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Genomika Ill.
Pristupy genetiky prime

= Prima vs. reverzni genetika

= VyuZiti knihoven inzerénich mutantd v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzer¢nich mutantu podle
m fenotypu
m metabolického profilu

m exprese zajimavych genu

m identifikace mutovaného lokusu
O plasmid rescue
O iPCR

= vyuziti knihoven bodovych mutantu v pfimé genetice

fragmentacni analyza a pozi¢ni klonovani
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Genomika Ill.
Pristupy genetiky prime

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

NAHODNA MUTAGENEZE
c
A
N
Primé geneticky“‘pristup Reverzné geneticky” pristup
EMS -

> T-DNA

2. GENETICKE MAPOVANI
2. IDENTIFIKACE

FENOTYPU

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

MEZI INZERCi A FENOTYPEM

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky




Genomika Ill.
Pristupy genetiky prime

= Prima vs. reverzni genetika
= VyuZiti knihoven inzerénich mutantd v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzer¢nich mutantu podle
m fenotypu

m metabolického profilu
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Genomika lIl.
Pristupy genetiky primeé-metabolomika a metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

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

- identifikace (napf. i komeréné) zajimavych
mutant

. snadna a rychla iz
identifikace T-DNA zasa

- moznost vyuzit i speg :
mikrodisekce n i

Cluster analysis of cell-
type specific samples
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Vector 4 i 1 Sections without
vascular bundles
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Genomika Ill.
Pristupy genetiky prime

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

. vyhledavani v knihovnach inzer¢nich mutantt podle
O fenotypu
O metabolického profilu

m exprese zajimavych gent a molekularnich markert
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Genomika lll.
|dentifikace mutantu se zménou expresniho profilu

= |dentifikace mutantl se zménou expresniho profilu

= analyza expresniho profilu (vzorce) daného genu
a identifikace mutanti se zménou exprese

- moznost Castecné automatizace (virtualni d
mikroskopie) - i
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.slide microscope




Genomika lll.
|dentifikace mutantu se zménou expresniho profilu
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Genomika Ill.
Pristupy genetiky prime

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

. vyhledavani v knihovnach inzer¢nich mutantt podle
O fenotypu
O metabolického profilu

m exprese zajimavych genu

m identifikace mutovaného lokusu
O plasmid rescue
O iPCR
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Genomika Ill.
Pristupy genetiky ,pfime" — vyuziti T-DNA mutageneze

|dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za keriCkovity
fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
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|dentifikace mutantniho fenotypu

zvinéneé listy

kerickovity fenotyp (poruchy vétveni)

chybéjici trychomy na listech a na
stonku

opozdene 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 Ill.
Pristupy genetiky ,pfime" — vyuziti T-DNA mutageneze

|dentifikace chromozomalni prestavby zodpovédné za kerickovity
fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu

= jdentifikace T-DNA mutované oblasti
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Mutant Locus Identification

1. ldentifikace oblasti genomové DNA priléhajici k levé 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

GTGTCCTTTGTCGATACTGTACTAATGCTTAAGCTCGAGCCATGGGT TAAGATACTTTCTCAGAGCCCTCGGTCCTACGTACGGTCAAAGTATGCTGGTCCACCTCACCGTGTTCTAGACGGAGAACCGAATACAGCTCTATAACTAAGG

nad7 sequence

ICla! IEarl IBsgI IB!SI IBamHI

TTCACACAACAATTTGCTTCTCGTATCGATGAAT TAGAAGAGATGTCAACCGGCAACCGTATCTGGAAACAACGATTAGT GGATATTGGTACTGTCACTGCACAGCAAGCAAAGGAT TGGGGAATTGTAAATGGCTTCATGTCCGGGGGA 30

AAGTGTGTTGTTAAACGAAGAGCATAGCTACTTAATCTTCTCTACAGTTGGCCGT TGGCATAGACCTTTGTTGCTAATCACCTATAACCATGACAGTGACGTGTCGTTCGTTTCCTAACCCCTTAACATTTACCGAAGTACAGGCCCCCT

nad?7 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 genomové DNA

purifikace, religace a PCR
pomoci T-DNA specifickych
primeru

klonovani a sekvencovani

identifikovana sekvence
nebyla homologni k zadné
sekvenci se znamou funkci

Hind 1l

mal stl coRV
amHI Smal coRI Hindlll pml wvull

TAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGC TTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCGGTAAACC TGAGAAAACTTCAATTAGCGTCCCCGCCGTGACAGCTGAATCTCCAGCTTCCGTACCTGGAATTGCTCTAGGATT 150

ATCACCTAGGGGGCCCGACGTCCTTAAGCTATAGTTCGAACCTAGTCTAACAGCAAAGGGCGGAAGCCATTTGGACTCT TTTGAAGTTAATCGCAGGGGCGGCACTGTCGACTT AGAGG TCGAAGGCAT GGACCTTAACGAGATCCTAA
[

v
L 1

pBsc RB

d
<

smBI
coRI
Bpll Bpll
IDralll II—Ipal prII' IEcii IBpll' ISpel
CATGTGTAGAAGCGTTAACTTAGGGCAACTGGTAGCTACGG TCCGATCCACTAGTGGTTTTTCTT

CAACGAAGCTGTGTCCACT CGGAGAGAGTCTCGTCTCCGACGAAT

' 2es
GCGGTTGC TTCGACACAGGTGGTACACATCTTCGCAAT TGAATCCCGTTGACCATCGATGCCGCCTCTCTCAGAGCAGAGGCTGCTTAAGGCTAGGTGATCACCAAAAAGAAAAG

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky



Genomika llI.
Pristupy genetiky ,primeé” — vyuziti T-DNA mutageneze

|dentifikace chromozomalni prestavby zodpovédné 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 knihovne IGF-BAC

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

» bakterialni klony usporadané v mikrotitracnich deskach

= knihovna nanesena na nylonové filtry pro hybridizaci s
radioaktivhé znaCcenou sondou
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Mapovani pomoci IGF-BAC databaze

I. Sekvence priléhajici k levé hranici T-DNA

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

» 18 s podobnosti k mtDNA

ll. Sekvence priléhajici k praveé hranici T-DNA

» celkem 6 pozitivné hybridizujich klonu

» vSechny lokalizovany na chromozomu 2
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Lokalizace genomové T-DNA prilehajici k leve | prave
hranici T-DNA na chromozomu 2

Sekvence pfiléhajici k pravé a levé hranici T-DNA
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Genomika Ill.
Pristupy genetiky prime

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

. vyhledavani v knihovnach inzer¢nich mutantt podle
O fenotypu
O metabolického profilu

m exprese zajimavych genu

m identifikace mutovaného lokusu
O plasmid rescue
O iPCR

= vyuziti knihoven bodovych mutantu v pfimé genetice

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

=  Poziéni klonovani

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

O SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism)
O polymorfizmus délky genomu (PCR produktl)
amplifikovaného pomoci specifickych primeru

O RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
O polymorfizmus délky restrik€nich fragmentt useku
genomu, detekce pomoci Southern blotu (PCR po
nastépeni genomové DNA a ligaci adaptor()

O CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)
u| polymorfizmus délky restrikénich fragmentu useku
genomu amplifikovanych pomoci PCR

O RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
O polymorfizmus délky nahodné (pomoci kratkych
primerd, 8-10 bp) amplifikovanych useku genomu

O AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

O polymorfizmus délky fragmentll genomu (PCR po
nastépeni genomové DNA a ligaci adaptor()
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Priprava mapovaci populace
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Rekombinantni analyza — urCeni procenta rekombinace
mezi mutaci a molekularnim markerem
r [%] = pocet chomozomu Col/
pocet vSech chromozomu x 100

F2 mutanti
marker | — ve vazbeée

5 mutantu
1/10x100 = 10%

F2 mutanti

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

Ler Col

* Analyza cca 2000 mutantnich linii

L& 4

« ldentifikace mutace pomoci sekvenovani
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Mapa DNA molekularnich markeru
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Markery pro jemné mapovani
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Genomika lll.-shrnuti
Pristupy genetiky prime

= Prima vs. reverzni genetika
= VyuZiti knihoven inzerénich mutantd v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzer¢nich mutantu podle
m fenotypu
m metabolického profilu

m exprese zajimavych genu

m identifikace mutovaného lokusu
O plasmid rescue
O iPCR

= vyuziti knihoven bodovych mutantu v pfimé genetice

pozicni klonovani
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Genomika lll.
Diskuse
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