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Zacali jsme ¢ist obrovské genomy obilovin?

9374 v

Psenice patti k nejdillezitéjiim svétovym plodi-
ndm — tvori zdklad stravy pro vice ne ietinu
lidstva. Feji produkce viak stoupd pomaleji neZ
spotieba. Svétové zdsoby se tenct, za poslednich
deset let klesly zhruba na polovinu. Slechtitelé
podporuji a napjaté ocekdvaji vysledky ctent pse-
nicného genomu.

Vesmir: Mezindrodni konsorcium pro sekveno-
vdni genomu psenice (International Wheat Geno-
me Sequencing Consortium) patti k nejlépe orga-
nizovanym uskupenim tohoto typu. Olomouckd
Laboratot molekuldrni cytogenetiky a cytometrie,
kterd je soucdsti Ustavu experimentdini botaniky
AVCR, v. v. i., hraje v jeho cinnosti klicovou roli.
Jak konsorcium pracuje?

Jaroslav Dolezel: Cil konsorcia je nesmirné
ambiciézni — precist obrovsky genom pseni-
ce seté (Triticum aestivum ssp. aestivum), kte-
ry je tvoren 17 miliardami part bazi DNA. To
je pétkrat vice nez u ¢lovéka a rozsahem jde
o dosud nejvétsi sekvenacni projekt viibec.
Protoze ostatni vyznamné plodiny maji geno-
my podstatné mensi, neoc¢ekdvam, ze v nej-

PSenice seta (Triticum aestivum ssp. aestivum), odrui-
da Chinese Spring, jejiZ genom se ¢te. Snimek © Sta-
nislav Vanék.

blizsi dobé bude zahajen projekt podobného
rozsahu. Manazerkou konsorcia je Kellye A.
Eversole, kterd dlouho pracovala v americ-
kém Senatu a ve Spojenych statech koordi-
nuje dalsi projekty zamérené na sekvenovani
celych genomit. Pod jejim vedenim je kon-
sorcium profesiondlné fizené, ma jasny pro-
gram, prace rychle postupuji a nesou ovoce.

Protoze pracujeme s tak obrovskym geno-
mem, stézi ho miizeme ¢ist cely naraz (viz
Vesmir 88, 182, 2009/3). Postupujeme uvazli-
vé a prvnim cilem konsorcia je vytvofit fyzic-
ké mapy jednotlivych chromozomi, kterych
ma pSenice 21 part. Déje se tak pomoci tak-
zvanych BAC knihoven, kde pro dalsi pra-
ci archivujeme kratké tseky DNA, o nichz
vime, ze kterych chromozomié pochaze-
ji. Mohlo by se zdat, ze v éfe sekvenatortl
novych generaci je tento postup zastaraly.
Pomtize ndm vsSak nezabloudit v slozitém
genomu. Snadno by se mohlo stat (a nejed-
nou se také stalo), ze bychom sice postupo-
vali rychle, ale nakonec zjistili, Ze sekvenu-
jeme néco jiného, nez jsme chtéli. Genom
pSenice je nejen obrovsky, ale i slozity mimo
jiné tim, Ze je hexaploidni. Na vzniku pSeni-
ce seté se totiz podilely tfi pfibuzné druhy
trav a od kazdé z nich dostala vénem cely
genom. Protoze §lo o ptibuzné druhy, jsou
si rodicovské genomy podobné.

Rodokmen psenice seté

Vesmir: Fak a kdy vznikla pienice setd?

J. D.: Vznikla v oblasti trodného ptalmésice
- tam, kde neoliticky ¢lovék zménil Zivotni
styl, usadil se a zacal provozovat zemédél-
stvi. PSenice setd se na tomto procesu moh-
la vyznamné podilet. Historie jejtho vzniku
je v8ak star$i. Asi pred pul milionem let se
zktizila diploidni pland trdva Triticum urar-
tu, kterd méla genom AA ve dvou sadach po
sedmi chromozomech, s piibuznym diploid-
nim druhem travy, jez mél genom BB také
ve dvou sadach po sedmi chromozomech. Ta
se asi podobala dne$nimu druhu plané travy
Aegilops speltoides. Diploidni kfizenec obou
druhii mél genom AB a 14 chromozomt (od
kazdého rodice ziskal jednu kopii genomu
pfedstavovanou jednou sadou sedmi chro-
mozomi) a byl neplodny, protoze chromozo-
my genomu A se v procesu tvorby pohlavnich
bunék nemohly parovat s odlisnymi chromo-
zomy genomu B. Kdyz se v§ak vSechny chro-
mozomy kiiZence zdvojily, vznikla pland te-
traploidni pSenice ...s. 564
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Laboratof molekularni
cytogenetiky

a cytometrie UEB
studuje také genom
bananovniku. Vedle
spolecensko-
ekonomického
vyznamu je
bananovnik stejné
jako psSenice
vhodnym modelem
pro studium zmén
genomu v prubéhu
evoluce polyploidnich
a hybridnich druhu
rostlin. Laborator
ziskala dosud nejvétsi
objem sekvencnich dat
genomu bananovniku
a Mezinarodni
konsorcium

pro genomiku
bananovniku ji
povérilo spravou
Centra pro genomiku
bananovniku.

V prostorach
laboratore jsou
uloZeny BAC knihovny
bananovniku,
referencni sbirka
genomovych DNA

a dalsi biologické
materialy, které
laborator distribuuje
do celého svéta.

Na snimku je list
planého druhu Musa
acuminata ssp.
zebrina z olomoucké
sbirky,

© Stanislav Vanék.

T. turgidum s genomem AABB a ¢tyfmi sada-
mi po sedmi chromozomech, kterd byla plod-
na (chromozomy A se paruji s chromozomy
A, chromozomy B se paruji s chromozomy B).
Z ni se vyvinula — a na tom se zfejmé cile-
nym vybérem podilel ¢lovék — kulturni pSe-
nice tvrda (7. turgidum ssp. durum), ze kte-
ré se napiiklad délaji téstoviny. Teprve asi
pred deseti tisici lety se tetraploidni 7. tur-
gidum (AABB) zkiizila s tfetim diploidnim
druhem travy: Aegilops tauschii s genomem
DD ve dvou sadach po sedmi chromozomech.
Jejich kifizenec mél genom ABD ve tfech
sadach chromozomi po sedmi, a byl samo-
zifejmé neplodny. Teprve po zdvojeni vSech
tii sadek chromozomu vznikla plana hexa-
ploidni pSenice s genomem AABBDD v Sesti
sadach chromozomui po sedmi [(3x7)x2=42
chromozomii|. Pfesnéji jde o allohexaploid-
ni druh, pfidemz predpona ,allo“ vyjadiu-
je odli$nost rodicovskych genomti. Tohoto
kiizence si cloveék zfejmé vSiml, selektoval
jej a prispél ke vzniku pSenice seté (Triticum
aestivum ssp. aestivum). Je zajimavé, ze neby-
la nalezena plana forma hexaploidni pSenice,
a zda se, ze k rozsiteni pSenice by bez pfispé-
ni ¢lovéka nedoslo.

Genomové knihovnictvi

Vesmir: Vratme se k tématu naseho rozhovoru.
Co to je BAC knihovna a fyzickd mapa chromo-
zomu?

J. D.: Knihovna DNA je sbirka fragmentt
chromozomii vloZenych technikami geno-
vého inzenyrstvi do bakterif, zpravidla do
druhu Escherichia coli. V ptipadé BAC kniho-
ven je vektorem slouzicim k vlozeni do bak-
terie umély bakterialni chromozom (Bacteri-
al Artificial Chromosome). Transformované
bakterie 1ze dlouhodobé skladovat pfi teplo-
té —80 °C, v ptipadé¢ potfeby namnozit a dale
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s nimi pracovat. Fyzickd mapa piedstavu-
je soubor klonti z BAC knihovny uspotada-
nych tak, aby se navzdjem ¢aste¢né prekryva-
ly a jejich poradi odpovidalo jejich umisténi
v genomu. Dostupnost fyzické mapy zasad-
nim zplsobem usnadiiuje a urychluje izolaci
gentl a odvozovani DNA markert vyuzitel-
nych v §lechténi. Umozni rovnéz sekvenova-
ni gigantického genomu psenice po mensich
c¢astech (skupinach BAC klonil), coz velmi
usnadni jinak velmi slozité sestavovani krat-
kych sekvenacnich ¢teni.

Pti konstrukci fyzické mapy celého geno-
mu pSenice seté bude tfeba uspofadat nej-
méné dva miliony BAC klonti, coz je velmi
obtizné, nejen pro jejich velky pocet, ale
i kvali zminéné podobnosti rodicovskych
genomu. V piipadé naseho konsorcia je pra-
ce usnadnéna tim, ze BAC knihovny pfipra-
vujeme z jednotlivych chromozomi, respek-
tive jejich ramének. Tim odpada problém
s podobnosti genom a prace je velmi zjed-
nodusena i tim, ze raménka tvoii jen néko-
lik procent celého genomu, a usporadavame
tedy ,jen” asi padesit tisic klond pro kazdé
raménko zvlast. Dalsi vyhodou nasi strate-
gie je moznost pridélit jednotlivé chromo-
zomy ruznym laboratofim, které mohou
na konstrukci fyzické mapy a sekvenova-
ni genomu postupovat soubézné s ostatni-
mi, a tim se cely projekt samoziejmé znacné
urychluje.

Vesmir: Jak se BAC knihovny specifické pro jed-
notlivé chromozomy vytvdreji?

J. D.: Udélat takovou BAC knihovnu neni
zadna legrace a vyzaduje to obrovskou zku-
Senost s mnoha technikami cytogenetiky,
cytometrie, molekularni biologie a genomi-
ky. Neni to prace pro jednotlivce, ale pro
sehrany tym Spickovych odbornikt. Vyvoj
celého baliku metod nam trval mnoho let
a byl mozny diky podpote Grantové agen-
tury CR, MSMT CR a Narodni agentury
pro zemedelsky vyzkum. Vlastni prace na
konstrukci knihovny zacina tfidénim chro-
mozomu pomoci pratokové cytometrie. Pro
kazdou knihovnu potfebujeme nejméné pét
miliond chromozomi a jenom jejich tfidéni
trva asi 6 tydnd. Vzorek pro tfidéni je sus-
penze chromozomd, kterou pfipravujeme
homogenizaci kofenovych $pic¢ek. Abychom
ziskali dostate¢né mnozstvi chromozomi,
musime nejdiive ve $pickach synchronizovat
bunééné déleni a zastavit je ve fazi, kdy jsou
chromozomy plné kondenzované (v metafa-
zi). Pak DNA chromozoml barvime speci-
fickym fluorescen¢nim barvivem a vzorek je
ptipraveny pro tfidéni.

Pti analyze priitokovym cytometrem je sus-
penze chromozomt uspotradavana ve vod-
nim paprsku o priiméru 70 mikrometri tak,
ze se pohybuji jeden za druhym. Rychlosti
asi 1000 chromozomi za sekundu prochaze-
ji jednotlivé pres tzky paprsek laseru, mole-
kuly fluorescen¢niho barviva absorbuji své-
telnou energii laseru, kterou vsak okamzité
uvolnuji ve formé zablesku fluorescence. Po-
dle mnozstvi vyzareného svétla je stanoven
obsah DNA. Jen o néco niZze pod oblasti
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méfeni je vodni paprsek rozdélovan na nano-
litrové kapicky. Ty, v kterych je chromozom,
jenz nas zajima, jsou nabity kladnym nebo
zapornym elektrickym nabojem a po prucho-
du eletrostatickym polem jsou odchyleny do
sbérné nadobky. Zpocatku jsme viak narazi-
li na problém, Ze chromozomy psenice maji
podobnou velikost a podle mnozstvi fluores-
cence se dal tfidit jen chromozom 3B, ktery
je vétsi nez ostatni, a ma tedy nejvice DNA.
Pokracovat nam pomohla prace E. R. Sear-
se z padesatych let minulého stoleti, ktery
v USA pracoval s modelovou odrtidou pse-
nice Chinese Spring a vytvofil telosomic-
ké linie. V kazdé z téchto linii chybi jed-
no z ramének nékterého chromozomu, bud
dlouhé, nebo kratké. Chromozom, kterému
kus chybi, ma nejméné DNA, tedy i nizsi
fluorescenci nez ostatni, a mizeme jej pomo-
ci cytometru izolovat. Sears nemohl tusit, Ze
jeho prace poslouzi genomice, ale jak je vidét,
dobfe udéland prace se neztrati.

Vesmir: A je to. Roztiidite chromozomy, rozsekd-
te je na kousky, ty nacpete do bakterit, sekvenu-
Jete...

J. D.: Kdepak, o BAC knihovné jesté nemtize
byt re¢. Kdyz jsme zasluhou kolegyné Ing.
Hany Simkové, CSc., ktera vypracovala me-
todu izolace neporusené DNA z tfidénych
chromozomi, proslapali cesticku az sem, jen
jsme slyseli: ,,Jo, to je zajimavé.“ A tim zdjem
kon¢il. Pozadavek byl, abychom dokazali, ze
l1ze udélat BAC knihovnu z tfidénych chro-
mozomi. Tim jsme se vSak zabyvat nechté-
li, zakladat v Olomouci genomiku jsme v té
dobé neméli v tmyslu. Nabidli jsme kole-
gim v USA, Ze jim poSleme DNA z tfidénych
chromozomil, a pozadali je, aby na$li n¢ko-
ho, kdo knihovnu pfipravi. Kdyz jsme vSak
zminili, Ze nejvétsi mnozstvi DNA, které
muizeme poskytnout, je 5 mikrogrami — a to
predstavuje nékolik milionti chromozomu! -
dostali jsme jednoznac¢nou odpovéd: ,,Z tak
malého mnozstvi DNA nikdo nikdy zadnou
BAC knihovnu neudéld, to nejde.“ A zase
jsme byli na zacatku. Museli jsme tedy opti-
malizovat mnoho dalsich krokiti a ptizplso-
bit fadu postupti. Na konci dlouhé cesty byla
metodika, diky niz jako jedini na svété umi-
me tento typ knihovny vytvofit z tak malého
mnozstvi DNA.

Vic nez knihovnici

Vesmir: Nyni pro konsorcium (a nejen pro né)
pripravujete a spravujete BAC knihovny chromo-
zom psenice. Co to obndsi? Jak se rozhoduje, kdo
kterou cdst genomu bude Cist?

J. D.: Kdyz jsme pted lety prosazovali zminé-
ny postup — konstruovat fyzické mapy a sek-
venovat genom pSenice po mensich castech,
po chromozomech — malokdo to povazoval
za realné. To se vSak zménilo a ted proziva-
me obdobi, kdy vSichni maji zajem o DNA
z izolovanych chromozomt pS$enice, a ne-
jde jim vzdy jen o sekvenovani, tfeba pouze
potfebuji zjistit polohu urcité sekvence DNA
v genomu. Pfitom jsme tuto aplikaci publi-
kovali pred patnacti lety. Mdme radost, ze
jim to ,jiz dochazi®. Nejdtive vsak bylo nut-

Pratokovy cytometr a sorter BD FACSVantage SE, ktery Laboratof molekularni
cytogenetiky a cytometrie UEB vyuzZiva pro tiidéni chromozomu. Snimek © Sta-
nislav Vanék.

Ze spolupriace se Slechtitelskou stanici v Hladkych Zivoticich se vyvinul rozsah-
ly program studia genomu kriZencti kostrav (Festuca) a jilka (Lolium), de facto
¢lovékem nové vytvoreného rodu Festulolium, ktery spojuje vyhodné vlastnosti
obou rodicu. Jejich genomy v jadie hybrida riizné interaguji a tak je tento sys-
tém vhodny pro studium zmén hybridnich a polyploidnich genomu. Ve spolupra-
ci s australskou firmou Diversity Arrays Technology Ltd. olomoucka laborator
vyvinula DNA ¢ip, pomoci néhoz bude mozné rychle stanovit, jakou ¢ast genomu
od kterého z rodi¢t sledovany hybrid obsahuje a studovat vztah mezi strukturou
genomu a agronomickymi vlastnostmi. Tato prace je podporovana granty NAZV
QH71267 a GA €R 521/07/P479. Na snimku je kiizenec kosti-avy rakosovité a jil-
ku mnohokvétého © David Kopecky.
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né presvédcit kolegy, aby nasi strategii pfija-
li. Na zacatku se ptidalo jen par laboratofi.
V prvé rad¢ to byli Francouzi, s nimiz jsme
ptipravili viibec prvni BAC knihovny z tfi-
dénych chromozomi, a pak Americ¢ané, kte-
fi nds ptizvali k feSeni projektti National
Science Foundation a Ministerstva zemédél-
stvi USA.

Zlomem bylo ziskani projektu 7. ramco-
vého programu ,Triticcae Genome — KBBE
212019, kterého se ucastni 15 evropskych
laboratofi a jehoz velka cast je zaloZena na
nadi praci. Koordinatorkou projektu je Ca-
therine Feuillet (Institut National de la
Recherche Agronomique, Clermont-Ferrand),
ktera jako jedna z prvnich klonovala geny
u pSenice a nasi strategii vZdy podporovala.
Po kratkém obdobi, kdy jen pomalu pribyva-
li zajemci o jednotlivé chromozomy, si najed-
nou i ostatni uvédomili, Ze pti dal§im vahani
na né zadny chromozom nezbude a ,nebu-
dou mit vlajku® na genomu p$enice. S Nory
jsme se stfetli o chromozom 7D, ktery jsme
si vzali pravem prvniho, protoze knihovny
pripravujeme, a mame tedy pravo si vybrat.
Po delsi diskusi se nakonec smifili s chromo-
zomem 7B. Japonci nas kontaktovali minuly

Vi
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rok, volny byl jesté chromozom 6B. Australa-
né si zamluvili tfi chromozomy, ale nakonec
zjistili, Ze na to nemajf penize, a ponechali si
jen 7A. Kdybyste se zeptal, pro¢ budou Ném-
ci ¢ist chromozom 6A, nikdo vam to nefekne;
chtéji se prosté na prestiznim projektu mezi-
narodniho konsorcia podilet a chromozom
6A byl jeden z poslednich volnych. Nechtél
bych viak, aby to vyznélo tak, ze se chromo-
zomy rozdé€luji zivelné. I zde ma konecné slo-
vo koordinatorka konsorcia Kellye Eversole
— a vzdy jsme se dohodli. Pro nas je dilezité,
ze jsme pro Ceskou republiku zajistili Géast
na prestiznim svétovém projektu a Ze mame
moznost sekvenovat dokonce tfi chromo-
zomy (3D, 4A a 7D). To, jestli se bude nase
republika aktivné podilet i na této fazi pro-
jektu konsorcia, zalezi pfredev$im na tom,
zda se podaii ziskat finan¢ni podporu.
PSenic¢né geny

Vesmir: Co jiz vime o genech psenice seté, o jejich
JSunkci, k cemu ndm to mige byt dobré?

J. D.: Pocet genti diploidnich obilovin se
odhaduje na 30-40 tisic, u hexaploidni pSe-
nice piedpokladame asi 120 tisic genti, nékte-
i autofi odhaduji az 160 tisic. Dosud bylo
izolovano deset genti pSenice podminujicich
nékteré rezistence, vernalizaci (viz c¢lanek
I. T. Prasila na s. 567) a také gen Q, ktery
souvisi s domestikaci pSenice mimo jiné i tim,
ze ovliviiuje snadné uvolnovani zrn z klaski,
a tedy snadné vymlaceni zrn. Izolovanych
gent je zatim malo a vedle slozitosti genomu
je dalsim dvodem to, Ze mnoho dtlezitych
znak je zaloZeno kvantitativné a zavisi na
mnoha genech, které se obtizné identifi-
kuji (viz c¢lanek L. Kratochvila na s. 556).
Vyuziti izolovanych gent nemusi spocivat
jen v genovych manipulacich. Slechtiteltim
pomuze, kdyz budou moci brzy po vyklice-
ni pomoci DNA markertl zjistit, ve kterych
rostlinkdch pozadovany gen je, a pak pésto-
vat jen ty vybrané.

Studium struktury genomu psenice je véak
vyznamné z mnoha dalsich dévodd. Dnes je
jiz jasné, zZe stejné jako u pSenice doslo u vét-
$iny druhti rostlin v pritbéhu evoluce k jedné
nebo vice epizodam zdvojeni poctu chromo-
zomu (polyploidizaci) a casto také k mezi-
druhové hybridizaci. Tyto procesy mély za
nasledek zmnozeni genetické informace
v bunécném jadre, pfi¢emz nékteré ¢asti rodi-
covskych genomt mohly byt jako nadbytec-
né eliminovany, jiné se mohly diky ,nadby-
te¢nosti® rizné modifikovat ¢i diverzifikovat
a umoznit, aby vznikly varianty genti podmi-
nujicich nové vlastnosti (viz Vesmir 88, 265,
2009/4). Témto procesim dosud mélo rozu-
mime a pSenice je pro takto zaméfena stu-
dia vhodnym modelem. Je to evolu¢né mla-
dy druh, a mizeme tedy studovat rand stadia
vyvoje polyploidniho a hybridniho genomu
a snad i odpovédét na otazku, co udélalo
z plané travy pSenici, kterad stala u kolébky
nasi civilizace.

Vesmir: Dékujeme za rozhovor.

/Ra Vesmir se ptal Stanislav Vanék./
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