Praktikum z genetiky rostlin
JS 2017
Geneticka analyza a genetické markery

Geneticka analyza a zjisténi poctu genti odolnosti
k padli u jecmene.
Identifikace genu - urceni DNA markert v

genetické vazbé s genem odolnosti k padli
travnimu u je€mene. Prace s balky.

Genetické mapovani genu odolnosti k padli
travhimu u jecmene. Vyuziti mapovaciho
softwaru.

Identifikace transgennich rostlin Arabidopsis
thaliana.

Celogenomova genotypizace u jetele lucniho




Genetické markery

Marker (geneticky marker)
= signalni gen, signalni linie

* morfologické
* bilkovinné (izoenzymy)
* DNA
1. zalozené na hybridizaci DNA
2. zalozené na polymerazové retézovée reakci
amplifikace - specifickych sekvenci
- nahodnych sekvenci
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Figure 1 - Inhibition pattern for characterization of csterases from leaves
of Aspidosperma podvaewron showing that Est-1, Est-3, Est-4, and Est-6
isozymes were inhabited in the presence of Malathion (B), Esi-3, Est-7,
Est-8, and Est-12 isozymes were detected as weakly stained bands by
Folidol {C); Est-3, Est-d, and Est-6 isozymes were inhibited by
Thiamethoxan ([2). The gel in A shows o and B csterases in the absence of
ihibitors. Lanes 1-4 correspond Lo leal samples of different plants of A,
polvienron.
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Vlastnosti markeru

vysoky polymorfizmus

kodominantni charakter dédicnosti

casty vyskyt v genomu

nezavislost na podminkach prostredi
snadna dostupnost

snadné a rychlé testovani

vysoka reprodukovatelnost

snadnd vymeéna udaju mezi laboratoremi




Typy DNA markeru:
1. zalozené na hybridizaci DNA
2. zalozené na polymerazové retézoveé reakci
amplifikace - specifickych sekvenci
- nahodnych sekvenci

Klasifikace DNA markeru podle pouzitych sond
= cilovych lokusu (genu):

1. jednokopiové a vicekopiové sondy
RFLP (Restriction fragment length polymorphism
CAPS

2. mnohokopiové sondy

mikrosatelity, RAPD, AFLP




RFLP Technology]
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Schéma RFLP markeru
- Izolace DNA

- Restrikcni analyza
- Elektroforeticka separace

- Prenos DNA na membranu

- Znaceni sondy

- Hybridizace

- Vizualizace




Schéma CAPS markeru

B ekotyp 1 ekotyp 2 heterozygot
- R
| PCR ) PCR |
R R
Stépeni Stépeni ‘
‘ restrikCnimi I restrikénimi
enzymy enzymy eees——
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elektroforéza v agarozovém gelu
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Schéma SSR (=STR) markeru

A PCR

pfimy primer

»

C B (GA)n L ]
-
zpétny primer

4 fragment polymorfni DNA

B Elektroforéza

A 1. ekotyp

B 2. ekotyp
AB krizenec A xB




RAPD
DAF

SCAR

- random amplified polymorphic DNA
- DNA amplification fingerprinting

- sequence characterised amplified regions




RAPD priklady : jeCcmen

A dendrogram generated from RAPD data for H.vulgare cultivars
Unweighted pair-group average
Jaccard's coefficients

Analyzovana kolekce

jarnich je¢mend .
vyuzivanych ve L ——
Slechteni na {ou

sladovnickou kvalitu
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MALTINE
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CET90
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genetickem zalozeni cErs
005 01 015 02 025 03 035 04 045
kO I e k C e Linkage Distance
Primer Sequence Primer Sequence Comegi;)fm
ABN-02 5-ACC AGG GGC A-3’ ABN-4 5-GACCGA CCC A3’
ABN-07 5-CAGCCC AGAG-3’ ABN-08 5-ACCTCAGCT G-3' i
ABN-09 5-TGC CGG CTG G-3' ABN-13 5-AGCGICACT C-3’ ’
ABN-14 5-TCG TGC GGG T-3" ABN-20 5’-GGT GCT CCG T-3°
AB2-(02 5’-GGT GCG GGA A-37 AB2-09 5’-CIT CACCCG A-3’ P
AB2-10 5-CAC CAG GTG A3’ AB2-19 5-ACG GCG TAT G-3’ ’
ABN 13x AB2 19
ABN 13x AB2 10




AFLP - amplified fragment length polymorphism

1. St&peni genomové DNA dvéma restriktazami

EcoRl Msel EcoRi

Msel
IR

Fragment A B C

2. Ligace s adaptéry proMsel a EcoRI

A 128 EcoR! adapters
B
C

3. Amplifikace viech fragmenti pomoci univerzalnich primerti proEcoRI a Msel

Msel
universal

4. Amplifikace pomoci selektivnich primerti prodlouZenych o 1 aZ 3 ndhodné vybrané baze

Msel Amplifikace
selective — GA
ano
A X 2
—CC CC«— EcoRI e
B EX4CGA CT“ selective
c ne

o

genomova DNA

Stépeni DNA se vzacné EcoRI
a ¢asto $tépicimi enzymy Msel

5" AATTC T3
fragmenty e AAT 5
ligace adaptéri
s komplementarnimi konci

provedeni PCR
za pritomnosti
neselektivnich primera
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Vyuziti genetickych markeru

Zakladni vyzkum i slechténi
Studium rostlinnych genomu

1. Otisk DNA (fingerprinting)

2. Stanoveni evolucnich vztahu (pribuznost
genotypu), taxonomie

3. Genetické mapovani




3. Genetické mapovani

1. Konstrukce genetickych map urcitého druhu
2. Identifikace novych DNA markeru

- Vytvareni nastroju pro MAS (marker-assisted
selection)

- Pozi¢ni klonovani genu




Konstrukce genetickych map hlavnich plodin
1986 — 1. mapa RFLP markeru u kukurice a rajCete
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Pocet publikovanych map
= 2

0 T T 1| I T T I 1 I 1 1
1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997

Databaze projektu zabyvajicich se mapovanim rostlinnych
genomu (celkem pro 66 ruznych druhu rostlin)
http://www.nal.usda.gov/pgdic/Map_ proj/




Teoretické otazky genetického mapovani
rostlinnych genomu

Podstata genetického mapovani
Pravdépodobnost vzniku crossing-overu mezi 2 lokusy

Polymorfizmus a jeho detekce
Vychozi krizeni




Populace vyuzivané k mapovani

F, znak dominantni 3:1

znak kodominantni 1:2:1
B, 1:1
Aneuploidni linie — viz schéma
Dihaploidni linie — homozygotni material
Rekombinantni inbredni linie (RIL)
Blizkeé izogenni linie (NIL)

Znaky kvalitativni x znaky kvantitativni
Velikost populace
Pocet DNA markeru pro zachyceni vazby




Aneuploidie

Normal mitosis PTTG overexpression

Parental cell
(interphase)

| Chromosome

. Metaphase . | and centromere
| | 1 * Cohesin
Separin
Anaphase PTTG Table 5.2 Classification of aneuploids
Term Chromosome number
Monosomy 2n-1
4 ) Daughter 4 % :
cells Nullisomy 2n-2
Trisomy 2n+ 1
. Tetrasomy n+2
Aneuploidy
Pentasomy n+3




Lokalizace genu do vazbovych skupin pomoci aneuploidu
trizomiku
1. Mutace «a je lokalizovana na trizomickém chromozomu
P: AAA X aa
F1: AAa Aa
F2:
2 A a
AA  2AAA  AAa
2 Aa 4 AAa 2 Aaa
2 A4 4 AA 2 Aa

a 2 Aa aa

Fenotypové Stépné poméry:
A-- : aaa 1:0
A- : aa 8 : 1




2. Mutace b neni lokalizovana na trizomickém chromozomu

P: AAABB x AADbb
F1: AAABb AABb
F2:
AB Ab

AAB AAA BB AAA Bb
AAb AAA Bb AAADbD
AB AABB  AA Bb
Ab AABb  AAbb

Fenotypoveé Stépné poméry:
AAA B- : AAADbb 3:1
AAB- : AADbb 3: 1




Vyznam aneuploidie v soucasnosti

|dentifikce 1 chromozomu pfi celogenomovych studiich velkych genomu
PSenice — polyploidie, pfiprava aneuplodu pro jednotlivé chromosomy,
jejich tfidéni pratokovou cytometrii

FOCUSING OPTICS

FILTER (ND and/or LINEPASS)
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Priklad: Genetické mapovani mutace
lycopodioformis Arabidopsis thaliana

Material: morfologicka mutace ly

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

mikrosatelity
— CAPS (Cleaved amplified
polymorphic sequences)




Columbia lycopodioformis




Schéma
krizeni

5 | S— mutantni alela na pozadi S96 resp. DiG

M....... mikrosatelit na pozadi S96 resp. DiG
5 ST standardni alela na pozadi Col

M i mikrosatelit na pozadi Col
0 x CO.... Zadny crossing-over
1 x CO.... jeden crossing-over

2 x CO ...dva crossing-overy

F1:

Fz:

Rémeckem jsou oznaceny rostliny F, generace mutantniho fenotypu

Q 3

S96 S596 Col Col

- ’ ‘ - + +
U M >< M M

S96 Col

-4 1

U M

S96 S96 S$96 Col Col Col
m m m m m m
\Y| M M M
0xCO 1xCO 2xCO
8596 S96 S96 Col Col Col
m + m G me +
\ \ M M M
S$96 S92 8§96 Col Col Col

+- + + + + -
M M M M

14




Lokalizace pouzivanych DNA markeru v genetické mapé
Arabidopsis thaliana

1CH 2CH 3CH 4CH 5CH
8,5 MUK11D CIW15
- . ~ 9,0-\ _/ ciw17
3,9 EAT 96— ngall145 84 GAPC 51— MI122 143 9/ nga225
150/ Ciw18
11,4 nga63 TN
16,0~ CIW16
20,6 nga162 17,7 GA1.1 170/ﬁ  PAI2
28,1~ | | G2395 ;2}/ \2325’13
299~ | CAT3 34,5 PHYB 29,6 ngal111 :
33,8 F19G10-23714 387 R89998
34,0 -M235 43,8 AthGAPAb
50,7 nga1126 50,5 nga139
R 57,017 C280D2 595 | | TOPPS5
60,0 [~F1P2-TGF 57,6 G4539
66,3 = GAPB.2 - nga168 68,4 nga76
! 75,2 Bgl1
78,9~ | | PRHA 79,9 AthSO191
| 823 | ATMYB3R
838 nga280 ore oy 884 ngad 834~ '~ nga1139
87,0 = G4026 8 853~ | CAT2 93 1 FMa
104,7——— nga1107
- AthATPASE
7.8 125,1 G2368
4
CAPS zelené 134,57 PDC2

SSR cerné




Postup

20 az 30 vzorku DNA ly z F,
Kontroly: rodice, F,

* PCR pro SSR markery
 ELFO

* PCR pro CAPS markery
 Stépeni enzymem
 ELFO




Segregujici populace F2 a molekularni analyza
- priklady

MCIlyH123456789101112131415161718 1920

nga249
150 bp
140 bp
MCIlyH1234567 891011121314151617 181920 21
ngall26
199 bp




Vypocet podilu rekombinace r :

Zi C chromozomu

Z,- vsech chromozomii

1 r

C...rekombinovany chromozom

Vypocet stredni chyby podilu rekombinace s :

2) Sr:\/r(l—r)

n

n...celkovy pocet chromozomii




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

+
3) D= 2511{100 2’”)

100 —-2r

Vypocet stredni chyby odhadu mapové vidalenosti s,,:

2500
4 Sp = Sr
(4) 2500 —7*




Lokalizace mutantni alely ly v genetické mapé Arabidopsis

1CH

W WNN==2
% NOLBOROLO00D
e NN\

34,0

AW
©o0
oXe¥e

60,
66,3

[o4)
W
[¢)
|

PVV4.1

EAT

PT1

NT7123
280-4-4
T1G11-89778
nga63

NCCA1
VII-111
G2395

CAT3

cp
F19G10-23714
NF19G9
M235
NF21J9
ZFPG

UFO
T27K12SP6

e

— nga280

87,

G4026

117.,8

AthATPASE

135,0

—/

135

2CH
9,6 ——— nga1145
34,5 PHYB
50,7 ~|_ |~ nga1126
57,0 CZSOD2
58,0 lzl T27E13
59,0 -1 - C4H
73,8 nga168
90,8 M
97,0 ——— 97

59,2 ~_|

3CH

nga32
ngal72
GAPC
chm

y

—

N

D

nga162

G4711

AthGAPADb

| |- TOPP5
~~ F1P2-TGF

68,2 ——— R30025

73,9 ~__|
75,2

83,4 ——

- AFC1
~ Bgl1

- 280-4-8

86,4 — — ngab

101,0

cerna - SSR markery

101

cervena - analyzované mutace

5,1
17,7

29,6

57,6

78,9
82,3
83,4
85,3

104,7

125,0

4CH

MI122

GA1.1

ngal1111

G4539

//IDRFV\

L~ ATMYB3R
—~ nga1139
\\(DATZ

\\//

nga1107

125

—/

112,0

125,1

139,0

S5CH

)

\

i\

MUK11D
CIw15
CIw17
ly
nga225
Ciw18
Ciw16
PAI2
nga249
nga106
R89998

nga139

-
),

nga’76

AthSO191

FM4

PCD2

G2368

139




2. Zpresnéni mapoveé pozice (200 mutantnich rostlin)
vzdalenost 1 az 3 ¢cM (200 az 600 kb, 45 az 135 genu)

3. Identifikace kandidatnich genu
az 2000 F, rostlin, identifikace dvou DNA markeru v
co nejblizsi pozici, identifikace rekombinantu

Nezbytna vysoka vysycenost genomu DNA markery
SNP, In/Del




Charakterizace mutace na urovni DNA

aagttacaaaagaaaATG

TAGtttcatgattgtcataaactgcaaaaatgaaagaagaaaatttgcatgtaatctcatgtttatttgtgttctgaatttccgtactctgaa
taaaaactgccaaagatgagttgaatccgaaatatcaattgagtttacagaagtattgataacgatctgtcgattatcagaataaaaactagattaattg
catatcatgtttagcattgtaatactacaaaaatagtaaactcttgattaattaataaaatctaagttgctgtagtatataaatcattaaatcctcatacat

ggcttgataggtcacatcacatgtagtgaaccttattatatgataaacgtggagatacggaaaaggatagttaaacgatgaaaactttttttagttctggt
caaagtgacaagaccttgatgaccatctaaaatatgatcctctcc

/|




lycopodioformis (ly)

lycopodioformis S96 - standard

O Klasicka mutageneze (EMS)

O Rané kvetouci rostlina s
terminalnim kvétenstvim a
celkové malym habitem

O 1 gen, recesivni alela

d Chromozom 5; 12,4+1,3 cM

1 Kandidatni gen:
O TFL 1 (Terminal Flower 1)

Dukaz: test na alelismus




Znaky se snizenou vitalitou nebo letalitou

* Dusledek - Sstépné pomeéry?

e Letalni alela — recesivni

e Test mutagenity — Millertv embryonalni test
na letalni gametické mutace




Kontrolni linie Mutantni linie
Col 280-4-4

e

Kyjovska et al.: Genetica 2003




Specialni problémy reSitelné mapovanim u
druhu s velkym genomem

Podrobné mapovani urcité oblasti genomu

Identifikace DNA markeru v tésne vazbe s genem
Specialni populace pro mapovani — RIL, NIL,
BSA (Bulk Segregant Analysis) s cilem MAS




[1 Casova narocnost
[0 vysoka homozygotnost

KriZzeni polymorfnich Il ll ll ll ll

prmtataical | IR | ||

e




[] Casova narocnost - vytvoreni F; + 6 x BC, selekce
na dany gen (znak) v kazdé generaci

1 vysoka homozygotnost, rozdil jen v lokusu
konkretniho genu a jeho okoli

1 polymorfismus (DNA) mezi NIL s vysokou
bravdeépodobnosti souvisi s vazbou marker-gen

- i
I"“"""I 25% P 12,5% Py e > 0,42% P
T

P, Recipientni rodic

—

1




Orychld pfiprava kontrastnich skupin genotypu
z F, generace

dominance, recesivita
Rezistentni Segregujici Nachylné

Rodic R Rodic S F, R-Bulk S-Bulk

.
.
“““
.
----------
..........
""""""""""

Rezistentni Nachylné




Genetické mapovani genu odolnosti u je€mene

 Hordeum vulgare

puvodce Blumeria
Z2raminis

f. sp. horder

v CR i celosvétové jedna
ze

zavaznych chorob

jeCmene

* Slechténi odolnych odri
e Vyznamné zdroje genu odolnosti jsou plané jecmeny — H.
vulgare ssp. spontaneum, H. bulbosum

e 23 zdroju (donoru) odolnosti jeCmene (H. vulgare ssp.
spontaneum) k padli jecmene (PI.....)




Genetické aspekty choroby

Rostlina (hostitel) | Patogen
Interaction
genom 1 < : genom 2
geny odolnosti R geny avirulence Avr

vetSinou dominant alela dominantni

l l

, rozpoznani : .o
protein 1 protein 2=elicitor
Aktivace mechanismu odolnosti




koncept gen — proti — genu

geny R

1. Maji schopnost detekovat (rozpoznat) patogena
2. Maji schopnost aktivovat obrann¢ mechanismy




(Cile studia donoru rezistence

1. Zjistit charakter dédi¢nosti genu u novych
zdroju odolnosti jeCmene k padli jeCmene

2. Lokalizovat zjiSténé geny odolnosti v genomu
jeCmene pomoci DNA markeru

3. Vyvinout molekularni markery alespon pro
nékteré ze zjisténych genu odolnosti (MAS)




Strategie reseni

1. Vytvoreni vhodnych populaci pro analyzy
odruda ‘Tiffany'x zdroj odolnosti —— F,
2. Fytopatologickeé testy—P, F,, F,
3. Geneticka analyza
Urceni poctu genu determinujicich odolnost
4. Ziskani DNA markeru pro jecmen H. vulgare
Urceni polymorfismu u rodicu

5. UrCeni DNA markeru ve vazbé s jednotlivymi
geny odolnosti:

Analyza balku — nachylného a odolného
Lokalizace genu na chromozomech je€mene




Mapa SSR markeruli jeCmene vyuzivanych v laboratofri
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Druh — jeCmen Hordeum vulgare

Hodnoceny znak - odolnost k padli travnimu

Puvodce padli travniho — Blumeria graminis
f. sp. hordei (houba)

Populace F2

Krizeni 7:

nachylna (S) x odolna (R)

H. vulgare cv. Tittany x H. vulgare ssp. spontaneum

P1466200
(zdroj odolnosti — plany jeCmen)
l
F, — F, (100 rostlin)




Ukol &. |
Analyza rezistence jeCcmene

1. Urcit pocet genu determinujicich
odolnost k padli travhimu v uvedeném
zdroji odolnosti je€mene, statisticky ovérit

2. Urcit typ dédicnosti genu/gent odolnosti

3. Urcit SSR/CAPS markery ve vazbé
(analyzou balkt)




 Rostliny rodicovské, F, i jednotlivé rostliny
F, 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 RT4
Z.droj odolnosti 7 RTO0
F, RT0

* F, balky (DNA) kazdy 17 rostlin
* F, 100 rostlin (DNA)
* F, 240 rostlin (fytopatologicka analyza)




Ukol ¢. 3
Urceni markert ve vazbé s genem odolnosti k
padli travhimu u jeCmene. Prace s balky.

Material: Zdroj odolnosti 7 (P1460200)

Populace F, (Tiffany x P1460200)

Krajni tfidy RT0 a RT4

DNA markery — SSR (Simple sequence repeats )
CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence)

chromozom 1H RGHI1aE2d, Bmac0213, K06257

chromozom 2H Bmac0134

chromozom 3H KO00088

chromozom 5H EBmac0684

chromozom 7H Bmag0011, Bmag0507




Analyza bulku pri dominanci odolnosti

S —z nachylnych rostlin F2

R -z odolnych rostlin F2

S1 — testovany SSR marker neni ve vazbé s genem odolnosti
S2 — testovany SSR marker je ve vazbé s genem odolnosti

rodic 1 rodic 2 F1 F2

driida Tiffany zdroj odolnosti bulk R bulk 81 S2
— —— — - .
— — —

20 odolnych rostiin z populace F2 15 nachyinych rostlin z pdpulace F2




