Praktikum z genetiky rostlin
JS 2014
Geneticka analyza a genetické markery

1.  Geneticka analyza a identifikace pocCtu genu
odolnosti k padli u jeCmene.

2. UrCeni DNA markeru v genetické vazbé s genem
odolnosti k padli travnimu u jeCmene. Prace s

balky.

3. Genetické mapovani genti odolnosti k padli
travhimu u jeCmene. VyuZziti mapovaciho
softwaru.

4. Identifikace transgennich rostlin Arabidopsis
thaliana.

5. Expresni analyza genu PPO pomoci RT-PCR




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

® N o A e N

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
DAF

SCAR

- random amplified polymorphic DNA
- DNA amplification fingerprinting

-
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- 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
Aneuploidni linie — viz schéma
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




Lokalizace genu do vazbovych skupin pomoci aneuploidu

trizomiku
1. Mutace « je lokalizovana na trizomickém chromozomu
P: X aa
F1: Aa
F2:
2 A4 a
AA
2 Aa
2 A4 4 AA 2 Aa
a 2 Aa aa

Fenotypové Stépné pomeéry:

A- : aa 8 : 1




2. Mutace /» neni lokalizovana na trizomickém chromozomu

P: x AADbb
F1: AA Bb
| 4
AB Ab

AAB
AAb
AB AABB  AA Bb
Ab AABb  AADbD

Fenotypové Stépné pomeéry:

AAB- : AADbb 3: 1




Priklad: 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.... 74dny 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 nga1126 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 — T 85,3 93,1 —
104,7 ——5—nga1107
117,8 AthATPASE
~ 125,1 —
CAPS zelené
134,5 -/
\V4 \v4
SSR Cerné




Postup

20 azZ 30 vzortka DNA Iyz F,
Kontroly: rodice, F,

m PCR pro SSR markery
= ELFO

m PCR pro CAPS markery
= Stépeni enzymem
= ELFO




Segregujici populace F2 a molekularni analyza
- priklady

MCIlyH1234567891011121314151617 181920

nga249
}iggg—r — 1 —'_---------;-#;----
MCIyH1234567 891011121314151617 18192021
ngall26
-
199 bp < -.."M“'.-lﬁ'
191 bp

> B VS &0 e - . -




Vypocet podilu rekombinace r :

Zi C chromozomu

=

Zj vsech chromozomii

C...rekombinovany chromozom

Vypocet stredni chyby podilu rekombinace s :

n...celkovy pocet chromozomii




Odhad mapove vzdalenosti D dle Kosambiho mapovaci funkce
(Kosambi, 1944):

3) D=25 ln(

100+2rj
100 —=2r

Vypocet stiedni chyby odhadu mapové vzdalenosti s,

(4) S :&Sr

2500 —7°




Lokalizace mutantni alely /y v genetické mapé€ Arabidopsis

MUK11D
CIwW15

n93225
CIW18
\CIW16

nga249
nga106

EAT
nga1145 Eﬁf:n al72
NT7I123 d 9

280-4-4
T1G11-89778
nga63

VII-111 ngal1111

NO_romoOhROr0OOWOVO

\QQ\C’(\T T

OCOON_,ONNOW-=

L~ nga1126 AthGAPADb

F19G10-23714 _/ CZSOD2

NF19G9 —r— T27E13
N Can 2~
NF21J9 , ™~ F1P2-TGF

ZFPG

0
©

nga139
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nga1107

AthATPASE  gerna — SSR markery

cervena - analyzované mutace




2. Zpresnéni mapové pozice (200 mutantnich rostlin)
vzdalenost 1 az 3 cM (200 az 600 kb, 45 az 135 genu)

3. Identifikace kandidatnich genii
az 2000 F, rostlin, identifikace dvou DNA markeru v co
nejblizsi pozici, identifikace rekombinanti

Nezbytna vysoka vysycenost genomu DNA markery
SNP, In/Del




Podrobné mapovani urcité oblasti genomu
Identifikace DNA markeri v tésné vazbé s genem
Specialni populace pro mapovani — RIL, NIL,
BSA (Bulk Segregant Analysis) s cilem MAS




[0 casova narocnost
00 vysoka homozygotnost

KriZeni polymorfnich II ll ll Il Il

Qoo orrest-IIINN %%ﬁ

e R e
e B e




] Casova narocnost — vytvoreni F; + 6 x BC, selekce
na dany gen (znak) v kazdé generaci

1 vysoka homozygotnost, rozdil jen v lokusu
konkretniho genu a jeho okoli

1 polymorfismus (DNA) mezi NIL s vysokou
bravdépodobnosti souvisi s vazbou marker-gen

i _ HHH [l IIIIIIIIIIII
I 1 111

...II!! 25%P1 125/ P1 .......... > 042/




Orychld priprava kontrastnich skupin genotypu
z F, generace
dominance, recesivita

Rezistentni Segregujici Nachylné
..................................................................... > <
Rodic R Rodi¢ S F, R-Bulk S-Bulk
|
I DN D DN DN DS DN I I | ||
| | I I BN S | |
Rezistentni ' Nachylné




Genetické mapovani genu odolnosti u jeCmene

puvodce Blumetria
graminis

f. sp. horder

v CR i celosvétové jedna
ze

zavaznych chorob
jeCmene

)

ud

m Vyznamné zdroje gent odolnosti jsou plané jeCmeny —
H. vulgare ssp. spontaneum, H. bulbosum

= Slechténi odolnych odr

m 23 zdroju (donortl) odolnosti jeCmene (H. vulgare ssp.
spontaneum) k padli jecmene (PI.....)




Genetické aspekty choroby

Interaction

genom 1 genom 2

geny odolnostl R geny avirulence Avr
veétSinou dominant alela dominantni

l l

, rozpoznani : »
protein 1 protein 2=elicitor




geny R

1. Maji schopnost detekovat (rozpoznat) patogena
2. Maji schopnost aktivovat obrann¢ mechanismy




Cile studia donorii registence

1. Zjistit charakter dédiCnosti genu v novych zdroju
odolnosti jecmene k padli jeCmene

2. Lokalizovat zjisSténé geny odolnosti v genomu
jeCmene pomoci DNA markeru

3. Vyvinout molekularni markery alespon pro
nékteré ze zjisténych genu odolnosti




Strategie resent

1. Vytvofeni vhodnych populaci pro analyzy
odriida “Tiffany x zdroj odolnosti —— F,
2. Fytopatologické testy — P, F,, F,
3. Geneticka analyza
Urceni pocCtu genu determinujicich odolnost
4. Ziskani DNA markert pro jeCmen H. vulgare
Urceni polymorfismu u rodicu

5. UrCeni DNA markeru ve vazbé s jednotlivymi
geny odolnosti:

Analyza balkt — nachylného a odolného
Lokalizace genti na chromozomech jeCmene




Mapa SSR markerti jeCmene vyuZivanych v laboratofi
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Druh — jeCmen Hordeum vulgare
Hodnoceny znak - odolnost k padli travnimu
Puvodce padli travniho — Blumeria graminis

f. sp. hordei (houba)

Populace F2

Krizeni 7:

nachylna (S) X odolna (R)

H. vulgare cv. Tittany x H. vulgare ssp. spontaneum

P1466200
(zdroj odolnosti — plany jeCmen)

l
F, — F, (100 rostlin)




Gkoly

1. Urcit pocCet genu determinujicich
odolnost k padli travnhimu v uvedeném
zdroji odolnosti jeCmene, statisticky ovéfit

2. Urcit typ dédi¢nosti genu/genti odolnosti

3. Urcit SSR/CAPS markery ve vazbé
(analyzou balku)

4. Se kterymi markery jsou vazany geny
odolnosti (pouzitim SW MapQTL5)




 Rostliny rodicovské, F, i jednotlivé rostliny
F2 jsou otestovany virulentnim izolatem Bgh
* Stupnice hodnoceni:

0,0-1,1,1-2,2,2-3, 3, 3-4, 4

Tiffany RT4
Zdroj odolnosti 7 RT0
F, RT0

* F, balky (DNA) kazdy 18 rostlin
* F, 100 rostlin (DNA)

* F, 240 rostlin (fytopatologicka analyza)




Ukol ¢. 3
Urceni markerti ve vazbé s genem odolnosti k
padli travhimu u jeCmene. Prace s balky.

Material: Zdroj odolnosti 7 (P1460200)

Populace F, (Tiffany x P1460200)

Krajni tfidy RT0 a RT4

DNA markery — SSR (Simple sequence repeats )
CAPS (cleaved amplified polymorphis sequence)

chromozom 1H

chromozom 2H

chromozom 3H

chromozom 6H
chromozom 7H




S — z nachylnych rostlin F2

R —z odolnych rostlin F2

S1 — testovany SSR marker neni ve vazbé s genem odolnosti
S2 — testovany SSR marker je ve vazbé s genem odolnosti

_rodiE: 1 rodic 2 F2
druda Tiffany zdroj odolnosti bulk R bulkS1 S2

_ - —

[ S R 21 nachylinych rostlin z populace F2

5 i S -

—
|
|

(EL

S R, 20 odolnych rostlin z populace F2 ' S R - 15 nachylnych rostlin z pdpulace F2




