Zaklady genomlky

Masarykova univerzita, Laborator funkéni genomiky a prdg é.
Laborator molekularni fyziologie rostlin :

Zaklady genomiky Ill, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky



Genomika llI.
Pristupy genetiky primeé

= Pfima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerénich mutantu v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantt podle
O vnéjsiho fenotypu
O metabolického profilu

O exprese zajimavych genu

= identifikace mutovaného lokusu
O plasmid rescue
O iPCR

= vyuziti knihoven bodovych mutantd v pfimé genetice

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

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

= Pfima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerénich mutantu v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantt podle
O vnéjsiho fenotypu

O metabolického profilu
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Genomika llI.
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 mutantd

. identifikace (napf. i komeréné) zajimavych
mutantu

. snadna a rychla iz
identifikace T-DNA zasa
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Genomika llI.
Pristupy genetiky primeé

= Pfima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerénich mutantu v postupech pfimé genetiky

o vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantt podle
O fenotypu
| metabolického profilu

O exprese zajimavych genu a molekularnich markeru
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Genomika llI.
|dentifikace mutantt 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) -
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.slide microscope




Genomika llI.
|dentifikace mutantt se zménou expresniho profilu
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Genomika llI.
Pristupy genetiky primeé

= Pfima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerénich mutantu v postupech pfimé genetiky

o vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantt podle
O fenotypu
| metabolického profilu

O exprese zajimavych genu

= identifikace mutovaného lokusu
O plasmid rescue
O iPCR

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky



Genomika lI.
Pristupy genetiky ,primeé" — vyuziti T-DNA mutageneze

|dentifikace chromozomalni pfestavby zodpovédné za kefiCkovity
fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
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|dentifikace mutantniho fenotypu

zvineneé listy
keriCkovity fenotyp (poruchy vétveni)

chybéjici trychomy na listech a na
stonku

opozdéné starnuti
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The Mutant Phenotype ldentification

= Samdi sterilita, poruchy \Y;
prodluzovani tyCinek (A,B)
(porovnej se standardnim typem C)
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Genomika llI.
Pristupy genetiky ,primeé” — vyuziti T-DNA mutageneze

|dentifikace chromozomalni pfestavby zodpovédné za kefiCkovity
fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu

= jdentifikace T-DNA mutované oblasti
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Mutant Locus Identification

1. Identifikace oblasti genomové DNA pfiléhajici k levé hranici
pomoci plasmid rescue

= restrikCni  Stépeni  (EcoRI)
mutantni genomoveé DNA

= religace a transformace

» jzolace plazmidové DNA z
pozitivné selektovanych klon(

= identifikovana sekvence je
identicka s genem pro NAD7
koddovanym na mtDNA

IBgiII

CCAGTTTCATACG GGTGGAGTGGCACAAGATCTGCCTCTTGGC

AAAGTATGC

nad7 sequence
Clal Earl Bsgl Btsl

ACAATTTGCTTCTCGTATCGATGA/ \GAA CGTATCTGGAAACAACGATTAGTGGATATTGGTACTGT \GG TTGTAAATGGCTTCAT

GAGCATAGCTACTTAATCTTCTCTACAGTTGGCCGTTGGCATAGACCTTTGTTGCTAATCACCTATAACCATGACAGTGACGTGTCGTTCGTTTCCTAACCCCTTAACATTTACCGAAGTACAGGCCCCCT

nad7 sequence LB T-DNA
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Mutant Locus Identification

2. ldentifikace oblasti genomové DNA pfiléhajici k pravé hranici
pomoci inverzni PCR (iPCR)

restrikCni Stépeni (EcoRl)
mutantni genomoveé DNA

purifikace, religace a PCR
pomoci T-DNA specifickych
primeru

klonovani a sekvencovani

identifikovana sekvence
nebyla homologni k zadné
sekvenci se znamou funkci

Hind 11
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Genomika .
Pristupy genetiky ,primé* — vyuziti T-DNA mutageneze

|dentifikace chromozomalni pfestavby zodpovédné za kefiCkovity
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 klont with s primérnou velikosti
inzertu 100 kb

» bakterialni klony usporadané v mikrotitraCnich deskach

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

I. Sekvence pfriléhajici k levé hranici T-DNA

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

= 18 s podobnosti k mtDNA

Il. Sekvence pfiléhajici k pravé hranici T-DNA

» celkem 6 pozitivné hybridizujich klonu

= vSechny lokalizovany na chromozomu 2

Zaklady genomiky Ill, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky



Lokalizace genomové T-DNA priléhajici k leve i prave
hranici T-DNA na chromozomu 2

Sekvence pfiléhajici k pravé a levé hranici T-DNA

rga RNS1 mid21 PhyB r copl LTP  Ubique mi7% rga  RNS1 mid21  PhyB ’ copl LTP  Ubique mi79a

oIl + BIO
AUXL + EHB

RNS1 mi421  PhyB er copl LTP  Ubique mi79

S0

Nad7
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Genomika llI.
Pristupy genetiky primeé

= Pfima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerénich mutantu v postupech pfimé genetiky

o vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantt podle
O vnéjSiho fenotypu
| metabolického profilu

O exprese zajimavych genu

= identifikace mutovaného lokusu
| plasmid rescue
O iPCR

= vyuziti knihoven bodovych mutantd v pfimé genetice

pozi¢ni klonovani
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Genomika llI.
Pristupy genetiky pfimé-fragmentacni analyza a pozi¢ni (map-based)
klonovani

Pozi¢ni klonovani

o podstatou je kosegregacni analyza segreguijici populace
(vétSinou potomstva informativniho zpétného kfizeni) s
molekularnimi markery

O SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism)
O polymorfizmus délky genomu (PCR produktd)
amplifikovaného pomoci specifickych primer(

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

O CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)
O polymorfizmus délky restrikénich fragmentl Useku
genomu amplifikovanych pomoci PCR

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

O AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

O polymorfizmus délky fragmenti genomu (PCR po
nastépeni genomové DNA a ligaci adaptor()
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Priprava mapovaci populace

Col Col Col Ler
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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 Ler Col

marker | — ve vazbé
5 mutantu
1/10x100 = 10%

F2 mutanti Lor Co
BN marker Il - Zadna vazba

7/12x100 = 58%
- Analyza cca 2000 mutantnich linii X

» UrcCeni nejblizSiho (jesté) segregujiciho markeru
 |dentifikace mutace pomoci sekvenovani
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Mapa DNA molekularnich markeru
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Markery pro jemné mapovani

Maps for Chromosome 2
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Genomika lll.-shrnuti
Pristupy genetiky primeé

= Prima vs. reverzni genetika

= Vyuziti knihoven inzerénich mutantu v postupech pfimé genetiky

. vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantt podle
O vnéjsiho fenotypu
O metabolického profilu

O exprese zajimavych genu

= identifikace mutovaného lokusu
O plasmid rescue
O iPCR

= vyuziti knihoven bodovych mutantd v pfimé genetice

pozi¢ni klonovani
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Genomika IlI.
Diskuse
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