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Zaklady genomiky Il.

= Zdrojova literatura ke kapitole II:

Plant Functional Genomics, ed. Erich Grotewold, 2003, Humana Press, Totowa,
New Jersey

Majoros, W.H., Pertea, M., Antonescu, C. and Salzberg, S.L. (2003) GlimmerM,
Exonomy, and Unveil: three ab initio eukaryotic genefinders. Nucleic Acids
Research, 31(13).

Singh, G. and Lykke-Andersen, J. (2003) New insights into the formation of active
nonsensemediated decay complexes. TRENDS in Biochemical Sciences, 28 (464).

Wang, L. and Wessler, S.R. (1998) Inefficient reinitiation is responsible for
upstream open reading frame-mediated translational repression of the maize R
gene. Plant Cell, 10, (1733)

Zaklady genomiky Il, Identifikace genl




Zaklady genomiky Il.

= Postupy ,pfimé" a reverzni genetiky

rozdily v mysSlenkovych pfistupech k identifikaci genu a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie

= Experimentalni identifikace genu

priprava genové obohacenych knihoven pomoci
technologie metyla¢niho filtrovani

EST knihovny

Zaklady genomiky Il, Identifikace genl




Zaklady genomiky Il.

= Postupy ,pfimé" a reverzni genetiky

rozdily v mysSlenkovych pfistupech k identifikaci genu a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie

= Experimentalni identifikace genu

priprava genové obohacenych knihoven pomoci
technologie metyla¢niho filtrovani

EST knihovny

Zaklady genomiky Il, Identifikace genl




Zaklady genomiky Il.

= Postupy ,pfimé" a reverzni genetiky

rozdily v mysSlenkovych pfistupech k identifikaci genu a
jejich funkci

Zaklady genomiky Il, Identifikace genl




Prima vs. reverzni genetika
Revoluce v chapani pojmu genu

,Reverzne geneticky” pristup
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Pristupy ,klasické“ genetiky
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|dentifikace role genu ARR21

« Predpokladany prenasec signalu u dvoukomponentniho signalniho
systemu Arabidopsis
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|dentifikace role genu ARR21

regulator odezvy v dvoukomponentnim signalnim systému

input signal /\e\
) 780

N --— Cc output signal
input
domain
hybrid sensor kinase N— —c N- -@p c

output
domain

response regulator(s)
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|dentifikace role genu ARR21

« Mutant identifikovan vyhledavanim v databazi inzerénich mutantd
(SINS-sequenced insertion site) pomoci programu BLAST
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|dentifikace role genu ARR21

identifikace inzeréniho mutanta

vyhledavani v databazi inzerénich mutantui (SINS)

Insert SINS: 01 09 64

Query:_SO tcztaacgttcatgagcgtaccatacttgacaanagagaacgtagccagccatttacagg 139
trreererrrrrrrreerrrrerrrrrerr e reerrrrrerererrrrrrrrrrnn

Shjct: 58319 tcctagcocgttcatgagoegtaccatacttgacaagagagaacgtagecagocatttacagg 58378

Arr2l1l: 1830

Insert SINS: 01 09 64
Query: 140 tttgatatctcttgtcaaaaatgtttttggattttactgt 179

trreererrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrr e rrrn
Shjct: 58370 tttgatatctcttgtcaaaaatgtttttggattttactgt 58418

Arr21: 1890

lokalizace inzerce dSpm v genomové sekvenci ARR21 pomoci
sekvenace PCR produktu

16k - d11

D2 D1 K W 1727 bp 1728 bp P
16k - 16p
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|dentifikace role genu ARR21

« Exprese ARR21 u standardniho typu a Inhibice exprese u inzercniho
mutanta potvrzena na urovni RNA
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|dentifikace role genu ARR21

analyza expresniho profilu

Standardni typ InzerCni mutant

controls

gene/cycles
ACTIN2/20 —— ——

ARR21 /30

ARR21 /35

ARR21/40

4-d-seedl.,
darkness
leaves
10-w-old
leaves

10-d-seedl.,
light
3-w-old

water DNA controls

gene / cycles
primers

water

siliques

ACTIN 2/ 25
aktU1 - aktL1
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ARR21/40
2U1 - 2L1
ARR217/40
1UIl - 1LI
ARR217/40
2Ul - dsLb
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|dentifikace role genu ARR21

» Analyza fenotypu inzeCniho mutanta
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|dentifikace role genu ARR21

analyza fenotypu inzerCniho mutanta

» Analyza citlivosti k regulatorum rustu rostlin
2,4-D a kinetin
etylén

svétlo riznych
vinovych délek
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» Doba kveteni | poCet semen nezmenen

10 30 100 300 1000
kinetin pg - I
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|dentifikace role genu ARR21

mozneé priciny absence odchylek fenotypu u
Inzercniho mutanta

* Funkcni redundance v ramci genoveé rodiny?
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|dentifikace role genu ARR21

pfibuznost jednotlivych ARR genu u Arabisopsis

Legenda:
O ARR-A
B ARR-B

@ nalezena alesporl jedna EST
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|dentifikace role genu ARR21

mozneé priciny absence odchylek fenotypu u
Inzercniho mutanta

* Fenotypovy projev pouze za velmi specifickych podminek (?)
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Inzercni mutageneze ve funkcéni genomice
Arabidopsis thaliana

» Gen ARRZ21 identifikovan pomoci srovnavaci analyzy
genomu Arabidopsis

= Na zaklade analyzy sekvence byla predpovézena jeho
funkce

» Byla prokazana mistné specificka exprese genu ARR21 na
urovni RNA

* |nzeréni mutageneze v pripadé identifikace funkce genu
ARR21 ve vyvoji Arabidopsis byla neuspesna,
pravdépodobné v dusledku funkCni redundance v ramci
genove rodiny
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Zaklady genomiky Il.

= Postupy ,prime" a reverzni genetiky

rozdily v myslenkovych pfistupech k identifikaci genu a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico

struktura genu a jejich vyhledavani
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Predikce funkce genu in silico
struktura genu

= struktura genu

promotor

pocCatek transkripce
ATG....ATTCATEAT

pocCatek translace
mista sestfihu

stop kodon

polyadenylacni signal

ATTATCTGATATA....ATAAATAAATGCGA
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

= vyhledavani genu ab inicio
zanedbani 5°a 3' UTR
identifikace poCatku translace (ATG) a stop kodonu (TAG, TAA, TGA)

nalezeni donorovych (vétSinou GT) a akceptorovych (AG) mist sestfihu

vétdina ORF neni skute¢né kodujicimi sekvencemi — u Arabidopsis je asi
350 mil. ORF na kazdych 900 bp (!)

vyuziti rznych statistickych modell (napf. Hidden Markov Model, HMM,
viz doporucena studijni literatura, Majoros et al., 2003) k posouzeni a
ohodnoceni vahy identifikovanych donorovych a akceptorovych mist
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gen

= vyhledavani genu ab inicio

programy pro predikci mist sestfihu
(specificita pfiblizné 35%)

o GeneSplicer (http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html)

o SplicePredictor (http://deepc?2.psi.iastate.edu/cgi-bin/sp.cqi)
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

What do the output columns mean?
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gen

= vyhledavani genu ab inicio

programy pro predikci mist sestfihu
(specificita pfiblizné 35%)

o GeneSplicer (http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html)

o SplicePredictor (http://deepc?2.psi.iastate.edu/cgi-bin/sp.cqi)

0 NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene?2/)
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

. . puEl Balll
Prediction done i

exen 2

CBS § e L worF — .

L Xnos7 ——1

CBS >> Prediction Servers >>

NetGene2 Server

The NetGene2 server is a service producing neural network predictions of splice sites in human, C. elegans and A. thaliat

Instructions Output format Abstract Performanc
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

» odchylky rozpoznavani mist sestfihu u rostlin v praxi - priklad
vyvojove plasticity (nejen) rostlin

identifikace mutanta s bodovou mutaci (tranzice G—A)
pfesné v misté sestfihu na 5° konci 4. exonu
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gen

= vyhledavani genu ab inicio

programy pro predikci mist sestfihu
(specificita pfiblizné 35%)

o GeneSplicer (http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html)

o SplicePredictor (http://deepc?2.psi.iastate.edu/cgi-bin/sp.cgi)

0 NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene?2/)

programy pro predikci exonu

o 4 typy exonu (podle polohy):

. iniciaéni

. vnitfni

. terminalni a
. jednoduché

o programy kromeé rozpoznavani mist sestfihu
zohlednuiji i strukturu jednotlivych typu exonu

* iniciacni:
o Genescan (http:/genes.mit.edu/GENSCAN.html)
o GeneMark.hmm (http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/)

* interni:
o MZEF (http://rulai.cshl.org/tools/genefinder/)
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

The New GENSCAN Web Server at MIT

GENSCANW output for sequence CKI1

GAGGAGGCACAAAATGACGAA - //— GTTATACAAGT TCACT CAAAT GATGGTGAAAGI TACAAAGCTT GTGGCTTCACGICGGATCCCCCGGGTAGGT CAGTCCCT TATGI TACGT CCTGT AGAAACCCCAACC
M MV KV T KLVASRRIPRVYGAQSLMLRP

Run GENSCAN

- R, R W ovimalcen AL\ \sequences\CKI1\cki_genomic.mpd
Back o the top y: s £ e

gene [ Suboptimalexen
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

* Funkéni vyznam sestfihu v neprekladanych oblastech - dulezita regulaéni
soucast genu

BamHI

GAGGAGGCACAAAATGACGAA —//= TGTATTCTT TTGTTATCAAAGGGT TTCGACTT TGCTCCGAGGAA GAAGA TAATATGAGGATCCCCCGCGTAGGT CAGTCCCT TATGT TACGT CCTGT AGAAACCCCAACC

@RIPR" S L MLRPVETUPT

L \G ATGatggtgaaagttaca....
@KRAF —{Il L
GAGGAGGCACAAAATGACGAA —//— GTTATACA AGTT( T GATGGTGAAAGT TACAAAGCTT GTGGCTTCACGICGGATCL ST CAGTCCCTTATGI TACGT CCTGI AGAAACCCCAACC
M MV KV T KLVAS RRI PRV GQSLMLRPV ETTPT
—= intro@
B oo - M MV KVT..
ATGaaaagagctttiTAG ATGatggtgaaagttaca....

V pripadé CKI1 pokus prokazat
tento zplsob regulace genoveé
exprese pomoci transgennich linii
nesoucich uidA pod kontrolou dvou
verzi promotoru, zatim nepotvrzeno
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gen

= vyhledavani genu ab inicio

programy pro genové modelovani

o zohlednuji také dalSi parametry, napf. navaznost ORF

- o Genescan (http:/genes.mit.edu/GENSCAN.html)

velice dobry pro predikci exonu v kédujich oblastech (testovano na genu PDRY, identifikoval vSech 23 (!) exonu

o GeneMark.hmm (http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/)

Zaklady genomiky Il, Identifikace genl




Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

Result of last submittal: R

AAGTGTARTTART) e = 2 TTCToATAA

View PDF Graphical Qutput o o - ] ) s

GeneMark.hmm Listing N R

Go to: GeneMark.hmm Protein Translations

ARG ATTAGACTCT

Go to: Job Submittal

ST 2005

mmm GeneMarkhmm prediction

Thu Nov 10 03:23:47 EST 2005, Order 5, Window 96, Step 12, 4/6

TATATAT? TCATGTATATTY

A

Direct Sequence

Generate PDF graphics (scre
[ Generate PostScript graphic
[ Print GeneMark 2.4 predictic
[ Translate predicted genes ir

Run

Complementary Sequence

5200 5600

Nucleotide Position

Zaklady genomiky Il, Identifikace genl



Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gen

= vyhledavani genu podle homologii
porovnavani s EST databazemi

o BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, http://workbench.sdsc.edu/)

porovnavani s proteinovymi databazemi

o BLASTX (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, http://workbench.sdsc.edu/)

o Genewise (http://www.ebi.ac.uk/Wise2/)

o porovnavaji proteinovou sekvenci s genomovou DNA (po zpétném prekladu), je
nutna znalost aminokyselinové sekvence

porovnavani s homolognimi genomovymi
sekvencemi z pfibuznych druhu

o VISTA/AVID (http://www.Ibl.gov/Tech-Transfer/techs/Ibnl1690.html)
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Zaklady genomiky Il.

= Postupy ,prime" a reverzni genetiky

rozdily v myslenkovych pfistupech k identifikaci genu a
jejich funkci
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struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gen

= genomova kolinearita a genova homologie

genomy pfibuznych druh( se pfes znaéné odliSnosti vyznacuji podobnostmi
v usporadani i sekvencich, moznost vyuziti pfi identifikaci genu u pfibuznych
organizmU pomoci vyhledavani v databazich

obecné schéma postupu pfi vyuzivani geonomoveé kolinearity (také
.komparativni genomika“) pfi experimentalni identifikaci gend pfibuznych
organizmu:

O mapovani malych genomu s vyuzitim nizkokopiovych DNA markeru (napf. RFLP)

o vvyuziti téchto markerl k identifikaci ortholognich genu (genl se stejnou nebo podobnou
funkci) pfibuzného organizmu

o maly genom (napf. ryze, 466 Mbp, 46-55 tis. genl) mize slouzit jako voditko, kdy jsou
identifikovany molekularni nizkokopiové markery (napf. RFLP) ve vazbé s genem zajmu a
tyto oblasti jsou pak pouzity jako sonda pfi vyhledavani v BAC knihovnach pfi identifikaci
ortholognich oblasti velkych genomu (napf. je€mene nebo pSenice, 5000, resp. 16000 Mbp)
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gent-genomova kolinearita

Maize (2500 Mbp)

Rice (400 Mbp)

—l———} ———— Barley (5000 Mbp)

——— | |=———— Rice (400 Mbp)

High gene density

Feuillet and Keller, 2002
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gen

= genomova kolinearita a genova homologie

genomy pfibuznych druh( se pfes znaéné odliSnosti vyznacuji podobnostmi
v usporadani i sekvencich, moznost vyuziti pfi identifikaci genu u pfibuznych
organizmU pomoci vyhledavani v databazich

obecné schéma postupu pfi vyuzivani geonomoveé kolinearity (také
.komparativni genomika“) pfi experimentalni identifikaci gend pfibuznych
organizmu:

O mapovani malych genomu s vyuzitim nizkokopiovych DNA markeru (napf. RFLP)

o vvyuziti téchto markerl k identifikaci ortholognich genu (genl se stejnou nebo podobnou
funkci) pfibuzného organizmu

o maly genom (napf. ryze, 466 Mbp, 46-55 tis. genl) mize slouzit jako voditko, kdy jsou
identifikovany molekularni nizkokopiové markery (napf. RFLP) ve vazbé s genem zajmu a
tyto oblasti jsou pak pouzity jako sonda pfi vyhledavani v BAC knihovnach pfi identifikaci
ortholognich oblasti velkych genomu (napf. je€mene nebo pSenice, 5000, resp. 16000 Mbp)

zejména vyuzitelné u trav (napf. vyuziti pfibuznosti u je€mene, pSenice,
ryze a kukufice)

malé geonomové prestavby (dalece, duplikace, inverze a translokace
mensi nez nékolik cM) jsou pak detekovany podrobnou sekvencni
komparativni analyzou

béhem evoluce dochazi u pfibuznych druht k odchylkam pFfedevSim v
nekddujicich oblastech (invaze retrotranspozonu atd.)
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Zaklady genomiky Il.

= Postupy ,prime" a reverzni genetiky

rozdily v myslenkovych pfistupech k identifikaci genu a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie

= Experimentalni identifikace genu

priprava genové obohacenych knihoven pomoci
technologie metyla¢niho filtrovani
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gen

= pfiprava genové obohacenych knihoven pomoci technologie
metylacniho filtrovani

geny jsou (vétsinou!) hypometylované, kdezto nekddujici oblasti jsou
metylované

vyuziti bakterialnino RM systému, ktery rozpoznava metylovanou DNA
pomoci rest. enzyml McrA a McrBC

o McrBC rozpoznava v DNA metylovany cytozin, ktery pfedchazi purin (G nebo A)
o pro Stépeni je nutna vzdalenost téchto mist z 40-2000 bp

schéma postupu pfi pFipravé BAC genomovych knihoven pomoci
metylacniho filtrovani:
o priprava genomové DNA bez pfimési organelarni DNA (chloroplasty a mitochondrie)
o fragmentace DNA (1-4 kbp) a ligace adaptort
o pfiprava BAC knihovny v merBC+ kmeni E. coli
o selekce pozitivnich klont

omezené vyuziti: obohaceni o kédujici DNA o pouze cca 5-10"%
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Zaklady genomiky Il.

= Postupy ,prime" a reverzni genetiky

rozdily v myslenkovych pfistupech k identifikaci genu a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie

=  Experimentalni identifikace genu

priprava genové obohacenych knihoven pomoci
technologie metylacniho filtrovani

EST knihovny
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gent-EST knihovny

) 'w“w - j'NQcieotide

= pfiprava EST knihoven

izolace mMRNA

RT PCR

klonovani do vhodného bakterialniho
vektoru

transformace do bakterii a izolace

DNA (amplifikace DNA)

L ggatgctaatatgggggttatacaatatcttccttatcattcatcacaagaaggatgggt
sekvenace S pouzitim _____, cctacgattatacccccaatatgttatagaaggaatagtaagtagtgttcttcctaccca
primert  specifickych  pro — TTTTTTTTT]

pouzity plasmid

yAVAVAVAVAVAVAVAVAVAY

O
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Zaklady genomiky Il.

shrnuti

= Postupy ,pfimé" a reverzni genetiky

rozdily v mysSlenkovych pfistupech k identifikaci genu a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie

= Experimentalni identifikace genu

priprava genové obohacenych knihoven pomoci
technologie metyla¢niho filtrovani

EST knihovny
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Zaklady genomiky Il.

diskuse
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