Hrach v genomickém véku —
140 let od Mendelova objevu

Petr Smykal

Pied 140 lety (1866) byly publikovany vysledky pokusu J. Gregora Mendela
(1822-1884), opata brnénského augustianského klastera, které zasadné zménily
nas pohled na problematiku dédi¢nosti a biologie samotné. Mendelovy objevy se
staly zakladem nového védniho odvétvi, pro n€z v r. 1905 W. Bateson navrhl ter-
min genetika. V dobé zahajeni svych experimentti pracoval Mendel s raznymi
rostlinnymi druhy, z nichZ se nejcastéji zminuji jestrabniky (Hieracium sp.), Slo
v$ak i o dalsi druhy okrasnych a hospodarskych rostlin. Po pocate¢nim hledani
vhodného experimentilniho materialu se velmi $tastné€ rozhodl pro hrach sety
(Pisum sativum) jako hlavni pokusny model. I kdyZ neni znam Mendeluv
mySlenkovy postup pfi vybéru hrachu, divodui bylo nékolik. Pfedevsim hledal
a potfeboval druh s trvale odliSnymi hodnotitelnymi znaky. Dale potfeboval rost-
linu, ktera dovoluje chranit oplozeny kvét pred ptisobenim ciziho pylu, vzniklé
hybridy navic netrpi poruchami plodnosti v nasledujicich generacich. Hrach sety
jako samosprasna rostlina poskytoval jiz v Mendelové dobé dostatek odrud
s vyrazné odliSnymi znaky tvaru semene a lusku, barvy kvétu a vysky. Pravé poku-
sy na hrachu umoznily Mendelovi objevit zakladni principy dédi¢nosti.

Podivejme se vsak, jak vypada genetika
hrachu v dobé€ rozmachu molekularni bio-
logie a genomiky. AZ donedavna se zdalo,
Ze hrach jako geneticky model bude zcela
zapomenut, nebot dalsi generace genetikt
se zaméfily na jiné modelové rostliny, napf.
kukufici (B. McClintock v 50. letech), ryzi
¢i kultovni rostlinu soucasnych molekular-
nich biologti — husenicek rolni (Arabido-
psis thaliana, v r. 2001 prvni kompletné
sekvenovany genom rostlin). Z pohledu
genomiky predstavuje podstatnou prekaz-
ku rozsahly genom hrachu (5x10° part bazi
DNA — bp). Protoze jsou vsak luskoviny
(tedy cela cel. bobovitych — Fabaceae)
z praktického i experimentilniho hlediska
velmi zajimavé kvili fenoménu symbiotic-
ké fixace vzdusného dusiku, byly postupné
nalezeny nové modely vhodnéjsi pro expe-
rimentovani. Takto vstoupil do hry Stirov-
nik japonsky (Lotus japonicus) a vojtéska
Medicago truncatula, jejichz genom je
10x mensi nez u hrachu (5x10°% bp). Tyto
druhy byly vybrany jako modelové lusko-
viny pro sekvenovani jejich kompletni
genetické informace. Jsou samozrejmé ne-
jen objektem genomiky, ale i dalsich metod
studujicich genovou expresi, jako je trans-
kriptomika ¢i proteomika. Mutanti nezbyt-
ni pro ovéreni funkce sekvenovanych gent
jsou ziskavani nejcastéji pomoci transgen-
niho pfistupu, coz umoziuji postupy tzv.
reverzni genetiky (jde o opacny proces,
kdy se postupuje metodami molekularni
biologie a genetiky, od identifikace genu
postizeného mutaci, ke znaku, ktery je
ovlivnén). Pozornost je vénovana samozrej-
mé i komercné uaspésné soji, v tomto pri-
padé vSak vstupuje opét do hry velikost
genomu a skutecnost, Ze jde o polyploidni
druh (tj. s pomnozenym genomem, kdy se
veskeré geny vyskytuji v nékolika kopiich),
V horni iadé rodiéovské komponenty krizeni
bélokvétého listového typu hrachu setého (Pisum
sativum) s fialovym bezlistym typem. Po zkri-
zent dojde ke vzniku F1 kiiZencii (vSichni je-
dinci FI generace jsou shodni) s prevazujicimi
dominantnimi znaky (v tomto pripadé by vy-
sledkem byl fialovokvéry listovy hrdch) ¢ Dole
F2 generace — rekombinace vlastnosti rodici.
Po samoopyleni FI jedince dochizi v nd-
sledujici generaci k volné kombinaci a stépeni
nezdvisljch znakit. Na obrdzku jsou vidét t7i
vybrané kombinace F2 generace. Snimky
R. Dostdlové
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Princip detekce mikrosatelitni repetitivni DNA
sekvence. Mikrosatelitni repetice jednoduchého
motivu (zde di-nukleotidu AG) je vloZena
v genomové DNA. Nejéastéji se tyto repetice
vyskytuji v nekddujicich oblastech, kde nejsou
na rozdil od sekvenci kédujicich protein, tedy
Sfunkeci, vystaveny tak wvysokému selekénimu
tlaku. Diky tomu jsou mozné Castéjsi zmény
(mutacemi, chybami p¥i replikaci DNA) pro-
Jevujict se v prodliuzovdni & zkracovdni repe-
tice. S vyugitim primerii 1 a 2 (krdtkych tsekii
jednovlilknové DNA) nachdzejicich se vné této
repetice a potiebnych pro zabdjeni polyme-
rdzové Tetézové reakce (PCR) dochdzi k na-
mnoZeni daného itselku DNA. Po elektrofo-
retickém rozdéleni produktii PCR reakce na
gelu je moZné odecteni konkrétni délky dané
alely (napi. A, B, C) sledovanych vzorki
(odriidy 1-4). Analjzou nékolika nezdvisljch
mikrosatelitnich mist (Sat—1, 2, 3) je mozné
studovat napi. genetickou pribuznost danych
Jjedincii, populact apod.

coz komplikuje fyzické mapovani genu
(stanoveni jejich polohy na chromozomu).
O vyznamu hrachu a dalsich luskovin mir-
ného pasu svéddi i pristup Evropské unie,
ktera prfijala v r. 2004 Luskovinovy integro-
vany projekt (Grain Legumes Integrated
Project), ktery je zahrnut do 6. rimcového
programu vyzkumu EU. Mimo politické
aspekty (konkurenceschopnost a mensi za-
vislost na dovozové so6ji) rozhodly i aspekty
praktické, jako je potieba vétsiho péstovani
luskovin z divodu lepsi péce o ornou pudu,
zmény osevnich postupt a orientace na tzv.
proteinové plodiny (na rozdil od obilovin
obsahujicich predevsim ziasobni Skrob je
semeno luskovin sloZeno jen z embrya a te-
dy proteint), at jiz pro potieby lidské vy-
Zivy ¢i krmeni zvifat. O vyznamu hrachu
svéd¢i i skutecnost, Ze podobné jako
u mnohem rozsifené;jsi kukufice nebo ryze
vychazi nékolik meziniarodnich periodik
vénovanych jen genetice rodu Pisum.

Srovnavaci genomika luskovin

PfestoZe je hrich objektem genetickych
malo vime o struktufe jeho genomu, a to jak
o karyotypu, tak i o genetické informaci jed-
notlivych chromozomii. Pfi¢inou je prede-
vSim jiz zminéna sloZitost genomu. Avsak
pravé tato komplexita poskytuje na druhé
strané moznost studia architektury geno-
mu, pro fyziologické a biochemické analyzy
je vyhodou dostate¢na velikost rostliny.

Karyotyp hrachu tvofi 7 part chromo-
zomu (2n = 14). Jaderny genom obsahuje
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priblizné 5x10° para bazi DNA. Toto mnoz-
stvi prevysSuje nékolikanasobné rozsah ge-
nomu jiz sekvenovanych rostlin, jako je
husenicek (10% para bazi) Ci ryze a je srov-
natelny s genomem clovéka. Velikost ge-
nomu hrachu je zplsobena zastoupenim
velkého mnozstvi opakujicich se (repeti-
tivnich) sekvenci. Pravé pro vysoky obsah
téchto repetitivnich sekvenci byly nakonec
vybrany pro sekvenovani zminéné bobovité
rostliny. Precteni jejich genetické informa-
ce vsak bude mit bezprostfedni vyznam
i pro studium genomu hrachu. Podobné
jako v pripadé husenicku, fepky i ryze
a ostatnich obilovin bude mozno vyuzit
znacnou evoluc¢ni konzervovanost sekvenci
pribuznych druhti a fyzickou posloupnost
organizace celych genomovych usekut. Diky
existenci podrobnych genetickych a cyto-
genetickych map tak bude mozné postupné
porovnat jednotlivé useky genomu a ¢asem
snad i jednotlivé geny evoluc¢né blizkych
druht, napf. hrachu, bobu ¢i cocky. Jiz od
dob Mendela existuji sbirky hrachu obsahu-
jici rozlicné morfologicky odlisné mutanty
s odliSnou strukturou listt, uponkt Cci
schopnosti tvofit hlizky s bakteriemi fixu-
jicimi dusik. Pfirazeni téchto mutantt k jiz
charakterizovanym mutantim obou sekve-
novanych druht lusténin mdze napomoci
i k mapovani genomu hrachu.

Repetitivni DNA

Podivejme se nyni blize na stavbu repeti-
tivnich sekvenci, na néz je genom hrachu
tak bohaty. Tyto sekvence byly objeveny
pred 40 lety na zakladé studia kinetiky re-
asociace denaturované DNA (tedy zpétné-
ho parovani, vyhledani identickych dsekt
DNA po jejim nastépent, fragmentaci, dena-
turaci v roztoku — useky cCasto se opakujici
a Castéji zastoupené se vyhledaji rychleji
nez useky jedine¢né nebo zastoupené
malym poctem kopii). Teprve v posledni
dobé poodhalujeme neobycejnou struktur-
ni a funk¢ni raznorodost téchto sekvenci.
Pozoruhodnymi repeticemi jsou transpo-
zony, zvlasni genetické sekvence popsané
poprvé pred 60 lety u kukufice, které se
vyznacuji specifickym zptisobem premisto-
vani v genomu. Ctenaf se v této souvislosti
mohl setkat s terminem ,skakajici DNA*.
Specifickym typem jsou retrotranspozony.
Na rozdil od klasickych transpozonti pohy-
bujicich se mechanismem ,vyjmuti a na-
sledného vlozeni“ do jiného mista genomu
se retrotranspozony mohou pocetné mno-
Zit. Nejprve se totiz prepisuji do molekul
RNA a teprve pak zpétné (tzv. reverzni
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Princip RBIP (Retrotransposon—Based Inser-
tional Polymorphism) metodiky detekce inzerce
retrotranspozonu. VioZenim konkrétmi sekvence
DNA — retrotranspozonu — do genomové
DNA vznikd na daném misté tzv. obsazené
misto (+). Evoluné piivodnéjsi je misto po-
strddajici danou inzerci — neobsazené misto
(~). S pouzitim protilehljch primeri, homo-
lognich k dané oblasti DNA, dochdzi béhem
polymerdzové Tetézové reakce k nammoZeni
fragmentu odpovidajici oblasti. Elektroforetické
rozdéleni produktii reakce na agardzovém gelu
ukazuje délkovy rozdil mezi dvéma moZnymi
stavy (neobsazené misto 500 pdrii bdzt, obsazené
200 bp). Blize v textu

prepis, odtud nazev retroelementy) do mo-
lekul DNA. Kopie retroelementu se vkladaji
na nova mista v genomu, pricemz ptvodni
matersky element zdstivai na puvodnim
misté. Vznikaji tak stovky a tisice novych
kopii, které postupné kolonizuji genom.
Samoziejmé vyvstava otazka, zda tyto sek-
vence nemohou zvétSovat genom do neko-
ne¢na (blize také Ziva 2000, 4: 149-152,
Vesmir 20006, 8).

Retroelementy se vyskytuji u vsech do-
sud studovanych organismu. Jsou rozdéleny
podle organizace, struktury a poradi genda,
které koduji. U hrachu bylo dosud popsano
nejméné 30 rodin retroelementd typu
Ty1-copia s pocCtem 30 az 3 000 kopii na
genom. Celkové se odhaduje, Ze predstavu-
ji kolem 5 % z celého genomu. Druha sku-
pina Ty3-gypsy je jesté pocetnéjsi, odha-
dem tvori az 30 % genomu. Pripocteme-li
ostatni typy repetitivni DNA, dostaneme se
k hodnotam kolem 50-60 % genomu. Pfi-
blizné polovinu genomu hrachu tedy pfed-
stavuji tyto ,nepotfebné“ opakujici se
sekvence. Uvozovky u slova nepotiebny
jsou zcela na misté, nebot teprve zaciname
chapat, jakou roli hraji tyto sekvence v evo-
luci a v regulaci genové exprese u vsech
organismu clovéka nevyjimaje (viz Vesmir
2006, 7 a 8).

Mohly tyto sekvence ovlivnit praci J. G.
Mendela? Samozrejmé, Ze ano. MiZzeme byt
jen radi, Ze si Mendel vybral za hlavni objekt
svého studia pravé hrach. Problémy by
nastoupily nejen u cizosprasného druhu,
jako jsou napf. bob (Vicia) ¢i fazol (Pha-
seolus), polyploidniho ¢i apomiktického
druhu (jako byl Mendeltv jestfabnik), ale
také u rostlin oplyvajicich aktivhimi mobil-
nimi elementy DNA (napf. kukufice). Cte-
nar si jisté dovede predstavit situaci, kdy se
transpozon vlozi do kodujici oblasti genu
a nasledné dojde k jejimu preruSeni. Jeden
ze znaku sledovanych Mendelem — svras-
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Princip stanovent genetické pribuznosti pomoct
RBIP systému. Sledujeme—li nékolik nezdvisljch
inzerci retrotranspozonu (zde L1-3) u studo-
vaného souboru jedincii, genotypii, odriid hra-
chu (A-E), je mozné odvodit jejich genetickou
Ppribuznost (napi: ve formé dendrogramu).
Evolucné piivodnéjsi je neobsazené (=) misto
postrddajici danou inzerci retrotranspozonu ve
studovaném genomu. VloZent retrotranspozonu
v mistt L3 je spoletné odridim A, B, C
predchizi tedy vloZent retrotranspozonu v misté
L2, lteré je spolecné jen odriidim A, B.
Evolucné nejmladst je inzerce L1 vyskytujict se
pouze v odriidé B. Studiem nékolika desitele
takovychto mist je moZné pomérné presné
usuzovat na genetickou pribuznost a fylo-
genetické vztahy daného souboru & populace.
Viechny orig. P. Smykala

t€lost semen hrachu, typicka pro sladké
zahradni drenové hrachy, je zptisobena pri-
tomnosti transpozonu v genu kodujicim
enzym odpovédny za fetézeni cukri do
molekul skrobu. Inaktivaci tohoto genu se
v semeni nehromadi Skrob, ale zGstava zde
volny a tudiz sladky cukr.

Studium genetické diverzity hrachu

Rod hrach zahrnuje kromé hrachu seté-
ho i dodnes plané rostouci pribuzné druhy
¢i poddruhy, jako je Pisum abyssinicum,
P elatius, P fulvum, P bumile a dalsi.
Vsechny druhy jsou diploidni (2n = 14), jed-
noleté a pochazeji z oblasti Stredozemniho
mofe a Blizkého vychodu, kolébky staroveé-
kych civilizaci a jednoho z hlavnich domes-
tifikacnich center. Hrach se zde dodnes
vyskytuje na rozmanitych stanovistich, coz
vedlo ke vzniku rtznych forem a posléze
primitivnich odrud.

Niaslednym cilenym vybérem bylo novo-
dobé vyslechténo mnozstvi ptivodn€ krajo-
vych odrad az souc¢asnych modernich odrud.
Odlisuji se jak ve snadno hodnotitelnych
hospodarskych a morfologickych znacich,
tak i v dalSich znacich, jako je odolnost
k chorobam, Skudciim ¢i ostatnim stre-
sovym faktoram (Ziva 2005, 5: 208-209).
Pro Slechténi na vSechny tyto vlastnosti je
jako u ostatnich kulturnich plodin nesmir-
né dulezita existence tzv. genovych bank.
Zde jsou shromazdovany, vyhodnocovany
a skladovany polozky daného druhu od pla-
nych forem az po moderni odrtdy.

V soucasné dobé se stal nanejvys potieb-
nym trendem prechod od pouhého hroma-
déni polozek k jejich aktivnimu vyuziti
podminénému podrobnym studiem. Jde
nejen o hodnoceni v polnich ¢i laborator-
nich podminkach, ale také o vyuziti poznat-
ki genetiky a predevsim pak genomiky.
Odhaduje se, Ze celosvétoveé genové banky
obsahuji priblizné 7 milionti poloZek ruz-
nych druhti (). Je tedy velmi pravdépodob-
né, ze mnohé polozky jsou zastoupeny
vicendsobné a naopak mnoho jich stile
chybi ¢i jsou nedostate¢né. Proto se
v ramci zminéného evropského projektu
buduje i reprezentativni sbirka hrachu,
ktera bude obsahovat pfiblizné€ 6 000 polo-
Zek, a uvazuje se i o sbirce celosvétové.

V Ceské republice jsme plnocennymi
nasledovniky Mendelova dila. Jiz od 60. let
20. stol. byla v Ustavu technickych plodin
a luskovin budovana kolekce puvodnich,
krajovych a soucasnych odrid svétového
sortimentu hrachu citajici v soucasnosti
kolem 1 500 polozek. V této Cinnosti dnes
pokracuje firma Agritec v Sumperku. Zhruba
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stejny pocet polozek obsahuje doplitkova
kolekce zahradnich dfenovych hracha spra-
vovana genovou bankou v Olomouci. Z hle-
diska potreb praktického Slechténi musime
znat co nejpodrobnéji vlastnosti jednotli-
vych rodicti daného kfizeni. Tézko oceka-
vat, ze zkfizenim dvou blizce piibuznych
odrid vznikne odriida majici zcela nové
vlastnosti. I kdyz u prevazné vétSiny kul-
turnich plodin byl postupné vypracovan
podrobny systém hodnoceni viditelnych
morfologickych znak, ani systém 41 popis-
nych znakd u hrachu neni schopen plné
zachytit genetickou diverzitu tohoto druhu.

Zde vstupuje do hry bouflivé se rozvi-
jejici molekularni biologie a genomika.
Vzhledem k nedostatku informaci o sek-
vencich nejsme ve vétsiné pripadt dosud
schopni sledovat variabilitu pfimo na
urovni oblasti DNA kodujicich urcitou funk-
ci, ¢ili gent. Proto pouzivime pro hodno-
ceni variability rozsahlé rodiny repetitivni
DNA. V tomto sméru jsou atraktivni pravé
retrotranspozony, a to pro vysoky pocet
jejich kopii ve studovaném genomu. Dulezi-
té je, Ze tzv. matersky element zuistava (na
rozdil od klasického transpozonu) na pu-
vodnim misté a tvofi tak stalou ,znacku®
predavanou dalsim generacim. Pravé tato
skutecnost povySuje retrotranspozony nad
vSechny ostatni pouzivané molekularni zna-
ky (markery). Zname-li sekvenci ohranicu-
jici dany element pro navrZeni primert
pouzitych v nasledné PCR detekci (metoda
polymerazové retézové reakce je dnes za-
kladnim nastrojem molekulirni biologie,
umoziuje v podstat€ neomezené namno-
Zeni vybraného useku DNA ve zkumavce
a nasledné zviditelnéni vzniklého produktu),
a takto prostudujeme nékolik desitek
jednotlivych inzerci, dostavame vysledné
soubor hodnot v binarnim kodu pfirovna-
telny k ¢arovému kodu, ktery charakterizu-
je daného jedince, odradu.

Tento systém byl doveden k dokonalosti
vyuzitim techniky tzv. DNA cipu (viz obr.
a také Ziva 2005, 3: 98-99). Pomoci DNA
¢ipua byla studovana evolucni fylogenetic-
ka pfribuznost ptvodnich druht, forem
a odrud hrachu (viz obr.). Na nasem praco-
visti studujeme timto zpusobem genetic-
kou pfibuznost odrud hrachu s dirazem
na rozsahly material ceského a slovenské-
ho puvodu, reprezentujici vysledky Slech-
téni béhem poslednich priblizné 90 let.
Retrotranspozonové markery spolecné s mi-
krosatelitnimi sekvencemi (dal$imi pred-
staviteli repetitivni DNA) umoziuji postih-
nout napf. ¢asové se ménici Slechtitelské
trendy, zabyvat se otazkami genetické sta-
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bility odrid nebo naopak ptisobenim ge-
netického posunu (driftu).

Vyhled do blizké budoucnosti
Slechténi hrachu

Informace o genetické pribuznosti, resp.
vzdalenosti jsou dulezitym voditkem pro
Slechtitele (napf. pfi vybéru rodict pro kii-
Zeni ¢i presnou identifikaci a pravni ochra-
nu odrud). Neni vsak mozZné spokojit se jen
s jejim odhadem, zalozenym na repetitiv-
nich sekvencich, které jsou evolu¢né jinak
selektovany nez kodujici sekvence. Nutné
jsou informace o sekvencich konkrétnich
gentl zabezpecujicich tvorbu zasobnich
proteint, odolnost k chorobam, skiidciim
apod. V tomto pripadé budeme moci brzy
vyuzit udaje o sekvencich téchto gent
u piibuznych rodti — Stirovniku a vojtésky.
Musime v$ak zduraznit, Ze prostym sekve-
novanim genomu price nekondi, ale na-
opak spiSe zacina.

Nasledné je totiz zapotrebi prifadit dané-
mu genu jim kodovanou funkci. Mizeme
vyuzit napf. mutanty (v nichZ je gen ne-
funk¢ni nebo je jeho funkce modifikovana
— inzerci, deleci ¢i zaménou nukleotidové
baze), nebo peclivym pozorovanim a po-
pisem projevu (fenotypu) odpovidajiciho
dané alele prislusného genu. A zde je pro-
stor pro uplatnéni dlouhodobé studova-
nych mutantd, variant ¢i odrad hrachu
s odliSnymi vlastnostmi. Bude-li mit Slech-
titel k dispozici jakysi katalog prirazujici
konkrétni alele daného genu urcity projev,
bude mozné 1épe navrhnout zadouci cilo-
vou kombinaci potrebnych alel.

Z uvedeného je zfejmé, Ze genetika a po-
tazmo moderni genomika neni samoucelna
a n€kdy i draha véda odtrzena od reality, ale
naopak disciplina umoznujici vybirat za-
douci vlastnosti hospodarsky vyznamnych
organismu. V zidném pripadé vsak nebude
mozné odvrhnout klasické polni testovani
plodin a nahradit je ,jednoduchym a rych-
lym testem na trovni DNA”, jak o tom sni ¢i
je presvédceno mnoho soucasnych praktic-
kych slechtitelti. Testovani kvalit urcitého
genotypu pomoci nékdy az mytizovanych
DNA markert bude sice praktickym a pre-
devsim presnym a rychlym pomocnikem,
bez vzijemného kombinovani genomic-
kych a fenotypickych informaci se ale ne-
obejdeme.

Uvedend problematika je resena s podporou
Vyzkumnébo zdméru MSM 2678424601, po-
skytnuteho MSMT CR pracovisti Agritec Plant
Research s.r.o. v Sumperku.

www.cas.cz/ziva



