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Abstrakt

Malé RNA (sRNA) jsou zpravidla definovany jako 21-24 nukleotidi dlouhé molekuly RNA
s regulacni funkci, které spadaji do kategorie nekddujicich RNA. Obvykle vznikaji jako odpovéd
na pfitomnost dvouvldknovych molekul RNA v buiikdch a umoziuji uml¢ovani komplementarnich
sekvenci na transkripéni a posttranskripcni urovni. Jejich role spociva nejen v obrané proti cizorodym
nukleovym kyselinam, ale predev§im v regulaci vlastnich genti. Typickymi cilovymi molekulami
rostlinnych sRNA jsou transponovatelné elementy ¢i transkripéni faktory podilejici se na fizeni
prechodti mezi jednotlivymi vyvojovymi fazemi, naptiklad na zahajeni reprodukéniho vyvoje. Cilem
této prace je shrnuti jednotlivych funkénich roli malych RNA pfi regulaci generativni faze, vzniku
sami¢iho a samc¢iho gametofytu a zplsobu ochrany pied transpozici v nasledujicich generacich.
Endogenni i exogenni SRNA jsou rostlinami hojné vyuzivany, nebot’ poskytuji okamzitou a pfimou
odpovéd’ organismu na rychle se ménici podminky prostiedi, a nepochybné tak patii mezi klicové

faktory ptispivajici k jejich fenotypové plasticité.

Klicova slova: vyvoj rostlin, generativni faze, rozmnozovani rostlin, nekodujici RNA, miRNA,

kveteni, kvét, gametofyt

Abstract

Small RNAs (sRNA) are broadly defined as regulatory molecules of 21-24 nucleotides in
length which belong to the class of noncoding RNAs. They usually originate in response to the
presence of double-stranded RNA in the cells and facilitate transcriptional and posttranscriptional gene
silencing of complementary sequences. Their role lies not only in defence against exogenous nucleic
acids, but primarily in the regulation of endogenous genes. Typical target molecules of plant SRNA are
transposable elements and genes encoding the transcription factors involved in the control of key
developmental transitions like the initiation of the reproductive phase and the regulation of its
progress. The aim of this thesis is a summary of functional roles of individual small RNA in plant
reproductive development, with focus to the female and male gametophytes and in the protection
against the transition of transposable elements to following generations. Both endogenous and
exogenous SRNA are amply utilized in plants, because they provide an immediate and direct response
of the organism to rapidly changing conditions, and thus undoubtedly belong to the key factors which
contribute to their phenotypic plasticity.

Key words: plant development, plant reproduction, generative phase, non-coding RNA, miRNA,

flowering, flower, gametophyte
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1. Uvod

Mechanismus umlcovani gend pomoci malych RNA neboli RNA interference je
eukaryotickymi organismy hojné vyuzivan. S drobnymi modifikacemi byl popsan u rostlin, zivo€ichti i
hub. Klicovym objevem v této oblasti byl popis kosuprese u petinii (Petunia hybrida) v roce 1990.
Pivodni snaha vyvolat nadmérnou expresi genu pro chalkon syntazu (CHS) a tim ziskat vyrazngji
pigmentované kvéty, pfinesla neocekavany vysledek. Petunie nesouci transgenni CHS vykazovaly
zcela opacnou tendenci — jejich kvéty byly bud’ zcela bilé, nebo se na nich objevily bilé oblasti
vytvarejici rozmanité vzory na temné fialovém pozadi (Napoli et al., 1990). Jakym mechanismem
k tomuto jevu muze dochazet, vSak bylo odhaleno az vroce 1998 u hadatka obecného
(Caenorhabditis elegans). Na zakladé komplementarity bazi parovala cizorodd RNA s mRNA
endogenniho plivodu, coZ mélo za nasledek snizeni exprese dané mRNA (Fire et al., 1998). O rok
(Hamilton and Baulcombe, 1999).

Rostliny jakozto pfisedlé organismy nemaji v piipad€é nepfiznivych podminek moznost
uniknout ze svého stanoviste, a proto jsou nuceny se na dané podminky rychle adaptovat. Malé RNA
predstavuji velmi u¢inny prostfedek regulace, pomoci kterého mlize byt genova exprese okamzité
modulovéana pfi odpovédi na zmény prostfedi a v pfitomnosti biotickych ¢i abiotickych stresovych

faktord, coz vede k aktivaci ptislusSnych obrannych mechanismii.

2. Biogeneze sRNA

Malé RNA mohou byt odvozeny z endogennich i exogennich sekvenci. Endogenni sRNA
pochazi z kodujicich i nekddujicich oblasti piepisovanych nejcastéji DNA dependentni RNA
polymerazou II (Pol II). U tfidy hetsiRNA (angl. heterochromatic small interfering RNA) u rostlin se
nicméné na transkripci podili dalsi dvé pribuzné DNA dependentni RNA polymerazy — Pol IV a Pol V
(Herr et al., 2005; Kanno et al., 2005; Lee et al., 2004; Onodera et al., 2005). Vznikly transkript bud’
rovnou zaujimd vlasenkovou strukturu (typicky miRNA, angl. micro RNA), paruje s jinym
komplementarnim transkriptem (nat-siRNA, angl. natural antisense siRNA) nebo je do podoby
dvouvlaknové RNA prepsan nékterou z RNA dependentnich RNA polymeraz (RDR). V piipadé
exogennich sRNA dochéazi k tvorbé dvouvlaknovych RNA (dsRNA) opét Cinnosti RDR nebo
pfi virové replikaci v napadenych buiikdch (Baulcombe, 2004; Borsani et al., 2005; Dalmay et al.,
2000; Reinhart et al., 2002). Dvouvlaknova molekula RNA je dale rozstépena proteinem DCL
(DICER-like) na krat$i segmenty, opatfena stabilizacni metylaci a vlozena do proteinu AGO
(ARGONAUT) (Bernstein et al., 2001; Schauer et al., 2002; Song et al., 2003, 2004; Yu et al., 2005).
Ten krom¢ vybraného vldkna malé RNA vaze také molekulu, ktera je k nému komplementarni, a
umoziuje tak jeji naslednou regulaci (Song et al., 2003, 2004). Biogeneze malych RNA se ucastni i

fada dalSich proteint vazajicich jednovlaknovou ¢i dvouvlaknovou RNA, remodelujicich chromatin,



stabiliza¢nich ¢i Gi€astnicich se transportu mezi jadrem a cytoplazmou. Tyto proteiny vSak jiz byvaji

specifické pro danou tfidu malych RNA.

2.1. DICER-like

Clenové rodiny proteinti DICER-like s endoribonukleazovou aktivitou $tépi dvouvliknové
RNA ¢i vlasenkové struktury na mensi, 21-24 nt dlouhé duplexy (Bernstein et al., 2001; Schauer et al.,
2002). Proteiny DICER-like jsou homologické s proteinem DICER, ktery je pfitomny u vétSiny
ostatnich eukaryot, ale zatimco DICER se u zivoCichli nachdzi pouze v jedné, piipadné¢ ve dvou
kopiich, rostlinny genom koéduje nejméné ctyti paralogy — DCL1, DCL2, DCL3 a DCL4 (Margis et
al., 2006; Mukherjee et al., 2013). Pfitomnost ¢tyf proteini DCL je typickd také pro modelovy
organismus huseniéek rolni (Arabidopsis thaliana), nicméné u nekterych zastupct jednodéloznych
rostlin bylo dokonce objeveno az Sest genti kodujicich tento protein (Margis et al., 2006).

Vsechny c¢tyfi enzymy DCL se vyskytuji jak u jednod€loznych, tak u dvoudé€loznych rostlin,
nekteré DCL lze nalézt dokonce u mechi a vranecki, tudiz k jejich vzniku doslo zfejmée jiz velmi brzy
v evoluci rostlin. Proteiny DCL jsou rostlin€ specifické, DICER se tedy patrné vyvijel u rostlin a
zivocichii nezavisle (Mukherjee et al., 2013). Jednotlivé DCL se mezi sebou lisi typem a délkou
malych RNA, které produkuji, svoji afinitou k dvouvldknové RNA, odlisnou specifitou vici jejimu
5" a 3" konci a zavislosti na ATP (Nagano et al., 2014; Parent et al., 2015). Vétsina proteini DCL je
vSak funkéné redundantni, coz ale neplati pro DCL1 (Gasciolli et al., 2005; Schauer et al., 2002).
Vyskyt téchto nukledz je vazan na jadro. Protein DCL1 se spole¢né s dal§imi enzymy biogeneze
miRNA nachéazi ve specialnich jadernych kompartmentech, tzv. D-téliskach (angl. dicing bodies)
(Fang and Spector, 2007).

Klicovym enzymem v produkci 21 nt dlouhych miRNA z vlasenkovych prekurzort je DCL1
(Kurihara and Watanabe, 2004; Reinhart et al., 2002). Kompletni ztrata funkce tohoto proteinu je
dokonce embryonalné letalni (Schauer et al., 2002), ostatni DCL jej tedy nejsou schopny funkéné
zastoupit. Naopak u trojitych mutantt dcl2/dcl3/dcl4 je samotny DCL1 zcela dostadujici pro produkci
miRNA. Kromé své primarni role v tvorbé miRNA se také podili na vzniku sSRNA z endogennich
invertovanych repetic (Henderson et al., 2006). Enzym DCL?2 se ucastni produkce nat-siRNA (Borsani
et al., 2005) a také 22nt siRNA odvozenych z virovych nukleovych kyselin (Deleris et al., 2006).
Funkce DCL3 spociva ve tvorbé 24nt siRNA z dvouvlaknové RNA vzniklé ¢innosti RNA dependentni
RNA polymerazy 2 (RDR2). Tyto siRNA poté zprostiedkovavaji RNA fizenou metylaci DNA (RNA-
directed DNA methylation, RADM) cilovych molekul, zejména transponovatelnych elementt a jinych
repetitivnich sekvenci, coz vede k jejich transkripénimu umlcovani (Herr et al., 2005; Xie et al., 2004).
Dalsi homolog, DCLA4, produkuje 21nt siRNA odvozené z genomu virti a transgenti a hraje tedy
dalezitou roli v obrané proti virové infekci a cizorodé DNA (Bouché et al., 2006; Deleris et al., 2006;
Parent et al., 2015). Pokud je rostlina napadena virem a zaroven u ni dojde k naruseni funkce DCLA4,

dokaze jej zastoupit DCL2 produkujici 22nt siRNA s antivirovou aktivitou (Deleris et al., 2006).
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Pfi nadmérné produkci vloZeného transgenu v rostlinach dc/4 dochazi k jeho vysSimu umlcovani nez
u kontrolnich rostlin. Jednim z moznych vysvétleni je vyssi afinita DCL4 ke dvouvlaknové RNA,
¢imz brani vazbé proteinu DCL2 (Parent et al., 2015). Podobné je DCL4 schopen nahradit poskozeny
DCL3 a produkovat 21 nt dlouhé siRNA zavislé na ¢innosti RDR2 (Gasciolli et al., 2005). Protein
DCL4 se stejné jako DCL1 a DCL3 podili na zpracovavani endogennich RNA, konkrétné 21 nt
dlouhych tasiRNA zavislych na aktivit¢ RNA dependentni RNA polymerdzy 6, RDR6 (Gasciolli et al.,
2005).

2.2. ARGONAUT

Protein ARGONAUT navazuje na aktivitu enzymu DCL. Vyskytuje se nejen v cytoplazmé,
ale také v jadre, kde mlze byt soucasti Cajalovych télisek (Li et al., 2006; Sen and Blau, 2005).
Jakmile ¢innosti DCL vznikne dvouvlaknova molekula sSRNA, jedno vlakno z tohoto duplexu (tzv.
guide strand neboli vedouci vldkno) je vybrano proteinem AGO, zatimco druhé vlakno (passenger
strand) je uvolnéno a ziejmeé degradovano (Eamens et al., 2009; Iki et al., 2010; Khvorova et al., 2003;
Rand et al., 2005; Schwarz et al., 2003). Ulohou AGO neni pouze vazba vldkna, ale i vyhledani
molekuly RNA, kterd je k nému komplementérni, zprostfedkovani jejich vzajemné vazby a nasledné
Stépeni cilové molekuly. Vldkno malé RNA a na ni navdzany protein AGO dohromady vytvari
tzv. RISC komplex (RNA-induced silencing complex) (Song et al., 2003, 2004). Genom husenicku
koduje 10 homolognich proteintt AGO, které se dale déli do tfi skupin na zékladé své fylogenetické
podobnosti (Morel et al.,, 2002; Vaucheret, 2008). Uryze (Oryza sativa) existuje dokonce
18 homologt tohoto proteinu.

Pro vSech 10 proteintt AGO je charakteristicka ptitomnost ¢ty domén — domény na aminovém
(N-) konci, domény PAZ v centralni casti a domén MID a PIWI na karboxylovém (C-) konci
aminokyselinového fetézce. Doména na aminovém konci slouzi k separaci SRNA od mRNA, doména
PAZ je schopna rozpoznat piesah dvou nukleotidl na 3" konci sSRNA a doména MID rozeznava malé
RNA podle jejich 5 konce. Katalytické misto proteini AGO se nachazi v doméné PIWI, jez svou
¢innosti  §tépi  cilovou molekulu RNA. Samotna katalytickd funkce je obecné zajisténa
aminokyselinovym motivem DEDH nebo motivem DEDD u AGO2 a AGO3 (Singh et al., 2015; Song
et al., 2004).

Specificita rostlinnych proteini AGO obvykle neni vazana na konkrétni typ malé RNA, jeji
velikost ¢i zplsob biogeneze, ale piedevsim na charakter nukleotidu na 5 konci vybraného vlakna.
Nicméné toto pravidlo 5” konce neni zcela univerzalni, protoze nékteré proteiny AGO rozeznavaji své
substraty také na zakladé jejich sekundarni struktury, vazebnych faktorii a koexprese vSech komponent

(Mi et al., 2008).



2.2.1.Ttida 1

Do ttidy I 1ze zatadit proteiny AGO1, AGOS5 a AGO10, pfic¢emz nejprozkoumanéj$Sim z nich
ostatni ¢lenové rodiny ARGONAUT jej nejsou schopni funkéné nahradit (Bohmert et al., 1998).
Protein AGO1 je hlavnim efektorem miRNA, nicméné dokaze asociovat i s tasiRNA (angl. trans-
acting siRNA), siRNA odvozenymi z transgent a podili se také na odstrafiovani virové RNA (Qu et
al., 2008). Ptesto, Ze jsou miRNA primarn¢ vazany AGOI, existuji vyjimky. Enzym AGO10 vaze
miR166/165 s mnohem vyssi afinitou nezli AGO1. Funkce komplexu AGO10-miR166/165 spociva
v udrzovani identity stonkového apikalniho meristému (SAM). Cilovou molekulou miR166/165 jsou
transkripéni faktory HD-ZIP III podilejici se pravé na jeho vyvoji. Ulohou AGO10 je vyvazat miRNA,
aby nebyly pfistupné pro vazbu AGO1 a komplex AGO1-miR166/165 nemohl potla¢ovat expresi
téchto transkripénich faktorii. Protein AGO10 tedy funguje jako pozitivni regulator HD-ZIP III a je
nejbliz§im paralogem AGO1, avsak co se tyce identity SAM, nejsou tyto enzymy redundantni (Zhu et
al., 2011). Ve sporofytickych pletivech priléhajicich k sami¢imu gametofytu se specificky vyskytuje
AGOS s klicovou tlohou v megagametogenezi (Tucker et al., 2012).

2.2.2.Trida I

Do tfidy II spadaji proteiny AGO2, AGO3 a AGO7. Protein AGO7 se podili na vzniku
tasiRNA. Specificky vaZze miR390 a spousti tak produkci tasiRNA z transkripti 7453, které se ucastni
auxinové signalizace (Montgomery et al., 2008). Mezi nejmén¢ prozkoumané homology patii AGO2 a
AGO3. Navzijem jsou si velmi podobné, ale vyrazné se 1isi od ostatnich proteini AGO strukturou
svoji katalytické domény. U AGO2 byla prokdzana nejen schopnost asociace s miRNA, ale i role
v obran¢ proti virim ¢i bakteriim (Harvey et al., 2011; Zhang et al., 2011). Také se podili na opravach
DNA — véaze 21nt diRNA, jejichZ vznik je vyvolan dvouvldknovymi zlomy. Spolecné ziejmé spousti
aktivaci rtiznych repara¢nich mechanismti (Wei et al., 2012). Uloha AGO3 byla objasnéna teprve
nedavno. I pfes vysokou sekvencni podobnost s AGO2 neni AGO3 schopen zastoupit jeho funkci
pii virové infekci. Protein AGO3 vaze zejména 24 nt dlouhé sRNA pochazejici z oblasti s ¢astym
vyskytem metylaci (pericentromerické oblasti, transponovatelné elementy (TE)), ¢imZz se podoba
AGO4. Jeho exprese byva za béznych podminek pomérné nizka, ale je indukovana zvySenou salinitou.
Moznou funkci AGO3 tedy muze byt stimulace epigenetickych zmén pii stresové reakcei, naptiklad

v dusledku zvySeného zasoleni (Zhang et al., 2016).

2.2.3.Trida II1

Do tridy III patii celkem Ctyfi proteiny AGO — AGO4, AGO6, AGO8 a AGO9. Role AGO4 i
AGO6 spociva v RNA fizené metylaci DNA, jejimz spousSté¢em jsou siRNA vzniklé
z transponovatelnych elementti a repetitivnich sekvenci. U AGO4 se vSak jedna zejména o vazbu

24nt siRNA zavislych na Pol IV a RDR2, zatimco AGO6 vaze siRNA o délce 21-22 nukleotidii
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vznikajici ¢innosti RDR6. Protein AGO6 se specificky vyskytuje v mladych kvétnich meristémech a
zajistuje umlceni TE pied tim, nez dojde k vyvoji reprodukénich organti a gametogenezi (McCue et
al., 2015; Zilberman et al., 2003, 2004).

Protein AGO9 je podobné jako AGOS5 kliCovym faktorem pii pfrechodu z vegetativni
do generativni faze. K jeho expresi dochdzi v somatickych buiikach pras$nikti i vajicek. V téchto
mistech, ale také piimo v gametach se podili na uml€ovani transpozonii pomoci 24nt siRNA. Jeho
dalsi funkci je zajistit, aby se z matetfské bunky megaspory vyvinula pouze jedna funkcni gameta
(Olmedo-Monfil et al., 2010). Funkce AGOS zatim nebyla dostatecné prostudovana. Jeho exprese je

velmi nizka a ziejmée se jedna o pseudogen (Vaucheret, 2008).

2.3. Modifikace sRNA

Malé RNA mohou v prub¢hu své biogeneze podstupovat rizné typy Uprav. Jejich tlohou je
udrzovani homeostazy sRNA, tedy rovnovahy mezi jejich tvorbou a degradaci, kterd je nezbytna
stabilizace vlaken, jejich ochrana pfed uridylaci a naslednou degradaci. Katalyzuje ji metyltransferaza
HEN1 (HUA ENHANCER 1) na skupin€ 2" OH ribdzy posledniho nukleotidu 3" konce sRNA (Yu et
al., 2005). Dojde-li k mutaci vtomto proteinu, dochazi bud’ k tGplnému vymizeni odpovidajicich
sRNA, anebo k vyraznému snizeni jejich hladiny (Li et al., 2005).

Degradace molekul RNA obsahujicich na 3" konci fetézec polyU je u eukaryotnich organismi
roz$itenym fenoménem. Za uridylaci RNA je u rostlin zodpovédna nukleotidyltransferdza HESO1
(HEN1 SUPPRESSOR 1), ktera ptidava uracil na 3" konec molekuly a smétuje ji k degradaci. Funkéni
vyfazeni tohoto enzymu zpasobuje potlaceni fenotypovych projevii mutace senl. Piislusna sRNA tak
nemuze plnit svoji Glohu, tj. umlcovat ¢i $tépit komplementarni RNA. Enzym HESOI1 je schopny
pfidavat na 3" konec vlakna i ostatni nukleotidy, ale vykazuje vyraznou preferenci pro UTP. Jeho
¢innost je zcela inhibovana aktivitou HEN1, tudiz k uridylaci dochazi pouze u nemetylovanych sRNA
(Ren et al., 2012; Zhao et al., 2012). Uridylaci typicky pfedchazi zkracovani sSRNA (Zhai et al., 2013).
Predpoklada se, ze HESOI1 je zodpovédny pouze za uridylaci a vlastni degradace je zfejmé
zprostiedkovana dal§im, zatim nezndmym enzymem.

Podobnou funkci jako HESO1 ma také uridylyltransferaza URT1 (UTP:RNA
URIDYLYLTRANSFERASE 1). Ob¢ terminalni nukleotidyl transferdzy vS$ak maji rtznou
substratovou specifitu vici koncovému nukleotidu. Odlisna je také jejich ti€innost — monouridylaci
zajistuje prevazné enzym URTI, zatimco HESOI je zodpovédny predev§im za oligouridylaci.
Monouridylované produkty URT1 mohou byt vyuZity jako substrat pro dalsi uridylaci HESO1 (Tu et
al., 2015). Zkraceni 3" konce pted uridylaci zpisobuji exonukleazy SDN1 a SDN2 (SMALL RNA
DEGRADING NUCLEASE 1, SMALL RNA DEGRADING NUCLEASE 2). Jedna se o enzymy
Stépici vyhradné jednovlaknové molekuly miRNA od 3" k 5" konci (Ramachandran and Chen, 2008;
Yu et al., 2017; Zhai et al., 2013).



U vétSiny vySe popsanych enzymi byla prokdzana schopnost asociace s dalSimi proteiny
ucastnicimi se biogeneze malych RNA (napi. s AGO1 ¢i DCL1) do vétSich komplexil, coz ziejmé
napomaha stabilizaci v§ech pfitomnych molekul (Baranauské et al., 2015; Tu et al., 2015; Wang et al.,

2015; Zhai et al., 2013).

2.4. RNA dependentni RNA polymerazy

Zatimco miRNA vznikaji z vlasenkovych prekurzori, siRNA jsou tvofeny z dvouvlaknovych
molekul RNA. Jejich tvorbu obstarava rodina RNA dependentnich RNA polymeraz, které jsou
schopné produkovat komplementarni vlakno k jednovlaknovému templatu. Je tak zajiSténa
amplifikace nejen virovych siRNA ¢i siRNA vznikajicich z transgend, ale i endogennich siRNA
podilejicich se predev§sim na tvorbé heterochromatinu pomoci mechanismu RdDM. Neékteré malé
RNA vznikajici touto cestou pravdépodobné pochazi také z oblasti intrond (Qin et al., 2015). Virové
dsRNA mohou vznikat bud’ ¢innosti polymerazy kédované pfimo virem, nebo vyuZzivaji hostitelské
RDR. Polymerazy rodiny RDR produkuji komplementarni vldkna za pomoci ocka nebo de novo.
Jako ocko muze slouzit funkéni hydroxylova skupina na 3° konci aberantni mRNA, ktera neni
opatiena polyA a zaujima vlasenkovou strukturu (Devert et al., 2015). Polymeraza RDR6 dokaze jako
templat vyuzivat i jednovldknovou DNA (Curaba and Chen, 2008).

U husenicku bylo popsano celkem 6 riznych RNA dependentnich RNA polymeraz
spadajicich do dvou odlisnych tfid — RDRa a RDRy. Do tfidy RDRa jsou fazeny RDR1, RDR2 a
RDR6, do tiidy RDRy pak RDR3, RDR4 a RDRS, jejichz funkce zatim nebyla prozkoumana.
S polymerazami tfidy RDRa se lze setkat nejen u husenicku (Arabidopsis thaliana), ale také u ryze
(Oryza sativa), topolu (Populus trichocarpa) a s ortologem RDR6 dokonce jiz umechu ¢epenky
odstalé (Physcomitrella patens), jedna se tedy o evolu¢né velmi konzervované enzymy. Zastupci tieti
ttidy RDRJ u rostlin chybi a je mozné je nalézt pouze u zivoc¢ichl a hub (Zong et al., 2009).

Nejzajimavéjsi a nejlépe prostudovany je protein RDR6 — ucastni se produkce hned nékolika
ruznych typt sSRNA (vsiRNA, sRNA vzniklych z transgentl, nat-siRNA, tasiRNA apod.) a reguluje
nejvetsi mnozstvi funkei v rostlinném organismu ze vs§ech RDR (Willmann et al., 2011). Poprvé byla
jeho funkce popséna pravé v souvislosti s posttranskripcnim uml¢ovanim geni (post-transcriptional
gene silencing, PTGS) indukovanym virovou infekci. Rostliny defektni v genu rdr6 byly nachylnéjsi
k virové infekci a nebyly schopné posttranskripéniho uml€ovani bud’ viibec, nebo toto bylo alespoil
vyrazné potlaceno. Tato studie také potvrdila pfimou souvislost mezi PTGS a obranou proti virové
infekci (Mourrain et al., 2000).

Polymeraza RDR2 uzce spolupracuje s DNA dependentni RNA polymerazou IV; spole¢né se
ucastni  tvorby malych RNA zoblasti snizkou transkripcni aktivitou (hetsiRNA).
Tyto heterochromatinové useky jsou nejprve piepisovany pomoci RNA polymerazy IV do podoby
jednovlaknové RNA a poté se stavaji substratem pro RDR2. Za ucasti DCL3 néasledné dochazi
ke vzniku pfislusnych hetsiRNA o délce 24 nt, které mohou byt vazany riznymi typy proteini AGO a
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vyvoléavat tvorbu heterochromatinu ¢i modifikaci histon mechanismem RdDM (Blevins et al., 2015;
Daxinger et al., 2009; Haag et al., 2012; Xie et al., 2004). Pravé RDR2 je u rostlin jednim z kli¢ovych
enzymt, protoze hetsiRNA u nich predstavuji nejhojnéji zastoupenou tfidu. U jedincl nesoucich
mutaci rdr2 tak dochazi ke ztrat¢ vSech siRNA odvozenych =z repetitivnich sekvenci a
transponovatelnych elementt (Kasschau et al., 2007).

Z rodiny RDRa je nejméné prozkoumany protein RDR1, ktery se ucastni produkce virovych
siRNA (virus-derived siRNA, vsiRNA). U husenicku napadeného virem okurkové mozaiky
(Cucumber mosaic virus, CMV) dochazi ke zvysené syntéze kyseliny salicylové, ktera aktivuje
¢innost RDR1, a tim i produkci vsiRNA, které jsou schopné virus umlcet. Polymeraza RDR1 tedy
pravdépodobné hraje vyznamnou roli v antivirové imunité. Dale se podili na tvorbé endogennich
virem aktivovanych siRNA (virus-activated siRNA, vasiRNA), jejichz vznik je vyvolan jiz
probihajicim uml¢ovanim viru. Cilem téchto siRNA jsou na rozdil od vsiRNA protein kodujici
hostitelské geny (Cao et al., 2014; Wang et al., 2010).

U nékterych virovych onemocnéni je dokonce nezbytna kooperace nékolika RDR najednou.
Pfi napadeni huseni¢ku virem mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus, TuMV) je k prevenci infekce
nutna ¢innost RDR1 i RDR6, samostatné nejsou k ochrané pted infekci dostacujici. Avsak i u trojitych
mutantl rdrl/rdr2/rdr6 dochazi alespon k bazalni produkci vsiRNA (Garcia-Ruiz et al., 2010).
Polymeraza RDR6 se také ucastni posttranskripéniho uml¢ovéni transgenii (Dalmay et al., 2000). Jeji
dalsi dalezitou funkci je produkce sekundarnich sSRNA, napt. tasiRNA (Allen et al., 2005; Peragine et
al., 2004; Yoshikawa et al., 2005), kter¢ jsou poté schopny Stépeni cilovych molekul, coz jsou u rostlin
nejcasteji transkripcni faktory auxinové odpovedi (Allen et al., 2005).

3. Klasifikace SRNA

Malé RNA lze délit dle rlznych kritérii, a proto se zpusob jejich klasifikace na zakladé
ziskavani novych poznatkii velmi rychle méni. Jednou zmoznosti je rozdeleni na exogenni a
endogenni. Endogenni sRNA (viz Obrazek 1) vznikaji prepisovanim z genti, které jsou danému
organismu vlastni. Exogenni SRNA pochdazeji z cizorodych sekvenci — transgent, ¢i virovych dsRNA
v ptipadé napadeni rostliny virovou infekci. U rostlin je mozné se setkat se dvéma tfidami malych
RNA, a to s miRNA (microRNA) a siRNA (short interfering RNA) (Pyott and Molnar, 2015).

MicroRNA vznikaji Gpravou vlasenkovych prekurzort, které jsou produktem transkripce
nekodujicich endogennich genti MIR (Reinhart et al., 2002). St&peni vlasenkové sekundarni struktury
proteinem DCL miZe byt i n€kolikastupniové, coz umoznuje tvorbu rtizné dlouhych miRNA z jednoho
prekurzoru (Bologna et al., 2009; Zhang et al., 2010). Nejcastjsi délka miRNA je 21 ¢i 22 nt, ale
u rostlin byla popséana také tfida dlouhych (ImiRNA) o délce 24 nt (Reinhart et al., 2002; Wu et al.,
2010).
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Obrazek 1: Prehled biogeneze zakladnich typti endogennich sRNA.
CMT3 - CHROMOMETHYLASE 3, M — metylovany cytosin; Pfevzato a upraveno podle (Pyott and
Molnar, 2015).

Oproti tomu siRNA vétSinou pochazeji z delSich dsRNA prekurzort, jejichz tvorba je
pfevazné podminéna piedchozi Cinnosti RNA dependentni RNA polymerazy (Baulcombe, 2004;
Dalmay et al., 2000). Jejich délka se pohybuje typicky kolem 21-24 nt (Kasschau et al., 2007), ¢i 30-
40 nt v ptipadé dlouhych siRNA, IsiRNA (Katiyar-Agarwal et al., 2007). Podle zptisobu biogeneze 1ze
siRNA dale rozlisit na primarni siRNA a sekundarni siRNA. Po $tépeni cilové molekuly pomoci
primarni siRNA mohou byt vzniklé produkty vyuzity jako templdt pro opctovnou syntézu
dvouvlaknové RNA za ucasti RDR, kterd slouzi jako substrat pro tvorbu dalsich, tzv. sekundarnich
siRNA (Himber et al., 2003). Syntéza tohoto typu siRNA byva spusténa také pfedchozim Stépenim
jejich prekurzoru miRNA (Allen et al., 2005).

Mezi primarni siRNA se fadi hetsiRNA a nat-siRNA. Heterochromatinové siRNA pochazeji
predevsim z oblasti repetitivnich sekvenci a transponovatelnych elementi a jejich funkci je metylace
de novo komplementarnich sekvenci (Zilberman et al., 2003). Tyto oblasti jsou prepisovany
prostiednictvim Pol IV a Pol V, zatimco vétSina ostatnich sSRNA je zavisla na Pol II (Herr et al., 2005;
Kanno et al., 2005; Lee et al., 2004; Onodera et al., 2005; Wang et al., 2008; Wierzbicki et al., 2008).
Druhym typem jsou u rostlin minoritni nat-siRNA. Jedna se o produkty obousmérné transkripce

piekryvajicich se (cis-nat-siRNA) ¢i nepiekryvajicich se genid (trans-nat-siRNA), které jsou k sobé
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zcela nebo jen Castecn€é komplementarni, a formuji tak dsSRNA (Borsani et al., 2005; Wang et al.,
2006). Ta je rozStépena na primdrni nat-siRNA, jejichz cilem je pravé jeden z piekryvajicich se
transkriptd. Tento krok miize nasledné spustit tvorbu sekundarnich nat-siRNA zajistujicich
amplifikaci signdlu (Borsani et al., 2005). Vznik nat-siRNA byva typicky vyvolan stresovymi
podminkami (Borsani et al., 2005; Jin et al., 2008; Katiyar-Agarwal et al., 2006).

Hlavni tfidu sekundarnich siRNA piedstavuji phasiRNA (phased siRNA), které vznikaji v
21nt nebo 24nt intervalech od mista $tépeni miRNA (Johnson et al., 2009). Jejich specialnim typem
jsou 21 nt dlouhé tasiRNA, jejichZ tvorba je na rozdil od phasiRNA spusténa sté€penim konkrétnich
transkripti 7A4S (Allen et al., 2005; Peragine et al., 2004) a spolec¢né s hetsiRNA reprezentuji tfidy
sRNA specifické vyhradné pro rostliny. Dalsi, nepfili§ prozkoumanou skupinou pravdépodobné
sekundarnich siRNA jsou easiRNA (epigenetically activated siRNA), které pochazi z reaktivovanych
transpozont a repetitivnich sekvenci. K reaktivaci téchto oblasti mize dojit napt. v disledku narusené
funkce enzymu DDM1 (DECREASED DNA METHYLATION 1) a METI
(METHYLTRANSFERASE 1). Podle recentnich informaci jsou indukovany piedchozim Stépenim
prislusné repetice ¢i transpozonu aktivitou miRNA, coz je povazovano za dikaz jejich sekundarni
povahy (Creasey et al., 2014).

Typickym spoustééem tvorby exogennich sRNA je pfitomnost transgenu ¢i virové nukleové
kyseliny v rostlinném genomu (Hamilton and Baulcombe, 1999). Virové siRNA (vsiRNA) vznikaji
z virové dsRNA, kterd je rozpoznana hostitelskymi proteiny biogeneze malych RNA, a posléze
umlcuji komplementarni virové sekvence. Odpovéd rostliny na ptfitomnost cizorodé RNA dale
spocCiva v syntéze vasiRNA, které reguluji expresi endogennich genti, a tim pfispivaji k aktivaci
obrannych mechanismii rostliny (Cao et al., 2014).

Zcela specialnim typem malych RNA jsou diRNA (double-strand DNA break-induced RNA),
které se tvoti z dSRNA komplementarnich k oblasti dvouvlaknového zlomu. Navedenim repara¢nich
enzymu do poSkozenych mist se podili na ochrané integrity genomu. Pro svou funkci také vyzaduji

aktivitu Pol IV a Pol V (Wei et al., 2012).

4. Mechanismus piisobeni SRNA

Malé RNA mohou ovliviiovat bud’ svoji vlastni transkripéni jednotku umléenim v cis (angl.
autosilencing) nebo zcela odlisné lokusy pii pasobeni trans (angl. heterosilencing). Zatimco
pro miRNA je typické umlCovani in trans, siRNA vétSinou slouzi k regulaci vlastnich sekvenci.
Kontakt mezi malou RNA a jeji cilovou molekulou probihd prostiednictvim Watson-Crickovského
parovani. Stupen umlceni miize byt zavisly nejen na samotné expresi malé RNA, ale i na jejim poméru

k mnozstvi cilové molekuly (Li et al., 2014a).



4.1. Regulace transkripce

Ustiednim mechanismem umoziiujicim regulaci malymi RNA na arovni transkripce (TGS,
angl. transcriptional gene silencing) je RNA fizend metylace DNA (viz Obrazek 2), kterd slouzi
ke znaceni cytosinu v jakémkoli kontextu (Mette et al., 2000; Pélissier et al., 1999; Wassenegger et al.,
1994). Proces RdDM je zavisly na aktivité¢ dvou specificky rostlinnych DNA dependentnich RNA
polymerdaz, Pol IV a Pol V,a jeho funkci je zejména umlCovani repetitivnich sekvenci a
transponovatelnych elementti (Haag and Pikaard, 2011; Herr et al., 2005; Kanno et al., 2005; Onodera
et al., 2005; Wierzbicki et al., 2008). Umlceni je nejucinnéjsi, dojde-li k metylaci v promotoru (Zhang
et al., 2006). Transkripty syntetizované Pol IV jsou ¢innosti RDR2 pretvofeny v dvouvlaknové
molekuly, rozstépeny DCL3 na 24 nt dlouhé siRNA a vazany AGO4, AGO6 ¢i AGO9 (Duan et al.,
2015; Haag et al., 2012; Havecker et al., 2010; He et al., 2009; Wang and Axtell, 2017; Xie et al.,
2004; Zheng et al., 2007; Zilberman et al., 2004). Stejné sekvence DNA jsou rozeznavany také Pol V,
jejiz produkty slouzi jako leSeni pro vazbu pfislusného proteinu AGO s navazanou malou RNA
(Wierzbicki et al., 2008, 2009).

Pro spravny prubeh transkripce Pol V je také nutnd pfitomnost faktori remodelujicich
chromatin, proteinti vazajicich jednovldknovou RNA a dalSich (Zhong et al., 2012). Ty asociuji
s AGO4 a s metyltransferazou DRM2 (DOMAINS REARRANGED METHYLASE 2), kterd jiz
zajistuje vlastni metylaci DNA de novo (Cao and Jacobsen, 2002). Na stejném procesu se muze
podilet také ptibuzna metyltransferaza DRM1 (DOMAINS REARRANGED METHYLASE 1), jejiz
exprese je ale ve srovnani s DRM2 vyrazné niz$i, a tudiz je mozno povazovat jeji celkovy piispévek
vramci RdADM za zanedbatelny (Cao et al., 2000). S RdDM je velmi tzce spjato také mnozstvi

enzymu podilejicich se na modifikacich histonti (Greenberg et al., 2013).
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Obriazek 2: Schéma RNA Fizené metylace DNA

DDR komplex pravdépodobné umoziiuje rozvolnéni chromatinu a navedeni Pol V do pfislusného mista
KTF1 — adaptorovy protein, ktery vaze transkript Pol V a zfejmé rekrutuje AGO4

CTD — C-terminalni doména Pol V, ktera slouzi k vazbé AGO4

Upraveno podle (Haag and Pikaard, 2011).




U ryze navic za snizeni exprese vlivem metylace zodpovidaji specidlni dlouhé¢ miRNA
(ImiRNA) o délce 24 nukleotidi. Jsou schopny metylovat jak sviij vlastni lokus, tak i cilovou
molekulu a na rozdil od hetsiRNA tedy mohou ptisobit nejen v cis, ale i v trans (Wu et al., 2010).
Podobné jako u hetsiRNA je jejich biogeneze umoznéna ortology DCL3 a AGO4, konkrétné¢ DCL3a,
AGO4a, AGO4b a AGO16. Také u Cepenky odstalé se na metylaci genti mohou podilet miRNA, avSak
pouze pii mutaci enzymu DCL1b ¢i pfi nestandardnim poméru miRNA a jeji cilové molekuly
(Khraiwesh et al., 2010).

Proces metylace DNA ftizené siRNA je patrné jesté komplexnéjsi, nebot’ k ni mize v urcitych
pripadech dochazet i nezavisle na Pol IV ¢i RDR2. U téchto nekanonickych drah je vyuzivana aktivita
jinych enzymd, napi. Pol II a RDR6 ¢i pouze Pol Il a DCL3 — RdDM tedy zifejmé muze probihat i
bez ucasti RDR (Panda and Slotkin, 2013; Panda et al., 2016; Pontier et al., 2012).

4.2. Posttranskripcni regulace

Na posttranskripéni urovni dochézi k regulaci malymi RNA prostfednictvim Stépeni cilové
mRNA ¢i inhibice translace; tato schopnost byla prokazdna u miRNA i siRNA (Brodersen et al.,
2008). Pro rostliny je typicka vysoka mira komplementarity mezi miRNA a jejim cilem (Axtell, 2013;
Llave et al., 2002; Reinhart et al., 2002; Rhoades et al., 2002), ¢imz se vyrazné lisi od miRNA
u zivoc¢ichll, kde naroky na komplementaritu nejsou tak vysoké — k rozpoznani cilové molekuly je
Casto dostaCujici parovani 2. az 8. nukleotidu miRNA (angl. seed pairing) (Lewis et al., 2003).
U rostlin je tato klicova oblast o néco rozsahlejsi (2.-12. nukleotid) a je velmi citliva na pfitomnost
neparujicich bazi, které mohou efektivitu SRNA znacné€ omezit (viz Obrazek 3) (Liu et al., 2014;
Mallory et al., 2004; Schwab et al., 2005). K pfitomnosti neparujicich bazi je pak nejcitlivéjsi samotné
misto Stépeni, tj. oblast mezi 10. a 11. nukleotidem (Schwab et al., 2005).
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Obrazek 3: Kanonické parovani mezi miRNA a jeji cilovou molekulou

A) parovani u zivocicht — klicova je komplementarita mezi 2. — 7. nukleotidem na miRNA
B) parovani u rostlin — komplementarita mezi 2. — 13. nukleotidem na miRNA

Ptevzato a upraveno podle (Axtell, 2013).
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Pozadavky na pfesné parovani jsou tedy zejména na 5" konci miRNA velmi vysoké, a prave
tyto oblasti miRNA proto byvaji nejvice konzervovany. Naopak netiplna komplementarita bazi v okoli
3’ konce miRNA u rostlin ani Zivo¢ichli u€innost §tépeni nijak vyrazné nesnizuje (Mallory et al.,
2004). Avsak zatimco zivocisné miRNA se vdzou zejména do 3" nepieklddané oblasti cilové mRNA
(Lee et al., 1993), u rostlinnych miRNA dochézi ptevazné k vazbé do kddujici oblasti (open reading
frame, ORF), ptipadn¢ také do oblasti 5" UTR ¢i 3" UTR (Allen et al., 2005; Rhoades et al., 2002).
Nedokonalé parovani u zivo€ichii ma nejCastéji za nasledek umlCeni na urovni represe translace,
pti vy$8i mife komplementarity naopak pfevlada stépeni cilové mRNA. Z tohoto divodu bylo
predpokladano, ze u rostlin bude hlavnim mechanismem pasobeni malych RNA praveé Stépeni
(Hutvagner and Zamore, 2002). Ale i pies téméi dokonalé parovani jsou rostlinné sRNA schopny
indukovat jak $tépeni, tak transla¢ni represi (Chen, 2004). Zajimavé je, ze je-li molekula regulovana
na urovni inhibice translace, dochazi u ni vzdy alespon k minimalni mite Stépeni mRNA. Zatim tedy
nebyly nalezeny takové miRNA, které by regulovaly cilovou molekulu vyhradné na Grovni translace
(Li et al., 2014b).

U vsech rostlinnych proteint AGO je pritomna katalyticka doména PIWI, kterda umoziuje
Stépeni mRNA (Bohmert et al., 1998). Schopnost represe translace byla zatim prokazéna jen u AGO1,
AGO2 a AGOI10 (Brodersen et al., 2008; Fatyol et al., 2016) a pravdépodobné k ni dochazi
na povrchu endoplazmatického retikula ve fazi iniciace ¢i elongace (Iwakawa and Tomari, 2013; Li et
al., 2013). Vazba proteinu AGO1 do 5'nepiekladané oblasti ¢i otevieného cteciho ramce (ORF) cilové
molekuly zifejmé stericky brani translokaci ribozomu pii elongaci, zatimco parovanim s 3" UTR je
inhibovana spiSe iniciace translace (Iwakawa and Tomari, 2013). Kromé integralnich proteinti
endoplazmatického retikula jsou k represi translace pomoci sSRNA zapotiebi i dal$i komponenty -
faktory vdzané na mikrotubuly, P-t€liska, ¢i proteiny podilejici se na odstranéni metylguanosinové
¢epicky z mRNA (Brodersen et al., 2008; Li et al., 2013).

Mezi typické cile mikroRNA se fadi regulacni proteiny, napiiklad rizné transkripcni faktory
ovliviwyjici vyvoj rostliny. Moduluje-li dand miRNA vice molekul, jedna se vétSinou o proteiny jedné
genové rodiny ¢i regulacni drahy, o faktory souvisejici s podobnou funkci ¢i kontrolujici vyvoj
stejného rostlinného organu (Chorostecki et al., 2012; Jones-Rhoades, 2012; Rhoades et al., 2002).
Nabizi se také mozna funk¢ni role nejen vedouciho, ale i jeho komplementarniho vlakna ¢i riznych
velikostnich izoforem jedné miRNA (Devers et al., 2011; Ebhardt et al., 2010; Reinhart et al., 2002;
Zhang et al., 2011).

4.3. Pohyb sRNA

U nékterych malych RNA byla prok4dzana schopnost pohybu z mista jejich vzniku do okolnich
bun¢k. K pohybu sRNA mize dochazet jak na kratké vzdalenosti (cca do 10-15 bun¢k od mista
vzniku), tak na vzdalenosti delsi (Himber et al., 2003; Pyott and Molnar, 2015). Transport na kratké

vzdalenosti probiha symplasticky, pravdépodobné skrze plasmodesmy, ale je také mozné, Ze je

12



zprostfedkovan pouze pasivni difuzi nebo aktivitou vazebného proteinu (Palauqui et al., 1997; Yoo et
al., 2004). Neni ani zndmo, zdali jsou sRNA transportovany ve formé jednovlaknovych nebo
dvouvlaknovych molekul. Pohyb na kratké vzdalenosti byl prokdzan u siRNA (Himber et al., 2003) a
neékterych miRNA (Carlsbecker et al., 2010; Juarez et al., 2004). Obecné ale plati, ze tasiRNA maji
zpravidla vétsi dosah nez miRNA. Zpisob biogeneze je tedy ziejme€ jednim z faktord, které ovliviluji
mobilitu SRNA (de Felippes et al., 2011).

Pohyb malych RNA na delsi vzdalenosti také zacina transportem do vzdalenosti 10-15 bunék.
Zde dochazi k produkci sekundarnich sRNA aktivitou RDR6, jez maji opét schopnost putovat
do okruhu 10-15 bun¢k (Himber et al. 2003). Popsany jev se nazyva tranzitivita a umoziuje vyraznou
amplifikaci uml¢ovaciho signalu (Sijen et al., 2001). Tietim zpisobem pohybu sRNA je systémovy
pohyb floémem (Buhtz et al., 2008; Yoo et al., 2004). Ten probiha z mista jejich vzniku do sinku,
mista potfeby, tedy stejné¢ jako v piipad¢ klasického transportu asimilatt floémovym tokem. Timto
zpusobem jsou transportovany exogenni i endogenni siRNA, ale i miRNA (Yoo et al., 2004).
Ve floému tykve velkoplodé (Cucurbita maxima) byl nalezen protein PSRP1 (PHLOEM SMALL-
RNA BINDING PROTEIN 1), ktery vaze sSRNA a ziejmé umoziuje jejich transport do sinku (Ham et
al., 2014; Yoo et al., 2004). Malé RNA tucastnici se RADM mohou byt také mobilni, putovat floémem
ze zdroje (napf. stonku) do mista potieby (kofen) a zde umlcovat piislusné lokusy (Brosnan et al.,
2007; Molnar et al., 2010). Jedna se hlavné o 24nt sRNA a jimi fizenou metylaci retrotranspozonti
v kontextech CHH ¢i CHG, zavislou na aktivit¢ DRM1 a DRM2 (Lewsey et al., 2016; Molnar et al.,
2010).

Pohybem z mista vzniku do okolnich bunék se vytvaii gradienty malych RNA, respektive
jejich cilovych molekul, které poté slouzi jako pozi¢ni informace nutna ke spravnému vyvoji riznych
rostlinnych organiti. Timto zplGsobem funguji nékteré tasiRNA ¢i miRNA, ¢imz se podobaji
zivoc¢isnym morfogentim (Carlsbecker et al., 2010; Chitwood et al., 2009). Malé RNA jsou ale ziejmé
transportovany jesté dalsim, dosud nezndmym mechanismem. Pravdépodobné totiz dochazi k jejich
pohybu mezi vegetativni a generativni butikou sam¢iho gametofytu; v téchto mistech vsak propojeni
plasmodesmy zjevné chybi, byt jsou oba bunécéné typy ve fyzickém kontaktu (Slotkin et al. 2009;
McCue et al. 2011). Pohyb sRNA mtize probihat také mezi rostlinou a jejimi patogeny (Huang et al.,
2006).

5. Generativni vyvoj rostlin
5.1. Faze ontogeneze a rodozména

Béhem Zzivotniho cyklu rostliny dochazi ke stfiddni generaci — diploidniho sporofytu a
haploidniho gametofytu, tzv. rodozméné. Ve stadiu sporofytu neni rostlina schopna dat vznik nové
generaci, miiZze se rozmnozovat pouze nepohlavni cestou a setrvava v juvenilni fazi. Po ni nasleduje
faze prechodna, ktera se u krytosemennych rostlin vyznacuje tvorbou kvétu. Specializované struktury

kvétu umoznuji vznik a naslednou ochranu pohlavnich bunék, a pozdéji také jejich splynuti a vyvoj
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v semeno. Obdobi, ve kterém rostlina ziskdva schopnost pohlavniho rozmnozovani, se nazyva faze
generativni (Hafidh et al., 2016; Huijser and Schmid, 2011). Builky sporofytu se meioticky dé¢li a
vytvafti haploidni spory, ze kterych posléze vznikd gametofyt, pohlavni generace (Hafidh et al., 2016).
V priibéhu evoluce cévnatych rostlin byl gametofyt vyrazné potlacen a u semennych rostlin se stal
zavislym na matetském sporofytu do té€ miry, ze bylo zpocatku dokonce pochybovano, Ze i semenné
rostliny prochdzeji rodozménou (tzv. skrytd rodozména; (Hofmeister, 1851)). Mitotickym délenim
bun¢k gametofytu kone¢né dochazi k produkci vlastnich pohlavnich bunék neboli gamet. Splynuti
samCi a samiCi gamety v diploidni zygotu umoziuje vznik nového jedince (Hafidh et al., 2016).
Ptechody mezi vySe popsanymi vyvojovymi fazemi podléhaji velmi komplexni regulaci, mezi jejiz
klicové slozky patii pravé malé RNA. Na molekularni Grovni se ucastni i tvorby epigenetickych
znacek a ochrany integrity genomu, nebot’ mimo jiné zajistuji umlcovani mobilnich genetickych

elementli v gametach, a tim i v nasledujicich generacich.

5.2. Role sRNA v regulaci kveteni

Ma-li se stonkovy meristém diferencovat v meristém kvétni, je nutné, aby byla rostlina
ke kveteni kompetentni. Zisk kompetence ke kveteni zavisi na fadé¢ endogennich a exogennich
Ciniteld, jakymi jsou napt. vytvoreni uréitého poctu listt, teplota ¢i délka slunecniho svitu (Huijser and
Schmid, 2011). Jejich vzajemné plsobeni je doprovazeno i zménami na urovni molekularni. Méni se
nejen exprese prisluSnych genti a transkripénich faktord, ale také malych RNA, které slouzi k jejich
regulaci. Nastup kveteni je ovlivnén péti zdkladnimi drahami, které jsou velmi uzce propojeny —
dréhou zavislou na staii rostliny (1), na fotoperiod¢ (2), jarovizaci (3), hladin€ kyseliny giberelové (4)
a tzv. autonomni drahou (5), kterd je na predchozich nezavisla (Khan et al., 2014; Mouradov et al.,
2002). Nejprozkoumangjsi z nich je, co se tyce regulace pomoci malych RNA, draha zavisla na stafi
rostliny. Jak rostlina starne, dochdzi ke snizovani ¢i naopak zvySovani exprese rdznych sRNA,
respektive jejich cilovych molekul. Nejznaméjsim prikladem je dvojice piibuznych miRNA — miR156
a miR157, jejichz tkolem je represe transkripénich faktorti rodiny SPL (SQUAMOSA PROMOTER
BINDING PROTEIN-like). Béhem juvenilni faze je exprese SPL potlacovana pomoci miR156.
Teprve pii urCitém stafi rostliny dojde k takovému poklesu mnozstvi miR156, ze je hladina SPL
dostate¢na pro vyvolani tvorby kvétd (Wang et al., 2009; Wu and Poethig, 2006). Umélym zvySenim
exprese MIR156 jsou déle zachovany juvenilni znaky doprovazené opozdénym kvetenim postizenych
rostlin (Wu et al., 2009). Jednd se o vysoce konzervovanou drahu vyskytujici se u jednodé€loznych i
dvoudéloznych rostlin (Zhang et al., 2015). Zcela opacnou tendenci ma u husenicku miR172. Jejimi
cili jsou transkripcni faktory AP2-like (APETALA 2-like), jejichz aktivita udrzuje rostlinu v juvenilni
fazi. Jak mnozstvi miR172 s postupnym vyvojem stoupd, hladina transkriptu AP2-like je
posttranskripcné snizena a rostlin€ je tak umoznén nastup kveteni (Wu et al., 2009).

Pomoci malych RNA, piedevsim miRNA, ale také napf. tasiRNA, je regulovéna i fada dalsich

gentl a transkripénich faktord s ilohou pii tvorb& kvétu. Castymi vazebnymi partnery téchto sSRNA,
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at’ uz pfimymi, nebo nepiimymi, jsou geny podilejici se na tvorbé kvétniho meristému ¢i urcujici
charakter jednotlivych kvétnich ¢asti, jako napt. LEAFY ¢i APETALA2 (Achard et al., 2004;
Wollmann et al., 2010; Wu et al., 2009, 2013). Ve vysoké mitfe dochdzi také k interakcim miRNA a
jejich cilovych molekul s riznymi fytohormony, geny podilejicimi se na jejich biosyntéze, ¢i
transkripénimi faktory regulujicimi homeostazu dusiku nebo fosforu (Achard et al., 2004; Chen et al.,
2011; Kim et al., 2011; Rubio-Somoza and Weigel, 2013; Schommer et al., 2008; Si-Ammour et al.,
2011; Xu et al., 2014). Témeét vzdy vSak plati, Ze mira exprese regulacnich molekul je zavisla
na pusobeni hned né€kolika faktorti soucasné (staii rostliny, teplota, fotoperioda, stresové podminky,
hladina cukru ve stonkovém apikalnim meristému aj.) a na jejich vzajemné souhte (Teotia and Tang,

2015).

5.3. Vyvoj sam¢iho gametofytu

Samci gametofyt neboli mikrogametofyt krytosemennych rostlin ptedstavuje zralé pylové zrno.
Jeho vyvoj je vazan na specializované struktury sporofytu — mikrosporangia (prasna pouzdra)
v prasnicich ty¢inek. V prasnych pouzdrech se diferencuji diploidni mikrosporocyty (matetské buiiky
mikrospor). Jejich redukénim délenim vznikaji C¢tyfi haploidni mikrospory spojené v tetradu.
Uvolnénim  jednotlivych mikrospor ztetrady, které predstavuje dualezity kontrolni bod
zprosttedkovany sporofytem (konkrétné tapetem), kon¢i proces mikrosporogeneze a zacina
mikrogametogeneze. Béhem ni mikrospory podstupuji dvé mitoticka déleni. Prvni pylova mitoza je
vyrazné asymetricka a na jejim konci jsou dvé bunky — veétSi buiika vegetativni a mens$i bunka
generativni. Generativni bunka, ktera je posléze zcela obklopena bunkou vegetativni, se dale d¢li
v ramci druhé pylové mitézy. Ta je jiz symetrickd a umoznuje vznik dvou bun€k spermatickych, tedy
samcich gamet. U rostlin s tzv. trojbunéénym pylem, mezi které patii pravé husenicek, probiha druha
pylova mitoza jesté pfed dozranim pylového zrna v prasniku. U pylu dvojbunééného jsou pylova zrna
z prasniku uvolnéna dfive a k déleni generativni bunky dochazi az po vykliceni, v pylové lacce
(Hafidh et al., 2016).

Po dopadu pylového zrna na bliznu a jeho rehydrataci jsou obnoveny metabolické procesy
vedouci ke kliceni pylové lacky. Pylova lacka vznika z buiiky vegetativni a jejim tkolem je dopraveni
spermatickych bun¢k skrz ¢nélku do zarode¢ného vaku (samiciho gametofytu). Tam se spermatické
bunky tcastni dvojitého oplozeni — jedna z nich splyva s oosférou (samici gametou, vaje¢nou buiikou)
a vytvari diploidni zygotu, zatimco druhd spermaticka buiika splyva s centralnim jadrem zarode¢ného
vaku za vzniku triploidniho endospermu, ktery slouzi k vyzivé embrya (Dresselhaus and Franklin-

Tong, 2013; Hamamura et al., 2012).

5.4. Vyvoj samic¢iho gametofytu
Sami¢i gametofyt, zarodeCny vak, se vyviji uvnitf vajicka (megasporangia) z diplodni

matetské bunky megaspory. Na rozdil od samciho gametofytu, ktery se v uréité fazi vyvoje
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od sporangia oddéli, zistava samici gametofyt uvniti megasporangia i po oplozeni. Matetska bunka
megaspory podstupuje meidzu, kterou se vytvaii ¢tyfi haploidni megaspory. Obvykle je pouze jedna
z nich schopna dalsi diferenciace, zbylé tii buniky degeneruji. Vyslednd funkéni megaspora se dale
mitoticky déli v procesu megagametogeneze, ¢imz vznikéd zarodecny vak. Zraly, typicky osmijaderny
zarode¢ny vak krytosemennych rostlin sestdvd ze sedmi bunék — dvou synergid, vajecné builky
(oosféry), tii antipod (neboli protistojnych buné€k) a jedné diploidni centralni buiiky zdrode¢ného vaku.
Zde je vSak nutné zminit, ze popsané osmijaderné usporadani neni jediné mozné, byla popsana cela

fada dalsich variant liSicich se jak anatomicky, tak z hlediska vyvoje (Yadegari and Drews, 2004).

5.5. Role sRNA v umlcovani transponovatelnych elementli béhem reprodukcniho vyvoje

Podstatna tiloha rostlinnych malych RNA spo¢iva v uml¢ovani transponovatelnych elementt a
jinych repetitivnich sekvenci. Transponovatelné elementy patfi mezi mobilni genetické elementy.
Jedné se o parazitické sekvence DNA, které jsou schopny se v ramci genomu pohybovat. Dojde-li
k jejich vclenéni do oblasti esencidlniho genu, mlize to mit pro organismus fatalni nasledky. Jednim
z obrannych mechanismti je pravé tvorba siRNA, které se nésledné podili na umlcovani
komplementarnich sekvenci transpozond. K tomuto procesu dochazi béhem vyvoje rostliny neustale
pomoci RADM. Rozhodujici vyznam ma vSak ptedevSim v prubéhu reprodukce, ¢imz snizuje
ptitomnost a aktivitu TE v budoucich generacich. Mezigeneracni ochranu pted transpozici zabezpecuji
opét siRNA v kombinaci s enzymy podilejicimi se na metylaci cytosinu.

Symetrické metylace CG a CHG zGstavaji u gamet viceméné zachovany, ale buiiky pfiléhajici
jak k sam¢im, tak k sami¢im gametam jsou v téchto kontextech demetylovany. Ke sniZeni metylace
ve vegetativni bunice dochazi na zéaklad¢ nizké exprese enzymu DDMI1 (DECREASE IN DNA
METHYLATION 1), ktery je nutny k udrzovani symetrické metylace, a také v dusledku aktivity
glykosylazy DME (DEMETER) nejen ve vegetativni buiice, ale i v centralni burnce zarodecného vaku
(Castel and Martienssen, 2013; Hsieh et al., 2009; Park et al., 2016; Schoft et al., 2011; Slotkin et al.,
2009). Demetylace pravdépodobné zplisobuje reaktivaci transponovatelnych elementti v uvedenych
bunkach, ktera je doprovazena zvySenou tvorbou siRNA (viz Obrazek 4). Transkripty téchto
transpozoni lze detekovat ve vegetativni bufice, ale pfislusné siRNA se piekvapivé akumuluji
v bunkach spermatickych. Zde ziejmé zplsobuji metylaci odpovidajicich TE a ptispivaji tak k jejich
umléovani v pfistich generacich (Slotkin et al., 2009). S nejvyssi pravdépodobnosti probiha také
transport siRNA mezi centralni buitkou zarodecného vaku a vaje¢nou bunikou. Demetylace v centralni
buiice zarodecného vaku se prenasi i do budouciho endospermu (Hsieh et al., 2009; Ibarra et al., 2012;
Lietal., 2017; Park et al., 2016).

Jestli opravdu probiha transport sSRNA mezi vegetativni a spermatickou buiikou, piipadné
mezi centralni bunkou zarode¢ného vaku a vajeCnou bunikou, a jakym zplsobem, nebylo zatim
nevyvratitelné prokazano a také ndzory na tuto jinak velice atraktivni hypotézu jsou dosud

rozporuplné. Nicméné miRNA Sté€pici GFP v centralni bunce zarodeéného vaku byla schopna
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Obrazek 4: Pirepokladany mechanismus pohybu siRNA mezi jadrem vegetativni a spermatické buiiky
(A) a mezi centralni buiikou zarode¢ného vaku a vaje¢nou buiikou (B)

SmeC — metylace cytosinu v pozici C5.

Pfevzato a upraveno podle (Castel and Martienssen, 2013).

podstatné umlcet fluorescenci ve vajecné bunce (Ibarra et al., 2012), podobné tomu bylo i v ptipadé
miRNA zvegetativni buniky a fluorescenci v buiitkdch spermatickych (Slotkin et al., 2009).
Problematickou v této souvislosti zlstava alesponn v pfipadé pylu otdzka kontrol a specificity
pouzitého promotoru LATS52 a jeho (ne)specifické exprese vyhradné ve vegetativni buiice
(nepublikovana data).

V sam¢ich gametach pro zménu dochazi ke ztrat€¢ metylace v kontextu CHH, pfedevsim
u retrotranspozont. LTR. Ve vegetativni bufice je sice tato metylace obnovena pomoci
metyltransferazy DRM?2, ale ve spermatickych buiikach neni jeji exprese dostatecna. Opétovné ziskani
metylace CHH je umoznéno az po oplozeni, pravdépodobné pisobenim maternalnich siRNA o délce
24 nt (Calarco et al., 2012).

Zmény v metylaci mohou vznikat také jako reakce na napadeni rostliny patogenem.
Kuptikladu u infikovanych rostlin okurky (Cucumis sativus) napadenych viroidem zpusobujicim
zakrslost chmele (Hop stunt viroid, HSVd) jsou demetylovany geny pro rRNA a transponovatelné
elementy, a to nejen ve vegetativnich pletivech, ale také v sam¢im gametofytu. Tento viroid je totiz
schopny vniknout pfimo do pylovych zrn, kde se hromadi a zpisobuje rozvolnéni chromatinu
generativni buniky. Infekce je navic doprovazena zvySenou akumulaci malych RNA vSech velikosti,
které jsou odvozeny z viroidu, ale pfedevsim ze zminénych repetitivnich oblasti se sniZenou metylaci

(Castellano et al., 2016).
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5.6. Proteiny AGO specifické pro zarodecnou linii

V okoli sam¢ich a samicich reprodukénich bunék specificky dochazi k expresi dvou proteint
AGO, které se vyznamné podili na spradvném pribéhu megasporogeneze a nasledné
megagametogeneze. Prvni z nich — AGO9, je exprimovan ve vajickach a prasnicich, pfimo v gametach
ani megasporach se nevyskytuje. Mutace ago9 byla u rostlin doprovazena tvorbou nékolika
abnormalnich bunék v subepidermalni oblasti premeiotického vajicka. Tyto somatické buiky jsou
zfejm¢ schopné produkovat gamety, aniz by proSly meiotickym délenim, nebot’ nasledn¢ doslo
k vytvofeni dvou gametofytd v jednom vajicku. Protein AGO9 vaze predevsim 24nt siRNA vznikajici
z transponovatelnych elementt, a proto jeho funkce nejspise spociva v uml¢ovani mobilnich elementt
ve vajicku, ¢imzZ je umoznén vyvoj jediné vaje¢né bunky v zarode¢ném vaku (Olmedo-Monfil et al.,
2010).

Dalsim proteinem specifickym pro reprodukcni pletiva je AGOS, jehoz vyskyt je vazan
na somatické buiiky v okoli matetské bunky megaspory a nasledné i megaspor. Jiz heterozygotni
rostliny ago5"/ ~ trpi poruchami pfi iniciaci megagametogeneze a produkuji SeSule s abortovanymi
vajicky. U homozygoti jsou defekty ziejmé jeSt€ vaznéjsi, nebot’ nebyli identifikovani vlbec.
Ptitomnost AGOS v pribéhu megasporogeneze je tedy nezbytna pro iniciaci série mitotickych déleni
(Tucker et al., 2012). K expresi AGOS5 dochazi ve velké mife také ve spermatickych buiikach,
nicméné zde jeho funkce ziistava zatim neznama. Ustfedni protein asociujici s miRNA, AGO1, byl
sice detekovan v pylu, ale ve spermatickych bunkach zaznamenan nebyl (Borges et al., 2008;

Chambers and Shuai, 2009).

5.7. Role sSRNA v sam¢im a sami¢im gametofytu

Zatimco u husenicku je pro reprodukci zasadni pravé aktivita AGOS5 a AGO9 a s nimi
vazanych miRNA, resp. hetsiRNA, u jednodéloznych rostlin se vyskytuje zcela odlisnad draha zavisla
na phasiRNA. Tyto sekundarni siRNA vznikaji na zaklad¢ stépeni pfislusného transkriptu PHAS
za ucasti miRNA a nasledné aktivity RDR6 a DCL4. Zptisobem biogeneze se tedy podobaji tasiRNA,
ale na rozdil od nich zatim nemaji zadné znamé cilové molekuly (Dukowic-Schulze et al., 2016).
Stépeni miR2118 spousti tvorbu 21 nt dlouhych phasiRNA, miR2275 vyvolava produkci 24nt
phasiRNA (Komiya et al., 2014; Zhai et al., 2015). Ob¢ velikostni tfidy byly popsany u ryze a
kukuftice (Zea mays) a bohaté se vyskytuji v jejich kvétenstvich (Johnson et al., 2009; Komiya et al.,
2014; Zhai et al., 2015). Regulace reproduk¢niho vyvoje pomoci phasiRNA je tedy u jednod€loznych
rostlin zfejmé konzervovanym mechanismem. Krat$i phasiRNA jsou vazany na subepidermalni vrstvu
premeiotickych praSnikdi, v naslednych fazich jejich hladina klesa, az nakonec zcela vymizi.
Pfitomnost 24nt phasiRNA je nejvyssi v prubehu meidzy v tapetu a také pfimo v meiocytech, a
na rozdil od 21nt phasiRNA jsou detekovatelné i ve zralém pylu (Zhai et al., 2015). U sterilnich rostlin
s defekty v riznych bunécnych vrstvach prasnikt ¢i s nadmérnym poctem mikrosporocytli dochazelo

vzdy ke ztraté bud’ 21nt nebo 24nt phasiRNA. Pro vznik premeiotickych phasiRNA je tedy
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vyzadovéana funkéni epidermis, meiotické phasiRNA vyzaduji funkéni tapetum. Jejich presna funkce
v koordinaci vyvoje prasnikti vSak opét neni znama (Fei et al., 2016; Zhai et al., 2015).

U ryze s phasiRNA asociuje protein MEL1 (MEIOSIS ARRESTED AT LEPTOTENE 1)
specificky pro buiiky zadrode¢né linie (Nonomura et al., 2007). Piestoze se jedna o ortolog AGOS, vaze
pfednostné 21nt phasiRNA namisto miRNA. Rostliny mel!l jsou sterilni v disledku $patné lokalizace
proteinu synaptonemalniho komplexu ZEP1. Komplex MEL1-phasiRNA ziejmé umozituje spravny
ptrechod buiiky z leptotene do dalSich fazi meidzy (Komiya et al., 2014).

Cilovymi molekulami téchto sekundarnich siRNA pravdépodobné¢ nejsou mobilni elementy,
jako je tomu u sRNA asociujicich s AGO9 u husenicku, nebot knim postradaji potiebnou
komplementaritu (Zhai et al., 2015). Nabizi se vSak jejich mozna role v remodelaci chromatinu, DNA
metylaci a tvorbé synapsi v prubéhu meidzy. Tato hypotéza je podpoiena pozorovanimi — phasiRNA
u kukufice pochazeji z oblasti se snizenou metylaci DNA, zejména v kontextu CHH (Dukowic-
Schulze et al., 2016). Mutace mell u ryze pro zménu zpusobila snizenou metylaci histonu H3 v pozici
K9 (Nonomura et al., 2007). Na zakladé uvedenych ptikladii by se phasiRNA tedy mohly podilet
na doplnéni metylace v demetylovanych oblastech, a slouzit jako znacka pro potencialni faktory
remodelujici chromatin (Dukowic-Schulze et al., 2016). AvSak vzhledem k tomu, Ze tvorba phasiRNA
byva Casto spusténa predchozim St€penim gent kddujicich proteiny, je také mozné, Ze jejich ticelem je
umlCovani téchto genti in cis (Zheng et al., 2015). Dalsi, tentokrat jiz prokdzanou funkci maji
phasiRNA v indukci samci sterility zavislé na fotoperiodé u ryze. ZvySena akumulace 2 1nt phasiRNA
z PHAS lokusu Pms 1 zplisobuje sam¢i sterilitu u rostlin rostoucich na dlouhém dni (Fan et al., 2016).

S phasiRNA se lze setkat i u dvoudéloznych rostlin, nicméné pfevazné jen s jejich kratsi
(21nt) variantou. Uloha téchto phasiRNA spo¢iva pravdépodobné v rezistenci proti chorobam. Oproti
tomu 24nt phasiRNA, vyskytujici se témét vyhradné u lipnicovitych (Poaceae), se ucastni regulace
reprodukce (Zheng et al., 2015).

Na regulaci generativniho vyvoje rostlin se vyznamné podili i dalsi typ fazovanych siRNA,
tzv. tasiRNA. Mezi jejich typické cilové molekuly patii ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR), které
u rostlin ovliviiuji hlavné ptrechody mezi jednotlivymi vyvojovymi fazemi, ¢i proteiny PPR
(PENTATRICOPEPTIDE REPEAT), jejichz funkce zatim neni zcela objasnéna (Allen et al., 2005).
Regulace genti a transkripti ARF prostfednictvim tasiRNA je klicova predev§im pii prechodu
z juvenilni faze do obdobi dospélosti a pii tvorbé kvétnich organti. NedostateCna represe ARF3
zpusobuje podobny fenotyp jako nadmérna tvorba miR156, tj. u rostlin se diive projevuji dospélé
znaky. Dochazi v8ak také k defektim kvétnich organt, predevSim ty¢inek (Fahlgren et al., 2006).
Pfitomnost tasiRNA byla detekovana i v pylu, ale jejich pfesna funkce nebyla zatim blize
prozkoumana (Grant-Downton et al., 2009a). Nejnovéjsi poznatky se tykaji regulace samic¢i zarodecné
linie pomoci tasiRNA pochazejicich z transkripti 7A4S3. Tyto tasiRNA brani expresi ARF3

v epidermalnich bunkach budouciho vajicka, ¢imz je zajistén vznik pouze jedné matetské bunky
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megaspory (Su et al., 2017). Tato studie opét podtrhuje, jak je tento regulacni krok pro tspésny vyvoj
rostliny dtlezity, nebot’ se na jeho kontrole podili také AGO9.

Regulace ¢lend rodiny ARF, konkrétné proteint ARF6, ARF8, ARF10, ARF16 a ARF18S, a
PPR se kromé tasiRNA ucastni také miRNA (Rhoades et al., 2002). Stabilita transkripti ARF6 a ARFS
je narusena miR167, ¢imz je umoznén optimalni vyvoj samcich i samicich reprodukénich organti a
elongace pylové lacky (Rhoades et al., 2002; Ru et al., 2006; Wu et al., 2006). Oba tyto geny jsou
transkribovany ve sporofytickych pletivech vajicka, v poutku, v placenté a také v tyCinkéch, zatimco
miR167 se jako jejich hlavni regulator vyskytuje hlavné v integumentech a cévnich svazcich tycCinek,
ale nikdy v poutku. Nedojde-li ke Stépeni ARF6 a ARFS, rostliny produkuji sterilni kvéty
s neobvyklymi integumenty. Negativné bylo ovlivnéno také vedeni pylové lacky a u prasnikd
nedochazelo k jejich vysychani, a tudiz ani k uvolnéni pylu. Pfilisna exprese téchto faktorii auxinové
odpovédi v integumentech je evidentné nezadouci, a proto musi byt peclivé regulovana (Wu et al.,
2006). U cinského zeli (Brassica campestris ssp. chinensis) je vyskyt proteini PPR modulovan
aktivitou miR158. Pfi jeji zvySené expresi se vytvaii pyl s nizkou Zivotaschopnosti, pylova zrna jsou
Casto abortovana a jejich obsah je degradovan. Narusené je i kliceni a vedeni pylové lacky (Ma et al.,
2017).

Pfimo v sam¢im i sami¢im gametofytu se vyskytuje fada miRNA, jejichz pfitomnost byla
odhalena Cetnymi analyzami transkriptomu (Abdurakhmonov et al., 2008; Borges et al., 2008; Grant-
Downton et al., 2009a, 2009b; He et al., 2015; Yang et al., 2017). Patii mezi né mimo jiné i miR159,
ktera byla detekovana v pylu a reguluje transkripéni faktory MYB podilejici se zejména na kontrole
kveteni (Achard et al., 2004; Grant-Downton et al., 2009a; Palatnik et al., 2003, 2007). Do této rodiny
transkripénich faktord spadd také DUOI (DUO POLLEN 1). Jeho funkce je nejen nezbytna
pro spravny prubeh druhé pylové mitdzy, tj. k rozdéleni generativni buiiky na dvé buiiky spermaticke,
ale zejména je klicovym faktorem pfi nastoleni a udrzovani identity samci zarodecné linie (Borg et al.,
2011, 2014; Rotman et al., 2005). Transkript DUO] je také pod kontrolou miR159, ale dvojiti mutanti
miR159a/miR159b piekvapivé vytvaii zcela normalni pylova zrna (Allen et al., 2010; Palatnik et al.,
2007). Znalost miRNA nachézejicich se v sam¢im ¢i sami¢im gametofytu je povétSinou omezena
pouze na skutecnost, Ze se urcitym zpisobem ucastni fizeni reprodukéniho vyvoje. Mnozstvi z nich
ma podil na regulaci kveteni, jiné jsou specifické pouze pro gametofyty, jejich funkce neni zcela
objasnéna a vyzaduje hlubsi zkoumani (Abdurakhmonov et al., 2008; Borges et al., 2008; Grant-
Downton et al., 2009a, 2009b; He et al., 2015; Yang et al., 2017).

Poslednim krokem, ktery pfedchazi vyvoji nového jedince, tedy embrya, je u krytosemennych
rostlin dvojité oplozeni. Za jeho spravnost zodpovida na molekularni urovni dvojice piekryvajici se
gent KPL (KOKOPELLI) a ARI14 (ARIADNE 14), jejichz obousmérnou transkripci vznikaji cis-nat-
siRNA. K transkripci KPL dochdzi ve spermatickych butikach, zatimco ARII4 je piepisovan jak
ve vegetativnich, tak ve spermatickych buiikdch, kde neni mozné detekovat odpovidajici protein.

Aby se mohlo dvojité oplozeni uskutecnit, musi byt ve spermatickych bunikach pfitomny oba dva
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transkripty. Nedostatek KPL se projevuje oplozenim pouze vajeéné bunky ¢i pouze centralni buiilky
zarodecného vaku a kolapsem semen (Ron et al., 2010). Nasledna embryogeneze a pretvoreni vajicka
v semeno jsou umoznény pouze za piedpokladu, Ze dojde k oplozeni obou téchto bunék, tj. ke vzniku

embrya i jeho zivného pletiva, endospermu.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo shrnout soucasné znalosti tykajici se malych RNA v rostlinném
organismu, enzymi ucastnicich se jejich biogeneze a vlivu téchto nekodujicich RNA na regulaci
generativniho vyvoje. Na molekularni urovni se malé RNA podili na fizeni Sirokého spektra
endogennich i exogennich sekvenci. Zajistuji také ochranu pred poskozenim genetické informace
mobilnimi elementy ¢i dvouvldknovymi zlomy. Na urovni makroskopické tyto regulace umozinuji
mimo jiné optimalni nacasovani tvorby kvétu, pfechodu do generativni faze a vzniku zarodecné linie a
pohlavnich bunék. VSechny popsané faktory spolecné pfispivaji k vyssi konkurenceschopnosti rostliny
v dal$ich generacich.

Malé RNA jsou velmi Casto mezidruhové konzervovany, mohou vsak nabyvat také novych
dopliyjicich funkci. Vyjimkou neni ani vznik zcela novych sRNA. O jejich mimotadné rychlé evoluci
vypovida skutecnost, ze u kazdého rostlinného druhu lze nalézt miRNA, které se u zadnych jinych
druhii, ani uzce ptibuznych, nevyskytuji (Chen, 2009). Studium téchto vysoce komplexnich drah
pfinasi nejen hlubsi porozuméni mechanismtim, jimiz rostlina dokdze reagovat na napadeni ¢i menici
se podminky prostfedi, ale ma i vyrazné praktické vyuziti. Syntetické miRNA piedstavuji moderni
nastroj genového inZenyrstvi a jejich vneseni do rostliny umoziuje dosdhnout vys$si odolnosti
vici biotickym i abiotickym stresovym faktortim, a tim samoziejmé i vyssSich vynost u zemédélskych
plodin. V neposledni fadé je pomoci RNA interference mozné také uméle zvysit obsah organismu
prospésnych latek v potravinach (tzv. biofortifikace).

Ptestoze v poslednich letech doslo k velkému rozvoji tohoto oboru, znalosti o rostlinnych
sRNA vyrazné zaostavaji za zivo¢iSnymi a mnoho otazek zlstava dosud nezodpovézenych. Jedna se
napiiklad o piesny mechanismus transportu malych RNA mezi riznymi typy bunék, predevs§im
symplasticky izolovanych. Nepochybné¢ bude také objevena fada dosud nezndmych enzymi
podilejicich se na biogenezi sSRNA. K utvoreni celkové predstavy o roli SRNA v fizeni generativniho
vyvoje, zejména pak obou gametofytl, je vSak v kazdém piipad€ zapotiebi ziskani mnohem vétsiho

mnozstvi znalosti.
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