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1. Genetické mapovani mutace
lycopodioformis Arabidopsis thaliana

2. Genetické mapovani genu odolnosti k padli
travhimu u jeCmene

3. VyuZiti mapovaciho softwaru

4. Identifikace transgennich rostlin
Arabidopsis thaliana




Genetické markery

Marker (geneticky marker)
= signalni gen, signalni linie

m morfologické
m bilkovinné (izoenzymy)
m DNA
1. zaloZené na hybridizaci DNA
2. zaloZené na polymerazoveé fetézové reakci
amplifikace - specifickych sekvenci
- nahodnych sekvenci




Vlastnosti markeru

1. vysoky polomorfizmus
kodominantni charakter dédiCnosti
Casty vyskyt v genomu

nezavislost na podminkach prostfedi
snadna dostupnost

snadné a rychlé testovani

vysoka reprodukovatelnost
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snadna vymeéna udaji mezi laboratofemi




Typy DNA markeru:
1. zalozené na hybridizaci DNA
2. zalozené na polymerazové retézoveé reakci
amplifikace - specifickych sekvenci
- nahodnych sekvenci




'RFLP Technology Schéma RFLP markeru

aslie bavds




Schéma SSR markeru

A PCR

pfimy primer
—

r

ﬂ
zpétny primer

i fragment polymorfni DNA

B Elektroforéza

A 1. ekotyp

B 2. ekotyp
AB kfizenec AxB




Schéma CAPS markeru

heterozygot

stepeni stépeni
restrikCnimi l restrikénimi
enzymy enzymy
O

elektroforéza v agarozovém gelu

l




RAPD - random amplified polymorphic DNA
AP-PCR - arbitrarily primed PCR
DAF - DNA amplification fingerprinting
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SCAR - sequence characterised amplified regions




A dendrogram generated from RAPD data for H.vulgare cultivars
Unweighted pair-group average
Jaccard's coefficients

Slechténi na
sladovnickou kvalitu

Malé rozdily v
genetickém zalozeni
kO I e kce | | | Linkage I.Z)istance.

«
5"-ACC AGG GGC A3’ 4 |5-GACCGACCC A
5"-GGT GOG GGA A3’ - 5"-CTT CACCOG A-3'
ABN 13 x AB2 19
ABN 13 x AB2 10




AFLP - amplified fragment length polymorphism

1. St&peni genomové DNA dvéma restriktazami

EcoRl Msel EcoRl

Msel
I

Fragment A B C

2. Ligace s adaptéry proMsel a EcoRI

3. Amplifikace viech fragmenti pomoci univerzalnich primerti proEcoRI a Msel

Msel
universal

4. Amplifikace pomoci selektivnich primerti prodlouZenych o 1 az 3 nahodné vybrané baze

Msel Amplifikace
selective — (A
A B ano
—CC CC«— EcoRl
I > selective ne
ne

o

genomova DNA

Stépeni DNA se vzacné EcoRI
a casto Stépicimi enzymy Msel

5" AATTC T3
fragmenty P AAT 5
ligace adaptéri
s komplementarnimi konci

provedeni PCR
za pritomnosti
neselektivnich primert




polyakrylamidovy gel
a jeho analyza
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Vyuziti genetickych markeru

Zakladni vyzkum i Slechténi

Studium rostlinnych genomu

1. Otisk DNA (fingerprinting)

2. Stanoveni evoluCnich vztahu (pfibuznost
genotypu), taxonomie

3. Genetické mapovani




3. Genetické mapovani

1. Konstrukce genetickych map urcitého druhu
2. Identifikace novych DNA markert

- Vytvafeni nastroji pro MAS (marker-
assisted selection)

- Pozicni klonovani genu




1986 — 1. mapa RFLP markeru u kukurice a rajcete
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Databaze projektu zabyvajicich se mapovanim rostlinnych
genomu (celkem pro 66 ruznych druhu rostlin)
http://www.nal.usda.gov/pgdic/Map proj/




Leoretické otazky genetického mapovani
rostiinnych genomii

Podstata genetického mapovani
Pravdépodobnost vzniku crossing-overu mezi 2 lokusy

Polymorfizmus a jeho detekce
Vychozi krizeni




Populace vyuzivané k mapovani

F, znak dominantni 3:1

znak kodominantni 1:2:1
B, 1:1
Dihaploidni linie — homozygotni material
Rekombinantni inbredni linie (RIL)
Blizke izogenni linie (NIL)

Znaky kvalitativni x znaky kvantitativni

Velikost populace

Pocet DNA markeru pro zachyceni vazby




Ukol & 1
Genetické mapovani mutace lycopodioformis
Arabidopsis thaliana

Material: morfologicka mutace ly

Populace F,
DNA markery — SSR (Simple sequence repeats )

mikrosatelity
— CAPS (Cleaved amplified
polymorphic sequences)




Columbia W | lycopodioformis




Q d

P: $96 S96 Col Col

Schéma HL < .1

kfii eni Fy: §96 Col

e
Fi: 596 S96 596 Col Col Col
;| PR mutantni alela na pozadi S96 resp. DiG 0x CO 1xCO
; : , _ 596 S96 596 Col
.......... mikrosatelit na pozadi S96 resp. DiG
I r ! m
T oererernens standardni alela na pozadi Col -
[ mikrosatelit na pozadi Col
S96 96 596

0 x CO.... 7adny crossing-over

1 x CO.... jeden crossing-over H

2 x CO ...dva crossing-overy

Ramedkem jsou oznaceny rostliny F, generace mutantniho fenotypu




Lokalizace pouzivanych DNA markeru v genetické mapé

Arabidopsis thaliana

1CH 2CH 3CH 4CH 5CH
8,5 MUK11D CIW15
9,0\
3,9 EAT 9,6 ngal145 8,4 — 51— 123 ) nga225
15,0 \% CIW 18
11,4 nga63 16,0 =/ CIW 16
20,6 ngal62 17,7 — 170/ \
28,1 18,1 / \nga158
29,9 l | 34,5 —] 29,6 nga1 111 23,7 nga249
33,8 —|_L- F19G10-23714 387
34.0 43,8 AthGAPAb
50,7 nga1 126 50,5 nga139
49,6 —
57,0 C250D2  gq,
60,0 -1 NF1P2-TGF 57,6 —
68,4 nga’6
66,3 — 73,8 nga168
75,2 —
78,9 79.9 AthSO 191
82,3
3N
83,8 —_|— nga280 SS’S ] 86,4 ngaé 83,4 —1—nga1139
87,0 — o 85,3 93,1 —
104,7 ——5—nga1107
117,8 AthATPASE
~ 125,1 —
CAPS zelené
134,5 -/
\4 \4
SSR cerné




Schéma SSR markeru

A PCR

pfimy primer
—

B Elektroforéza

<
zpétny primer

i fragment polymorfni DNA

A 1. ekotyp

B 2. ekotyp
AB kfizenec AxB




Schéma CAPS markeru

heterozygot

stepeni stépeni
restrikCnimi l restrikénimi
enzymy enzymy
O

elektroforéza v agarozovém gelu

l




SSR a CAPS markery pouzité pro

mapovani /y

5. chromozom
Nazev Pozice Typ Polymorfismus (bp) PCR cyklus

Col S96
m CIWI15 85cM SSR 177 72 2
B CIWI17 9,0cM CAPS 2203 1228/805 14

B nga22513,3cM SSR 119 189 2




Postup

36 vzortkt DNA Iy z F,
Kontroly: rodice, F,

Reakcni smés pro SSR markery
ELFO

Reakc¢ni smés pro CAPS markery
Sté¢peni enzymem Accl 37 °C 3h — CIW17

ELFO




