicek, je
tato moznost velmi pravdépodobna.

Logicka ivaha nas tedy odkazuje k prv-
nimu typu pokusu. Avsak ,,vypnout* jaky-
koli gen u merliku nen{ zatim viibec snad-
né. Mizeme pouzit univerzalni metodu
RNA interference a umlcet expresi cilo-
vého genu pomoci specifické dvoutetéz-
cové RNA. K tomu potiebujeme vnést do
merliku p¥isludny genovy konstrukt. Jisté
je to mozné, ale zatim merlik transformo-
vat neumime. Nezbylo ndm nic jiného, nez
se pokusit merlikovymi geny FT napravit
ft mutaci u husenic¢ku rolntho a doufat ve
§tésti. Obr. 4 ukazuje, Ze se pokus zdafil!
Nékteré semendcky nesouci merlikovy
gen FTL1 dokonce vykvétaly jiz ve stari
péti dnti, sotvaze rozvily dva pravé listky.
Nemély ale pak silu vytvorit Sesule byt jen
s jedinym seminkem a zahynuly bez po-
tomkd. Takto jsme ztratili polovinu trans-
formovanych lini{, nicméné ty, co prezily,
potvrdily funkci merlikového genu FTL1
jako induktoru kveteni.

Piekvapeni nakonec

Po ¢tyfech letech pilného snazeni jsme se
dostali k tomu nejpodstatnéjsimu. Jestlize
jsou FT geny merliku a husenicku tak po-
dobné, Ze se funkéné zastupuji, mizeme
vibec ocekédvat néjaké zvlastnosti v re-
gulaci genu FT u merliku? Jak viibec fun-
guje vztah tstfedni dvojice COa FT u této
plevelné rostliny? Abychom mohli odpo-
védét, museli jsme nejprve najit merliko-
vé homology CO. Poté jsme procetli zpra-
vy o studiich kveteni merliku ze 60. a 70.
let a naplanovali pokusy. Vystavili jsme
pétidenni semenacky rtizné dlouhé noci,
stalému svétlu ¢&i trvalé tmé. Vzdy jsme sle-
dovali, zda rostlinky posléze vykvetou ¢i
nikoli. Jednoznaéné jsme potvrdili starsi
zavéry, Ze pro indukci kveteni u merliku
¢erveného postaci pusobit jedinou induk-
tivni periodou tmy o délce 12 hodin.
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5 Prtubéh exprese gent FTL1 a COL1
u merliku ¢erveného (Chenopodium
rubrum) béhem t¥{ dnti. Den a noc jsou
znazornény bilymi nebo ¢ernymi obdél-
niky. Orig. D. Chab

V nékolikahodinovych intervalech jsme
odebirali vzorky pro extrakci celkové RNA.
V nich jsme métili mnozstvi mRNA odpo-
vidajici gentim FTL1 a CO. Pribgh exprese
obou genti pii stiiddni dne a noci o délce
12 hodin, tedy za podminek navozujicich
kveteni, je zndzornén na obr. 5. Na prvni
pohled je zfejmé, Ze maximum exprese jed-
noho z gent odpovidd minimu exprese
genu druhého. U huseni¢ku a ryze je za
induktivnich podminek maximum exprese
FT posunuto jen kousek za maximum ex-
prese CO. Nami zméfeny pribéh exprese
obou genti naznacuje spise negativni vliv
proteinu CO na expresi FT.

A jesté jedna okolnost je pozoruhodna.
Ve vsech pokusech jsme za svétla namétili
velmi nizké hodnoty mRNA pro gen CO.
Svétlo zfejmé u merliku inhibuje transkrip-
ci tohoto genu. Takto neptsobi na zadny
z dosud popsanych gent CO. Radostné-
mu pok¥iku a malovani novych schémat
kveteni v8ak zatim brani nedokoncené
experimenty s pfenosem gentt CO z mer-
liku do co mutant huseni¢ku. Dosud si
nejsme jisti, zda jsme opravdu nalezli
funkéni homology CO gent a ne jejich
nevlastni bratficky. Rodina CO gent je
totiz jesté rozvétvensjsi a kosatéjsi nez
rodina gent FT. Pokusy letos dokoné¢ime
a doufame, Ze ve studiu kveteni merliku
¢erveného budeme moci pokracovat. Ten-
to zajimavy druh rozhodné stoji za dalsi
zkoumdéni. Navic je blizkym p¥ibuznym
merliku ¢ilského (Ch. quinoa), plodiné ji-
hoamerickych And, ktera umoznila roz-
kvét ¥i8e Inkd a nyni je nadéjnou plodinou
pro zasolené polopoustni oblasti na celém
svété. Poznatky o regulaci kveteni merliku
majf proto také velkou praktickou hodnotu.

Studium vyvojové biologie rostlin na
molekuldrni Grovni je velmi pfitazlivou
disciplinou se zfejmym dopadem na ze-
médalstvi. Laboratofe Ustavu experimen-
talni botaniky AV CR, v. v. i., jsou otev¥e-
ny nové generaci studentd se zdjmem
o tento krasny obor. Mohou u nés pracovat
na magisterskych i doktorandskych téma-
tech. Clanek vychazi z vysledkd ziskanych
Davidem Chébem v ramci jeho postgra-
duélniho studia.

Studium genetickych zdkladi kvetenf
u merliku ¢erveného bylo podpotfeno gran-
tem Grantové agentury CR 522/05/300.
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