Praktikum z genetiky rostlin
JS 2021
Identifikace genu pristupy klasické a molekularni
genetiky a genomiky
1. Geneticka analyza a vyuziti genetickych markeru
u modelovych a kulturnich druhu
2. Asociacni mapovani

Cile praktika

1. Geneticka analyza a zjisténi poctu genui odolnosti k
padli u jecmene.

2. Identifikace genu - urceni DNA markert v genetické
vazbé s genem odolnosti k padli travhimu u
jeémene. Prace s balky.

3. Genetické mapovani genu odolnosti k padli
travnimu u jeCmene. Vyuziti mapovaciho softwaru.

4. Celogenomova genotypizace u jetele lucniho



Genetické markery

Marker (geneticky marker)
= signalni gen, signalni linie

* morfologické
* bilkovinné (izoenzymy)
* DNA
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Figure 1 - Inhibition pattern for characterization of csterases from leaves
of Aspidosperma polvnewron showing that Est-1, Est-3, Est-4, and Est-6
1sozymes were inhibited in the presence of Malathion (B); Esi-3, Est-7,
Est-%, and Est-12 isozymes were detected as weakly stained bands by
Folidol (C); Est-3, Est=}, and Est-6 isozymes were inhibited by
Thiamethoxan {[2). The gel in A shows o and [3 esterases in the absence of
inhibitors. Lanes 1-4 correspond to leal samples of different plants of A,
Ifﬂf..l.lil'n’?l"fﬂ"{"]‘.
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Vlastnosti markeru

vysoky polymorfizmus
kodominantni charakter dédi¢nosti
Casty vyskyt v genomu

nezavislost na podminkach prostredi
snadna dostupnost

snadné a rychlé testovani

vysoka reprodukovatelnost

snadna vyména udaji mezi laboratofemi



Typy DNA markert
1. zaloZené na hybridizaci DNA
2. zaloZené na polymerazové fetézové reakci
amplifikace - specifickych sekvenci
- nahodnych sekvenci
3. zaloZené na sekvenovani — jednonukleotidové
polymorfismy

Klasifikace DNA markeru podle pouzitych sond
= cilovych lokusu (gent)

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

2. mnohokopiové sondy

mikrosatelity



I Schéma RFLP markeru
_RFLP Technology (restriction fragment length polymorphism)

- 1zolace DNA

- Restrikc¢ni analyza

- Elektroforeticka separace
- Prenos DNA na membranu
- Znaceni sondy

- Hybridizace

- Vizualizace




Schéma SSR markeru (simple sequence repeat)

A PCR

pfimy primer
——
C ] (GA)n L ]
-
zpétny primer

fragment polymorfni DNA

B Elektroforéza

A 1. ekotyp

B 2. ekotyp
AB kfizenec A xB




Schéma CAPS markert
(cleaved amplified polymorphic sequences)

B ekotyp 1 ekotyp 2 heterozygot
- R
| PCR | PCR |
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Stepeni stépeni ‘
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Vyuziti genetickych markeru

Zakladni vyzkum i Slechténi

Studium rostlinnych genomu

1. Otisk DNA (fingerprinting)

2. Stanoveni evolucnich vztahu (pfibuznost genotypu),
taxonomie

3. Genetické mapovani

4. Celogenomové studie — asociaCni studie
(GWAS, GBS)

5. Korelace mezi fyzickymi a genetickymi mapami



Genetické mapovani

1. Konstrukce genetickych map urcitého
rostlinného druhu

Vysycenost markery

2. Vytvafeni nastroja pro MAS (market-
assisted selection)

3. Pozicni klonovani genu



Populace vyuzivané k mapovani

F, znak dominantni 3:1

znak kodominantni 1:2:1
B, 1:1
Aneuploidni linie
Dihaploidni linie — homozygotni material
Rekombinantni inbredni linie (RIL)
Blizké izogenni linie (INIL)

Znaky kvalitativni x znaky kvantitativni

Velikost populace
PocCet DNA markert pro zachyceni vazby



Genetické mapovani u modelovych druht
mutace u Arabidopsis thaliana

Vyhoda: maly genom
motfologicka mutace /y lycopodioformis

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

mikrosatelity

— CAPS (cleaved amplified
polymorphic sequences)



Columbia lycopodioformis




Schéma
krizeni

| — mutantni alela na pozadi S96 resp. DiG

. LI 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

Rameckem jsou oznaceny rostliny F, generace mutantniho fenotypu

([ mikrosatelit na pozadi S96 resp. DiG
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Lokalizace zakladni sady DNA markeriu v genetické mapé
Arabidopsis thaliana
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Postup

1. Lokalizace lokusu v genomu
20 az 30 vzorktt DNA z mutantd /y z F,
Kontroly: rodice, F,

20 markert

* PCR pro SSR markery
* ELFO

* PCR pro CAPS markery
e Stépeni enzymem
* ELFO



Segreguyjici populace F, a molekularni analyza
- ptiklady

MCIlyH1234567891011121314151617 1819 20

nga249

ngall26




Vypocet podilu rekombinace r :

Z/ C chromozomuj

1 r= - ;
Zj vsech chromozomii

C...rekombinovany chromozom

Vypocet stredni chyby podilu rekombinace s .

2) 5= \/r(l— r)

/1

n...celkovy pocet chromozomii



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

3  D- 25|n(100+2rj

100-2r

Vypocet stiedni chyby odhadu mapove vzdalenosti s,:

2500

4 So =
) 2500 — r*
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Lokalizace mutantni alely ly v genetické mapée Arabidopsis
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2. Zpresnéni mapové pozice (200 mutantnich rostlin)
vzdalenost 1 az 3 cM (200 aZ 600 kb, 45 aZ 135 genti)

3. Identifikace kandidatnich gent
az 2000 F, rostlin, identifikace dvou DNA markerti v
co nejbliZsi pozici, identifikace rekombinanta

Nezbytna vysoka vysycenost genomu DNA markery
SNP, In/Del



Charakterizace mutace na urovni DNA

aagttacaaaagaaaATG

/

TAGtttcatgattgtcataaactgcaaaaatgaaagaagaaaatttgcatgtaatctcatgtttatttgtgttctgaatttccgtactctgaa
taaaaactgccaaagatgagttgaatccgaaatatcaattgagtttacagaagtattgataacgatctgtcgattatcagaataaaaactagattaattg
catatcatgtttagcattgtaatactacaaaaatagtaaactcttgattaattaataaaatctaagttgctgtagtatataaatcattaaatcctcatacat

ggcttgataggtcacatcacatgtagtgaaccttattatatgataaacgtggagatacggaaaaggatagttaaacgatgaaaactttttttagttctggt
caaagtgacaagaccttgatgaccatctaaaatatgatcctctcc



Genetické mapovani u kulturnich druhu
s velkym genomem

Identitikace DNA markert v tésné vazbe s genem
Specialni populace pro mapovani

RII. Rekombinantni linie
NIL Izogenni linie

BSA (Bulk Segregant Analysis)



RIL (recombinant isogenic lines)

Rekombinantnsi inbredni Iinie

® Casova narocnost
@ vysoka homozygotnost

KriZeni polymorfnich II ll Il ll ll

(fenotypové kon'rras'r-l""""l X “I“
nich) linii



® Casova narocnost — vytvoreni F, + 6 x BC, selekce
na dany gen (znak) v kazdé generaci

® vysoka homozygotnost, rozdil jen v lokusu
konkrétniho genu a jeho okoli

@ polymorfismus (DNA) mezi NIL s vysokou
pravdepodobnosti souvisi s vazbou marker-gen

P, Donor
1

HHH ~ Illlllmm IIIIIIII

HHH o BEE, D i
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—



@rychla priprava kontrastnich skupin genotypu
z F, generace
dominance, recesivita

Rezistentni Segregujici Nachylné
|
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.
““
----------
-----------
.
------------

P
<

| | | | I I I D D D D
|
I I I D S D S I I . . |
| | I I I | |
Rezistentni ! Nachylné



Genetické mapovani genu odolnosti u je€mene

e Hordeum vulgare

° ptvodce Blumetia

graminis

f. sp. hordei

v CR i celosvétové jedna
ze

zavaznych chorob
jeCmene

 Slechténi odolnych odriid

e Zdrojem genul odolnosti jsou plané jecmeny — H. vulgare
ssp. spontaneum, H. bulbosum



Genetické aspekty choroby

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

vetSinou dominant alela dominantni

l ] rozpoznani l ) . .
protein 1 protein 2=elicitor
Aktivace mechanismu odolnosti




koncept gen — proti — genu

geny R

rasove specifické

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



Analyza rezistence jeémene
Vyuziti donoru rezistence

1. Zjistit charakter dédiCnosti genui u novych
zdroji odolnosti jeCmene k padli jeCmene

2. Lokalizovat zjisténé geny odolnosti v genomu
jeCmene pomoci DNA markert

3. Vyvinout molekularni markery alespom pro
nékteré ze zjiSténych gent odolnosti (MAS)



Postup reseni

1. Vytvoreni vhodnych populaci pro analyzy
odruda ‘Tiffany'x zdroj odolnosti —— F,

2. Fytopatologické testy — P, F,, F, fenotypovani

3. Geneticka analyza
Urceni poctu geni determinujicich odolnost
Statistické ovéreni. Urceni typu dédicnosti.

4. Ziskani DNA markeru pro jeCmen H. vulgare
Urceni polymorfismu u rodicu

5. Molekularni analyza

Urceni DNA markert (SSR, CAPS) ve vazbé s
jednotlivymi geny odolnosti:

Analyza balkl — nachylného a odolného
Lokalizace genli na chromozomech jeCmene



Druh — jeCmen Hordeum vulgare
Hodnoceny znak - odolnost k padli travhimu

Puvodce padli travniho — Blumetia graminis
f. sp. horder (houba)

Populace F,

Kfizeni 2

nachylna (S) x odolna (R)

H. vulgare cv. Tiffany x H. vulgare ssp. spontaneum

P1391004
(zdroj odolnosti — plany jeCmen)

!
F, — F, (100 rostlin)



1 Fenotypovani — identifikace po&tu genti

* Rostliny rodicovské, F, i jednotlivé rostliny F, jsou otestovany
virulentnim izolatem Bgh
* Stupnice hodnoceni fenotypu - odolnosti:

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 2 RTO0
F, RT1 typ dédi¢nosti

* F, 210 rostlin (fytopatologicka analyza)

2 Molekularni analyza — lokalizace gend v genomu
* F, balky (DNA, rostliny RT 0 a RT4) kazdy asi 15 rostlin
* F, asi 100 rostlin (DNA)



Mapa SSR markeru je€cmene vyuzivanych v laboratofri
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Urceni markeru ve vazbé s genem odolnosti k padli
travnimu u jeCmene

Prace s balky

Krajni tfidy RT0 a RT4

DNA markery

SSR (simple sequence repeats )

CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence)

chromozom 1H RGH1aE2I2 (Alul), Bmac0213, Bmac0032
chromozom 2H Bmac0134, GBM1281

chromozom 6H Bmac0316

chromozom 7H Bmac0156



Analyza bulkt pfi 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
drlida Tiffany zdroj odolnosti bulk R bulk §1 S2
- — TN N
— — —

21 nachyinych rostlin z populace F2

—— S B e —

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




DNA markery na chromozomu 1H

SSR
CAPS
stépeni enzymem Alul 3 h/37°C
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