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Osnova
(dokonceni prednasky 02)

= Postupy ,pfimé*“ a reverzni genetiky
= rozdily v mySlenkovych pfistupech k
identifikaci genu a jejich funkci

= |dentifikace genu ab initio
= struktura genu a jejich vyhledavani
= genomova kolinearita a genova homologie

= Experimentalni identifikace genu
= pfiprava genové obohacenych knihoven
pomoci technologie metylacniho filtrovani

= EST knihovny
= pfima a reverzni genetika
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Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim pfimé a reverzni genetiky

=  Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika pFfima

= |dentifikace sekvencéné-specifického
mutanta a analyza jeho fenotypu
=  Genetika reverzni

= Analyza exprese daného genu a jeho
Casoprostoroveé specifity
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Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim pfimé a reverzni genetiky

=  Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika pFfima
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|dentifikace CK/1 aktivacni
mutagenezi

o CKI1 overexpression mimics cytokinin response

ctrlt Plasmid Rescue

ctri2 Pro35S::CK1

hormones
Tato prezentace je spolufinancovana
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Signal Transduction via MSP

PM

AHK sensor histidine kinases
« AHK2

« AHK3

« CRE1/AHK4/WOL
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HPt Proteins —@D—

« AHP1-6
Response Regulators
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Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim pfimé a reverzni genetiky

= Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika pfima

= Identifikace inzeréniho mutanta a analyza
jeho fenotypu
=  Genetika reverzni




|dentification of insertional
cki1 mutant allele
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CKI1 Regulates Female
Gametophyte Development

CKl1/cki1-i CKI1/CKi1

Hejatko et al., Mol Genet Genomics (2003)




CKI1 and
Megagametogenesis

o cki1-iis not transmitted through the female gametophyte

A. S wtx @ CKI1/ckit-i

I ‘ CKI1 specific primers (PCR positive control)

B. & CKI1/cki1-i x Q@ wt

C. 3 wtx Q@ CKI1/ckit-i

I ’cki1-ispecific primers ‘

D. & CKI1/cki1-i x Q@ wt
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CKI1 and

Megagametogenesis
FG8 ) A e

produce male
gametes

Pistil

(carpels) | Ovary

ar
with eggs

Embryo sac

Integuments

FG1 FG2 FG3 FG4
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CKI1 and

Megagametogenesis

CKiI1

FQate FG5

ckit-i

28 HAE
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Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim pfimé a reverzni genetiky

= Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika pfima

= Identifikace inzeréniho mutanta a analyza
jeho fenotypu
=  Genetika reverzni

= Analyza exprese daného genu a jeho
Casoprostoroveé specifity
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CKI1 is Expressed During
Megagametogenesis

A

FGO-FG1

\

FG3-FG4 ‘ |

N\ ¥ FG4-FG5
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Paternal CKI1 is Expressed in the

Arabidopsis Sporophyte Early after

Fertilization
Q wtx & ProCKI1:GUS

28 HAP /‘ “ 5"'?}_

(hours : ,,uf'
after wi” 7
pollination) 7 piitos v
.——‘-:F ﬁf
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£/ 5 7
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Hejatko et al., Mol Genet Genomics (2003)
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Genomika 03
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Pristupy ,klasické“genetiky versus ,reverzné geneticky*
pristup ve funkéni genomice

,Primé geneticky“pristup

NAHODNA MUTAGENEZE

EMS
e T-DNA
1. IDENTIFIKACE FENOTYPU
2. GENETICKE MAPOVAN
3. GENOVA IDENTIFIKACE
-poziéni klonovani
“ (retro)transposons
_

,Reverzné geneticky“ pristup

1.1ZOLACE SEKVENCNE
SPECIFICKEHO MUTANTA

2. IDENTIFIKACE FENOTYPU

3. PRUKAZ KAUZALN{ SOUVISLOSTI
MEZI INZERCIi A FENOTYPEM
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Osnova

Metody identifikace sekvenéné specifickych mutantd

pfiprava sbirky mutant

vyhledavani sekvenéné specifickych mutantd
pomoci PCR

vyhledavani sekvenéné specifickych mutantd v
elektronickych databazich

vypinani genl (knocking-out) pomoci homologni
rekombinace

Analyza fenotypu a potvrzeni priinné souvislosti
fenotypem a inzeréni mutaci

kosegregacni analyza
identifikace nezavislé inzer¢ni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutagenu a izolace
revertantnich linii

komplementace mutanta pomoci transgenu

mezi
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Typy inzerCnich mutagenu

« Mobilni elementy
=  Autonomni transpozony (En-1)
obsahuji gen pro transponazu, umoziujici excizi a
opétovné 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 vSak mlze vést k
chromozomovym pfestavbam (inverze, delece,
transpozice)




Knihovny inzercnich
mutantu (u rostlin)

A & 3 B
3 B
el N 5 N T | T Plant 24-24 Primary T-DNA translomant with one copy
== al pKER2
Selection of T, saed on hygromycin
priprava transgennich rostlin T . N ‘
¥ Hamizygous and 1]
@ Salection of T, seed on kanamycin
vytvofeni populace mutantnich jedincu Jr
s T Kanamycin resistant gesminal revertants, plants 263,425,328,330
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Knihovny inzercnich
mutantu (u zivoCichu)

eFiaLmi Jori] EF1-P | Tra [ pA % -_
- ]. = L " 2000
wikneo (MGA neo [SEMI) ol
14 - 1500 @
G,
@ g B 1000 &
E 10 = I
Transfekce do lidskych bunéénych kultur (HeLa) nebo 2 S = 500
mysich embryonalnich kmenovych (ES) bunék _
@ 0 Lo

Genes with mukiple integrafions

vytvofeni populace mutantnich bunécnych linii a

analyza frekvence inzerci Clonad N ey L8
DNA with P
antimotllc i 1m N e m
@ resistance QR oy (LD U s
ES cells w Ny
el J g

i \/ Fi i Some germ cells will
__In vitro analyzy nebo priprava knihovny e be from a black ES e
inzerénich mutant reintrogresi ES do mysich
embryl Chimera [
L5 >
White j ’
. ', }/' L
Homozygous strain
Parents  HeterozygousF,  from ES cell, F,

Technologii inzeréni mutageneze Ize vyuZit i u Zivocich(l. Zda se vyuzivaji
napr. transpozony odvozené z Drosophily (transpozon Minos, viz schéma
vlevo nahore (Klinakis et al., 2000). V tomto pripadé bylo nutne provést
kotransfekci s tzv. helper plasmiem, kddujicim transpondzu (neautonomni
transpozon). Neo kdéduje rezistenci k neomycinu, Sipky ukazuji smér
transkripce fizeny prisluSnymi promotory, pA je polyadenylac¢ni signal, ori
je pocatek replikace viru SV40, S-P je promotor téhoz viru. Pro identifikaci
inzerci ,,in frame” se zasazenymi geny lze vyuzit transpozony, obsahujici
fGzi akceptorovych mist sestfihu s ORF reportérového genu, napft. lacZ-neo
(bez AUG kodonu). Tento pristup umoziuje identifikovat inzerce do
aktivnich gen( prostrednictvim selekce inzerénich mutant(i na rezistenci k
neomycinu, resp. vykazujici B-galaktoziddzovou aktivitu (Klinakis et al.,
2000).
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Osnova

=  vyhledavani sekvenéné specifickych mutanta
pomoci PCR

»rojrozmérné“ vyhledavani pomoci PCR

23




|zolace sekvencné specifickych

mutantu

* autonomni En/Spm, bez selekce
+ 3000 nezavislych linii
* pramérné 5 kopii na linii

* trojrozmérné vyhledavani pomoci PCR
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|zolace sekvencéné specifickych
mutantu

»1rojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

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

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

0]
i
28x3-tray pools 22981333
28188

ps R

00
00
0000
O
100

fef

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

M
{
28 x
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|zolace sekvencéné specifickych
mutantu

= Trojrozmérné“ vyhledavani pomoci PCR

izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a
vytvoreni souhrnnych souborli DNA (,trojice”, fady a sloupce trojic

a jednotlivé podnosy)
identifikace pozitivni ,trojice” pomoci PCR, blotovani PCR produktt

a hybridizace s genové specifickou sondou

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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NSVIY
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|zolace sekvencéné specifickych
mutantu

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

(0000 Jeloiele) (lofelele)
0 e o
28x3-tray pools (il ke B
00000 J000COROOCAO|

50000R00000R00000 MM 00

v

A&

CKI1
—
En-8130

(2x2x28=112 PCR reakci)

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou
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|zolace sekvencéné specifickych
mutantu

»Irojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

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

identifikace pozitivni ,trojice® pomoci PCR, blotovani PCR
produktl a hybridizace s genové specifickou sondou

identifikace pozitivni linie pomoci Identifikace pozitivniho
.tacu”, fady a sloupce

. INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

NSVIY
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%,
% S
pro konkurenceschopnost ZANA DY

> - ER
o R
I » A

Tato prezentace je spolufinancovana
Evropskym socialnim fondem
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|zolace sekvencéné specifickych
mutantu

1. Vyhledavani pozitivni trojice

2H23333 Iloocoofaoonofoooool
G o
28x3-tray pools [enteres [ostatel  [otelee [lefeel [osfolet \
[eostelete] [eielarete] fatsfetats]  [Sequiets] [slefolole} [siofefels] \
looccafiaocaacaooal
100000R0000CR00000 MM 55000450000 R50000 N
N p” \

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

2. Identifikace linie nesouci inzerci

AYA"" W\
'

A

pool 28

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

(dalsich 5+7+3=15 PCR reakci)

—
En-8130

(2x2x28=112 PCR reakci)

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou

Celkem 112+15=127 PCR reakci




Osnova

hybridizace s produkty iPCR na filtrech
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|zolace sekvencéné specifickych
mutantu

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

= DNA a semena v Nottingham Seed Stock Centre
= 48.000 linii

» primérné 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 sekvencéné specifickych

o
mutantu
Hybridizace s produkty iPCR na filtrech

izolace genomové DNA z

jednotlivych rostlin mutantni v
populace ]
Stépeni restricni endonukledzou
ligace, vznik cirkularni DNA
inverzni PCR (iPCR) pomoci T-DNA
specifickych primerd
pfiprava nylonovych filtri s produlty
iPCR v pfesné daném vzorci
(poloze) pomoci robota
hybridizace s genové specifickou " %%
sondou
NO0©0]

NO0600]




Osnova

= vyhledavani sekvenéné specifickych mutanta v
elektronickych databazich
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|zolace sekvencéné specifickych
mutantu

Pfiprava knihoven z populace A. thaliana mutované 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)
—_—
d—

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

A—
—

sequencing with another nested T-DNA primer

I

-

GABI-Kat (MPIZ, Kdln)




Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzercnich

mutantu

»Insert_SALK:029311; Order line 028311 | View in AGR
Length = 4€0

Coore - 404 bite (344), Bxpect - =-11C
Identities - 2E0/2E3 (S0}
Strand = Plus [ Minus

Query: 1450 attagage trtatat tastt 1509

Ebjot: 458 attagagtttgattgaagegogttttatatattgatagtgggacattacttataasaage 400

Query: 1510 1 tgt ggatggtectonaty 1560
FECCTEEECEEC TR E e e L TR TEE LT e
Shbjck: 338 v 3 tgtatatcacataagtggatggtectoaaty 340
Query: 1670 tgeegeteg gageaty tatttcacatgy teatag 1520
N |
Cbjck: 330 tgttgottgbaggacatbtggagtatgbcasasacttatttcamatggtacactzatag 200

Query: 1630

ttggategaat 1688

attag teg
FECCEECEECRECEEEEE PP TR P EEE T P LT ETE T
attag + e tasagtot

Ebjst: cgttggatogaat 230

Query: 1650 atgattccasas 1701

Chjck: 210 aktgatbccaasc 20

Score = 111 bits (56}, Expect = Be-21
Identities = 77T/B4 (51%)
Strand = Flus [ Plus

Query: 1813

tacatt 133 tatcastatatttat tttqtcatbtoan 1882
FELCEEEEEEDEEEE EE TEr PR e b 1 i
tacatt trastatatt i

gatty gtocgacatttoac 72

Sbjst:

Query: 1903 tteottasctastracatasatga 2006
(RN RR RN R naE!

Ebjcr: 73 ttoottaactastcacatasatga 96

Sbjet: 292 coagoktctag g9 El totogag 232

Aun el e ¥ LCW UEIAICU LU IALUOL UL LISEL SEYUEHCES 1 AU,

ry STV OP Vzdélavani
EVROPSKA UNIE k¥’ ADEZ SHOVY | pro konkurenceschopnost
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Evropskym socialnim fondem

a statnim rozpo&tem Ceské republiky
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Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzer¢nich mutantu

start transkripce

‘1 923

icactcgatttcacattAATTATTCACT

FECEEETETEEEEE e
gtgactaaagtgtaattaataagtga.........

1 G1F G2 449

b (+56)
N Exon
Intron
I Transmembranova oblast
Duplikace
mmmm E£n-7 element
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¢
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: : . s % Tato prezentace je spolufinancovéana
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EVROPSKA UNIE i’ A pro konkurencoschopnost /ANA ¥

a statnim rozpo&tem Ceské republiky
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Osnova

= vypinani genu (knocking-out) pomoci homologni
rekombinace
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Knocking-Out the Gene

Electroporation

G

Homologous
recombination
Selection with
resistance marker

S - e T

EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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pro konkurenceschopnost

38




Osnova

Analyza fenotypu a potvrzeni pFi¢inné souvislosti mezi
fenotypem a inzeréni mutaci

= kosegregacni analyza

. identifikace nezavislé inzer¢ni alely

= vyuziti nestabilnich inzerénich mutagent a izolace
revertantnich linii

= komplementace mutanta pomoci transgenu

39




ProC je nutné analyzovat priCinnou souvislost
mezi inzerci a pozorovanym fenotypem ?

pfitomnost vice inzerci v jedné linii
moznost vzniku nezavislé bodové mutace

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

NSV
Vensis

S
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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

+

+4+ +  +++ ++ +

«— Cki1::En-1
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VyuZziti autonomnich transpozonu pro izolaci
novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

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

excize transpozonl neni vzdy zcela pfesna-vznik bodovych
mutaci - izolace revertantnich linii s tichou mutaci i stabilnich
mutantd

NSV
Vensis

S
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cki1::En-1/CKI1

Fenotyp SeSuli cki1::En-1/CKI1

CKI1/CKI1
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Potvrzeni fenotypu cki1::En-1/CKI1

1. Izolace revertantnich linii

* PCR vyhledavani ve 246 rostlinach segregujici populace

* 290 cki1::En-1 pozitivnich 9 rostlin mélo kromé SeSuli mutantnich i
SesSule standardniho typu l

Analyza potomstva
* potvrzeni absence inzerce pomoci PCR

* PCR amplifikace a klonovani ¢asti
genomové DNA v misté inzerce

» sekvenovani

NSV
Vensis

S
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Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci
novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

/ \\\\\\

////// \\\\\\
_ n —~—_
aattcaagtcgtCACTACAAGA »En-1 TCTTGTAGTGCgtggagact

! .

|
A. aattca ag{ cgt'gga gac taclact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
Nss|RGDUVY|TWY TQ TV DQLTG
B. aattca ag| ggt acglact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
Ns sj]GTlrw YyTQTVDAQLTG

C. aattca agt cgt acg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
NSSRTETTLGTULKPWI S

D. aat tca agt cgc gtg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
NS SRV ETTLGT L K PWI S




Potvrzeni fenotypu cki1::En-1/CKI1

2. lzolace stabilni mutantni linie

» analyza fenotypu segreguijici populace (CKI1/CKI1 CKI1/cki1::En-1)
» PCR analyza rostlin s mutantnim fenotypeme-identifikace rostlin bez inzerce
* PCR amplifikace a klonovani ¢asti genomové DNA v misté inzerce

« sekvenovani

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

NSV
Vensis
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Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci
novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

" // \\\\\\\\\

///// \\\ ~——
2attcaagtcgtCACTACAAGA p "En-1 TCTTGTAGTGc/gtggagaEi
\ —

\ o

A. aattcaag
N § S

N 8§ S8

C. aattca ag
N S8 S

cgt'gga gac taclact tgg tac act caa acc gty gat cag tta act ggt
RRG DYITwWY T Q@ TV DQLTG

TW YTQT V D Q

cgt acg
R T

B. aattca agt ggt acg act tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt

L T G

jag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
E T TLGTL KPWI S

D. aat tca ag
N s S

cgc gty
R V

bag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
E T TLGT L K P WIS
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Komplementace
mutantni linie

GOl

vlastni promotor

koédujici oblast/genomova DNA genu zajmu
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Komplementace
mutantni linie

WT(Col- cop1-4 p35S:: p35S:: p35S::
0) AtCOP1 OsCOP1 PpCOP1
1-5 16-10 9-8

cop1-4

Ranjan et al., 2014
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Klicové koncepty

= Jak reverzni genetika zkouma gen a jeho
funkci?

= Cilené uml&eni genu
= V/yhledani v knihovnach inzerénich mutantt
= Homologni rekombinace

=  Analyza fenotypu

= Potvrzeni pfiinné souvislosti mezi fenotypem a inzeréni mutaci
" kosegregacni analyza

= identifikace nezavislé inzercni alely

= vyuziti nestabilnich inzerénich mutagenu a izolace
revertantnich linii

= komplementace mutanta pomoci transgenu
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Diskuse
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