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Prima a reverzni
genetika

* Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim primé a reverzni genetiky

= Zmeéna fenotypu po mutagenezi
= Genetika prima

= |dentifikace inzeréniho mutanta a analyza
jeho fenotypu

=  Genetika reverzni

= Analyza exprese daneého genu a jeho
Casoprostorové specifity
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Prima a reverzni
genetika - shrnuti

* Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim primeé a reverzni genetiky

= Zmeéna fenotypu po mutagenezi
= Genetika prima
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Cloning of CKI1

o CKI1 was identified via activation mutagenesis in Arabidopsis

plasmid

: ctrl1 rescue ctrl2 Pro35S::CK1
= Qverexpresion of CKI1 leads to

CK-like response in the
hypocotyl explants

t-zeatin §

NO hormones

Kakimoto, Science (1996)

= CKI1 encodes a protein with
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Signal Transduction via MSP

Recent Model of the CK Signaling via Multistep
Phosphorelay (MSP) Pathway

PM

AHK sensor histidine kinases
« AHK2

« AHK3

« CRE1/AHK4/WOL

>

HPt Proteins —@@—

* AHP1-6
Response Regulators

ARR1-24

NUCLEUS m & REGULATION OF TRANSCRIPTION

—IF%

INTERACTION WITH EFFECTOR PROTEINS



Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim primeé a reverzni genetiky

= Zmeéna fenotypu po mutagenezi
= Genetika prima

= |dentifikace inzeréniho mutanta a analyza
jeho fenotypu
= Genetika reverzni




|dentification of insertional
cki1 mutant allele

II

aattcaagtcgtCACTACAAGA En-1 TCTTGTAGTGCglggagac

\ /4
A. aattcaaq cgt\g’gﬁzg/a-a taclact tqg tac act caa acc gtg gat cagq tta act ggt
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CKI1 Regulates Female
Gametophyte Development

o CKI1 is necessary for proper megagametogenesis in Arabidopsis

CKI1/cki1-i CKI1/CKI1

Hejatko et al., Mol Genet Genomics (2003)




CKI1 and

megagametogenesis

o cki1-iis not transmitted through the female gametophyte

A.

B.

C.

D.

wt x CKI1/cki1-i

CKI1 specific primers (PCR positive control)

CKl1/cki1-ix wt

wt x  CKI1/cki1-i

cki1-i specific primers

CKi1/cki1-i x wt




CKI1 and

megagametogenesis
FGa

Pollen sacs
produce male
gametes

Embryo sac

Integuments

FG1 FG2 FG3 FG4



CKI1 and
megagametogenesis

Fa@sgte FG5
CKi1 ckit-i 28 HAE




Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim primeé a reverzni genetiky

= Zmeéna fenotypu po mutagenezi
= Genetika prima

= |dentifikace inzeréniho mutanta a analyza
jeho fenotypu
= Genetika reverzni

= Analyza exprese daneého genu a jeho
Casoprostorové specifity




° CKI1 is Expressed Throughout
Megagametogenesis

FGO0-FG1
FG3-FG4

3 i

FG7

Hejatko et al., Mol Genet Genomics (2003)




Paternal CKI/1 is Expressed in the

Arabidopsis Sporophyte Early after

Fertilization
wtx ProCKI1:GUS

23 HAP &
(hours A
after
pollination)

Hejatko et al., Mol Genet Genomics (2003)
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Pristupy ,,klasické“genetiky versus ,reverzné geneticky“
pristup ve funkéni genomice

NAHODNA MUTAGENEZE

Primé geneticky“pristup

.Reverzné geneticky” pristup

EMS

—

T-DNA
1. IDENTIFIKACE FENOTYPU

1.1ZOLACE SEKVENCNE

SPECIFICKEHO MUTANTA
2. GENETICKE MAPOVANI

2. IDENTIFIKACE FENOTYPU
3. GENOVA IDENTIFIKACE

-pozi¢ni klonovani

3. PRUKAZ KAUZALNI SOUVISLOSTI
‘ (retro)transposons ~ MEZI INZERCI A FENOTYPEM
- ol
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Osnova

= Metody identifikace sekvencéné specifickych mutantu

. pfiprava sbirky mutantd

= vyhledavani sekvencné specifickych mutantd
pomoci PCR

= vyhledavani sekvencné specifickych mutanti v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni pfiCinné souvislosti mezi
fenotypem a inzercni mutaci

i kosegregacni analyza
: identifikace nezavislé inzercCni alely

= vyuziti nestabilnich inzerCnich mutagenu a izolace
revertantnich linii

=  Uml€ovani gent pomoci RNAI

= mechanismus ucinku RNAI



Osnova

= Metody identifikace sekvencéné specifickych mutantu

. pfiprava sbirky mutantd



Typy inzercnich mutagenu

« Mobilni elementy

=  Autonomni transpozony (En-17)
obsahuji gen pro transponazu, umoznujici excizi a
opéetovné zaclenéni do genomu

na obou koncich obsahuji kratké obracené
repetice, které jsou transponazou rozpoznavany

« Stabilni elementy

=  Neautonomni transpozony (dSpm)

mutant En/Spm transpozonu, ktery mutaci v genu
pro transponazu ztratil autonomii
muze byt aktivovan kfizenim s linii nesouci
En/Spm transpozon

= T-DNA

zcela stabilni, jeji inzerce vS8ak muze vést Kk
chromozomovym prestavbam (inverze, delece,
transpozice)



Knihovny inzercnich
mutantu u rostlin

priprava transgennich rostlin

a

vytvofeni populace mutantnich jedincu

B
L Plant 24-24 Primary T-DNA translormant with one eopy
ol pKEn2
Selaction of T, seed on hygramycin
Tz Hami and
Salection of Ty seed on kanamycin
T Kanamyzin resistant germinal revenanis, plants 283,325,328,330
T, Sereen for a transpased En-1 by PCR
Fy Ta x Columbia wild lypa
F Identificalion af I, plants with
alransposed £n-f and no T-
8y Parents G11 G24 GA7 G4B GobE

Single saed doscans of 500 progeny darved from ihe five parenis

SGonwraion + 4 4 4 4 b4 4 s — — — - o
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vyhledavani sekvencéné specifickych mutantu
pomoci PCR

B
T Planl 24-24 Primary T-DNA ransiormant with one co
' of pRENRD Y a €
0 iwcs !
Selaclion of T, seed on fygramycin Frats
¢ "F15G15
= oz
Tz Hemizygous and homozypous renslormanls PR
D-ia

Satection of T; seed on kanamycin

'

Ta Kanamycin resistant gesminal reverants, plants 283,325, 328,330 4= F2iE20

: i

T, Secraen lor a transpased En-1 by PCR .
: 35
Fy To & Columbia wild type tfé@w
Fy identiticalion of F,, plants with > &z
a unTusaI En- l: MTQ 1 &
A"
Sy Parenls G11 G24 GI7 G48 G69

Single seed doscams of 500 progeny darrved from tha fivo parenis
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Knihovny inzercnich
mutantu u zivocichu

>
EF1/LMi lori] EF1-P Tra pA 30 2500
| Vi = T L 2000
. — c =
MiLRneo W neo sw Eol 2
£ . L 1500 &
G154 g
R L 1000 &
0
EI0] =
: !

Transfekce do lidskych bunécnych kultur (HeLa) nebo - _ L 500

mysSich embryonalnich kmenovych (ES) bunék = PR R
o 1k ' Ll o

Genes with multiple integrations

tn

vytvoreni populace mutantnich bunécnych linii a

/ i i Cloned
analyza frekvence inzerci e /ﬁm
antibiotic < m
resistance A ‘_’. 4
ES cells \» A
In vitro analyzy nebo pfiprava knihovny Somée germ cells will

0 Breed chimeric mice to produce homozygous transgenic offspring. be from a black ES cell

inzerCnich mutantd reintrogresi ES do mySich

embryl’ Chimera

) Homozygous strain
Parents Heterozygous Fy  from ES cell, F,



Osnova

= vyhledavani sekvencné specifickych mutantd
pomoci PCR

JLrojrozmérné”“ vyhledavani pomoci PCR



|zolace sekvencne specifickych
mutantu

« autonomni En/Spm, bez selekce

« 3000 nezavislych linii

* pramérné 5 kopii na linii

* trojrozmérné vyhledavani pomoci PCR
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|zolace sekvencne specifickych
mutantu

=, Trojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a vytvoreni
souhrnnych soubortd DNA (,trojice”, fady a sloupce trojic a jednotlivé podnosy)

3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)

28 x 7 row pools
x 3 1-tray pools 28 x 5 column pools



|zolace sekvencne specifickych
mutantu

= Trojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a
vytvofeni souhrnnych soubort DNA (,trojice®, fady a sloupce trojic
a jednotlivé podnosy)

o identifikace pozitivni ,trojice” pomoci PCR, blotovani PCR produktd
a hybridizace s genové specifickou sondou
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|zolace sekvencne specifickych
mutantu

1. Vyhledavani pozitivni trojice 3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)

(2x2x28=112 PCR reakci)

\

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou



|zolace sekvencne specifickych
mutantu

= Trojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni
populace a vytvoreni souhrnnych soubord DNA (,trojice,
fady a sloupce trojic a jednotlivé podnosy)

o identifikace pozitivni ,trojice” pomoci PCR, blotovani PCR
produktlt a hybridizace s genové specifickou sondou

o identifikace pozitivni linie pomoci Identifikace pozitivniho
JLacu, fady a sloupce
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|zolace sekvencne specifickych
mutantu

Lo UL U] Ui BE 3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)

2. ldentifikace linie nesouci inzerci

v 1ol
Emcomm BT e—Ggcm
=
L UNT jtq U
3¢ =

Celkem 112+15=127 PC

(2x2x28=112 PCR reakci)

\

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou



Osnova

hybridizace s produkty iPCR na filtrech



|zolace sekvencne specifickych
mutantu

- The Sainsbury Laboratory (SLAT-lines),
John Innes Centre, Norwich Research Park

- DNA a semena v Nottingham Seed Stock Centre

= 48.000 linii
- prumérné 1.2 izerce na linii
- neautonomni transposon

- PCR vyhledavani nebo hybridizace s iPCR filtry

- SINS (sequenced insertion sites) databaze

http//Nasc.nott.ac.uk
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|zolace sekvencne specifickych

o
mutantu
Hybridizace s produkty iPCR na filtrech

izolace genomoveé DNA z
jednotlivych rostlin mutantni
populace

Stépeni restricni endonukleazou

ligace, vznik cirkularni DNA

inverzni PCR (iPCR) pomoci T-DNA
specifickych primer(

pfiprava nylonovych filtrd s produlty
iPCR v pfesné daném vzorci
(poloze) pomoci robota

hybridizace s genové specifickou
sondou




Osnova

= vyhledavani sekvencné specifickych mutanti v
elektronickych databazich



|zolace sekvencne specifickych
mutantu

Priprava knihoven z populace A. thaliana mutovane pomoci

T-DNA
Sequencing of flanking sequence fragments

Genomic DNA

a) digestion with endonuclease Bfal
b) linker ligation

T-DNA —‘

linear "amplification" with primer annealing to T-DNA

{mostly LB)
4

—

PCR amplification with a nested T-DNA primer
{and a linker primer)

f—
A—

sequencing with another nested T-DNA primer

1t

j—

GABI-Kat (MPIZ, KéIn)



Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzercnich
mutantl

2Insert SALK.029311: Ordsr line 029311 | View in AGR
Length = 440

Score = 4Bd bits (244), Expect = =-135
Identities = 2L5O/2E52 (90%)
Etrand = Flus / Minus

Query: 1450 attagagttbgatbgaagtgtgbtbtatatatbgatagtgggacattacttatasasage 1500

Ebjob: 45% arttagagttbgatbgaagogogbtbtatatattcgatagbgggacattacttatasasage 4490

Query: 1510 acaaggatacaacaatagagacagkbcacatgtatatcacataagbggatggboctoaatg 1EED

Ebjoe: 39% acaaggatacaacaatagagacagbcacatgtatatcacataagbggatggbcctoaatg 340

Query: 1570 tgttgottgbaggacatttgtgagbabgbcaaaaacttatttocacatggbacactoatag 1E620

Ebjoe: 33% tgtbgotbtgtaggacatttgtgagtatgbcaasaacttatttocacatggeacactoatag 240

Query: 16310 attagooocoacttaggagtgtobtagaasaagattgggactaaagbctegbtggatogaakt 1680

Ebjob: 27% attagoococacttaggagtgtctagaaasagabtgggactaaagbctbghtggatogaat 220

Query: 16590 atgattccaaac 1701

Ebjock: 21% atgattccaaac ZO0E

Score = 111 bits (5E), Expect = Be-21
Identities = 77/B4 (91%)
Strand = Plus /7 Plu=

Query: 1923 tacatttbckogotacaatbascgotatcaatatatttataasaccakbtbgbcatetoac 1982

EbjzE: 13 tacatttbcbogotacgatbgacggtatoaatatatttataasacogbecgacatetoas T2

Query: 1983 trtoctbtaactaatcacacasatga Z0OE

Ebjoe: 72 ttootbtaactaatcacactasatga 96

r

NI

Ebjok: 232 ooagobtotagaagobtotbggbocaagtitocagtacogggacogatotogagaatoaca 232

ARATIS INSCIL P e Y IEW CCTALSH INTONTANON QN INSErT SEQUSNess 0 AT ina
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Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzerCnich mutanti

“Ingert SALK.028311, Ordsr lins 029311 | View in AGE
Length - 450

Seer 484 bits (288), Bxpect - e-135
ldentities - 2E0/2E2 (908}
Strand - Flus / Minus

Query: 1450 attagagt tttatat, tacttat. = 1508
FELEREEEEEE TR 1 R RE TR L LR E TR
Sbjec: 459 attagage trratat taccrat o
Query: 1510 158
LELETEECEEE T TR P TR TP T T T T
Sbjec: 338 40
Query: 1570 tgtrge tatctoaca 1629
IECCTLCEEEEEEEEREEETETELETEREEEE P TTEEELETT T
Sbjee: 339 tgtegel tatkteaca 280
Query: 1630 ac tege 1683
FELETEECEEE TR R R TP T LT TR
Sbjet: 279 at tegt 220

Query: 1650 atgattccasac 1701
|

Sbjet: 218

start transkripce

Query: 1833 ateroac 1

N T T ON
T-D NA ‘1 923 Ebjet: 73  ttocttaactaatcacataaatga 96
s mmmmmcactcgatttcacattAATTATTCACT

NN RRRRNRRRRNRRRRARY
gtgactaaagtgtaattaataagtga.........

13
1 Gl F G2 449
b (+56)

I Exon

Intron

I Transmembranova oblast
Duplikace
I £n-7 element
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Osnova

= Analyza fenotypu a potvrzeni pfiCinné souvislosti mezi
fenotypem a inzercni mutaci

i kosegregacni analyza
: identifikace nezavislé inzercCni alely

= vyuziti nestabilnich inzerCnich mutagenu a izolace
revertantnich linii



ProcC je nutne analyzovat pricinnou souvislost
mezi inzerci a pozorovanym fenotypem ?

pritomnost vice inzerci v jedné linii
moznost vzniku nezavislé bodové mutace

s inzerci T-DNA jsou cCasto asociovany
chromozomové aberace a prestavby
(duplikace, inverze, delece)

. e - (VERSz, INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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Kauzalita mezi inzerci a
fenotypem

= Kosegregacni analyza

kosegregace specifického fragmentu napf. po inzerci T-DNA (nebo
pusobeni EMS atd.) do genomu s pozorovanym fenotypem

+ ++ +  +++  ++ +

«— Cki1::En-1



Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci
novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

transpozony se Casto vyznacuji excizi a reinzerci do blizké
oblasti-vyuziti pri izolaci novych mutantnich alel

excize transpozonu neni vzdy zcela pFfesna-vznik bodovych

mutaci - izolace revertantnich linii s tichou mutaci i stabilnich
mutantu
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Fenotyp sesuli cki1::En-1/CKI1

cki1::En-1/CKI1 CKI1/CKI1




Potvrzeni fenotypu cki1::En-1/CKI1

1. 1zolace revertantnich linii

* PCR vyhledavani ve 246 rostlinach segreguijici populace

* 2 90 cki1::En-1 pozitivnich 9 rostlin meélo kromé Sesuli mutantnich |
sSesSule standardniho typu l

Analyza potomstva

* potvrzeni absence inzerce pomoci PCR

 PCR amplifikace a klonovani ¢asti
genomoveé DNA v misté inzerce

* sekvenovani
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Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci
novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

aattcaagtcgtCACTACAAGA " ! En-1 TCTTGTAGTGCglggagac

A. aattcaaq cgt\g’gﬁzfa-g taclact tqg tac act caa acc gtg gat cagq tta act ggt
N S SIR_.G D Y[JTWY T Q TV DQ L TG

B. aatfca ag| ggt acglact tgg tac act caa acc gfg gat cag tta act ggt
N s s|lGT]ItTw YT TQ TV DQLTG

C. aaffca agf cgt acg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg afc agt taa
N S S RTE T TLGTL K PWII S

D. aatfca agt cge gtg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
N S S RV E TTULGTL K P W S




Potvrzeni fenotypu cki1::En-1/CKI1

2. lzolace stabilni mutantni linie

« analyza fenotypu segregujici populace (CKI/1/CKI1 CKI1/cki1::En-1)

« PCR analyza rostlin s mutantnim fenotypem-identifikace rostlin bez inzerce

* PCR amplifikace a klonovani casti genomové DNA v misté inzerce

* sekvenovani
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Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci
novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

aattcaagtcgtCACTACAAGA " ! En-1 TCTTGTAGTGCglggagac

A. aattcaaq cgt\g’gﬁzg/a-a taclact tqg tac act caa acc gtg gat cagq tta act ggt
N S SIR_.G D Y[JTWY T Q TV DQ L TG

B. aatfca agt ggt acg act tgqg tac act caa acc gfg gat cag tta act ggt
NS S[GT] TWYTQTVDQULTG

C. aaffca agf cgt acg $ag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg afc agt taa
N S S{R TIJE T T L GT L K P WIS

N 8 SR VIE T T L G T L K P W I S

D. aat fca agf cgc gtg Iyag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa




Osnova

=  Uml€ovani gent pomoci RNAI

mechanismus ucinku RNAI



RNA interference

= Molekularni podstata posttranskripéniho umi€ovani gent (PTGS)

= RNAi objevena u Coenorhabditis elegans

umlcovani bylo indukovano jak sense tak antisense RNA (pravd.
kontaminace obou pfi in vitro transkripci)

dsRNA indukovala umi€ovani cca 10-100x ucinnégji

dsRNA indukce je zavisla na vlastnich genech - gen.
vyhledavani

RNAI| rnai




RNA interference

= Molekularni podstata posttranskripéniho umi€ovani gent (PTGS)

. RNAI objevena u Coenorhabditis elegans

= je to pfirozeny mechanismus regulace genové exprese u
vSech eukaryot

. podstatou je tvorba dsRNA, ktera muze byt spusténa

nékolika zpusoby:
pfitomnost cizi ,aberantni“ DNA
specifické transgeny obsahujici obracené repetice ¢asti cDNA

transkripce vlastnich gent pro shRNA (short hairpin RNA) nebo
miRNA (micro RNA, endogenni ,vlasenkova“ RNA)

. dsRNA je procesovana enzymovym komplexem (DICER),
coz vede k tvorbé siRNA (short interference RNA), ktera se
pak vaze bud na enzymovy komplex RITS (RNA-induced
transcriptional silencing complex) nebo RISC (RNA-induced
silencing komplex)

. RISC zprostfedkovava bud degradaci mRNA (v pfipadé
uplné similarity siRNA a cilové mRNA) nebo vede pouze k
zastaveni translace (v pfipadé neuplné homologie jako je
tomu napfr. v pfipadé miRNA

. RITS zprostfedkovava reorganizaci genomové DNA
(tvorba heterochromatinu a inhibice transkripce)



Mechanism of RNA interference
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Mello and Conte, Nature (2004)



Dicer and Dicer-like proteins
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From MacRae, I.J., Zhou, K., Li, F., Repic, A., Brooks, A.N., Cande, W.., Adams, P.D., and Doudna, J.A. (2006)
Structural basis for double-stranded RNA processing by Dicer. Science 311: 195 -198. Reprinted with permission from
AAAS. Photo credit: Heidi
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http://www.sciencemag.org/cgi/reprint/311/5758/195.pdf
http://www.sciencemag.org/cgi/reprint/311/5758/195.pdf
http://www.sciencemag.org/cgi/reprint/311/5758/195.pdf
http://wardstreetbistro.typepad.com/wsb/2008/03/chicken-tagine.html

Argonaute proteins

Argonauta argo
argonaut pelagicky

Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: EMBO J. Bohmert, K., Camus, ., Bellini, C., Bouchez, D., Caboche, M., and Benning, C. (1998)
AGO1 defines a novel locus of Arabidopsis controlling leaf development. EMBO J. 17: 170-180. Copyright 1998; Reprinted from Song, J.-J., Smith,
S.K., Hannon, G.J., and Joshua-Tor, L. (2004) Crystal structure of Argonaute and its implications for RISC slicer activity. Science 305: 1434 — 1437.
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http://www.nature.com/emboj/journal/v17/n1/abs/7590728a.html
http://www.nature.com/emboj/journal/v17/n1/abs/7590728a.html
http://www.nature.com/emboj/journal/v17/n1/abs/7590728a.html
http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/305/5689/1434
http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/305/5689/1434
http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/305/5689/1434
http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/305/5689/1434

transcriptional gene silencing

siRNA

binding to specific
4 transcripts
binding to DNA

post-transcriptional gene silencing
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The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006
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USA USA

University of
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Mechanizmus posttranskripniho uml€ovani genti pomoci RNA
interference (IRNA)

Highly transcribed single-copy transgene loci

CHa CH3 CHa wiff
—{ Pro |+ transgene ORF |—

abhRMA

. Inverted-repeat transgene loci
Viruses
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RNAI

approach

using

expression system
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Shrnuti

= Metody identifikace sekvencéné specifickych mutantu

. pfiprava sbirky mutantd

= vyhledavani sekvencné specifickych mutantd
pomoci PCR

= vyhledavani sekvencné specifickych mutanti v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni pfiCinné souvislosti mezi
fenotypem a inzercni mutaci

i kosegregacni analyza
: identifikace nezavislé inzercCni alely

= vyuziti nestabilnich inzerCnich mutagenu a izolace
revertantnich linii

=  Uml€ovani gent pomoci RNAI

= mechanismus ucinku RNAI
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