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Osnova
(dokonceni prednasky 02)

= Postupy ,pfimeé® 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




Prima a reverzni

9

= Pr

prostfednictvim pfimé a reverzni genetiky

=  |dentifikace sekvencné-specifického

= Analyza exprese daného genu a jeho

enetika

incipy experimentalni identifikace genu

Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika pfima

mutanta a analyza jeho fenotypu
=  Genetika reverzni

Casoprostorové specifity

o CEITEC




Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostfednictvim pfimé a reverzni genetiky

Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika pfima




Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostfednictvim pfimé a reverzni genetiky

Zména fenotypu po mutagenezi
=  Genetika pfima




|dentifikace CKI1 aktivacni
mutagenezi

o CKI1 overexpression mimics cytokinin response

ctrl1 Plasmid Rescue 42 Pro35S::CK1

NO
hormones

Kakimoto, Science, 1996

PCEITEC




Signal Transduction via MSP

AHK sensor histidine kinases
« AHK2

+ AHK3

+ CRE1/AHK4/WOL

J

HPt Proteins —@D—

« AHP1-6
Response Regulators
* ARR1-24
NUCLEUS m REGULATION OF TRANSCRIPTION

—5—

INTERACTION WITH EFFECTOR PROTEINS

| G cerec




Prima a reverzni
genetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostfednictvim 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

CKI1/ckit-i CKI1/CKI1

Hejétko et al., Mol Genet Genomics (2003)

ISP CEITEC
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CKI1 and
Megagametogenesis

o ckit1-iis not transmitted through the female gametophyte

A. & wtx & CKI1/cki1-i

I ‘ CKI1 specific primers (PCR positive control)

B. & CKl1/cki1-i x & wt

C. & wtx £ CKl1/ckit-i

I ’ cki1-i specific primers ‘

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

Megagametogenesis
FGa /

produce male
gametes
Ovary.
eggs

(carpels) | Ova

Sepals

Nucellus

Embryo sac

Integuments

ISP CEITEC
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CKI1 and
Megagametogenesis

FG@sate FG5
CKiI1 ckil-i 28 HAE

ISP CEITEC
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Prima a reverzni

9

enetika

= Principy experimentalni identifikace genu
prostfednictvim 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

Casoprostorové specifity

o CEITEC
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CKI1 is Expressed During

Megagametogenesis
ir o8 e
|
FGO-FG1 EaaEe 1
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Paternal CKI1 is Expressed in the
Arabidopsis Sporophyte Early after

Fertilization
2 wtx & ProCKI1:GUS

23 HAP
(hours
after
pollination)

Hejatko et al., Mol Genet Genomics (2003)

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

NAHODNA MUTAGENEZE

EMS .
- > T-DNA

|

1. IDENTIFIKACE FENOTYPU e 1.1ZOLACE SEKVENCNE
¢ SPECIFICKEHO MUTANTA

2. GENETICKE MAPOVANI
2. IDENTIFIKACE FENOTYPU

3. GENOVA IDENTIFIKACE
-pozi¢ni klonovani 3. PRUKAZ KAUZALNIi SOUVISLOSTI

‘ Eretro)transposons MEZI INZERCI A FENOTYPEM
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Osnova

Metody identifikace sekvencné specifickych mutantd

= pfiprava sbirky mutantd

= vyhledavani sekvencéné specifickych mutanta
pomoci PCR

= vyhledavani sekvencéné specifickych mutantl v
elektronickych databazich

= vypinani genl (knocking-out) pomoci homologni
rekombinace

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

= kosegregaéni analyza

] identifikace nezavislé inzeréni alely

" vyuziti nestabilnich inzerénich mutagent a
izolace revertantnich linii

= komplementace mutanta pomoci transgenu
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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
mize byt aktivovan kfizenim s linii nesouci
En/Spm transpozon

T-DNA

zcela stabilni, jeji inzerce vSak mulze vést k
chromozomovym pFestavbam (inverze, delece,
transpozice)

21



Knihovny inzercnich
mutantu (u rostlin)
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Knihovny inzercnich
mutantu (u Zivocichu)

»

EF1ALMi [on [ EF1P | Tra [pA w0 2500

-+ l 28 E 2000
MiLRneo neo |[sp P g
ﬂ j; . 1000 &
E 10 = I

Transfekce do lidskych bunéénych kultur (HeLa) nebo z S == 500

mysSich embryonalnich kmenovych (ES) bunék :
| ik ‘ :

Genes with multiple integrations

vytvofeni populace mutantnich bunéénych linii

\/ i i Cloned
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Technologii inzeréni mutageneze Ize vyuzit i u zivoCichu. Zda se vyuzivaji
napf. transpozony odvozené z Drosophily (transpozon Minos, viz schéma
vlevo nahore (Klinakis et al., 2000). V tomto pfipadé bylo nutne provést
kotransfekci s tzv. helper plasmiem, kédujicim transponazu (neautonomni
transpozon). Neo kéduje rezistenci k neomycinu, Sipky ukazuji smér
transkripce fizeny pfislusSnymi promotory, pA je polyadenylaéni signal, ori
je pocatek replikace viru SV40, S-P je promotor téhoz viru. Pro identifikaci
inzerci ,in frame* se zasazenymi geny Ize vyuzit transpozony, obsahujici
fuzi akceptorovych mist sestfihu s ORF reportérového genu, napf. lacZ-
neo (bez AUG kodonu). Tento pfistup umozriuje identifikovat inzerce do
aktivnich genu prostfednictvim selekce inzerénich mutantd na rezistenci k
neomycinu, resp. vykazujici B-galaktozidazovou aktivitu (Klinakis et al.,
2000).
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Osnova

= vyhledavani sekvenéné specifickych mutanta
pomoci PCR

Lrojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

24



|zolace sekvencné specifickych
mutantu

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

* tfrojrozmérné vyhledavani pomoci PCR

25



|zolace sekvencénée specifickych
mutantu

»1rojrozmérné“ vyhledavani pomoci PCR

[}

izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a vytvoreni

souhrnnych souborG DNA (,trojice®, fady a sloupce trojic a jednotlivé podnosy)

3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)
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|zolace sekvencénée specifickych
mutantu

= Trojrozmérné“ vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a
vytvoreni souhrnnych soubordi DNA (,trojice”, fady a sloupce trojic
a jednotlivé podnosy)
identifikace pozitivni ,trojice* pomoci PCR, blotovani PCR produkt
a hybridizace s genové specifickou sondou

Zaklady genomiky Ill, Pristupy reverzni a pfimé genetiky

27



|zolace sekvencénée specifickych
mutantu

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

fooa0oYfo0000k00000
i i L
e 0
28x3 tray pools 0009939593399 felelole] folo]
300 | oocoollo00eg)
(05000450000} 00000800000 80000

v

V'Y aV'd

{
pool 28

CKI1

J—

En-8130

(2x2x28=112 PCR reakci)

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou




|zolace sekvencénée specifickych
mutantu

= Trojrozmérné“ vyhledavani pomoci PCR

[}

m}

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 genoveé specifickou sondou

identifikace pozitivni linie pomoci Identifikace pozitivniho
Jacu®, fady a sloupce

Zaklady genomiky Ill, Pristupy reverzni a pfimé genetiky
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|zolace sekvencénée specifickych
mutantu

s VLB OB N U] 5 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 5 column pools
En1 CKI1

J—

1262

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

J—

En-8130 1262 Celkem 112+15=127 PCR reakci

(2x2x28=112 PCR reakci)

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou




Osnova

hybridizace s produkty iPCR na filtrech

31



|zolace sekvencné 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 sekvencné specifickych

mutantu

Hybridizace s produkty iPCR na filtrech

izolace genomové DNA z
jednotlivych rostlin mutantni
populace

Sté&peni restri¢ni endonukleazou
ligace, vznik cirkularni DNA

inverzni PCR (iPCR) pomoci T-DNA
specifickych primerd

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

hybridizace s genové specifickou
sondou

PCEITEC
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Osnova

= vyhledavani sekvenéné specifickych mutanti v
elektronickych databazich

34



|zolace sekvencné 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 "ampilification” with primer annealing to T-DNA

{mostly LB}
4

=

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

o
—

sequencing with another nested T-DMNA primer

I

s

GABI-Kat (MPIZ, KéIn)

ISP CEITEC
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Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzercnich

mutantl

slnsert_SALK:029311: Ordsr line 029311 | View in AGR
Length - 450

Score - 4B4 bits (244), Expect - =-115
Identitiss - 200/253 (90%)
Strand = Plus / Minus

Query: 1450 atta tetatata tacttat 1508
HIIIHIHIIIHIH T LCEEEEEETEEETERE LT
Sbjet: 458 atta tbtatata tacttat c 400
Query: 1510 1560
HIIIIHHIIIIHHIIIHIIIIIIHHIIIIHHIIIIHIIHIHIIIHI
Sbjet

gtoctoaatg 340

Query: 1570 tgeeq aggacat tatttcacatggtacactsatag 1620

Sbjet: 338 tgttgottgtagyacatttgtgagtatgtcasaaacttattbcacatggtacacteatag 280

Query: 1630 tgttggatogaas 1680
HIIIIHHIIIIHHIIIHIIIIIIHHIIIIHHIIIIHIIIHHIIIIH
ege

Ebjer: 275 tggatogaat 220

Query: 1650 argattccaaac

Ebjer: 215 atgattocsaac 208

Score - 111 bits (E6), Hxpect = Be-13
Identitica - 77/B4 (91%)
Strand - Plus / Flus

Query: 1913 tacare tatcastatate tegtoattroac 1882
R N e A
tacate toaatatate tetoac 72

Ebjer

Query: 1983 trootraactaatcacatasatga
HIIIIHHIIIHIHIIIHI

Ebjet: 72  ttocttaactaatcacatasatga 96

Ebjct: 291 ccagottotagaaget t 233
Aur nsen paze ¥IEW GSTEICA INIDIMANCN. 0 INSEL SEqUENCes N AL

CEITEC
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Vyhledavani v elektronickych knihovnéchr inzerénich mutantu

start transkripce

;1 923

cactcgatttcacatt AATTATTCACT

NURERRRRARARARRRARAnAn

gtgactaaagtgtaattaataagtga.........
13

1 Gl FG2 449,
Illb (+56)

E— Exon

— Intron
| Trensmembranova oblast
Duplikace
mm— En-1 element

AL CEITEC
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Osnova

= vypinani genud (knocking-out) pomoci homologni
rekombinace

38



Knocking-Out the Gene

PCEITEC
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Osnova

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

= kosegregacni analyza

= identifikace nezavislé inzeréni alely

= vyuziti nestabilnich inzerénich mutagenl a
izolace revertantnich linii

= komplementace mutanta pomoci transgenu

40



Pro€ je nutné analyzovat pfi€innou 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)

41



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

T

e GosTec




Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci
novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

transpozony se Casto vyznacluji 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
mutantl

43



Fenotyp Sesuli cki1::En-1/CKI1

cki1::En-1/CKI1 CKI1/CKI1

ISP CEITEC
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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
Sesule standardniho typu 1

Analyza potomstva
* potvrzeni absence inzerce pomoci PCR

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

» sekvenovani

45



Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci

novych stabilnich mutaci a revertantnich linii

— \\\\\
" T
7 T
/ \\\\
ey " T
aattcaagtcgiCACTACAAGA . En-1 TCTTGTAGTGCYlggagact
\ ——
\ o

| R

A. aat tca agl cgt'gga gac taclact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
N S SIR. G D Y[JTWY T Q TV DQ L TG

B. aattca agf ggt acgjact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
NS SJGT]JJtTw Y TQ TV DQILTG
C. aat tca agt cgt acg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
NSSRTETTLGTL KPWI S

D. aat fca agt cge gtg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
NSSRV ETTLGTLKPWI S
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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 fenotypem-identifikace rostlin bez inzerce

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

« sekvenovani

47



Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci
novych stabilnich mutaci a revertantnich lin

,// . n B
aattcaagtcgiCACTACAAGA 4 En-1

\ i
\ .

\ i
A. aat tca agl cgt'gga gac taclact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
N S SIR. G D Y[JTWY T Q TV DQ L TG

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

N s s[GT]

C. aattca ag
N S8 S

TW YTQTV DOQLTG

cgt acg
R T

ag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
E T TLGT LK PWI S

D. aat fca ag
N S S

cge gtg
R V

bag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
E T TLGTLKPWI S

=y
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[—

Komplementace
mutantni linie

e o S 00

vlastni promotor

IS coE  kodujici oblast/genomova DNA genu zajmu
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Komplementace
mutantni linie

WT(Col- cop1-4 p35S:: p356S:: p356S::

0) AtCOP1 OsCOP1 PpCOP1
1-5 16-10 9-8
cop1-4

Ranjan et al., 2014

ISP CEITEC
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Klicové koncepty

= Jak reverzni genetika zkouma gen a jeho
funkci?

=  Cilené umi€eni genu
= Vyhledani v knihovnach inzerénich mutantd
= Homologni rekombinace

] Analyza fenotypu

= Potvrzeni pficinné souvislosti mezi fenotypem a inzer¢ni
mutaci
= kosegregacni analyza
= identifikace nezavislé inzeréni alely
= vyuziti nestabilnich inzerénich mutagend a
izolace revertantnich linii
= komplementace mutanta pomoci transgenu

b CEITEC

oA
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Diskuse
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