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Identifikace transgennich rostlin

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens
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1. Identifikace transgennich rostlin
Arabidopsis thaliana

A) Selekce na médiu s antibiotikem —

kanamycin, hygromycin

Gen NPT (neomycin phosphotransferase)
HPT (hygromycin phosphotransferase)

B) Polymerazova retézova reakce

C) Southernova hybridizace




A) Postup

Material:
Kontrola Wassilevskaja
transformované linie — RJG, ER4, CoYS5S

1. Priprava selek¢niho média s antibiotikem a bez
antibiotika (kanamycin)

. Sterilizace semen, metodika

. Vysev na misky

. Vyhodnoceni kli¢nich rostlin KanR, Kan®

. Vyhodnoceni poctu inzertu KanR : Kan$

. Presazeni rostlin KanR, diikaz PCR

N U & W N




B) Postup PCR pro NPT

Polymerazova retézova reakce
Primery pro NPT

5" CCCGCTCAGAAGAAGAACTCGTCA Y
5" TGGCTGCTATTGGGCGAAGTG ¥

Program pro amplifikaci genu NPT
(94°C 45s, 60°C 45s, 72°C 60s) 35x




Slozeni reakéni smeési

d H,0 5,6 ul

dNTP 0,25 200 uM
Sx PCR pufr 2,0

Primer-1 0,5

Primer-2 0,5

Go Taqg-polymeraza 0,15 0,75 U
Rostlinna DNA 1.0

10,0




2. Genetické mapovani mutace lycopodioformis
Arabidopsis thaliana

Material: morfologicka mutace Iy

Populace F,
DNA markery — SSR (Simple sequence repeats )

mikrosatelity
— CAPS (Cleaved amplified
polymorphic sequences)




Columbia

lycopodioformis
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Krizeni polymorfnich linii pro genetické mapovani
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Typy DNA markeru

Schéma SSR markeru

A PCR

pfimy primer
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L ] (GA)n L J
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zpétny primer

21 fragment polymorfni DNA

B Elektroforéza

A 1. ekotyp

B 2. ekotyp
AB krizenec AxB




Schéma CAPS markeru

elektroforéza v agarozovém gelu
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Lokalizace pouzivanych DNA markeru v genetické mapé
Arabidopsis thaliana
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SSR a CAPS markery pouzité pro
mapovani [y

S. chromozom
Nazev  Pozice Typ Polymorfismus (bp) PCR cyklus

Col S96
« CIWI15 8,5cM SSR 177 72 2
e CIWI7 9,0cM CAPS 2203 1228/805 14

e nga?22513,3cM SSR 119 189
e nga/76 68,4cM SSR
« FM4 93,1cM CAPS  630/450 1100 12




Postup

45 vzorki DNA ly z F,
Kontroly: rodice, F,

 Reakéni smés pro SSR markery
« ELFO

* Reakéni smés pro CAPS markery

+ Stépeni enzymem Accl 37 °C 3h — CIW17
A — FM4

« ELFO




Segregujici populace F2 a molekularni analyza
- priklady

MCDH1234567891011121314151617181920

lc
ngall07

MLCHI1234567 89101112131415161718 192021

280-4-8
ngall26
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Vypocet podilu rekombinace r :

Z, C chromozomii
l

Z vsech chromozomii
J

1
C...rekombinovany chromozom
Vypocet stredni chyby podilu rekombinace s :

(2) srz\/’”(l_’”)

n

n...celkovy pocet chromozomii




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

3) D- 251n(100+2rj

100-2r

Vypocet stredni chyby odhadu mapove vidalenosti s ,:

2500

4 Sp =
) 2500 — 77
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Vyuziti mapovaciho softwaru
MapManager

Umoznuje

* konstrukci genetickych map

 lokalizaci genu determinujicich sledovany znak

Co potrebujeme

* Segregujici populaci ziskanou krizenim 2
rostlin odchylnych fenotypu

* Genetické markery (DNA)

 Hodnoceni znaku u rodicovskych rostlin, F1 av
segregujici populaci




Druh — jeCmen Hordeum vulgare
Hodnoceny znak - odolnost k padli travnimu
Puvodce padli travniho — Blumeria graminis

f.sp. hordei (houba)
Populace F2

Krizeni:

nachylna (S) x odolna (R)

H. vulgare cv. Tiftany x H. vulgare ssp. spontaneum
(zdroj odolnosti — divoky jeCmen)

|
F1 — F2 (114 rostlin)




 Rostliny rodicovské, F1 i jednotlivé rostliny
F2 jsou otestovany virulentnim izolatem Bgh
* Stupnice hodnoceni:
0,0-1,1,1-2,2,2-3,3,3-4,4
0 az 3 — rostliny odolné,
3-4 a 4 - rostliny nachylné
Tiffany 4
Zdroj odolnosti 0
Fl0azl1
F2 viz tabulka (114 rostlin)
* F2 9 SSR markeri (kodominantni,
polymortni)




Ukoly

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

2. Urcit typ dédi¢nosti genu/genu odolnosti

3. Urcit SSR markery ve vazbé (pouziti
SW)

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




Geneticka mapa Hordeum vulgare s lokalizovanymi
SSR markery
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Marker RGH1al je kalalizovan na chromozomu 1H mezi markery GMS021 a Bmac0398
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