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Zaklady genomiky llI.

= Zdrojova literatura ke kapitole lll:

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

Mello, C.C. and Conte Jr., D. (2004) Revealing the world of RNA interference.
Nature, 431, 338-342.

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky




Pristupy ,klasické“genetiky versus ,reversne geneticky”
pristup ve funkCni genomice Arabidopsis thaliana
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Genomika Ill.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantd
pFiprava sbirky mutantu
vyhledavani sekvenéné specifickych mutantli pomoci PCR

vyhledavani  sekvenéné  specifickych  mutantd v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni priCinné souvislosti mezi fenotypem
a inzercni mutaci

kosegregacni analyza

identifikace nezavislé inzercni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutageni a izolace
revertantnich linii

=  Umlovani gent pomoci RNAI

mechanismus ucinku RNAI
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Genomika Ill.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvenéné specifickych mutantu

pfiprava sbirky mutantu
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Typy inzerCnich mutagenu

« Mobilni elementy

autonomni transpozony (En-1)

. obsahuji gen pro transponazu, umozAiujici excizi a
opétovné zaclenéni do genomu

. na obou koncich obsahuji kratké obracené repetice, které
jsou transponazou rozpoznavany

 Stabilni elementy

neautonomni transpozony (dSpm)

. mutant En/Spm transpozonu, ktery mutaci v genu pro
transponazu ztratil autonomii

. muze byt aktivovan kfizenim s linii nesouci En/Spm
transpozon
T-DNA
. zcela stabilni, jeji inzerce vSak muluze vést Kk
chromozomovym prestavbam (inverze, delece,

transpozice)
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Vytvareni knihoven inzerénich mutantu

Distribution of En-insertions

PHENRZ

F19B11

pfiprava transgennich rostlin

k

vytvoreni populace mutantnich jedincu

vyhledavani sekvencné specifickych mutantt
pomoci PCR
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Genomika .
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvenéné specifickych mutantu

pfiprava sbirky mutantu

vyhledavani sekvencéné specifickych mutantu
. J[rojrozmérné“ vyhledavani pomoci PCR

. hybridizace s produkty iPCR na filtrech
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, 1rojrozmerné” vyhledavani pomoci PCR

1.Knihovna En-1 inzercnich mutantu

« autonomni En/Spm, bez selekce
» 3000 nezavislych linii
» prumérné 5 kopii na linii

* trojrozmérné vyhledavani pomoci PCR
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Genomika .
Pristupy reverzni genetiky

=, Trojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a
vytvofeni souhrnnych soubort DNA (,trojice”, fady a sloupce trojic a
jednotlivé podnosy)

3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)

28x3-tray pools

28 x 7 row pools
28 x 3 1-tray pools 28 x 5 column pools
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Genomika .
Pristupy reverzni genetiky

,1rojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a
vytvoreni souhrnnych soubort DNA (,trojice®, fady a sloupce trojic a

jednotlivé podnosy)
identifikace pozitivni ,trojice” pomoci PCR, blotovani PCR produktu a
hybridizace s genové specifickou sondou
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,1rirozmérné” vyhledavani v knihovné
inzerénich mutantu pomoci PCR

1. Vyhledavani pozitivni trojice
3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)
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28x3-tray pools
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(2x2x28=112 PCR reakci)
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Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou
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Genomika .
Pristupy reverzni genetiky

= Trojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a
vytvoreni souhrnnych soubort DNA (,trojice®, fady a sloupce trojic a
jednotlivé podnosy)

o identifikace pozitivni ,trojice® pomoci PCR, blotovani PCR produktl a
hybridizace s genové specifickou sondou

o identifikace pozitivni linie pomoci Identifikace pozitivniho ,tacu®, fady a
sloupce
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,1rirozmérné” vyhledavani v knihovné
inzerénich mutantu pomoci PCR

1. Vyhledavani pozitivni trojice
3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)

28x3-tray pools
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Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou
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Genomika .
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvenéné specifickych mutantu

pfiprava sbirky mutantu

vyhledavani sekvenéné specifickych mutantu
. ,Lrojrozmérné“ vyhledavani pomoci PCR

. hybridizace s produkty iPCR na filtrech
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Hybridizace s produkty iPCR na filtrech

Inzercni knihovna dSpm mutantu

= The Sainsbury Laboratory (SLAT-lines),
John Innes Centre, Norwich Research Park

- DNA a semena v Nottingham Seed Stock Centre
= 48.000 linii

» pramérné 1.2 izerce na linii

» neautonomni transposon

- PCR vyhledavani nebo hybridizace s iPCR filtry

= SINS (sequenced insertion sites) databaze

http://nasc.nott.ac.uk
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Pristupy reverzni genetiky
|dentifikace sekvencné specifickych mutantd

= Hybridizace s produkty iPCR na filtrech

o izolace genomove DNA z
jednotlivych rostlin mutantni
populace

o Stépeni restricni endonukleazou

o ligace, vznik cirkularni DNA

o inverzni PCR (iPCR) pomoci T-DNA
specifickych primeru

o pfiprava nylonovych filtrd s produlty
iPCR v pfesné daném vzorci
(poloze) pomoci robota

o hybridizace s genové specifickou
sondou
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Genomika .
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvenéné specifickych mutantu
pfiprava sbirky mutantu
vyhledavani sekvencné specifickych mutantl pomoci PCR

vyhledavani  sekvenéné  specifickych  mutantd v
elektronickych databazich
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Priprava FST knihoven z populace A. thaliana mutované
pomoci T-DNA

Sequencing of flanking sequence fragments

Genomic DNA

a) digestion with endonuclease Bfal
b} linker ligation

T-DNA —‘

linear "amplification” with primer annealing to T-DNA

{mostly LB)
4

PCR amplification with a nested T-DNA primer
{and a linker primer)

— —

l sequencing with another nested T-DNA primer

—

GABI-Kat (MPIZ, K8In)
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Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzercnich mutantu

Results of Blast search against sequenced inserts

sInsert SALK:029311: Ordar lins 025211 | View in AGR
Length = 44&0

Ecore = 4B4 bits (244), Expect = =-131G
Identities = ZEOQFZEZ (90%k)
Eerand = Plus / Minus

Query: attagagbtbgattgaagtgtgttbtatatattgatagtgggacattacttatasaaage 1500

Ebjck: % attagagtttgattgaagogogttttatatatigatagbgggacattacttataasaaage 400

Query: 15 acaaggatacaacaatagagacagktcacatgtatatcacataagbggatggbocctoaatg 166D

Ebjck: % acaaggatacaacaatagagacagtcacatgtatatcacataagbggatggboctoaatg 340

Juery: 70 tgtbgotbtgbaggacatbtgtgagbakgbcaaaaacttatttoacatggeacactoakag 16218

Ebjck: % tgtbtgottgtaggacatbtgtgagtatgbcaaaaacktatttoacatggbacactoakag 240

Query: attagooocacttaggagtgtotagaasaagattgggactasagbctegbtggatogaat

Ebjck: 5 attagococacttaggagtgtoctagaasaagattgggactaaagbtctigbtggatogaak

atgatbtoccamac 1701

o

Ebjck: 8 atgattoccaaac Z0B

Spore = 111 bits (5E), Expect = Bm-23
Identities = TT7/B4 (91%}
Strand = Flus / Plua

tacatttbocbogotacaattaacgotatoaatatatttataaaaccattbgbcatbtoac 19B2

tacatttbocbogotacgattgacggtatoaatatatttatasaacogboogacatbtoac T2

ttoctbaactaatcacaktaaatga ZDOE

ttootbaactaatcacataaatga 96
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Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzerCnich mutantu

-Insert SALE:020311. Order lins 028311 | Fiew in RGR
0

484 bits (244), Expect - =-135
= 9]

Strand = Plus / Mimu

Query: 1450 attagagtttgattgaagtgtgttttatatattgatagtyggacattactratasasage

HIIHIIHIIHIIH [ HIIIIIIHIIHII w0

Ebjct: 455 attagagtttgattgasgegegtittatatattgatagtgggacattacttatasaaag

Query: 1510 acasggatacascaatsgagacagbcasatgtatateacabasgbgoatggbestoaats
HEEEEEEEEEEE e e r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Ebjot: 335 acaaggataciacaatagigacagtcicatgtatatcacataagtggatggtootoastg

Query: 1570 tgttgettgtaggacatttgtgagtatgtcasaaacttatttcacatggtacactcatag

HIIHIIHIIHIIHII\IIHIIHIIHIIHIIHIIHIIIIIIIHIIHII
Ebjor. 339 tqraggacat 28

Guery: 1630 artagescoacttaggagtgtciagaisiagattggIactasagottgrtggatogast

IEHTTT IHIIHII\IIHIIHIIHIIHIIHIIHIIIIIIIHIIHII
st 22

Bbjsk. 270 attages aggaztgtetagassangat Egttagatoga

Query: 1680 atgattccasac 1
HELETEEETTT

ct: 318 atgattccasac 2

start transkripce

atatttatasasccattrgroatttoac

ast
IECCRETERETETEITTT D [

cggtatcaatatatttataasaccgtoogacattteac T

Query: 1983 troottaactaatcacatasatga 2006

T-DNA 1923 Ebjot: 72  ttoocttaactaatcacataaatga §
s s cactcgatttcacattAATTATTCACT

NERRRRRRRRRNNRRRRRRRREY
gtgactaaagtgtaattaataagtga..

13

b (+56)

I Exon

Intron
I Transmembranova oblast
Duplikace
I £n-7 element
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Genomika .
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvenéné specifickych mutantu

pfiprava sbirky mutantu
vyhledavani sekvencné specifickych mutantl pomoci PCR

vyhledavani  sekvenéné  specifickych mutanta v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni priCinné souvislosti mezi fenotypem
a inzercni mutaci

kosegregacni analyza

identifikace nezavislé inzerCni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutagend a izolace
revertantnich linii
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ProcC je nutné analyzovat pricinnou souvislost mezi inzerci a
pozorovanym fenotypem ?

=  pritomnost vice inzerci v jedné linii
= moznost vzniku nezavislé bodové mutace

= s inzerci T-DNA jsou €asto asociovany chromozomove
aberace a prestavby (duplikace, inverze, delece)
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Genomika llI.

= Kosegregacni analyza

. kosegregace specifického fragmentu napf. po inzerci T-DNA
(nebo pusobeni EMS atd.) do genomu s pozorovanym fenotypem

+ ++ +  +++  ++ +

«— ckil::En-1
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Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci novych stabilnich mutaci
a revertantnich linii

= transpozony se Casto vyznacuji excizi a reinzerci do blizké oblasti-vyuziti pfi izolaci
novych mutantnich alel

= excize transpozonlU neni vzdy zcela pfesna-vznik bodovych mutaci - izolace
revertantnich linii s tichou mutaci i stabilnich mutantu
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Fenotyp sesuli cki1::En-1/CKI1

cki1::En-1/CKI1 CKI1/CKl1
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Potvrzeni fenotypu cki1::En-1/CKI1

1. Izolace revertantnich linii

* PCR vyhledavani ve 246 rostlinach segreguijici populace

* 2 90 cki1::En-1 pozitivnich 9 rostlin melo kromé sesuli standardniho typu
| SeSule mutantni

Analyza potomstva
* potvrzeni absence inzerce pomoci PCR

 PCR amplifikace a klonovani ¢asti
genomove DNA v misté inzerce

* sekvenovani
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Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci novych stabilnich mutaci
a revertantnich linii

aattcaagtcgiCACTACAAGA ”” En-1 TCTTGTAGTGCgIggagac

aat tca ag cgz‘ga gac taclact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
N s s|Rée DyYlltTwy TQ TV DQ L TG

aat ftca agf ggt acglact tgg tac act caa acc gtg gat caq tta act ggt
N s sfGT]|ItTw Y TQTV DQULTG

. aat tca agt cgt acg gag act aca cftt ggt aca ctc aaa ccqg tgg atc agt taa
N S S RTETTLGTL K PWII S

aat fca agt cge gtg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
N S S RV E T TULOGTL K P WI S
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Potvrzeni fenotypu cki1::En-1/CKI1

2. lzolace stabilni mutantni linie

« analyza fenotypu segregujici populace (CKI/1/CKI1 CKI1/cki1::En-1)

« PCR analyza rostlin s mutantnim fenotypem-identifikace rostlin bez inzerce

* PCR amplifikace a klonovani ¢asti genomove DNA v misté inzerce
» sekvencovani
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Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci novych stabilnich mutaci
a revertantnich linii

aattcaagtcgiCACTACAAGA ”” En-1 TCTTGTAGTGCgIggagac

aat tca ag cgz‘ga gac taclact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
N s s|Rée DyYlltTwy TQ TV DQ L TG
aat fca agt ggt acg act tgg tac act caa acc gtg gat caq tta act ggt
NS S[GT] TWYTQTVDOQULTG

aat tca agf cgt acg yag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccqg fgg afc agt taa
N S SR T JE T T L G T L K P W I 8

aat fca agf cge gtg pag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
N S SR VI|E T T L GT L K P WI S8
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Genomika .
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvenéné specifickych mutantu
pfiprava sbirky mutantu
vyhledavani sekvencné specifickych mutantl pomoci PCR

vyhledavani  sekvenéné  specifickych mutanta v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni pri¢inné souvislosti mezi fenotypem
a inzercni mutaci

identifikace nezavislé inzerCni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutagent a izolace
revertantnich linii

=  Umlovani gent pomoci RNAI

mechanismus ucinku RNA.I
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Genomika llI.

mechanismus RNA interference

= Molekularni podstata posttranskripéniho umli€ovani genu (PTGS)

RNAI objevena u Coenorhabditis elegans

- umiCovani bylo indukovano jak sense tak antisense RNA (pravd.
kontaminace obou pfi in vitro transkripci)
» dsRNA indukovala umlCovani cca 10-100x uc€inngji
- dsRNA indukce je zavisla na vlastnich genech-gen. vyhledavani
RNAI rnai
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Genomika llI.

mechanismus RNA interference
= Molekularni podstata posttranskripéniho umi€ovani genu (PTGS)

RNAI objevena u Coenorhabditis elegans

je to pfirozeny mechanismus regulace genoveé exprese u
vSech eukaryot

podstatou je tvorba dsRNA, ktera mUze byt spusténa
nékolika zpusoby:

o pritomnost cizi ,aberantni“ DNA
o specifické transgeny obsahujici obracené repetice ¢asti cDNA

o transkripce vlastnich gent pro shRNA (short hairpin RNA) nebo
miRNA (micro RNA, endogenni ,vlasenkova“ RNA)

dsRNA je procesovana enzymovym komplexem (DICER),
coz vede k tvorbé siRNA (short interference RNA), ktera
se pak vaze bud na enzymovy komplex RITS (RNA-
induced transcriptional silencing complex) nebo RISC
(RNA-induced silencing komplex)

RISC zprostfedkovava bud degradaci mRNA (v pfipadé
uplné similarity siRNA a cilové mRNA) nebo vede pouze k
zastaveni translace (v pfipadé neuplné homologie jako je
tomu napf. v pfipadé miRNA

RITS zprostfedkovava reorganizaci genomové DNA
(tvorba heterochromatinu a inhibice transkripce)
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Genomika llI.

mechanismus RNA interference

igene family or
ve transgene Foreign dsRNA Developmental or experimental transcription

) T )

e $==ay S
assembly/ v shRNA pre-miRNA

R/ ':. short hairpin RNA micro RNA

'l

Aberant T ITTTTTTTT
I

sense RNA

RorP) RNA-dependent RNA polymerase

= :

( Dicer )

Intermediate

* T
TTITI 1 ¢
ALL1il siANA
AL T
T SENERNE
SEREINE NTRRNAN

“TTiiir
Silencer

Target

RITS RITS “msc,/ \Rsc/ \RISC

Heterochromatin formation and mANA destruction or
transcriptional silancing translational repression

Mello, 2004

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky




The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006
"for their discovery of RNA interference - gene silencing by double-stranded RNA"

Andrew Z. Fire Craig C. Mello

USA USA

Stanford University School of University of Massachusetts
Medicine Medical School

Stanford, CA, USA Worcester, MA, USA

b. 1959 b. 1960
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Mechanizmus posttranskripéniho uml€ovani gent pomoci
RNA interference (iRNA)

Highly transcribed single-copy transgene loci

CHa CHz CHa

—| Pro |+ transgene ORF |—

abRMA

‘ Inverted-repeat transgene loci
Viruses
CHa, CHa CHa CHz CHy CH5 CHy CHy CHy

| virus | transgene ORF | virus | ; —| Pro |l|'-.1|'n:g.-:nc ORF—Jw Hﬂ—tmnsgcnc ORF |-

antisense

sense

dsRNA

DICER-lik e
AR Nase rgs-CaM HC-Pro

Y

RISC-like
(mRMNA-degradation
complex)
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= 2. RNAI approach using regulated expression system

Spel Nhel
Bgl 1l 13226,

Clal| Cll
Sac Il 12826 \\ . / Sal | 864

Hind 11l 1252

CKIp2A BamH | 2196

Hind Il

Bgl 1l 10526, CKlp2S /Sal 1 2596

Hinc Il

Eco RI 10286 : PA ho |
pVKH::(BOP::CKli2::pA)

RB 4
Pst 110248 13426 bp pal

- Nde | 10076 Sph | 3336

Sac Il 4206

pVSi-sta pVS1-rep
Kpn | 7926 : : Apa | 5496
Not | 5906
Xho 17916 Nde | 6476
la | 6606
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Zaklady genomiky

lll. Pristupycreverzni a prime genetiky

Jan Hejatko

Masarykova univerzita, Laborator funkCni genomiky a proteomiky
Laborator molekularni fyziologie rostlin
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Genomika Ill.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantd
pFiprava sbirky mutantu
vyhledavani sekvenéné specifickych mutantli pomoci PCR

vyhledavani  sekvenéné  specifickych  mutantd v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni priCinné souvislosti mezi fenotypem
a inzercni mutaci

kosegregacni analyza

identifikace nezavislé inzercni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutageni a izolace
revertantnich linii

=  Umlovani gent pomoci RNAI

mechanismus ucinku RNAI
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Genomika Ill.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvenéné specifickych mutantu

pfiprava sbirky mutantu
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Genomika lI.
Pristupy genetiky prime

= Prima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerénich mutantt v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantd podle
O fenotypu
O metabolického profilu

m exprese zajimavych genu

o identifikace mutovaného lokusu
m plasmid rescue
O iPCR

= vyuziti knihoven bodovych mutantu v pfimé genetice

fragmentacCni analyza a pozi¢ni klonovani
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Genomika llI.
Pristupy genetiky prime

= Prima vs. reverzni genetika
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Pristupy ,klasické“genetiky versus ,reversne geneticky”
pristup ve funkCni genomice Arabidopsis thaliana

NAHODNA MUTAGENEZE

|

A

Q

Primeé geneticky“pristup j .Reverzné geneticky® pristup
EM
° » T-DNA
<

2. GENETICKE MAPOVANI
2. IDENTIFIKACE

FENOTYPU

3. GENOVA IDENTIFIKACE
-pozicni klonovani 3. PRUKAZ KAUZALNIi SOUVISLOSTI

MEZI INZERCi A FENOTYPEM
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Genomika lI.
Pristupy genetiky prime

= Prima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerénich mutantt v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantd podle
O fenotypu

O metabolického profilu
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Genomika lll.
Pristupy genetiky pfimé-metabolomika a metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

= hromadna a automatizovana analyza metabolitu
(az 25.000) pomoci GC-MS technik v knihovnach
T-DNA mutantu

. identifikace (napf. i komercné) zajimavych
mutantu

. snadna a rychla iz
identifikace T-DNA zass

u moznost VyUZIIt i Spe C ' ""; 30umstem | [ ¥ 0| LGN WoT
mikrodisekce N U sectons. bondies
S £ v

Cluster analysis of cell-
type specific samples

i L .
Vector 4 L - ¢ Sections without
vascular bundles

| dgd?
j & C24WT !
"L-.I..-JL'-..J-I..- LJI .]. ® sddt-y l 1 A

retention time 50 min

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky




Genomika lIl.
Pristupy genetiky primeé

= Prima vs. reverzni genetika

= Vyuziti knihoven inzerénich mutantt v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantd podle
O fenotypu
O metabolického profilu

O exprese zajimavych genu a molekularnich markeru
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Genomika ll.
|dentifikace mutantl se zménou expresniho profilu

= |dentifikace mutantl se zménou expresniho profilu

- analyza expresniho profilu (vzorce) daného genu
a identifikace mutantll se zménou exprese

- moznost CasteCné automatizace (virtualni d
mikroskopie) - i |

j : o § SR ) 3
§ < :'5 'lg\_\,;"’, SN 1 _.:j‘: ".. " -’\\

- ¥

-
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.slide microscope

ELE AL




Genomika ll.
|dentifikace mutantl se zménou expresniho profilu
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Genomika lIl.
Pristupy genetiky primeé

= Prima vs. reverzni genetika

= Vyuziti knihoven inzerénich mutantt v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantd podle
O fenotypu
O metabolického profilu

m exprese zajimavych genu

o identifikace mutovaného lokusu
m plasmid rescue
O iPCR
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Genomika .
Pristupy genetiky ,primé” — vyuziti T-DNA mutageneze

|dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za kerickovity
fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
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|dentifikace mutantniho fenotypu

zvinéné listy

kerickovity fenotyp (poruchy vétveni)

chybéjici trychomy na listech a na
stonku

opozdené starnuti
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The Mutant Phenotype Identification

= Samci  sterilita, poruchy v
prodluzovani tyCinek (A,B)
(porovnej se standardnim typem C)
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Genomika .
Pristupy genetiky ,primé” — vyuziti T-DNA mutageneze

|dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za kerickovity
fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu

= jdentifikace T-DNA mutované oblasti

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky




Mutant Locus Identification

1. ldentifikace oblasti genomové DNA priléhajici k leveé hranici
pomoci plasmid rescue

restrikCni  Stépeni  (EcoRI)
mutantni genomové DNA

religace a transformace

izolace plazmidové DNA =z
pozitivné selektovanych klonu

identifikovana sekvence je
identicka s genem pro NAD7
kodovanym na mtDNA

CACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCAATTCTATGAAAGAGTCTCGGGAGCCAGGATGCATGCCAGTTTCATACGACCAGGTGGAGTGGCACAAGATCTGCCTCTTGGCTTATGTCGAGATATTGATTCC 15

GTGTCCTTTGTCGATACTGTACTAATGCTTAAGCTCGAGCCATGGGTTAAGATACTTTCTCAGAGCCCTCGGTCCTACGTACGGTCAAAGTATGCTGGTCCACCTCACCGTGTTCTAGACGGAGAACCGAATACAGCTCTATAACTAAGG

nad7 sequence

IClai IEa rl IBsgI IBtsl IBamHl

TTCACACAACAATTTGCTTCTCGTATCGATGAAT TAGAAGAGATGTCAACCGGCAACCGTATCTGGAAACAACGATTAGTGGATATTGGTACTGTCACTGCACAGCAAGCAAAGGAT TGGGGAATTGTAAATGGCTTCATGTCCGGGGGA 30

AAGTGTGTTGTTAAACGAAGAGCATAGCTACTTAATCTTCTCTACAGTTGGCCGTTGGCATAGACCTTTGTTGCTAATCACCTATAACCATGACAGTGACGTGTCGTTCGTTTCCTAACCCCTTAACATTTACCGAAGTACAGGCCCCCET

nad7 sequence
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Mutant Locus Identification

2. ldentifikace oblasti genomové DNA priléhajici k prave hranici
pomoci inverzni PCR (iPCR)

restrikCni sStépeni (EcoRI)
mutantni genomove DNA

purifikace, religace a PCR
pomoci T-DNA specifickych
primeru

klonovani a sekvencovani

identifikovana sekvence
nebyla homologni k zadné
sekvenci se znamou funkci

Hind [l

mal stl coRV
amHI Smal coRI Hindlll pml vull

TAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCGGTAAACC TGAGAAAACTTCAAT TAGCGTCCCCGCCGTGACAGCTGAATCTCCAGCTTCCGTACCTGGAATTGCTCTAGGATT 150

ATCACCTAGGGGGCCCGACGTCCTTAAGCTATAGTTCGAACCTAGTCTAACAGCAAAGGGCGGAAGCCATTTGGACTCTTTTGAAGTTAATCGCAGGGGCGGCACTGTCGACTT AGAGGTCGAAGGCATGGACCTTAACGAGATC CTAA
[

; 1 o

pBsc RB

P
<

smBI
coRI
Bpll Bpll
IDralll |I—Ipal |Bpll' rEcil prIl' |Spel
Gl IAACI TAGGGCAACIGGI AGCIACGGCGGAGAGAGICICGICIC I CCGA 3 1GG

CAACGAAGC I GIGICCACCAIGIGI AGAAGCEL | I CCGACGAAL ICCACTAGIGG T I [

¢ 265
GCGCTTGC TTCGACACAGGTGGTACACA TCTTCGCAAT TGAAT CCCGT T GACCATCOATGECGCCTCTE TCAGAGCAGA GGCTGCTTAAGGC TAGGTCA TCACC AAAAA GAAAAG
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Genomika Ill.
Pristupy genetiky ,primé” — vyuziti T-DNA mutageneze

|dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za kerickovity
fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu

= jdentifikace T-DNA mutované oblasti

= |okalizace T-DNA inzerce v genomu Arabidopsis
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Vyhledavani v knihovné IGF-BAC

= genomova knihovna obsahujici 10,752 klonu with s primérnou velikosti
inzertu 100 kb

» bakterialni klony usporadané v mikrotitraCnich deskach

» knihovna nanesena na nylonové filtry pro hybridizaci s
radioaktivné znacenou sondou

ik

b iﬁ«_ , f:f 9000
/ it L OOG®

S
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Mapovani pomoci IGF-BAC databaze

I. Sekvence prilehajici k levé hranici T-DNA

» celkem 28 pozitivné hybridizujicich klonu
= 19 z nich lokalizovano na chromozomu 2

» 18 s podobnosti kK mtDNA

Ill. Sekvence prilehajici k pravé hranici T-DNA

» celkem 6 pozitivhé hybridizujich klonu

= vSechny lokalizovany na chromozomu 2
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Lokalizace genomove T-DNA priléhajici k leve i prave
hranici T-DNA na chromozomu 2

Sekvence pfiléhajici k prave a levé hranici T-DNA

rga  RNS1 mi421 PhyB r copl LTP Ubique mi79a rga  RNST mi421 PhyB r copl LTP  Ubique mi79a

TI +  PUR2
PR

ABL4 + FPA
ABIS  DETZ + COIL + BIO
cPC o+ psl AUXL + EWB

rga  RNS1 mi421 PhyB er copl LTP Ubique mi79a
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Genomika lIl.
Pristupy genetiky primeé

= Prima vs. reverzni genetika

= Vyuziti knihoven inzerénich mutantt v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantd podle
O fenotypu
O metabolického profilu

m exprese zajimavych genu

o identifikace mutovaného lokusu
O plasmid rescue
O iIPCR

= vyuziti knihoven bodovych mutantu v pfimé genetice

pozicni klonovani
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Genomika llI.
Pristupy genetiky pfimé-fragmentacni analyza a pozicni (map-based)
klonovani

=  Poziéni klonovani

. podstatou je kosegregacCni analyza segregujici populace
(vétSinou potomstva informacniho zpétného kfizeni) s
molekularnimi markery

O RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
O RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

O AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
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o}

Ler Ler

Priprava mapovaci populace Col Ler

Col Col Col Ler Ler Ler
H N

m== --m

Col Ler Col Ler

m— I m—

M— —M M-

Col Col Col Ler

M— —M M-
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Rekombinantni analyza — urCeni procenta rekombinace
mezi mutaci a molekularnim markerem
r [%] = po€et chomozomu Col/
pocet vSech chromozomu x 100

F2 mutanti .
marker | — ve vazbé

5 mutantu
1/10x100 = 10%

F2 mutanti

marker |l - zadna vazba
7/12x100 = 58%

Ler Col

* Analyza cca 2000 mutantnich linii

L& 4

 |dentifikace mutace pomoci sekvenovani
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Mapa DNA molekularnich markeru

ngal145 MUKTID

EAT - 84 CTR
F21M12 - LI nga225

ngacd CIYW 16
' nga249

ngat1111 nga 106

Clw 11 , CIWE
AthGAPAD

ngal126 ' | . Al 39

F1P2-TGF

T27K125F6
ngarfe

Gl PHYC

I 1
AthE0 131

nga1139
nga2s0 - ngas d ClIwo

101

hogatl07
112,0

ngatil 15,0

AthATPASE
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Markery pro jemné mapovani
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Genomika lll.-shrnuti
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantd
pFiprava sbirky mutantu
vyhledavani sekvenéné specifickych mutantli pomoci PCR

vyhledavani  sekvenéné  specifickych  mutantd v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni priCinné souvislosti mezi fenotypem
a inzercni mutaci

kosegregacni analyza

identifikace nezavislé inzercni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutageni a izolace
revertantnich linii

=  Umlovani gent pomoci RNAI

mechanismus ucinku RNAI
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Genomika lll.-shrnuti
Pristupy genetiky primeé

= Prima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerénich mutantt v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantd podle
O fenotypu
O metabolického profilu

m exprese zajimavych genu

o identifikace mutovaného lokusu
m plasmid rescue
O iPCR

= vyuziti knihoven bodovych mutantu v pfimé genetice

pozicni klonovani
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Genomika Ill.
Diskuse
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