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Osnova
(dokoncCeni prednasky 02)

= Postupy ,prime" a reverzni genetiky
= rozdily v myslenkovych pristupech Kk
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



Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim primé a reverzni genetiky

=  Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika prima

m |ldentifikace sekvencné-specifického
mutanta a analyza jeho fenotypu
=  Genetika reverzni

= Analyza exprese daného genu a jeho
Ccasoprostorove specifity



Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim primé a reverzni genetiky

Zmena fenotypu po mutagenezi
Genetika prima



Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim primé a reverzni genetiky

Zmena fenotypu po mutagenezi
Genetika prima



|dentifikace CKI1 aktivacni
mutagenezi

o CKI1 overexpression mimics cytokinin response

ctri1 Plasmid Rescue ctri2 Pro35S::CK1

NO
hormones

Kakimoto, Science, 1996

DICEITEC



Signal Transduction via MSP

PM

AHK sensor histidine kinases
« AHK2

« AHK3

« CRE1/AHK4/WOL

>

HPt Proteins —@D—

* AHP1-6
Response Regulators

m ARR1-24
NUCLEUS g REGULATION OF TRANSCRIPTION

INTERACTION WITH EFFECTOR PROTEINS




Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim primé a reverzni genetiky

=  Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika prima

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



|dentification of insertional
cki1 mutant allele

aattcaagicgtCACTACAAGA . ! En-1 TCTTGTAGTGCgtggagac

A. aattca agj cgt'gga gac tacfact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
N s sSIR G DY|Twy T Q@ TV DQ L TG




CKI1 Regulates Female Gametophyte
Development

CKI1/ckit-i CKI1/CKI1

Hejatko et al., Mol Genet Genomics (2003)

- DPCEITEC



CKI1 and
Megagametogenesis

cki1-i is not transmitted through the female gametophyte

|

|

|

A. @ wtx @ CKI1/cki1-i

CKI1 specific primers (PCR positive control)

B. & CKI1/cki1-i x & wt

C. & wt x & CKIl1/ckit-i

cki1-i specific primers

D. & CKI1/cki1-i x & wt




CKI1 and

Megagametogenesis

FG @

56§ 68

FG1 FG2

Nucellus
Embryo sac

4L~ Integuments

FG3 FG4
CHCEITEC



CKI1 and
Megagametogenesis

Fadsgte FG5
CKI1 | ckit-i 28 HAE

CHCEITEC



Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostrednictvim primé a reverzni genetiky

=  Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika prima

- |ldentifikace inzerCniho mutanta a analyza
jeho fenotypu
=  Genetika reverzni

= Analyza exprese daného genu a jeho
Ccasoprostorove specifity



CKI1 is Expressed During

Megagametogenesis
Tra oA
Fm\ml/m F .

@ \FGB-FE4




Paternal CKI/1 is Expressed in the
Arabidopsis Sporophyte Early after

Fertilization
2 wtx & ProCKI1:GUS

22 HAP
(hours
after
pollination)

Hejatko et al., Mol Genet Genomics (2003)

DPCEITEC
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Pristupy ,,klasické“genetiky versus ,reverzné geneticky*
pristup ve funkéni genomice

NAHODNA MUTAGENEZE

T-DNA

1.1IZOLACE SEKVENCNE
SPECIFICKEHO MUTANTA

1. IDENTIFIKACE FENOTYPU

2. GENETICKE MAPOVANI

2. IDENTIFIKACE FENOTYPU

3. GENOVA IDENTIFIKACE

-pozicni klonovani 3. PRUKAZ KAUZALNI SOUVISLOSTI
MEZI INZERCIi A FENOTYPEM

iretro)transposons

~




Osnova

= Metody identifikace sekvencéné specifickych mutantd

. pfiprava sbirky mutantd

. vyhledavani sekvenéné specifickych mutantu
pomoci PCR

. vyhledavani sekvenéné specifickych mutantl v
elektronickych databazich

. vypinani genl (knocking-out) pomoci homologni
rekombinace

= Analyza fenotypu a potvrzeni pfi€inné souvislosti mezi
fenotypem a inzerCni mutaci
. kosegregacni analyza
. identifikace nezavislé inzeréni alely

. vyuziti nestabilnich inzerénich mutagent a
izolace revertantnich linii

. komplementace mutanta pomoci transgenu



Typy inzerCnich mutagenu

« Mobilni elementy

. Autonomni transpozony (En-1)
obsahuji gen pro transponazu, umoznujici 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 muze vést k

chromozomovym pFestavbam (inverze, delece,
transpozice)



Knihovny inzercnich
mutantu (u rostlin

vyhledavani sekvencné specifickych mutantu ‘
pomoci PCR 43 Genaration

m IDPCEITEC
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ﬂ' PKEI'IR F%imfl _
a Fres |
Sedaction of T, sead on ygromycin * £E%‘§E§1 —
* 16615 [
e — 3
Tz Hemizygous and homozygous translormants PR
FEad [~
Saiection of T, seed on kanamycin e 10
T Kanamycin resistant gesminal reveriants, plants 283,325,328,330 d=FiE0 —
T :F;Klé:éiAPrimalyT—ﬂNAlrnns*wm.\ﬂlw\ihoneww + *Eig 5 :15
seetenal ‘?T“"”""g"’”’”'“ T, Seraen for a tansposed En-1 by PCR ; —
Tz Hemizygaus and homazygous translomans t Eggﬁ —20
Salaction of T, sead on kanamycin |
: " Fy T, ® Columbia wild typa E .
T Kanamycin resislant germinal revertanis, plants 263 325,328,330 —
S U Fy Identificalion of F; plants with »>|Em [
£ T :fCqumbia-ww\mwu a ransposed En-1 and no T- tFEEH%U :25
Fy Identificalion of F, plants with
a ransposed En-/and no T- B
Ny l 1 l l l B
S, Parants. G11 G24 GIT G48 GBS V
Sl s doscants o 500 prcgeny e vom e s et Sg Parents G11 G24 GI7F G40 GeD
S,Gonorlion 4 5 b s b4 h e e — — — =
I l } l 1 l l ‘l\ l l - ' Single seed doscans of 500 progeny darsved fram iho fivo parenis
HHHiH [ 12 34567 89 500
SuGomormtion ¥ 1T T I TTYY ¥ S, Generalion « « = = M . — — — =
5 R RERNY i
5, Generation ¥ T ¥ 1 f Yy — - — - :’
} T } J }
- - - - [ ]

» e —
———— b
.

[ I —



Knihovny inzercnich
mutantu (u zivoCichu)

-

EF1iLmi lori] EF1-P | Tra | pA 01 2500

a L 2000
MiLRneo w neo %.Fw 2204,
. 1800

a

Transfekce do lidskych bunécnych kultur (HeLa) nebo | “— L 500
mySich embryonalnich kmenovych (ES) bunék : TR e |
0l dold il O T Tl Tl SR Gl

Genes with multiple integrations

o]
[4,]
M

P
o

- + 1000

Number of GT inserfions
] o
]

N Gene Length (kb)

vytvoreni populace mutantnich bunécnych linii

/ i 1 Cloned
a analyza frekvence inzerci ONA i N =
antioiotic . A
l resistance 'Mx — [
ES cells :

—_—
el = \»
j / Fi i Some germ cells will
. Inv Vl,tro analyzyo nebo prl praYa knlhovnyv , OBreed chimeric mice to produce homozygous transgenic offspring. be H'OI'E a black ES cell
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Chimera

embryi
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Osnova

. vyhledavani sekvenéné specifickych mutantu
pomoci PCR

JLrojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR



|zolace sekvencne specifickych
mutantu

« autonomni En/Spm, bez selekce
« 3000 nezavislych linii
* prumérné 5 kopii na linii

* trojrozmeérné vyhledavani pomoci PCR



|zolace sekvencne specifickych
mutantu

= Trojrozmérné”“ vyhledavani pomoci PCR

o0 izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a vytvoreni
souhrnnych soubortl DNA (,trojice®, fady a sloupce trojic a jednotlivé podnosy)

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

&

28x3-tray pools

[

28 x 7 row pools
28 x 5 column pools




|zolace sekvencne specifickych
mutantu

= Trojrozmérné”“ vyhledavani pomoci PCR

|

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

identifikace pozitivni ,trojice“ pomoci PCR, blotovani PCR produktu
a hybridizace s genové specifickou sondou

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky



|zolace sekvencne specifickych
mutantu

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

&

12346678 9101112130408 1Tim1a 2 234 ear 228092 ]

28x3-tray pools

| En-8130
—
En-1

CKi1

—

En-8130

(2x2x28=112 PCR reakci)

\

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genoveé 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)

identifikace pozitivni ,trojice“ pomoci PCR, blotovani PCR
produktd a hybridizace s genové specifickou sondou

o identifikace pozitivni linie pomoci Identifikace pozitivniho
,acu®, rady a sloupce

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky




|zolace sekvencne specifickych
mutantu

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

2. Identifikace linie nesouci inzerci

28x3-tray pools

pool 28

7 row pools

+ En-8130 3 x 1-tray pools 5 column pools
En-1

262
(dalSich 5+7+3=15 PCR reakci)
L CKI1 L CKI1_

— —

En-8130 1262

(2x2x28=112 PCR reakci)

\

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genoveé spec. sondou

Celkem 112+15=127 PCR reakci




Osnova

hybridizace s produkty iPCR na filtrech

DICEITEC



|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




|zolace sekvencne specifickych

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 primert

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

hybridizace s genové specifickou
sondou

0000,
®

@@8
@©
OOO®

DICEITEC



Osnova

. vyhledavani sekvenéné specifickych mutantl v
elektronickych databazich



|zolace sekvencne specifickych
mutantu

Priprava knihoven z populace A. thaliana mutované pomoci

T-DNA
Sequencing of flanking sequence fragments

Genomic DNA

a) digestion with endonuclease Bfaj
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

]

df—

GABI-Kat (MPIZ, K&In)

CHCEITEC



Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzercnich

sIno=

mutantu

rt EALK:029311: Ordsr line 0259311 | Wiew in AGR

Length = 440

Score = 4
Id=ntitie=s

B4 bits {244), Expect = =-135
= 2LOF2E2 (90%)

Etrand = Plus f Minus

Query: 14E0
Ebjcob: 458
Query: 1514
Ebjor: 395
Query: 1570
Ebjob: 338
Query: 16340
Ebjce: 278
Query: 1480
EbjcE: 219

Score = 1
Id=ntities

attagagtttgattgaagtgtgttttatatatbgatagtgggacattacttataaaaago

attagagtttgattgaagogogbtbtatatattgatagtggyacattacttataaaaago

acaaggatacaacaatagagacagbcacatgtatatcacataagbggatggtooctoaaty

acaaggatacaacaatagagacagboacatgtatatcacactaagtggatggboctoaaty

tgttgotbghaggacatttgtgagtabtgioaaaaacttatttoacatggbacactoatag

tgttgottgtaggacatttgtgagtatgtocaaaaacttatttoacatggtacactoatag

attagoococacttaggagtgtotagaaaaagattgggactaaagbottgbtggatogaat

attagooocacttaggagtgtoctagaaasagattgggactasagboctbgbtggatogaat

atgattocasac 1701

atgattocaaac ZAE

11 bits {56}, Expect = Be-23
= TT/04 {91%}

Etrand = Plus / Plu=a

1508

4400

15E8

40

1528

2an

15818

220

Query: 1913 tacatttbctogotacasttaacgotatoasatatatttatssaaccakbtbgbocatttoac 18982

Ebjct: 13

Query: 19B3

Ebjok: 73

Ebjot:

tacattttctogotacgattgacggtatcaatatatttataaaacogtocogacatttoac

ttootbaactaatcacataaatga 2006

tboctbaactaatcacataaatga 96

292 coageottotagaagottotiggbcaagtitoocaghacogggacogatotogagaaktcaca 2332

ASTIN INSCTT PV e W1CW ACanca mr ALO0 2N INSEUT SCUENCes I AL

72

DICEITEC



Vyhledavani v elektronickych knih

Insert_ 029311
et a0

50 attagage tat. 1508
FCREEEEEEEEEETEEE T TEEEEE T ERE TR TEEE R T
Bbjer. 458 artagage tat, 00
Quesy: 151 a 1568
FCRTEEEEECEE TR TR e T T im
Bbjer. 338 o
Query: 157 0 g 1620
ACECECEEEECETE DT EE R T ETEE R
BEjer. 339 tgeen 280
Query: 1610 ars 1680
FCTEEEEEEECEEETECEE PR T EEE R TR ET T T
jer: 275 at 220
Query: 1680 atgattccasas 1701
LTI
jet: 218 atgattccasac 208

start transkripce

23 1082
FCREREEEEEEEEE T FE P TR T T I .

‘1 923 -
cactcgatttcacattAATTATTCACT

FECEEEETEEEEEEE e
gtgactaaagtgtaattaataagtga.........

13

3 trectrascrasteacstssatgs 2
FEREEEEEEEEETE T
ttoottasctastoacatasstgs

1 Gl1F G2

N Exon

Intron

vhach inzerénich mutantu

449

b (+56)

I Transmembranova oblast
Duplikace
I £i-1 element

DICEITEC



Osnova

. vypinani genl (knocking-out) pomoci homologni
rekombinace



Knocking-Out the Gene

Electroporation

= Gene of interest ==

Homologous

recombination
Selection with

resistance marker

@@

DICEITEC



Osnova

Analyza fenotypu a potvrzeni pfiCinné souvislosti
fenotypem a inzer¢ni mutaci

. kosegregacni analyza

. identifikace nezavislé inzeréni alely

. vyuziti nestabilnich inzerénich mutagent a
izolace revertantnich linii

. komplementace mutanta pomoci transgenu

mezi



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

pritomnost vice inzerci v jedné linii
moznost vzniku nezavislé bodové mutace

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



Kauzalita mezi inzerci a
fenotypem

= Kosegregacni analyza

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

+ ++ + +++ ++ +

L
e » . «— Ckil::En-1
ot ’“ - - “ e

i o cemec



Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci
novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

transpozony se cCasto vyznacCuji excizi a reinzerci do blizké
oblasti-vyuziti pfi izolaci novych mutantnich alel

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



Fenotyp Sesuli cki1::En-1/CKI1

cki1::En-1/CKI1 CKI1/CKI1

CHCEITEC



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 sSesuli mutantnich i
Sesule standardniho typu 1

Analyza potomstva
* potvrzeni absence inzerce pomoci PCR

* PCR amplifikace a klonovani Casti
genomové DNA v misté inzerce

* sekvenovani



Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci

novych stabilnich mutaci a revertantnich lin

aattcaagicgtCACTACAAGA . ! En-1 TCTTGTAGTGCgtggagac

A. aattcaag cgt\gga/gpa-rc taclact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
N s sSIR G DY|Twy T Q@ TV DQ L TG

B. aattca agf ggt acgfact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
N s slGTl|Itrw Yy TQq TV DQLTG
C. aat tca agt cgt acg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
N $ S RTETTLGT L K P WIS

D. aat tfca agt cge gtg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
N S S RV ETTLGTL K P W S8

nry



Potvrzeni fenotypu cki1::En-1/CKI1

2. lzolace stabilni mutantni linie

 analyza fenotypu segreguijici populace (CKI1/CKI1 CKl1/cki1::En-1)

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

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

* sekvenovani



Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci

novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

aattcaagicgtCACTACAAGA . ! En-1 TCTTGTAGTGCgtggagac

A. aattcaag cgt\gga/gpa-rc taclact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
N s sSIR G DY|Twy T Q@ TV DQ L TG

B. aattca agt ggt acqg act tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
NS S[GT] TWYTQTVDAQTULTG

C. aat tca agf cgt acg pag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
N §$S SR TJE T T L GT L K P WII S

D. aatfca ag‘ cgc gtg bag act aca ctt ggt aca cfc aaa ccqg tgg atc agt taa
N S SR VI|E T T L GT L K P W S8




Komplementace
mutantni linie

S s ToeTow

[ e— vlastni promotor
NGO kodujici oblast/genomova DNA genu zajmu

T o ceTec



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

DICEITEC



Klicove koncepty

= Jak reverzni genetika zkouma gen a jeho
funkci?

: Cilené umlceni genu
= Vyhledani v knihovnach inzerénich mutantu
= Homologni rekombinace

: Analyza fenotypu

I Potvrzeni pfiCinné souvislosti mezi fenotypem a inzerCni
mutaci

. kosegregacni analyza
. identifikace nezavislé inzeréni alely

- vyuziti nestabilnich inzernich mutagent a
izolace revertantnich linii

. komplementace mutanta pomoci transgenu



Diskuse



