VYUZITi MUTANTU V GENOMICE

Metody genomiky a proteomiky

Genomika = lekce 6
Markéta Zdarské
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Transgenni organismy

® syntetické, modifikované nebo cizorode
geny mohou byt vndseny do Zivocichu a
rostlin

® transgenni organismy slouzi ke studiu
funkci genU



FunkCni genomika

® cil: hleddni genu a urceni jejich funkce v
genomu

® 2 ruzné pristupy:
> prima genetika ,forward genetics*
- fenotyp — gen

> reverzni genetika ,reverse genetics*
- sekvence DNA (gen) — fenotyp



Mutageneze

® mutanti — ndstrojem obou pristupU
® ruzné typy mutagenU

1. chemické } ,
L, klasicke
2. fyzikalni (zareni)

velky pocet ndhodnych mutaci, zasdhne viechny geny

3. biologicke

moderni

inzerCni mutageneze, mensi pocet mutaci, zanechdvaji
molekuldrni znacku



Chemické mutageny

® zpusobuji bodové mutace
1. prireplikaci DNA ale i v nereplikujici s& DNA

s v/

> alkylacni latky (vndsi alkylovou sk. na bdze; ndhodné)
yperit (horticny plyn; Ch. Auberbach)

ethylnitrosomocovina (ENU)
ethylova sk. ENU reaguje vétsinou s thyminem
Bill Russell (1951) my5| kmen (,,T-test stock) pro ’res’rovonl

r0znych mutagenu
’ ° W&gﬂé
Rat
<< ENU mutagenesis

ethylmethansulfonat (EMS)

ethylova sk. EMS reaguje s guaninem v DNA, vytvori O-6-
ethylguanin (misto G:C vznikaji A:T)
Maple J. & Moller SG, 2007 - Mutagenesis in Arabidopsis

> HNO, (deaminace aminoskupin)




Chemické mutageny

2. pouze prireplikaci -
> analogy bazi: 5-bromuracil, 2- RS

aminopurin W N N.\
- zpUsobuji chybné pdrovdni “—‘ic\ﬁ“ +*-~~~v’il_>€““"‘ i
> akridinové barviva: proflavin,
akridinovd oranz
- zpUsobuji adice ¢i delece 1-vice
bazi — zména &teciho rdmce — R e
nefunk&ni genové produkty PN
> hydroxylamin : C;N~c_ =N e
- specifickd - indukuje tranzice ¥
pouze ve smeru G:.C — AT s SR

f[:c

Obr. 13.13 Parovani mezi 5-bromuracilem a (a) adeninem nebo
(b) guaninem.



Fyzikalni mutageny

@ ionizujici: RTG, gama zdareni, radioaktivni uhlik 4C
> sz"Jsobuji zlomy

® neionizujici: UV zdreni 254nm je absorbovdano bdzemi —>
pyrimidinové dimery (narusi cukr-fosfdtovou kostru)

Ultraviolet light
if Thymine dimer
I I I G 11=11 G I I I

GCT GTA

CGACAACCAT

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

® zpusobuiji rozsohIeJS| inzerce a prestavby chromozomu

® mohou odstranit i vice genu nebo vnést nové regulacni
sekvence

® nevhodné pro presnou mutagenezi



Biologicke mutageny
® inzercni mutageneze
1. T-DNA

>

Agrobacterium tumefaciens je schopna vnést do rostlinného
genomu Cast své DNA

dusledky zaclenéni T-DNA do genomu jsou ruzné, ddno
povahou inzertu a mistem, kde se integruje
zpuUsobuje:

inakfivaci genu

aktivace (nese promotor, zesilovac)

2. Transpozony — transponovatelné genetické elementy

>

>

pohyblivé genetické elementy, nejsou tak stabilni jako T-DNA

mohou se premistit z mista pUvodni inzerce —> obnoveni
normalniho fenotypu

v misté inzerce zUstava stopa i po opusténi genomu,
nevhodné pro rozsahlou mutagenezi (Petersen et al, 2000)



T-DNA a franspozony

® inzercni mutageneze
® Inzerce do: —

. 5 ‘' oieskok genovy segment rozdéleny
> ké d UJ IICII O b | G STI 4" v " » tft‘:":—::“‘:JZD”lSITI .
DNA e D e

> nekodujici oblasti — G ==
ovlivnéni sestrihu infronu, o i l

genové exprese
@ @ Vyh O d . translace
. . 7 polypeptid ,
> reverzibilini mutace
1 Obr. 13.20 Mechanizmus vzniku mutace indukované
’ SnOd no Se mO pUJe G transpozonem. V disledku inzerce transponovatelného genetickeho

elementu do standardniho genu se gen obvykle stava nefunkénim

region se lehce klonuje [0
® ® nevyhody:
> inzerce neni ndhodnd

10



Jak obecné hledat mutacie

1. mensi mutace
- nové jednonukleotidové polymorfismy (SNP) ve vytipované
oblasti
- zménény transkripcni profil
- komplementace mutace transgenozi riznych kandiddrnich
genU we WT formé

2. chromozomidlni prestavby
- prestavby rozsahlé — in situ hybridizace na metafdznich
chromozomech —rozliseni 5 Mbp

- prestavby mensi — komparativni genomova hybridizace
(CGN)

- ,,DNA microarrays" se sondami pokryvaijici rozné cdasti genomu
- hybridizace s genomickou DNA - rozliseni desitky Mbp

11



Prima ,,saturacni genetika

zalozena na saturacni mutagenezi ,,saturation
screen”

> pusobeni mutagenu na organismus —> analyza potomstva
na urcity fenotyp

> identifikace mutant —> tfideni do komplement. skupin

> mapovani do obecnych chromozomal, lokalizaci pomoci
zndmych markerU (znacek) a klonovdni, sekvenovani

existuje mutace pro kazdy lokus => moznost urCit
skupinu genu odpovédnych za dany znak

cilem je dosazeni saturacniho bodu —> odhalit
vsechny geny odpoveédné za fenotyp

mutageny (RTG, EMS, transpozony)
> Priklady:
> rostliny bez reakce na svétlo

> neschopnost bakterii rdst v pfitomnosti urcitych cukru,.. ,
1



ldentifikace mutovaneho genu u mutantni

in

ie vybrané na zakladé fenotypového

¢]

projevu

® na zakladé genetické mapy

1.

>

mapovani - (ko)segregacni analyza

nalezeni priblizné pozice genu v genetické mapé, na
z&kladé genové vazby s genetickymi markery (znaky,
které vykazuji polymorfismus = jsou rozdilné mezi
rodiCovskymi genotypy)

2. nalezeni konkrétni sekvence nesouci mutaci

>

>

chromosom ,,walking*
sekvenace, srovndani s WT sekvenci



Typy genetickych markeru

= znak se zndmou (snadno dohledatelnou)
polohou v genetické mapé, ktery vykazuje
polymorfismus (je rozdilny mezi rodicovskymi
genotypy)

1. Morfologické
2. Molekularni

- DNA markery — detekovatelné rozdily v sekvenci

- DNA se zndmou Ci urCitelnou polohou v genomu

- dobre detekovatelné lokusy se zndmou pozici na
chromozomu

- jednonukleotfidové polymorfismy (SNP)
- idedlné co nejvice a rovnomerne rozmistény




Prirozend morfologicka variabilita
Arabidopsis — @H@W@y »accessions

Accessuo .

bé

An-1 Cc24 Cvi En Col0 Ler Hog Sha Kyo
Environment 1

Environment 2
g

r "N
Environment 3

Fig. 1: Geographical distribution of Arabidopsis thaliana (green
area on the world map) and overall phenotype of the rosette
of a subset of accessions grown under 3 contrasted
environment scenario.
http://www.mpipz.mpg.de/102840/reymond



http://www.mpipz.mpg.de/102840/reymond

DNA molekularni markery

(= prouzek na elektroforéze Ci blotu)

@ SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism)

> délka genomu (PCR produktt) amplif. pomoci spec.
primeru

@ RFLP (Restriction fragment length polymorfism) +
Southern

> délka restrikCnich fragmentU Useku genomu, PCR po
nastepeni genomove DNA a ligaci adaptoru

® RAPD (Random amplified polymorphism detection)

> ?Ioétl)ka ndhodné amplif. UsekO genomu (krdtké primery 8-
e

@ AFLP (Amplified fragment length polymorphism)

> délka fragmentt genomu, PCR po nastépeni genomové
DNA a ligaci adaptoru



DNA molekularni markery
Arabidopsis thaliana

® kfizeni dvou jeho ekotypU: Columbia a Landsberg erecta (Col X
Ler)

® rekombinacni mapa obsahovala pUvodné 67 markerU (Lister &
Dean, 1993)

® dnes pres 1300 markeru (Hou et al, 2010)
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: Arabidopsis thaliana physical map with
indication of the positions of the markers.
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Pozicni klonovani
(positional cloning, map-based cloning)

® izolace genu pouze na zakladé znalosti jeho pozice na mapé

® nemusi byt zndma funkce genu (mechanismus pUsoben,
biochemickd, podstata produkiu)

® mapovdni genu na zdkladeé jeho genetické vazby s molekuldrnim
markerem a ndslednou izolaci tohoto genu diky zndmé pozici na
chromozomu

® poftreba standardnilinie, kterd je zkrizena s mutantni linii, aby mohla
byt provedena rekombinacni analyza s markery
@ cil pozi¢niho klonovani :
> gen s pozadovanou mutaci lokalizovany v intervalu mezi dvéma
nejblizSimi markery

> Usek dostatecné maly —> vybrat kandidatni gen, v némz je pak mozné
roznymi zpUsoby identifikovat mutaci

> obecné slozité a casové ndrocné

Lukowitz et al, 2000 18



Pozicni klonovani - schema

1. Krizeni mutantni linie se standardni linii
odlisného, genetického pozadi a
vytvoreni segregujici generace (vétsinou
F2) —> mapovaci populace

2. Pribliznd lokalizace mutantniho lokusu
rekombinacni analyzou s genetickymi
markery (20-30 rostlin)

> ,bulk segregation analysis*

a) analyza smési DNA vsech vzorkU z
rostlin urCitého fenotypu najednou
pro jednotlivé markery —> snizeni
mnozstvi potrelbbnych PCR reakci
(Lukowitz et al., 2000)

b) stanoveni vazby je multiplex PCR s
pouzitim fluorescencné znacenych
primerU (vSechny markery najednou
U jednotlivych vzorkd) (Ponce et al,
1999)

Lukowitz et al, 2000

Step 1
Create F2 mapping population

'

Step 2
Establish linkage using
bulked segregant analysis

¢

Step 3
Identity robust flanking
PCR markers

'

Step 4
Collect recombinants by PCR
analysis of a large mapping
population (~1000 plants)
with flanking markers

/

Step 5
Fine mapping: narrow genetic
interval by using known or
self-made, new PCR markers

~ 4 months

=1 week

= 1 month

< 2 months

< 2 months

Figure 2. Procedure of a typical fine mapping experiment. The time
that should be calculated to complete each of the steps, assuming no
complications are encountered, is shown to the right.

19
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Pozicni klonovani - schema

3. identifikace dvou markeru

2 4 Slep‘l + ~ 4 months
VZdGl@hYCh Od Sebe <‘|o% Create F2 mapping population 4 mont
rekombinace a definujici geneticky '

. s 7 o Step 2
interval obsahujici mutaci (cca 100 Eotabich nkago using | < 1 wook
'I'l i n ) bulked SEngElI"IT analysm
ros
4‘ roz‘s'rfené qnquzq mquerc’ (] OOO Identifyf;belfs?ﬂanking =1 month
rostlin) a selekce rostlin, kde doslo k iibieiichs
rekombinaci J :
o
5. rekombinacni analyzy ke zUzeni SRS | ool

. Ve o o opulation (-~1000 plants
definované oblasti na interval < 1% P i flarking matkers
rekombinace (250 kb) '

Step 5
o by asine imoan or | <2 months
self-made, new PCR markers

@ ld e nTIfI kO Ce m U TO nTn | h O g e N U Ve Figure 2. Procedure of a typical fine mapping experiment. The time
Z 2 that should be calculated to complete each of the steps, assuming no
Vym eze n e O blOSTI complications are encountered, is shown to the right.

Lukowitz et al, 2000 20



Pozicni klonovani - aplikace

@ Arabidopsis

> mapa pozicné klonovanych genu obsahujici 620 mutantnich gend s
fenotypovym projevem (Meinke et al, 2003)

> pocet genU Arabidopsis izolovanych metodou pozi¢niho klonovdni
kazdym rokem narustd — objasnéni dalsich funkci genu modelové
rostliny

@ Psenice (Tritium aestivum)- zemédélské plodiny

> molekular.markery:
-SSR (Simple Sequence Repeat)
- SCAR (Sequence - Characterised Amplified Region)

> izolovdani genU s markery komplikovanéjsi — hexaploid

> nedostatecénd znalost gend kddujicich zemédeélsky uziteEné znaky
(zatim cca 20 ), napr. plisné a rezistence k nim

® Geny chorob

> Huntingtonova choroba -je vzacné dédicné neurodegenerativni
onemocnéni mozku charakteristické nekoordinovanymi frhavymi
pohyby téla a snizenim mentdlnich schopnosti

> Cysticka fibréza (CF) je smrtelnd lidskd dédicnd nemoc, kterd
postihuje prevazné dychaci a fravici soustavu

21



ldentifikace mutantniho genu

= nalezeni konkrétni sekvence nesouci mutaci

test na alelismus, tj. zkrizeni testované mutantni linie s linii
s ,knock-out" kandidatnim genem a sledovani, zda se
zUstane mutantni fenotyp

molekularni komplementace (u recesivnich mutaci)

>

tfransformace mutantni rostliny sekvencemi standardni DNA z
vymezeneého Useku a urceni, kterd obnovi standardni fenotyp

analyza celé sekvence DNA vymezeného genetického
intervalu —> hledat zmény, které zpUsobily mutaci

>

vV V V VvV VvV Vv

SSCP(Single Stranded Conformational Polymorphism)

HMA (Heteroduplex Mobility Assay)

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

dHPLC (denaturing High Performance Liquid Chromatography)
hybridizace na Cipech

pyrosekvencovani

,chromozome walking"

sekvenovani

22



~Chromosome walking*

ORML-DWG 9186-17370

Mutovany

LINKED FLAMEKIR LIMKED FLANKING
g III:— MABEER gen X WMARKER —h.lll 5
5_ o lll' 3 L '|1- y _t
I J DISEASE GEME | | )
[ I |
]
Probafrom | = | |
&' Nanking u:l
markar is I
usesd ;HEI!U[}I ;| = N
an overlagping
1rﬂgrn|:1_'|l from A I:I—__D | |
genamic lbrary o . |
GEMOMIC DA
FRAGMENT
FROBE —m=

Prabszs from the 3 ands

al doned fragments are used

idaniify successive overlapping
cloned fragmenis

Chromeeomea walking continues undl a clona is
idenlified Hial conlaires (he 3' lanking marker

T

©®

©®

nalezeni optimdlné dvou
markerU obklopujicich
mutovany gen

knihovny velkych
fragmentl genomové
DNA (redundantni,
ndhodné):

> YACs, BACs

> =yeast (bacterial) arteficial
chromosome, ~ 300 (100)
kbp

hleddni prekryvd na
zakladé hybridizace
koncové sekvence



Sekvenovani - klasické - Sanger

®©

enzymatickd metoda je zalozena na sekvenaci
pomoci detekce ukonceni prodluzujiciho se
viakna DNA

sekvenaci predchdzi priprava DNA knihovny
> DNA sestrizena na kratsi useky
> naklonovdna do DNA vektorU

> amplifikovana in vivo (v bakteridlnich bunkdch, ze kterych
jsou plazmidy nesouci klonované fragmenty ndsledné
extrahovany)

sekvenace probihd ve ¢tyrech nezavislych
reakcich

vznikaji fragmenty DNA o rizné délce zakoncené
znacenymi dideoxynukleotidy

diky délce ¢tenych Useku, které dosahuji 700 az
800 bp - stdle nejpouzivanéjsi a nejpresnéjsi

24



Sekvenovani - klasickeé - Sanger

A Reaction mixture

* Primer and DNA template = DNA polymerase
* ddNTP= with flourochromes = dNTP= (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP)

Primar

Syqarec g F

e ettty T
Tampiats
ddHTPs
ddTTF —
ddCTF —
ddaTF —§
dIGTF =

2 Primer elongation
and chain termination

!
R R R

-

L o o e e i e e e e

E L B B B e o e e o e

B —

o P ——

EE o o o o o e e e e o o
G o o o e e b e e e e e
T T T ——p————

(R M-

3 Capillary gel electrophoresis
" separation of DNA fragments

Capillary gel

-

A Laser detection of flourcchromes
and computational sequence analysis

25
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Pyrosekvendce -,sNext-generation sequencing"

na sekvenaci syntézou komplementdrni DNA
liSi se zpUsobem, jak je detekovano zaclenéni daného nukleotidu —> nevyzaduije elfo
vyvinul v roce 1996 ve Stockholmu profesor Pal Nyrén se svym studentem Mostafou
Ronaghi
Reak&ni smés:

> DNA polymerdza,ATP sulfuryldza, luciferdza a apyrdza;

> substraty adenosinfosfosulfat a luciferin

> do smési jsou postupné vkladddany nukleotidy rdznych typu (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP)
svételné zareni —> zaclenéni 1 nebo vice
nukleotidU tohoto typu vznikajiciho
retézce zaclenil jeden nebo vice
nukleotidu

> svétlo vznikd v dUsledku enzymatické
reakce, na jejimz zacdatku je uvolnéni
pyrofosfdtu z noveé zaclenéného
nukleotidu a na jejimz konci je
spotreba vznikleénho ATP luciferdzou k
oxidaci luciferinu C

The Pyrosequencing Method

. - L, o . . C PPi sulfurylase
pred pridanim dalsiho nukleoftidu je CC APQ” ATFJw
pUvodni nukleotid (jiz obsazeny v roztoku) \C) ) Luciterase)
rozlozen Cc \ iy

> &



nNext-generation sequencing”

454 - 2005

« emulzni PCR

* pyrosekvenovani

T
o« meom riia = o+

Ll Jh ! ‘Il

Dersiy L.

454 Genome Sequencers

7|I|l|||||i|||‘||i |.||l|

110 1IN CuakySewre ] B |

FLX System

» 1 million of reads/run
* 400-650 bp/read

+ 2 pristroje v CR

GS Junior
« 0.1 millions of reads/run
« 400 bp/read




nNext-generation sequencing”

Solexa (lllumina) - 2007 illumina:

* mustkova ,bridge“ PCR
» sekvenovani pomoci DNA syntézy

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE 2. ATTACH DNA TO SURFACE 3. BRIDGE AMPLIFICATION
a TNy R d &
f"f ﬁ:'q% Adapter
. i )
i “‘%- DNA
o
" vn‘;;% fragment
.O QIKQ‘% qh\u
-
o . i
. DNA R n
o a 8 Dense lawn

. J \
Randomly fragment genomic DNA Bind single-stranded fragments randomly to
and ligate adapters to both ends of the the inside surface of the flow cell channels.
fragments.

Add unlabeled nucleotides and enzyme to
initiate solid-phase bridge amplification.

28



nNext-generation sequencing”

SOLiD (2008) " applied

P biosystems-

 emulzni PCR,
» sekvenovani pomoci ligace

First Cycle with primer 1-
Hybridization, Ligation, de-

Phosphorylation j_ 7, 7A_,
3 3 3’ w—

G-G-nn-n-z-22 G-Cn-nnzzz C-T-oen-nz22

Ligase

A
Universal Sequencing T
3’ Primer
I —
IIIIIIIIIIIIIII(,—A—n—n—n—l——I—l

’ ’
5 P1 Adaptor ! Template 3

Sequence Sequence

29



s Next-generation seguencing”

Prehled souc¢asnych metod sekvenovani nové generace

Sequencing

Platform Year Method Amplification Detection Features
Pyro- . g :
454 2005 . Emulsion PCR Light First NGS
sequencing
lllumina 2007 Synthesis Bridge PCR Light 90% of Market
SOLiD 2008 Ligation Emulsion PCR Light Lowest Error Rate

lon Torrent 2010  Synthesis  Emulsion PCR  Hydrogen lon SEHILONEUCDE

Chip
P?cm.c 2010 Suthics None = Single fichi Anchored
Biosciences | Molecule Polymerases
Oxford None = Single Electrical “Run Until”
Nanopore = Nangpore Molecule Conductivity Sequencing

Modified from T. C. Glenn. 2011. Field guide to next-generation DNA sequencers.
Molecular Ecology Resources 11: 759-769.

30



Instrument

3730xI (capillary)
PacBio RS
454 GS Jr. Titanium

lon Torrent — 314 chip
454 FLX Titanium

454 FLX+

lon Torrent — 316 chip
Illlumina MiSeq

lon Torrent — 318 chip
Illumina GAlIx

SOLiD - 5500xI|
lllumina HiSeq 1000

Illumina HiSeq 2000

Run time

2 hrs
2 hrs
10 hrs

2.5 hrs

10 hrs
20 hrs

3 hrs
26 hrs
4.5 hrs
14 days
8 days

8.5 days

11.5 days

2012

Millions of
Reads/run

0.000096

0.01

0.1

0.25

1

1

1.6

4

4

300

>1,410¢

<1500

<3000

Bases / read

650
860 — 1,500
400
200

400
650

200
150+150
200
150+150
75+35
100+100

100+100

s Next-generation sequencing'

Yield MB/run

0.06
5-10
50
50

400
650

320
1200
800
96,000
155,100
<300,000

<600,000

. NGS Field Guide (www.molecularecologist.com)
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nNext-generation sequencing”

Chybovost jednotlivych sekvenacnich metod

Platform

3730xl (capillary)
454

Illumina

SOLiD
lon Torrent

PacBio RS

Oxford Nanopore

Primary Single-pass Final Error Rate
Errors  Error Rate (%) (%)
Substitution 0.1-1 0.1-1
Indel il 1
~, 0, ~ 0,
substitution 01 (85% of ~0.1(85% of
reads) reads)
A-T bias 5 <0.1
Indel i | i |
CG deletions i b <15
Deletions >4 4

2012. NGS Field Guide (www.molecularecologist.com)

Mnohondsobné prosekvenovdani jednoho Useku DNA
kompenzuje vyssi chybovost sekvenacnich metod nové

generace.

32



Vyuziti sekvenacnich metod

nove generace

@ celé genomy
> resekvenovani —> hleddni sekvencnich variant v
lidské populaci
> de novo sekvenovani —> nemodelové organismy
@ transkriptom (RNA-seq)
> ldentifikace dosud nezndmych transkiptu
> mira transkripce jednotlivych genu - presnéjsi nez
,microarrays"
® cilené —> ur&ita &ast genomu, skupiny gent

> ndhodné oblasti genomu —> na zakladé délky po
restrikCnim stépeni genomové DNA (RAD-seq)

> hybridizace k cca 100bp probdm se vyberou
fragmenty DNA, kt. se sekvenuiji (Hyb-seq)

33



Vyuziti sekvenacnich metod
nové generace

Identifikace SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

« Sekvenovani vzorkdl DNA pochazejicich z mnoha jedinc.
* Vzorky lze individualné tagovat - Multiplex Identifier Sequences (MIDs).

* Vhodné snizeni komplexity
- RNA-Seq (SNPs v kédujicich oblastech)
- RAD-Seq (SNPs v nahodnych oblastech genomu, predevsim
nekodujicich, vétsi variabilita)
- Hyb-Seq (SNPs ve vybranych genech ¢i genomové oblasti)

A
‘ff scrimer -II—I

{L.» designing SNaPshot primers
from 454 transcriptome data

Libor Morkovsky,
Katedra Zooologie, Prf UK
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Neprima ,reverse" genetika

® dnes —> post-genomicka éra
® zndme geny (sekvence)

® hezndme

> funkce genu
- vétiinou >50% predikovanych genuU u eukaryot

> fenotypy, které zpusobi mutace v téchto
genech
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Velkokapacitni ndhodna
mutageneze a ,,screening”

® systematickd mutageneze —postupné

® EMS mutageneze

> misto hleddni urC. fenotypu (primad), se hledd gen zajmu
se zménami v nukleotidech

> béziné ,,screen' 1000 nebo 10000 jedincu

> vyuziti PCR genu zdjmu —> hleddani drobnych zmén v
migraci PCR produktu na gelu Ci kolone

> vSechny zmény nevyradi (,knockout”) gen, nékteré se
neprojevi -,silent”, na neesencidlnich AMK pozicich
> metody bézné uzivané:

- DHPLC -“Denaturing High Performance Liquid
Chromatography*

- DGGE - ,,Denaturing Gradient Gel Electrophoresis*
- SSCP - ,,Single-Stranded Conformation Polymorphism*
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TILLING

(Targeting induced local lesions in genomes)

ziskani (nalezeni)
bodovych mutaci ve
vybraném genu

bodové mutace

> potencidlni zmény regulace,

Interakce, ...

predstavena na

Arabidopsis thaliana
(McCallum et al, 2000)

Princip
> ndhodnd indukce
bodovych mutaci (EMS)

> nasledné hledani linii s
mutaci v cilovém genu
pomoci PCR a
heteroduplexni analyzy

M2 plants

e x\\\

pools

+ PCR reagents
+ primer pairs

heat,cool PCR <
-

DH P L C replicates
(2 hrparoun) T chromatograms

It

Figure 1. Schematic depicting the TILLING strategy applied to a
plant such as Arabidopsis.

(McCallum et al, 2000)




TILLING - detekce mutaci, strategie

Seeds are mutagenized to induce point mutations
throeughout the genome.

A founder populaticn is grown from mutagenized
seeds,

599

Founder population is self-fertilized to produce a
crossed population.

¢eEe

Seeds from the crossed population are stered and
DNA samples are collected in 96-well plates,

5 Up to eight 96-well plates are pooled into one and
the samples {(768) subjected to PCR with two
gene-specific primers labeled with different
IRCye® infrared dyes,

6 Resulting amplicons are heated and cocled,
resulting in heteroduplexes batween wild type
and mutant samples,

Wyo M0

'lﬁ_I_'l_f_ﬁ_lﬁﬁﬁﬁ_f_l'
h Ry 00

1

CEL | nuclease is used to cleave at base
mismatches. @

I frrrrIIT

P
1 T 1 1.3 I 1 1 § 1T 1 1 1
a*

Samples are denatured and electrophoresed
on a LI-COR 4300 DMA Analysis System.

Ry 00
.
O]
T TTTT
ROye 209
Ir lanes that have a mutatien in the pool, a
band will be visible below the wild type band (@)
on the IRDye® 700 infrared dye image. A
counterpart band will be visible in the same
lane on the IRDye® 800 infrared dye image.
This band is the cleavage product |abeled
with IRDye® 800 infrared dye from the
complementary DNA strand. The sum of the  (®)
length of the two counterpart bands is equal
to the size of the amplicon, which makes it
easy to distinguish mutations from
amplification artifacts.

1
e
After detection of a mutation ina pool {lane),
the individual DMA samples in the pool are
screaned again to find out which of the eight
pooled samples from the crossed population
has the mutation.

Metoda pracuje s amplifikovanymi fragmenty o velikosti kolem 1 kb a
mutaci je schopna analyzovat s presnosti na 10 bp (Henikoff et al, 2004).

amplifikace cilového
fragmentu (koncové znacené
primery)

reasociace s wi DNA
Stépeni heteroduplexu (ss
nuclease-CEL I)

elektroforéza (separace
podle velikosti na riznych
platformdach; LI-COR )

vizualizace koncove
znacenych fragmentu

FEFEEEEFonAs

L rrrrrrl

.............

Li-cor gel images 96 - well plates



Rostliny s inzerci v urcitém genu

® verfejné dostupné kolekce mutantu na rdznych mistech
genomu

® inzerce ve vétsiné genu Arabidopsis thaliana

® vybér in silico, objedndani semen rostlin s inzerci v urCitém
genu

Genl Gen2 Gens

T T

1 23 4 56 / 8 Ccislo linie

I = mista inzerce T-DNA v jednoftlivych mutantnich liniich



USER Order seed from stock
center, study
phenotype

Deleterious
mutation?

Build gene
model
Examine mutations,
TYW T Y Y] predict effects,
choose best ones
- -
Choose target A ,
region and order il f/\D

primers mutations

Provide sequences,
. ARABIDOPSIS TILLING PROJECT zygosities, and seed

IIYATID ———re——  addresses

Amplify target It I e
by PCR and ' | ] | :

screen for

mutations

AL I

e T o s o SR

|dentify and sequence
mutant individuals
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