Helena Storchové

Co prozradilo srovnani genomu
a transkriptomu bublinatek.

Od populacni genetiky

k popula¢ni genomice 2.

V minulém dilu (Ziva 2016, 2: 61-63) jsme nacrtli moznosti, které nabizi mole-
kularni biologie pro studium rostlinnych genomu. A to i u rostlin ziskanych
v terénu, nepatticich mezi modelové druhy. V druhé ¢asti se zamérime na vodni
masozravé bublinatky (Utricularia). Prohlédneme si z ptaci perspektivy prvni
kompletné osekvenovany genom v tomto rodu, jenz nalezi druhu U. gibba. Poté
nahlédneme podrobnéji do zajimavych zakouti genomické krajiny. Zjistime
ti‘eba, zda si bezkofenné bublinatky uchovaly geny ridici vyvoj kotfene. Také srov-
name genom U. gibba a transkriptom bublinatky obecné (U. vulgaris), coz ndm
mimo jiné umozni odhadnout mutacni rychlost a tedy i chod molekularnich

hodin u bublinatek.

Nejmensi rostlinné genomy

Podivejme se nyni, co vie lze vycist z nové
osekvenovaného genomu masozravé bez-
kotenné vodni bublinatky U. gibba (obr. 2)
a také ze srovnani transkriptomu tohoto
druhu a bublinatky obecné (obr. 3—6). Rod
Utricularia obsahuje stovky popsanych
druhti a zfejmé i dalsi dosud nepopsané.
Velikost genom?t bublinatek se naléza v roz-
mezi zhruba od dvojndsobku genomu huse-
nicku rolniho (Arabidopsis thaliana; délka
125 Mbp — miliont pért bazi, velikost ha-
ploidniho genomu) aZ po 82 Mbp u U. gib-
ba, coz piedstavuje jednu z nejmensich
hodnot u cévnatych rostlin (Veleba a kol.
2014). Pokud vyjdeme z pfedpokladu, ze
v zdkladni sadé majf viechny rostliny véet-
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né U. gibba zhruba 30 tisic genti, miZzeme
vypocitat, kolik bazi ptipada na jeden gen
prostym vydélenim obou ¢&isel. Vyjde asi
2 700 béazi, coz je dost mélo, vétsina rost-
linnych gent byvé i s introny (vmezete-
nymi nekdédujicimi tseky) delsi. A to jsme
nenechali nic na junk DNA, tedy nekdédu-
jici intergenovou DNA, ktera zpravidla za-
bird velkou ¢ast genomu. Nedoslo tedy
u U. gibba ptece jen k redukci poctu genti?
Analyza dplné sekvence (Ibarra-Laclette
a kol. 2013) ukézala, Ze nikoli. Pocet genti
této bublinatky 28 494 dokonce pfesahuje
pocet gent husenicku (27 204). Zde musime
poznamenat, Ze kompletni genomicka sek-
vence jesté neznamend, Ze zname piesné
celkovy pocet gent. Ten se méni, jak postup-
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né rozpoznavame nové geny, takze vyse
uvedené ¢iselné idaje nejsou konecné.

Za miniaturizaci genomu U. gibba tedy
stoji pfedevsim vyrazné zmenSeni rozsa-
hu nekédujici intergenové DNA. To sku-
te¢né nastalo — v genomu byl nalezen jen
velice maly pocet retrotranspozont, vét-
§inou netplnych. Také pramérna délka
gent zistdva nizsi, diky krat$im introntim
a ispornému usporddani gend Castecné
pres sebe, jsou-li kédovany v protilehlych
fetézcich. Délka genomu U. gibba se blizi
nejmensi mozné velikosti genomu vyssich
rostlin. Zjevné existuje velky selek&ni tlak
ve sméru jeho maximélni redukce.

Mnoho zajimavého ukézala fylogenetic-
ka analyza genomu U. gibba, ktera odha-
lila polyploidiza¢ni udalosti v minulosti.
Obecné se mnoho polyploidizaci u tak ma-
lého genomu neocekévalo, a proto se tento
vysledek stal moZna nejvétsim dosavadnim
piekvapenim analyzy kompletniho geno-
mu rostlin. Po oddéleni od pfedka révy
vinné (Vitis vinifera) doslo v linii U. gibba
ke tfem naslednym polyploidizacim, tedy
o jednu vice neZ v linii vedouci k huse-
ni¢ku rolnimu! Po kazdé polyploidizaci
probéhla redukce jak poc¢tu genti, tak inter-
genovych oblasti. Co je vSak pfi¢inou tak
vyrazného evolu¢niho trendu ke zmensova-
ni genomu aZ na samou hranici moZnos-
ti? A jak v téchto souvislostech rozumét
opakované polyploidizaci? Nemély by se
ji bublinatky spise vyhnout?

Odpovédi zatim nezndme. Leccos na-
povi Zivotni styl bublinatek, néco odvo-
dime z detailniho pohledu na genomickou
krajinu U. gibba. Blizka budoucnost jisté
pfinese nové odpovédi, protoZe genomic-
ky vyzkum bublinatek rychle pokracuje
a srovndn{ genomi blizce pfibuznych dru-
hii odhali klicové souvislosti. O ¢em viem
muZeme uvazovat?

Jiz ¢lanek v lotiském roéniku Zivy (2015,
6: 286—289) naznacil mozny vztah mezi
vysokou rychlosti ristu této vodni bezko-
fenné rostliny a malym genomem, ktery
muze byt rychleji replikovan. K tomu pii-
stupuje nedostatek zivin, pfedevsim fos-
foru, nutného pro syntézu kostry DNA slo-
zené z cukru (deoxyribdz) a fosfatovych
skupin v Zivotnim prostfedi bublinatek.
Kofisti nemusi byt vzdy dostatek, rostli-
na obc¢as hladovi a mens{ pozadavek na
fosfor p¥i syntéze DNA se jisté hodi.

Dalsi okruh hypotéz je spjat s vysokou
mutacni rychlosti pozorovanou u bublina-
tek a dalsich masoZravych rostlin (Wicke
a kol. 2014). Rychlost mutaci miZze souvi-
set s oxidativnim stresem, kterému tyto
rostliny zatim z nejasného divodu podlé-
haji. Nékteré systémy oprav muta¢niho po-
skozeni DNA se zakladaji na rekombinaci
a mohou vést k delecim, tedy k odstranéni
tsektt DNA. Rozvinuti této myslenky vy-
ustilo v zajimavé vysvétleni opakovanych
polyploidizaci v linii U. gibba (Carretero-
-Paulet a kol. 2015). Podle této predstavy je
polyploidizace nejsnazsi cestou, jak rych-
le doplnit Zivotné nutné geny, jez se po-
stupné poztracely nebo narusily v pribéhu
opravnych ¢i jinych procesti ptisobicich na

1 Narodni p¥irodni pamatka Hrabanov-
ska Gernava — stanovisté bublinatky
obecné (Utricularia vulgaris) a rdestu
zbarveného (Potamogeton coloratus)
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2 Subtropicka obojzivelnd bublinatka
U. gibba je rozsifena v mélkych mokta-
dech na vsech kontinentech. Ma silné
redukované listy a vyznacuje se

velmi malym genomem, takZe se stala
oblibenym modelem zahrani¢nich
molekularnich genetiki.

3 Pryt bublinatky obecné nese tisice
pasti. Druh v CR kriticky ohroZeny patt{
mezi dvé nejvétsi vodni bublinatky na
svété, spolehlivé se péstuje ve venkovni
nadrzi a stal se modelovou rostlinou
¢eskych ekofyziologi a transkriptomikd.

drovni DNA. Polyploidizace by tedy méla
byt preferovana pfirodnim vybérem praveé
u lini{, u kterych dochézi k redukci genomu.
Zatim byla tato revolu¢ni hypotéza vyslo-
vena na zakladé studia jediného genomu —
U. gibba — a brzy uvidime, zda ji potvrdi
genomické sekvence dalsich druht.

Zmens$ovani genomu a polyploidizace -
dalsi prekvapeni v Fisi rostlin

Predstava redukce genomu vyvoléavajici
polyploidizaci jde zdanlivé proti zdravému
rozumu. VZdyt naopak ty nejvétsi rostlinné
genomy (Ziva 2015, 1: 4-5) jsou mnohoné-
sobné polyploidni. Nicméné L. Carretero-
-Paulet se spolupracovniky (2015) nabizeji
zajimavé dikazy. Geny U. gibba rozt¥idili
podle sekven¢ni podobnosti do skupin,
které zhruba odpovidaji genovym rodinam.
Genové rodiny se skladaji z gentt podobné
sekvence, maji téz spolecny fylogenetic-
ky ptvod, nékdy sahajici k pfedku vech
krytosemennych nebo dokonce suchozem-
skych rostlin. Jak kosatél vyvojovy strom
rostlin, vznikaly fady, ¢eledi a rody, mnozi-
lo a rozriiziiovalo se potomstvo ptivodné
jediného genu. Tak napt. velmi zndma ro-
dina transkripénich regulétort FT/TFL
(Ziva 2008, 3: 100-103) Fidi zésadni Zivot-
ni procesy rostlin jako kli¢eni, zastaveni
ristu a nastup kveteni. I jména téchto gent
jsou rodinnad — napf. MOTHER OF FT,
BROTHER OF FT ¢i TWIN SISTER OF FT.
Jejich pfedkem byl zfejmé gen podobny
¢lenu této rodiny u dnesni plavuné vranec-
ku (Selaginella). Ne viechny genové rodi-
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ny ale maji tak starodavny ptvod, nékteré
z nich se objevily a rozrostly aZ v souvis-
losti s vyvojem druhu nebo rodu. Autofi po-
rovnali genové rodiny U. gibba s dalsimi
plné sekvenovanymi druhy rostlin — mimo
jiné rajGete (Solanum lycopersicum) nebo
kejklitky skvrnité (Mimulus guttatus). Zjis-
tili, Ze genové rodiny U. gibba jsou méné
pocetné, Castéji tvofené jedinym ¢lenem,
kych pro bublinatku. Tento jev vysvétlili
pomoci vy3siho obratu (turnover) gent
U. gibba. Zjednodusené feceno, bublinat-
kové geny castéji zanikaly, ale castéji také
vznikaly, napt. cestou zdvojeni a nésledné-
ho odligeni od ptivodni funkce. Dochézelo
ke zdvojenim jak kratkych tisekti nebo jed-
notlivych gent, tak celych genomt. Pravé
zdvojeni celého genomu v pribéhu poly-
ploidizaci poskytla dostatek rozmanitého
materidlu pro evoluci novych genti, nahra-
zujicich ty ztracené.

Jestlize pouhy pohled na genom U. gibba
z ptaci perspektivy vedl k zajimavé hypo-
téze o souvislosti polyploidizace se zmen-
Sovanim genomu, o¢ vice se doviddme ze
studia funkce konkrétnich gent bublinat-
ky! Tyto rostliny vedou skute¢né podivu-
hodny Zivot odlisny od ostatnich. Vytvate-
ji pIlné ponoiené pryty, ale také kvétenstvi
vy¢nivajici nad vodni hladinu a ¢astecné
lékajici hmyzi opylovace. Museji tedy zvla-
dat napf. tvorbu a regulaci praduchti, byt je
potfebuji pouze v uréité fazi svého zivota.
Stejné tak je tfeba prizptsobit charakter
kutikuly ochrané plné ponofenych i plné
vynofenych orgdnd. Rovnéz masozravost
klade velké naroky. Rostlina dokaze nejen
ulovit kofist, ale také vstfebat ziviny z jeji-
ho téla. Genové vybaveni musi odpovidat
vSem témto rozmanitym Zivotnim narokdm.

Zrod a zanik genu

osvétluje evoluci bublinatek

Zptisob, jak nahlédnout do funkéni mapy
genomu bublinatky, nabizi srovnéni poctu
gent a velikosti rodin v raznych funkénich
kategoriich U. gibba a jinych rostlin. Exis-
tuje fada programu pro tzv. anotaci tran-
skriptomu nebo genomu. Ty automaticky
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prochazeji sekvence kontigti (potencialnich
transkriptd v transkriptomu ¢i kusti chromo-
zomu v genomu), porovnavaji je se viemi
dostupnymi sekvencemi, stanovuji pfedpo-
kladanou hranici kédujici sekvence a pfi-
fazuji jim urcitou funkci. Rozpoznaji napt.
geny kédujici enzymy urcitych biochemic-
kych drah, odpovéd na stres, transkrip¢ni
faktory riznych typt atd. Pokud pozoruje-
me velkou rozmanitost v tvorbé ngjakého
organu, struktury nebo v pribéhu biologic-
kého procesu, 1ze otekavat, ze ptislusna
funkéni kategorie bude u bublinatky obsa-
hovat vice ¢lenti. To se potvrdilo v plném
rozsahu (Carretero-Paulet a kol. 2015).

Bublinatka U. gibba mé napf. podstat-
né rozsifenou rodinu gend umoziujicich
syntézu velmi dlouhych fetézcti mastnych
kyselin, které se podileji na tvorbé riznych
typt kutikuly. Jedenact gent této rodiny
stoji proti 0—4 ¢lentm p¥itomnym u jinych
krytosemennych. Podobné doslo k velké
expanzi nékolika genovych rodin odpovéd-
nych za reakci rostliny na chitin, zdkladni
slozku té&l ¢lenovci a drobnych hlistic — vy-
znamné kofisti bublinatek. Chitin se nalé-
za také ve vlaknech hub. Chitinazy a dalsi
obdobné enzymy jsou indukovany u ne-
masozravych rostlin v reakci na napadeni
plisnémi. Studium ,,chitinovych“ gent bub-
linatky pfedbézné ukazuje evoluéni ptivod
biochemickych drah zodpovédnych za tra-
veni kofisti a vstiebavani Zivin u bublina-
tek. Mohly se vyvinout z obrannych reak-
ci pfi napadeni houbami, tedy pfitomnych
u v8ech cévnatych.

Podivejme se ted na jeden z nejpozoru-
hodnéjsich organt v ¥isi rostlin — past
bublinatek, fungujici na zdkladé podtlaku.
Predpoklada se, Ze se vyvinula z listu. Jeji
tvorbu ¥idi jisté velky pocet gent, které se
pii prvni analyze ocitly v kategoriich s ne-
znamou funkci, protoZe dosavadni anoto-
vané databaze (obsahujici sekvence s pfifa-
zenou funkci) nic konkrétntho nenabizeji.
Prvni pohled do genomu U. gibba vsak
naznacuje zajimavé kandidaty ,,pastovych*
gent. V kategorii vyvoj postrannich kofe-
nu se objevily tfi geny pro tvorbu kofeno-
vych meristémt a rozlozeni kofenovych
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vlaskid. Bublinatka oviem zadny kofen
nemad. Nabizi se ldkava mozZnost, Ze v téch-
to pfipadech doslo k posunu funkce a zmi-
néné geny se Ucastni tvorby pasti. Ostat-
né dileZitou soucast pasti tvoii trichomy,
které mohly vyuzit genové signalni drahy
Fidici tvorbu kofenovych vlaskt. Byt by
zéaklady pasti byly listového ptivodu, mala
zména promotorovych sekvenci (kratké
useky DNA pfed zacatkem kédujici sekven-
ce, které rozhoduji, zda gen bude piepiso-
van, a tedy aktivni) mohla zajistit expresi
kotrenovych geni ve vyvijejicich se pastech.

Ztracené koreny

Bublinatky jako vodni bezkofenné rostliny
prijimaji Ziviny ¢lenénym povrchem své-
ho ponofeného prytu a vyzivové dopliky
Cerpaji z kofisti v pastech. Molekularni
detaily tohoto sloZitého procesu dosud ne-
zname. Zajimavé informace vsak jiz mize-
me vycist z genomickych a transkriptomic-
kych sekvenci. Nabizi se zakladni otazka,
co se stalo se stovkami gent fidicich rist
a fungovani kofent u suchozemskych rost-
lin. Vyse jsme popsali zajimavy pfipad tif
kotenovych gent, které mohly ziskat novou
funkci. Jiny byl osud zhruba 60 gent hraji-
cich klicovou dlohu v kofenech husenic-
ku rolniho, avsak chybéjicich u U. gibba
(Ibarra-Laclette a kol. 2013). Tyto geny jsou
u suchozemskych rostlin dtileZité napft. pro
pfenos auxinového signalu (PIN2) nebo ¥di
tvorbu Caspariho prouzku (predstavujicich
bariéru pro vstup latek mezibuné&énym
prostorem) v endodermis, kontrolujf rist
kofenovych vlasku a kofenové cepicky.
V genomu U. gibba po nich neztstala zad-
né stopa. Zatim neni k dispozici kompletni
sekvence genomu jiného druhu bublinat-
ky, ktera by objasnila, kdy k této mnoho-
Cetné ztraté kofenovych gent doslo, zda
postupné, naraz, anebo odlisné v riznych
vyvojovych liniich rodu Utricularia.

Tuto otazku (kromé fady jinych) jsme se
rozhodli Fesit s kolegy z Botanického tsta-
vu AV CR, v. v. i., v Tfeboni (Lubomir Ada-
mec) a Pfirodovédecké fakulty Jihoceské
univerzity v Ceskych Budgjovicich (Jaroslav
Vrba se spolupracovniky) v ramci spolecné-
ho projektu Grantové agentury CR. Sestavi-
li jsme transkriptom bublinatky obecné,
vzdalenéjsi ptibuzné druhu U. gibba, a hle-
dali v ném kofenové geny. Jejich seznam
jsme vytvofili shromazdénim ddaji o geno-
vé expresi ziskanych z vefejnych databazi.
Hlavnim kritériem byla vylutna &i pfeva-
Zujici exprese v kofeni a alespori rdimcové
znama funkce.

Prohlédli jsme vice nez 300 gent s pro-
kazanou nebo predpokladanou funkci ve
vyvoji kofene a zjistili jsme, Ze ty ,, kofeno-
vé“ geny, které schazeji u U. gibba, nejsou
pritomné ani v bublinatce obecné a obréce-
né. Dokonalou shodu v chybégjicich genech
nelze vysvétlit jen nedplnou informaci tran-
skriptomu, musime rovnéz pfedpokladat
jejich absenci v genomu b. obecné. Naopak
nalez nékterych jinych , kofenovych“ genti
v transkriptomu tohoto druhu svédéi jed-
noznacéneé o jejich pfitomnosti v genomu.
Mohli jsme tedy uzav¥it, Ze k mnohacetné
ztraté kofenovych gent doslo u spole¢ného
predka obou bublinatek, zfejmé nedlouho
po vzniku rodu a patrné v souvislosti s pte-
chodem na vodn{ zptisob Zivota (Barta
a kol. 2015). Dalsi genomy a transkriptomy
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bublinatek feknou o této fascinujici zméné
zivotniho stylu jisté vice. Vzdyt takto zkou-
mame jev podobny evoluci delfinti a velryb!
Sekvence kofenovych gent hraji stejnou
roli jako fosilie koster koncetin u pfedki
kytovci a dlouhé rady sekvenci jsou geo-
logickymi vrstvami genomické krajiny. Jen
misto kladivka pouzivame klavesnici.

Zaveér

Nahlédnuti do genomu pfinési obecné po-
znatky, objastiuje dynamiku evoluce gent
a celych genovych rodin. Soucasné vsak
genomicka informace obsahuje nepteber-
né mnozstvi specifickych tdajt, vztahuji-
cich se ke konkrétnim gentm, jedine¢nym
funkcim nebo biologickym procestm. Pro-
to je nutné zvefejnit genomické nebo tran-
skriptomické sekvence na webovych stran-
kach a umoznit dalsim badateltim, aby si
v datech nasli poznatky, o které maji zajem.
Transkriptom bublinatky obecné najdete
na strance http://utricularia.prf.jcu.cz/,
veetné transkripti mikroorganismi, které
s touto rostlinou koexistuji.

Co zajimavého jsme jesté nalezli? Vsimli
jsme si napf. extrémné vysoké irovné alter-
nativntho sestfihu transkripta genu pro sfin-
gosin-1-fosfat lyazu. Nasli jsme pres 400
rtizné dlouhych transkriptt, které mély roz-
manité zkombinované exony a nevystfize-
né introny. Tento postup rostlina pouziva,
chce-li G¢inné a rychle regulovat expresi
dulezitych gent. Sfingosin je ponékud z4-
hadné molekula, mnoho o jeho roli v rostli-
né nevime. Vyskytuje se ve sfingolipidech
v nékterych typech membran. Sfingosin-1-
-fosfat byl rozpoznan jako regulator zavi-
ran{ priduchi prostiednictvim iontovych
kanéalkt u husenicku rolniho. Pro¢ vsak
bublinatka produkuje tolik typti transkripta
pro enzym lyazu §tépici sfingosin-1-fosfat,
a tak ¥idicich jeho hladinu v ponofenych
prytech, které zadné priduchy nemaji?
Zde jiz ma volné pole fantazie, ktera si
muze piedstavit vliv této molekuly tfeba
na udrzovéani podtlaku v pastech. A zbyva
vymyslet a provést fyziologicky pokus, kte-
ry tuto hypotézu otestuje. Mtizeme kupf.
aplikovat rtizné koncentrace sfingosinu-1-
-fosfatu na pasti bublinatky a pomoci cit-
livé kamery sledovat, zda bude ovlivnéno
otviran{ pasti.

Genomickych krajin pfibyva a prochazka
kteroukoli z nich obohati kazdého botani-
ka. Staci si vybrat rostlinny druh a proklikat
se k vlastni otdzce, vyfesit dalsi zahadu.

Studium transkriptomu bublinatky obecné
bylo podporeno Grantovou agenturou Ces-
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4 Turiony, dormantni pfezimovaci
pupeny, bublinatky obecné mohou byt
dlouhé az 2,5 cm.

5 Kvétenstvi b. obecné — dolni cip koru-
ny je typicky prohnut jako koriské sedlo.
Kvétni stopka ma prekvapivé praduchy.
Venkovni kultura v Botanickém tdstavu
AV CR, v. v. i., v Tfeboni

6 Bublinatka obecna vyristajici

na jafe z turionu. Tyto pupeny obsahuji
chlorofyl, a vyrtstajici rostliny tak mohou
od samého zacétku ristu fotosyntetizo-
vat. Listy turiont nenesou pasti.

7 Slatinisté Karstejn na Trebonisku —
ttrka s bublinatkou jizni (U. australis)

a aldrovandkou méchytkatou (Aldrovanda
vesiculosa). Snimky L. Adamce

ké republiky (P504/11/0783), za spoluprdce
Botanického tistavu AV CR, v. v. i., Usta-
vu experimentélm’botanikyAVC’R, V. V. 1.,
a Prirodovédecké fakulty Jihoceské uni-
verzity v Ceskych Budé&jovicich.

Pouzita literatura uvedena na webu Zivy.
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