Bi18240 GENETIKA ROSTLIN

Prezentace 01
Rostlinny genom

doc. RNDr. Jana Repkova, CSc.
repkova@sci.muni.cz

GENETIKA ROSTLIN



mailto:repkova@sci.muni.cz
mailto:repkova@sci.muni.cz
mailto:repkova@sci.muni.cz

Rostlinny genom

» Evolucni aspekty

» Velikost rostlinného genomu
» Organizace rostlinného genomu

» Jaderny genom — koduijici, repetitivni a mobilni
sekvence

» Chloroplastovy genom
» Mitochondrialni genom
» Studium funkce genu

» Srovnani genomu jednotlivych druhu rostlin



ROSTLIN

GENETI
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Evolucni linie rostlin
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PROGENOTA

» Eukaryotické organizmy jsou stejné staré jako prokaryotické.

» Podstatna ¢ast genu Clovéka a jinych savcu vykazuje vysokou homologii.
» Existuje urcity stuperi homologie mezi genomy ruznych organizmu
» Stupen homologie zavisi na jejich evolucCni pfibuznosti.



ROSTLIN

GENETIF

Geneticka informace rostlin

» Jaderna
» Chloroplastova

» Mitochondrialni

Specifické rysy
» Evoluéni puvod genomu

» Komunikace tri slozek genetickeho aparatu




Evoluce rostlin a rostlinnych genomu
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Evoluce rostlin a rostlinnych genomu

ROSTLIN

» Divergence 2 a 1délozné 160 az 240 mil.
— Arabidopsis a ryze 200 mil.
— Arabidopsis a rajCete 150 mil.
» Puvod trav 100 az 65 mil.
(1A
» NejstarSi znamé fosilie trav 50 az 70 mil.
» Nejstarsi fosilie linie ryze 40 mil.

» Divergence v ramci Celedi

— psSenice a zita 10 az 14 mil.
— Arabidopsis a Brassica 12 az 19 mil.
— Arabidopsis a Capsella rubella 6 az 10 mil.

Navazuje evoluce kulturnich rostlin!

» Zacatek péstovani pred 10 az 12 tis. lety



» Bylo domestikovano 230 plodin ze 180 rodu a 64
celedi.

» Poaceae, Fabaceae, Brassicaceae, Solanaceae

®» Fixace znaku 100 az 2000 let




Evoluce a domestikace kulturnich rostlin

» Kukurice Zea mays
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teosinte kukurice
Z. mays ssp. parviglumis

Teosinte Modern Corn



PSenice Triticum aestivum
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Slechténi kulturnich druht je pokraéujici
evoluce

T. aestivum -
AABBDD Secale cereale (RR) Triticale

AABB (AABBDDRR)
(AABBRR)
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Hlavni domestikacni znaky

1. Omezeni vypadavani semen
— nerozpadava vietena klasu, nepukavost lusku

2. Synchronizace dozravani
3. Minimalizace dormance
4. Jednoletost

5. Zmeny v rozmnozovani
— ztrata alogamie

6. Zmeny v chemickém slozeni a kvalite uziteCnych
organu

/. Bezsemenneé plody




Nekteré geny pro domestikacni znaky
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» Th-1 Teosinte branched — architektura rostliny

» TranskripCni faktor TCP (pouze u vysSsich rostlin)

— T Teosinte branched — kukurice C Cycloidea —
Antirrhinum P ryze

— represe bunecneho cyklu

» Dominantni mutace u kukurice — potlaceni vetveni

Teosinte Modern Corn




PSenice

» Q — rozpadavost klasu, volna obilka

A

AP2 domain AP2 domain

NN TANN
A
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mg125 mq194 mqg36

CS  fndel-143  mqg36 mq125 mq194 CS-DIC 5A

» Zelena intron, ¢ervena exon, modra 3'UTR
» Kulturni genotyp Q Exon — isoleucin, pozice 329

Nekteré geny pro domestikacni znaky

» Plany genotyp g valin
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IF. aestivum cv. CS (Q) oo C! e ’I!& . G!I‘ oo (!A +CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT—==—== ++GCG. «
. durum (Q) +:+CTCL s TGA. «GAT . . CAA. . CCTCCTCCTCCTCCTCCTCECT ~=—n— . .GCG. .
I'. carthlicum (Q) ..CTC..TGA..GAT..CAA..CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT-—-—-— ..GCG. .
I’. polonicum (Q) «+CTC. .TGA. .GAT. .CAA. .CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT—~~~—— .- GCG. «
I’'. spelta (DS5A Iran) (Q) ++CTC..TGA: .GAT..CAA. .CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT—~~——— «+GCG: «
I'. spelta (DS5A Euro) (q) ..CCC..TAA..GGT..CGA..CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT---. .GAG. .
I'. spelta (Eur; TA2603) (q)..CCC..TAA..GGT..CGA..CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT. .GAG. .
I'. macha (q) ..CCC..TAA. .GGT..CGA..CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCICCT. .GAG. .
['. dicoccoides (q) .«CCC. .TAA. .GGT. .CGA. .CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT~~~". .GAG. .
I’. dicoccum (q) ..CCC..TAA..GGT..CGA..CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTICCT. .GAG. .
I'. urartu (q) ..CCC..TAA..GGT..CGA..CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTICCT. .GAG. .
. monococcum (q) ..CCC..TAA..GGT..CGA..CCTCCTCCTCCTCCT——=————————— . .GAG

Pleiotropie genu Q
Rozpadavost vietene klasu
Tvar a pevnost plevy
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Délka klasu

Vyska rostliny

Doba metani



» 5 genu: Jecmen

Nekteré geny pro domestikacni znaky
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Nekteré geny pro domestikacni znaky

Ryze

» Sh4, gShl Shattering — uvolfiovani semen
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Rostlinné genomy
1. Velikost rostlinnych genomu

2. Struktura rostlinnych genomu a dalSi poznatky

velikost genomu ¢lovéka

\ ROSTLIN

011G 1 Gb 3 Gb 5> Gb 15 Gb >100 Gb

GENETI




» Arabidopsis thaliana » Fritillaria assyriaca
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ploidie bp
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» Mitoticka metafaze v kofenovych
Spi¢kach

» A) travy Zingeria biebersteiniana
— 2n=4

» B) Palmy Voanioala gerardii
— 2n asi 600

» Haplopappus gracilis: 2n = 4 b
€
» Sedum suaveolens: 2n = cca 640 * *

b
e

b

o

. o , £5

» Velikost chromozomu se mezi B
druhy lisi az 60x

-
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Evolucni mechanizmy ovlivaujici
velikost genomu rostlin

» Duplikace
» Spontanni delece a inzerce

» Aktivita transpozonu

\ ROSTLIN

» Pridatné chromozomy
» Expanze mikrosatelitt

» Expanze heterochromatinu (napr. centromer)

Dusledky — redundance genu u rostlin



Arabidopsis je davny tetraploid

» Jako zfrejmé vétSina rostlin

5 Mb 10 Mb 15 Mb 20 Mb 25 Mb 30 Mb

\ ROSTLIN

I L i l 3 i 1 1 4'
5 Mb 10 Mb 15 Mb 20 Mb 25 Mb 30 Mb

» Duplikované useky chromozomu tvofi 60 % genomu (67.9 Mb)

» Polyploidizace vyrazné zvySuje plasticitu genomu a zifejmé
hrala vyznamnou roli v evoluci rostlin (rostlinnych genomu)




Cetné duplikace jsou i v genomu ryze

GENETIKA ROSTLIN




B chromozomy

Brachycoma dichromosomatica (mitéza, 2 B a 2 mikro-B
chromozomy)

Secale cereale (metafaze, 2 B chromozomy)

Secale cereale (metafaze | meiozy, 1 B chromozom, 7
bivalentl)

Secale cereale (1. mitéza v pylovém zrnu, nondisjunkce B
chromozomu)



ROSTLIN

GENETI
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Centromeric-associated Dispersed repeats: retrotransposons,
tandem repeats transposons, MITES, unstructured fragments

l' Telomeric, sub-telomeric T S

repeats

Protein coding genes,
single or low copy sequences

TRENDS in Plant Science

» B chromozom — struktura

-

Non-essential region ) (c) (d)

I C-band heterochromatin ; Centromeric pZmBs sequence

PREM-1 retroelement family

TRENDS in Plant Science

=4 |
- Bii|
y

Centromere-specific tandem repeat Bd49

l Arabidopsis-type telomeric repeats

18S5/25S rDNA repeats
I Bdm29 repeat

Bdm54 micro-B-chromosome-specific repeat

Bds1 repeat, forms up to three polymorphic heterochromatic
regions on A chromosomes 1 and 2

GISH with total genomic DNA does not distinguish between
A chromosomes and large B chromosomes

TRENDS in Plant Science

» B chromozom Zea mays
» 4 oblasti nezbytné pro nondisjunkci

Brachycoma
dichromosomatica

a) B chromozom
b) Mikro-B chromozom



Genomika rostlin
Strukturni genomika

1. Velikost rostlinnych genomu
2. Struktura rostlinnych genomu a dalsi poznatky

ROSTLIN

» Strukturni genomika

— Projekt The Arabidopsis Genome Initiative 1996-2000
Nature, December 2000, Vol. 408, pp. 796-815,
WWW.nature.com
= Arabidopsis thaliana (1,25 x 108)

— Projekt International Rice Genome Sequencing Project
= QOryza sativa (4,50 x 108)

— Populus trichocarpa

— Vitis vinifera

) -

— Zea mays


http://www.nature.com/

»

ROSTLIN

™ N . N .
G EN“ETI A

»

Genom Arabidopsis thaliana
Projekt The Arabidopsis Genome Initiative 1996-2000

— Nature, December 2000, Vol. 408, pp. 796-815,

www.nature.com

Pocet genu 25 498
Pocet typu proteind 11 601
JedineCné geny 35 %
Genové rodiny 65 %
— svice nez 5 Cleny 37,4 %
Transpozony

Nekodujici sekvence
Vzdalenost mezi geny pram.
1 gen prum.

D. melanogaster 13 601 genu

C. elegans 19 099 genu

10 %
14 %
4,5 kb
205 bp


http://www.nature.com/

Porovnani jaderného a mimojadernych
genomu A. thaliana

plastidy mitochondrie

velikost

ROSTLIN

duplikace

™ N . N
G EN“ETI A

pocet genu kéd. proteiny

hustota genti — kb na 1 gen

geny s introny

transpozony

» Oryza sativa

» Current Opinion in Plant Biology 6(2), 2003




Jaderny genom
Sekvence jaderného genomu

1. Koédujici — geny a genové rodiny
2. Nekodujici (repetitivni a mobilni)

» Repetitivni
— centromery
— telomery

— satelity — tandemové repetice
» minisatelity (motiv 9 az 20 bp)
= mikrosatelity (motiv 1 az 5bp)

\ ROSTLIN




Zastoupeni repetitivni DNA v rostlinnych

Current Opinion in Genetics & Development

I
I genomech
m 18000 -
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° 16000 MR
14000 Bl sL
z 2 12000
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h () Lo |
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Rice Sorghum Fearl Maize Fye Tetraploid — Bread
z millet wheat wheat




Geny rostlinného genomu
Geny slozek genetického aparatu

Geny kodujici 18S — 5,8S — 28S rRNA

» Geny pro histony

DalSi jednotka
Jednotka repetice ribozomalni rDNA repetice
L Organizator jadérka
P Transkripcnijednotka rDNA -
Gen Gen Gen
18 8 588 288
rRNA rRNA rRNA
A A
\
NTS | ETS ITS ITS i ETS
<> <> <> <> i(—)
Pre-rRNA
NTS — Neprepisovany mezernik 3
ETS - Vnéjsi prepisovany mezernik
ITS — Vnitini prepisovany mezernik
» Geny pro 5S rRNA » 1 blok gent 103 az 10* kopii, 7800 az 185 tis. bp
transkripce jako 1 prekurzor
> Geny tRNA

»
» postranslacnimi upravami 3 typy rRNA
» pomerancovnik 125 kopii, hyacint 32 tis. kopii



Geny rostlinného genomu
Geny kodujici proteiny

» Geny zasobnich proteinu semen a hliz — albuminy,
globuliny, prolaminy, gluteliny, leguminy, viciliny,

\ ROSTLIN

zeiny
Chromosome 7 )
-y " Short arm Centromere Long arm
Zp6-h Zp22 Zp28  Zp30 Zp27 FI2 Zpld Sul Zpl2 Gl4 Zpl5 Zpl0

» Geny pro enzymy fotosyntezy
» Geny pro stresové proteiny

» Geny pro leghemoglobin




Telomery

» DNA/proteinové struktury
zajistujici stabilitu
chromozdémovych koncu

» zito—12 az 18 % genomu

> 7 bp (TTTAGGG)

» 6 bp (TTAGGG)

Centromery
» Primarni konstrikce

» funkce pfi segregaci
chromozomu

» rozpéti 30 az 140 bp

» celkova délka az 1 Mb —
kukurice
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DNA transpozony
Kukurice Ac/Ds (rodina transpozonu hAT)

» Mechanismus transpozice

A) Fialové zrno

B) Bilé zrno Gen Colorless
Ac aktivuje transpozici Ds Ds se zac¢leni do C chromozom 9

Mutantni alela c genu
C) Skvrnité zrno

Ac aktivuje vyc¢lenéni Ds z c béhem vyvoje zrna

———

Reverze mutace c na C l’

1 [
Standardni alela C




Priciny nestability fenotypového
projevu — shrnuti

Ac Ds w Knob

[T T = T T ] pet

a) transpozice DS v blizkosti

genuW
Ac Ds W U
Ds locus

ChromozomJ, Zlom

Ac Ds W a)

[ s I s Pér homologickjch chromozomd

E t trat v meiozi (kukurice)
Ac ragmen ¢ ztrata Ds W

Recesivnifenotyp se projevi

b) transpozice DS v genuW ¢ Slh b|7- WX D|s+
w . 1 1 1 | 1 C
—0
Ac Ds Ds
e
. . inaktivace exprese W Wx Sh
transpozice Ds mimo mutantnifenotyp Bz
gen W \l,
Ac Ds W Vysledné pletivo: ¢ (colourless)

[ N ) B oh (shrunken)

) bz (brnoze)
aktivace exprese W wx (waxy)
obnovenistandardniho fenotypu

GENETIKA ROSTLIN
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Struktura elementu Ac u kukurice

\ ROSTLIN

‘ = 11-bp invertovana repetice 1- 5= exony

. = cis-determinant pro excisi a—d = introny

. = chromozom

GENETI

1 a 2 b 3 c 4 d
mRNA
< > <€ >
650 bp ¢ . g($7F inokvseli
5 UTR ransponaza ( aminokyselin)




Porovnani struktury elementu Ac s
elementy Ds

4563 bp

A 194 bp 4369 bp

A 2521 bp 2042 bp

= 11-bp invertovana repetice
= cis-determinant pro excisi

= chromozom
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inzerénimisto
pro gen Wx

element Ax
zaclenény ve wx

ROSTLIN

0

Wx revertant

. ‘
G E:N l:ETI:;

Cilové inzercni misto v genu Wx

Pritomnost duplikace po excizi elementu Ac

(8)

ACAGGAGA

Ac

(8)

(11)

(11)

’

(8)

CATGGAGA

TAGGGATGAAA

TTTCATCCCTG

CATGGAGA

(8)

(8-2)

CATGGAGA

-—-TGGAGA

neuplna duplikace

- Oba Fetézce cilové DNA
jsou Stépeny v riznych mistech (Sipky).

5 e .
ACCGTCGGCATCA
; oscacsesniiiy .
3 S S K B > vl 5
IS-element je zaclenén do mezery
vytvofené posunutymi zlomy cilové DNA.
. Z i
ACCGTCGGCAT| [ TT111111111 CA
6 {1111]11111]]ecacccaTAGT
3‘ = arte=t -
Mezery na obou stranach IS-elementu
jsou zapinény syntézou DNA, ¢imzZ se
v cilovém misté vytvori duplikované
pfimé sekvence. IS

ACCGTCGGCAT| |
Q¢ GCAGCCGTA

TM; CGTCGGCAT 9y

||| GCAGCCGTAGT




Kukurice Zea mays

» Dalsi identifikované transpozony

» Sp/m = En/l (rodina transpozonu CACTA

» Mu (rodina TE Mutator)

Hrach Pisum sativum

» Gen RUGOSUS

» Produkt genu enzym

» SBEI (Starch
Branching Enzyme)

GENETIKA ROSTLIN




Hledik Antirrhinum majus (rodina transpozont hAT)

» Transpozony v genech pallida, nivea
— Taml bilé pozadi, Cerveneé skvrny
— Tam2 bilé
— Tam3 slonovinové pozadi, Cervené skvrny
— Tam7 regulacni gen Deficiens

Heterologni transpozice

» Arabidopsis, ryze, tabak, rajCe, petunie, len, mrkev, brambor,
sOja



Vyznam a vyuziti transpozonu
» Transpozonova inzerCni mutageneze

» Transpozonovy tagging

ROSTLIN

Vyuziti elementu Ac
| » Transformace A. thaliana
= — gen pro rezistenci k
=l T streptomycinu inaktivovan
l Ac. Po somatickem
[—‘";”‘—+D = vyClenéni Ac — aktivace

N e T P genu — zelené sektory.




Ti plazmid Agrobacterium tumefaciens
a infekce rostlinné bunky

i |

s " n
TGACAGGATATATTGGCGGGTAAAG
ACTGTCCTATATAACCGCCCATTTG
'|1- .

4 ¢

1._ _If

A, &

o+ ™, Il

TGGCAGGATATATTIGTEOTGTALAL ’
ACCGTCCTATATAAGAGCAGATTTG
- 3 ;

r
s Al r
|

rostlinna
burika

ST RTINS T WD SO T

Y
| |

rostlinna
burka

nador v misté poranéni

odstranéni nadoru
kultivace in vitro

&f kalusova kultura z bunék nadoru
médium bez rustovych latek

GENETI



Retroelementy

Schéma retropozice

reverzn/ tran- RNA-DNA
RNA skripce duplex DNA
o — — e
transkripce lintegrace
.
retroelement DNA hostitele
. |
plvodni kopie DNA hostitele nova kopie
Gen Adh u kukurice pie3 i 5o

E
pie-2 Huck-2 Ji-2solo y [i-3

|<+—10 kb —|

) e P o !

GENETIKA ROSTLIN

( Adhi-F )




Srovnani struktury jednotlivych skupin

(o]
retroelementu
(a) Retrotranspozon Tyl-copia
5 <+«—gag-> <« pol > 3
LTR LTR
ooy [ o4 o I e o
DR | IR IR DR
>

(b) Retrotranspozon gypsy a retroviry

5 <+«gag-»> <« pol > «—env- 3

LTR LTR

»}us Rl Us@HEEE Pr RT RNaseH Int us [R us“
Env

DR IR IR DR

(c) Retropozony bez LTR

< gag? >

RT  RNaseH (TAA), ————— =)



Struktura retrotranspozonu typu copia

gag prot endo RT RNase H

OR(|:=0=p i161109 _>"_ _ _E_)
Drosophila

e T8 — B R EE XN
. A. thaliana

’ tabak

‘ = kratka invertovana repetice

= dlouhodoba terminalnirepetice
(Long Terminal Repeat— LTR)




Vyskyt retrotranspozonu a retropozonu

» Vyskyt retrotranspozonu

— Tabak Tntl pocet kopii 100

— Husenicek Tal copia 100

— Kukufice Tyl copia 100 tis. 50-80 % genomu
— Ryze Tosl7

— Bob sety Tyl copia 1 mil.

— Hrach sety Ty3 gypsy 5 tis.

» Vyskyt retropozonu f r\, = k
— LINE - long interspersed %MAE%H;
nuclear element ] Conroers
— kukufice, ryze, pSenice, Fﬁl"""”“”"a"“"’,m' Py e
husenicek, tabak | S
_ SINE — short interspersed | &z | i
nuclear element T



Requlace exprese genu u rostlin

» Podle vyvojového programu

— geny jsou aktivni pouze v urcCitych pletivech a
organech — organova a bunécna regulace

ROSTLIN

™ N . N - Y
G EN“ETI A

» Vlivy prostredi
— geny jsou aktivni na zakladé urciteého podnetu




\ ROSTLIN

Organova a bunécna regulace

» Knatl Arabidopsis

» Knottedl kukurice



Rostlinné hormony

» Auxiny — bunécné déleni, prodluzovani a
diferenciace bunék

» Cytokininy — bunééné déleni, rust bunék, oddaluji
starnuti bunék, otevirani pruduchu

» Gibereliny — rust rostlin, regulace kliceni semen a
kveteni

» Kyselina abscisova — regulace vyvoje a kliCeni
semen, funkce pruduchu, odpovéd na vodni deficit

» Etylén — kliCeni semen, rust kli¢nich rostlin,
odpovéd na poranéni, zrani plodu



Podnety z prostredi
» Charakterizace sekvenci potfebnych pro expresi genu

» Reportér GUS S‘iChO ABK

+ +

@A) - (B) -

Transgenni A. thaliana
» Exprese transgenu responzivniho % EXxprese tohoto transgenu je

GENETIKA ROSTLIN

na podnéty sucha — fuze indukovana také ABA, ktera je
promotoru genu s reportérovym soucasti drahy pfenosu signalu z
genem GUS (detekovany signal v jadra do pruducht v podminkach
pruduchach). sucha.




Sveétlo

» Funkce: absorbce svétla cytoplazmatickym
proteinem fytochromem

» Konformacni zmény fytochromu — biologicka
aktivace a zmeny v dalsich proteinech, nektere z
nich aktivuji gen rbcS

» Aktivace genu pro klicové enzymy fotosyntézy

» RBC
— Enzym ribulozo-1,5-bifosfat
karboxylaza
— Rubisco
— Multiproteinovy komplex
— Geny rbcs, rbcL




Molekularni rizeni transkripce genu

3" konec
piepisovana oblast i genu
< >
5"UTR kodujici sekvence 3"UTR
< > € € > .

L intron  intron : P
protismérna romotor : : : : : : -
regulaénioblast P N : : : : :

( 2 exon iexon; i exon PoE
F:m * [ [ T ] @ [AAUAAA] F
CAATbox TATAbox 2 iniciacni terminacnikondon zakonceni
zacatek UGA, UAA, UAG i
transkripce kondon ) ) transkripce
Regulaé’:ni polyadenylacni
signal
elementy 16 bp 9
o A
prfon;:)ltizru _ gribid"tpfi*‘,’ RB‘?IS = GATAAG. b C[CACGTGGC =L |
Indukovatelny svetiem doprovodny element G-box
12 bp
169 / A \ 120
- duk Pe;"fe,'ﬁ'\"ls <tlom | TC[CACGTG[GC GTCCCTCCAACCTAACC |
Indukovatelny svetiem G-box doprovodny element
72 bp 5 bp
Fazol CHS -156 (—’ ﬁ ,—M -55
indukovatelny kys. | CCTACC TGICACGTG|AT CCTACC |
kumarovou doprovodny element G-box doprovodny element
16 bp
A
-152 -103
w . { AY
_ deSE”'C‘TE,“'LBA | GA[CACGTG[GC CGAGCAGGC |
indukovatelny G-box doprovodny element
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-180

» Neékolik cis-elementu promotoru genu Adhl kukufice

» Reguluji transkripci genu jako odpovéd na nedostatek kysliku v prostredi

Fingerprint

Element ARE (anaerobic response element)

Neindukovany promotor Adh{ zacatek

transkripce

—>

5 3
— i T —

-180 -130 -110 -100

transkripéni aktivace
prostirednictvim
navazani faktoru

Transkripéné aktivni promotor

zacatek
transkripce

3

-180 -130 -110 -100

A A A A
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Transkripcni faktory

TATA

zacatek transkripce




Funkce chromatinu v genove expresi

(A) (B)

(A) (B)

Nonacetylated Acetylated
core histones

/
DNA wrapped around
nuclecsome cores

histonova o :
acetyltransferéz“ %

C = Control (no DNase 1) Region of DNase 1
g U = Uninduced + DNase | hypersensitivity
Solenoid C U | I = Induced (Adh transcriptionally

active}] + DNase |




Matrix attachement regions

» SmycCkové domény chromatinu 5 az 200 kb
» MAR bohaté na motiv AT (200 az 1000 bp)
» Funkce ve strukturni organizaci genomu

» Usnadnuji transkripci gend nebo skupin
genu prostrednictvim tvorby méné
kondenzované struktury chromatinu

ROSTLIN

2

MAR obklopuji kodujici
oblasti genu, jsou
spojeny s regulacnimi
elementy

Matrix attachm :‘ /
;n(\i\R\

/

. ‘
G E:N l:ETI:;




Mimojaderny genom
Chloroplastova DNA (cpDNA)

Inner envelope
\

ROSTLIN

» Dvouretézcovy kruznicovy chromozom e

% Lokalizace — chloroplasty v mnoha kopiich e
| » Velikost 120 az 160 kb Vot 2]
| L &/

Sekvenovana cpDNA

— Nicotiana tabacum St

— Marchantia polymorpha e a0 W
(porostnice mnohotvarna)

— Oryza sativa

chioroplastové DNA T — Triticum aestivum

iz — Zea mays

— Pinus thumbergii

— Spinacia oleracea

— Medicago truncatula

— Lotus japonicus

Nicotiana tabacum

. ‘
G E:N l:E I l‘:



Large single-copy
region

Oryza sativa (rice) chloroplast DNA
134,525 bp

Inverted repeaty Inverted repeaty

Small
single-
copy

(B)

Tobacco

Maize

Rice

Epifagus

(155,939 bp)

(140,387 bp)

GENETI

(134,525 bp)

Marchantia
{121,024 bp)

Black pine
(119,707 bp)

Epifagus
(70,028 bp)

Large single- Inverted  Small single-  Inverted
Copy region repeaty copy region repeat 4
Kb, (80 25341 18,571 2830
42355 22,738 12,536 22,748
0,592 079 12334 0,799
IE =
BLDAS 10,058 19,613 10,058

53,001 405



Organizace cpDNA

Table 6.1 Genes identified in complete plastid genome sequences

‘Epifagus (beechdrops) is a nonphotosynthetic, parasitic flowering plant.
P Porphyra is a red alga.
“The plastid genome of black pine does not encode genes for NADH dehydrogenase.

Polycistronic mRNA —m—— — — — ———————————p

» Usporadani genu i piT
chloroplastového operonu ~ “™
a transkripce Monocistronic mRNA

GENETIKA ROSTLIN




Koordinace bunéénych kompartmentu
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GENETI

Mitochondrialni DNA (mt DNA)
» Nekolik subgenomovych kruznicovych struktur
» Velikost

» Lokalizace

» Struktura




Subgenomové struktury a jejich tvorba

» Tri typy tvorby subgenomovych struktur

GENETIKA ROSTLIN




Geny mt genomu

» Prvni osekvenovana
mt DNA

Chlamydomonas mitochondrial DNA

cob nadd nad5

A

» RyZe

R S — cp DNA
Gene content of Chlamydomonas mitochondrial DNA
Gene Gene product - mt DNA
Protein-coding genes | cob Apocytochrome -
coxI Cytochrome oxidase subunit |

madl, nad2, | Subunits of NADH dehydrogenase
nad4, nads,

rm2é

a6
il Reverse transcriptase-like reading frame
rRNA genes Ly—Lg Segments encoding large subunit of rRNA
S, =8, Segments encoding small subunit of rRNA
tRNA genes w Tryptophan (RNA
Q Glutamine tRNA e
M Methionine t(RNA

(elongator, not initiator)

atpA

Table 6.2 Types of genes identified in the maize mitochondrial genome

coxi

o 131500 P s | e

tenfM

rrnl8 / \ coxil
atp9 atpt

GENETIKA ROSTLIN




Chaperones
in the cytosol

’roteinaceous
pore

Lipid bilayer

Chaperone in
the organelle

Polypeptide crossing the membrane

» Transport proteinu pres lipidické
dvojvrstvy umoznuji chaperony.

» Vazou polypeptidy a transportuji je
pres pory v cytoplazmatické
membrané.

» Udrzuji proteiny v rozmotaném stavu
na jedné strané membrany a
pomahaji jim vytvaret prostorovou
strukturu na strane druhé.

Transport proteinti do organel

(A) Free ribosomes in cytosol

Cytosol

mRNA 5

Mitochondria | Plastids

\\ Protein

(B) Membrane-bound ribosomes

Cytosol
mRNA

Lumen of
endoplasmic
reticulum

Plasma
membrane
Signal

Tonoplast |
peptide /
Protein

proteins |

Vacuole l Cell wall |



Proteiny kodované cpDNA i jadernymi
geny a transport v ramci chloroplastu

chloroplast

vné&j§i membrana vnitfni membrana

prostor mezi membranami

cytosol





Mechanizmus transportu proteinu z
cytoplazmy do chloroplastu

» Chaperony v cytosolu +
signalni sekvence

» Transport do stromatu a do
lumen thylakoidu

» Transportni aparat pres

» Membrany:

— TOC Translocon of the
outer membrane of the
chloroplast

— TIC Translocon of the
innermembrane of the
chloroplast

SRP
+ GTP Thylakoid membrane



Transport proteinu do mitochondrii

e B Cytoplazma: preprotein +
signalni sekvence uchopeny
systémem chaperoninu a
pomocnych proteinu,
dopraveny k vnéjsi mit. mem.

» TOM (Translocase of the
Outer Membrane)/TIM
(Translocase of the Inner
Membrane)

» Vnitrni strana: chaperonin
HSP70, odstepeni signalni
sekvence pomoci proteinazy

Uil R -
* Coor\
Kresha ® Fatima Cvrékova é NH,. Ves m ir 2 00 0




Srovnani chloroplastové RNA
polymerazy eukaryot a prokaryot

RNA polymeraza typu E. coli

RNA polymeraza kodovana
jadernym genem typu

bakteriofaga T3 a T7
; plastidovy gen
Konsenzualnisekvence
chloroplastového promotoru
Eukaryotni RNA polymeraza RNA polymeraza E. coli

DNA ATAT' D\ C )| DNA

RNAPII

GENETIKA ROSTLIN




rRNA chloroplasti
Sekundarni struktura rRNA v chloroplastech tabaku

» MenSi podjednotka ribozomU ©» VétSi podjednotka ribozomu

» 16S rRNA se 4 doménami » 23S a4,55rRNAse 6
doménami; doména V je
mistem pro tRNA k
podjednotce 50S

ROSTLIN

. 3 i D in ITI 5
\ I1. Central domain : Domain 11 o Domain IV ¥
. e o ) (] ~
— ' IS
L B & ‘f GTPase
e B I11. 3’ major domain center
3 o 2
: T M Gl Ty S nt e
\ - [0
g% ;Q .
; ‘5 "o

/ I1V. 3’ minor domain 5 &
‘ é 1 " w
m :
6 I. 5" domain




tRNA chloroplastu

» Cytoplazmaticka tRNAMet » Chloroplastova tRNAMet
fazolu

AoOH
A c
C c
L A
U—A c
C—G G
A—U M
6—C C
A—U A u A
6—Cgomegy ¢ ¢ A Cygccc! A
6060 g enas C CAGGputy U ACGECaut
Pl h AwC Uy Tul
Gaa GCE Uqg G m’G
6G—Cp¥® A
W—A
G—C
c A A
(" i°A A
Cpl
X Met : Met
Cytoplasmic tRNA; Plastid tRNA;

GENETIKA ROSTLIN




OSTLIN

Cepicka

Iniciacni
kondon

Zrala jaderna mRNA

5-UTR AUG

Terminacni
Kondon eukaryot
- 3-UTR | AAAAAAAAAAAAA.... 3

Kodujici oblast

Chloroplastova mRNA je podobna
prokaryotické. Neni modifikovana na 5°konci.
Typicka vlasenka na 3" konci, stabilita

transkriptu, regulaéni funkce.

5 d 5-UTR

Iniciacni Terminacni
kondon kondon
AUG - 3°-UTR

Kodujici oblast

Zrala chloroplastova mRNA
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Genomika rostlin
Funkce genu

» FunkEéni genomika
— Projekt ,Arabidopsis 2010 Program® 2001-2010

— Plant Physiology, June 2002, Vol. 129, pp. 394-437,
www.plantphysiol.org

— Nastroje studia funkci rostlinnych genu



http://www.plantphysiol.org/

ROSTLIN
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Mutageneze Fenotyp .

Nastroje funkcni genomiky

_ gen/mutace

» Typy mutagenu
— chemomutageny

= pristupy prime i reverzni genetiky

— fyzikalni mutageny
— biologické mutageny

T-DNA

transpozony

pristupy reverzni genetiky
retroelementy
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Inzercni mutageneze
T-DNA tagging

» Infekce rostlinné bunky pri transformaci

A. tumefaciens

bakterialni
chromozom

plazmid

Agrobacterium

—
rustové hormon
@ y

©)

‘l
\4

N\

NG chromozom

:
_|D

22 . - N
\ A

opin

@

S

rostlinna bunka
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Model tvorby jednoretézcove T-DNA

A. tumefaciens
T-DNA
LB RBE 3’
Ti plazmid l-’l = ——  komplex VirD1,
3 D2,D3
" * jednofetézcovy nik
3
Ti plazmid _|=| WEE"
3 \_/‘ VirD2 kovalentné
‘ 5 vazany s DNA
3
Ti plazmid ~ [+] (=8
3

5
3 protein VirE2 ssDNA

membrana \\\ W\

VA'AVA'A'AVA‘AVAVAVA'A'A'AWAVA



Metody transformace rostlinnych pletiv

» Semena, embrya, listoveé disky, koreny, protoplasty,
vakuova infiltrace
— Arabidopsis thaliana
— Medicago truncatula

ROSTLIN

Markeroveé geny

» Selektovatelné
— NPT (neomycin fosfotransferaza)
— HPT (hygromycin fosfotransferaza)
— BAR (rezistence k herbicidu fosfinotricinu)

» Signalni = reportérove
— GUS, GFP



Exprese GFP




Funkce genu GUS

GENETIKA ROSTLIN




Insertion lagged sequence libraries

1 Sequéancing

: Transposon display PCR, AIMS,
{TAIL) PCR, etc.

ROSTLIN

inzert
I II

[T

Individual DNA sampling

’ T

Pl

LI oL ot SR

(a) Random sequencing of

Pl U m insertion flanking sequences

Insertion in gene X > TR
of plant I, ¢, 5) / . /
W Z 2 VA

|
10 Block pools V
Vi

Z
&
Z
Z
- ‘P MR |
; A ow pools

Ay

12345678910

10 Column pools
l (b) PCR selection of insertion mutants
(b1) p | T {b2) | N B
PR T T o ReH=SR
;

GENETIF

specifické primery

a M w0 b F

Identifikace inzercnich mist pristupem
reverzni genetiky

Inzercni mutageneze
Organizace rostlin
|zolace DNA
Specificka PCR

Inzerce v genu X
rostliny I, ¢, 5

Klonovani genu



Ad 6) Izolace rostlinného genu

R EcoRlI
Inzert Sm Smal
) pPCV6NFHyg T-DNA g X Xbal
Rostlinna Rostlinna
DNA o

ApR PAgs hPl  pnos pAgcs apN(3)l RB

s

ROSTLIN

Plazmidova T
zachrana bl
Transformation
into E. coli

Plasmid isolation

l 8 DNA X

GENETI

Sequencing

Zkratky restriktaz



Vyuziti T-DNA mutageneze

Vektory

Nespecializovany vektor

LB RB

- Inptlll I nos I—

%

Specializovany vektor — pasivni

LB RB
—|— nos supF | 3'ocs nptll 358 3'nos GUS —|—

Specializovany vektor — aktivni

LB ori En RB

amp
~+——— pnos HPT g4pA |

zesilovace
promotoru 358




Inzert

Specializované vektory
Past na geny

<

ROSTLIN

misto sestrihu

reportérovy gen

exon intron RB

promotor

. intron blizko
rostliny

zavadecisekvence

GENETI

selekénimarker

>

_Tl |H<Iﬂll

LB

exon




Specializované vektory
Past na regulacni sekvence — promotor

ROSTLIN

Inzert
( w s
selekcni )
RB marker LB Intron IGS
I I reporterovy
intron exon gen exon
promotor
rostliny transkripce
v

) transkripcni
faze

1 translace

protein a funkcni produkt
reportérového genu

GENETIF




Specializované vektory
Past na regulacni sekvence — zesilovac

Inzert
< rtérovy lekcni >
reportérovy selekcni
RB gen marker LB exon
[ I
promotor intron CaMV 35S
rostliny

GENETIKA ROSTLIN



Specializovany vektor
Aktivacni vektor pPCV6NFHyqg

XM

| | Rostlinny gen
RB Selekéni marker Zesilovaé¢ LB

GENETIKA ROSTLIN



Vysledky inzeréni mutageneze

Modelové druhy

» Arabidopsis — velké kolekce inz. mutaci od 90. let
— SALK: asi 150 tis. T-DNA linii (ekotyp Columbia)
— GABI: 60 tis. (ekotyp Columbia)
— Feldmann: 4,9 tis. (ekotyp Wassilevskaja)
— Semenna banka ABRC: 175 tis. (ekotyp Columbia)

» Teoreticky 180 tisic nezavislych inzerci s 95%
pravdépodobnosti detekce urcité specifické inaktivované
alely genu o velikosti 2,1 kb.

» Redundance genll v genomu

» Mutace letalni, nebo vedou ke sterilité v homozygotni
konstituci. Proto je tato pravdepodobnost jen 80%.
Doposud nebylo asi 2000 genu zasazeno zadnou
inzerci.
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Izolace genu a jejich funkéni
charakterizace

Prima genetika — nékolik desitek genu

» Gl1  vyvoj trichomu 1989

» Gi signaly fytochromu 2000

» DflL  kontrola auxinu

Reverzni genetika — hlavni podil identifikovanych genu
» Genova rodina ACTIN celkem 63 genu

» AktivaCni tagging - asi 20 genu



Specialni typy vektoru

N '
3 O Q ) N |
ol &S ¥
\\\ ; ’ RB
GUS-NPTIl P, SacB Hyg®R
BIBAC2 (23.5 kb)
Km® For Ri on onT

pYLTAC7 (22.9 kb)

GENETIKA ROSTLIN

P1 Iytic replicon  P1 replicon Km® Ri ori
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| T14P1 | 1

- Komplementace
. CIC2ES vl
| l CIC5E11 } |
" TeMIZ ] YAC :
\ | T17L18 | t
: [ 127C20 | :
: BAC | T13E15 | i ! zg_k‘b :

Wild type Mutant oomptemented
flower mutant with TAC27M5



Kulturni duhy
Kukurice

» Ctyfi rodiny retrotranspozonu: Huck, Ji, Opie a Zeon.

Opie-3 Ji- 5solo l' f

[=—10 kb —=|

o NS D B 2 B Fis

L

Adhl-F

» Transpozony — Ac/Ds, Mu vice nez 100 kopii — kolekce
inz. linii (45 tis.)

» lzolace genu
» 1. gen bronze — pro klicovy enzym syntézy antokyanu

» Anl, Zagl — vyvoj kvétu

GENETIKA ROSTLIN
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Ryze

» Transpozony Ac/Ds kukufice
» T-DNA 20 tis. linii, 25 tis. inzerci v genech

» Retrotranspozony
— Tourist, Stowaway, Gaijin, Tos17



Klasicka mutageneze — chemomutageny

» TILLING (Targeting Induced Local Lesions in
Genome)

» Detekce bodovych mutaci
» Detekce konkrétnich genu
» Metodicky pristup reverzni genetiky

» Detekce polymorfizmu v pfrirodnich populacich
(ekotilling)

» Arabidopsis thaliana, kulturni plodiny (jecmen)



Accessions Col-0 reference

Alidak i

polymorphic alleles @ g g @ @ g g @ DNAs

PCR amplification ,
of target locus,
heat, anneal,
CELI mismatch-
specific
endonuclease

Li-cor gel images 96 - well plates

=
=
=
o
(=
=
m
-
m
©




Dalsi metody identifikace funkci
rostlinnych gent

» Homologni rekombinace ,,Gene targeting”

» U rostlin se vyuziva v mensim rozsahu

T-DNA GEN
+
Rosilinna DNA T Gene targeting in Arabidopsis
a cilov¥ gen
[1210bp | 2492bp |
l H“};‘;:E‘“ QL' Promoter |  Cruciferin +1719bp ]—M
Ie LIAce

\
\ \
\ \
\ \
\
\\
\ \
\
\

\

e )

X

GT cassette —»
GFP-NOS-

!

gDNA

gDNA




» Predevsim RNA interference

» A. thaliana — Projekt AGRIKOLA

Techniky zalozené na umicovani
specifickych genu

» Tvorba 20 tisic

— Arabidopsis RB colEtori

— Genomic attR1
ccdB
— RNA Interference s

Catintron PAGRIKOLA

- KnOCk'OUt Pdk intron

GST

A RNAI konstruktu

| » Z kolekce 21 120
il GST (Gene

nos ter

Cparastar)  SPEcific Tag)

— Line Analysis altR2 e Arabidopsis
ccdB et 35S pro

GST
180 bp 262 bp C
| !
attB1 attB2 attB1
I E——  — T E—— ———==

Agli 69
80 bp
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Schéma RNA interference

velka dvouretézcova
molekula RNA

ROx
Velka dvouviaknova molekula

Q—dicer RNA je rozkrajena na malé,
dvouviaknoveé interferujici
RNA dlouhé 21-28 parli bazi.
¥ HO@:D]IDI]]]@ SO—HS— dvouretézcova
5 interferujici RNA

ROz ‘
o Malé interferujici RNA

a proteiny se spojuji do
ribonukleoproteinovych ¢astic.

— ribonukleoproteinova
Castice s dvouviaknovou
interferujici RNA
RO,

&
© Malainterferujici RNA je
v ribonukleoproteinoveé castici
rozpletena, aby mohla vytvorit
umléovaci komplex
indukovany RNA (RISC).
umléovaci komplex
indukovany RNA (RISC)
s jednovlaknovou

¥Ho interferujici RNA

807

@ RISC si vybird za cil sekvenci
v mediatorové RNA, ktera je

mediatorova RNA komplementarni !

obsahujici sekvenci K interferujici RNA.

W OH3 komplementarni k
5' interferujici RNA

ROz

© Interferujici RNAVRISC
paruje baze se svou cilovou
oblasti v meditorové RNA.

RO, RO,
b+ Pokud je sparovana @+ Pokud je sparovana nedokonale,
dokonale, je MRNA je zastavena translace mRNA
roz§tépena a syntéza polypeptidl z mRNA
a degradovana. je potlacena.

Genetika: Snustad,
Simmons, Kap. 20
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zahajeni RNAi vnesenim transgenu
kédujiciho komplementarni RNA

R0z
a Expresni genova kazeta nesouci
dveé kopie pozadované sekvence
v obracené orientaci je vnesena do genomu.

—> <—
kopie 1 kopie 2
+ transkripce
5'llllllllI!Tn?Tlllllllll3'RNA
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e Komplementarni sekvence
v mRNA se paruji a vytvareji casteéné
dvouretézcovou ,vlasenkovou® strukturu.
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5 dsRNA 8
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5 mRNA 3
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R0
o Degradace mRNA nebo
represe jeji translace pomoci
umlcovaciho komplexu
indukovaného RNA (RISC).

Stépeni represe
RNA translace
4
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Genomika rostlin
Srovnavani genomt

» Srovnavaci genomika:

— Brassicaceae:
» Arabidopsis
— Brassica oleracea 57%
— Capsella rubella 85%
— Solanaceae:
» rajCe — brambor, také tabak, paprika

\ ROSTLIN

— Poaceae: s
» ryze — je€men, pSenice, kukurice

— Fabaceae

n=17
— Brassica carinata et Brassica juncea
Malvaceae o
/ n=18 \
Brassica n=9 00 L000000 Brassica
afag::m ﬂﬂuﬂ. —_— - cump::trfs

Brassica napus
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Paterson et al., Plant Cell 12: 1523-1539, 2000



Kolinearni oblasti genomu Arabidopsis
=] thaliana a A. lyrata
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chromozomu

Syntenie = pfitomnost ortholognich lokust u dvou druhtd na stejném

Ancestral
Species

QP

Species A 1 é
B’

_ Cu
Species B— B”
- A”

stejném poradi

Kolinearita = skupina lokusu je u dvou druht pfitomna ve

Ancestral
Species

@R D

Species A 1 g‘
C’

A”
Species BT B”
C”




Orthology vs. paralogy

Orthologni geny = geny u rliznych organism, které jsou pfimymi
potomky genu pfitomného u spoleéného pfedka téchto organismu

Ance_stral Gene A
Species

Species A Gene A”

Species B Gene A

Paralogni geny = geny, které se duplikovali u daného druhu

Ance;tral Gene A
Species

Species A Gene A" Gene A”

Paralogous genes

Species B Gene A




Makrosyntenie vs. microsyntenie

____________ A » VleVO A R A
"""""""" t — nejen geny A, B, C N | k
u syntenni, u-— N
— mikrosyntenie B— -
B’ vV — B’
______ v » Vpravo: W— 9
_________________ " — pouze geny A, B, C . | °
_____________ C syntenni I i

— mikrosyntenie neni

» Makrosyntenie (dana spole¢nym puvodem), makrokolinearita

— konzervativni uspofadani genu v urcité oblasti chromozomu v
rozsahu mnoha Mb, geny A, B, C

— muze byt maskovana vyraznymi lokalnimi zménami v pofadi i
zastoupeni genu (mikrosyntenie neni detekovana),
mikrokolinearita



Porovnani genetické mapy rajcete a lilku

tomato eggplant
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» Syntenni mapy rajCete a bramboru se lisi 5
paracentrickymi inverzemi
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Srovnavaci genomika - obiloviny

-« centromera

homologické chromozomy genomu D pSenice
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Srovnavaci mapa genomu 7 obilovin
Nazorné prirazeni homolognich blokii
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Prilehlé segmenty chromozoml zita
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» Vysoce konzervovana struktura genomu obilovin



h

/' 4

ipnicovityc

Kolinearita (syntenie) genomu

Pearl millet
Sorghum
Sugar cane
Foxtail millet

telomery
centromery
Rice
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Kolinearni useky se lisi predevsim
zastoupenim repetitivhi DNA

Maize 267N13/123C01
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, Maize adh1 region

Current Opanion in Plant Biology
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Genomy ,,brasik*
» B. nigra n=8

» B. oleracea n=9
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