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Gén

Az oroklodés egysege

Tulajdonsagot hataroz meg

A genom kodolo része (~1% eukaridtaknal)
— Feherje

— tRNS

— IRNS

— MIRNS

— SIRNS

— Stb.

Nem kodolo reszek — ,junk DNA™-elavult
elnevezes

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
Mezbégazdasagi Intézet Eva Csaba



Just because of you don’t understand,
you Can’t Call us “Junk”!

ber 13.




Mindségi és mennyiségi tulajdonsdgok,

» Azok a tulajdonsagokat amelyek mértékegységgel
nem, vagy csak nehezen mérhetok, kialakulasuk
kevéss¢ fligg a kornyezet hatasatol, mindségi
tulajdonsagoknak nevezziik. Megnyilvanulasukat
egy vagy néhany gén hatarozza meg. Pl: betegség
ellendllosag

» A mértékegységgel mérheté tulajdonsagok,
amelyek kialakulasaban a kornyezet hatasa B
jelentds szerepet  jatszik: mennyiségi S 0TS
tulajdonsagok. Kifejezodésiik altaldban sok gén @ S i
kolcsonhatasanak eredménye pl: termoképesség A S HE

(ﬂ’ Agricultural Institute 2012. oktdber 3.
Centre for Agricultural Research
Hungarian Academy of Sciences ﬂészéms?(ﬁra




Minosegi jellegek

* Quantitative trait |
loci (QTL)

« Pelda: leafy
silokukorica

35.000 ppa 28,000 ppa

M TA . ATK 2018. szeptember 13.

Mez6gazdasagi Intézet Eva Csaba




Génazonositas céljal

» Alapkutatas
— Bioldgiai folyamatok megeértése

» Alkalmazott kutatas
— Novenynemesitées tamogatasa
— Magasabb termésbiztonsagu, megnovelt
stressztlrésu, jobb viz és N hasznositasu,
magasabb fotosz. hatekonysagu, kedvez6bb

beltartalmi ertekd, iparilag jobban
feldolgozhato, stb.

M TA 9 AT K 2018. szeptember 13.

Mez6gazdasagi Intézet Eva Csaba




Gén azonositas fobb modszerei |.

* Genetikai téerképezeés
— Két szulds terkepezd populaciok
— Széles genetikai bazist képviseld fajtakor

« Random mutagenezis
— TILLING
— ECOTILLING

Eddig hagyomanyos modszerek?

* Teljes genom szekvenalas

« (Génexpresszids mintazatok elemzése
— CDNS-konyvtar készitése
— Microarray
— Transzkriptom szekvenalas

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
Mezbégazdasagi Intézet Eva Csaba



Gén azonositas fobb modszerei |l.

* Modell novenyek
— Mutansgyuljtemény
— Uj generacios DNS-szekvenalas
— Szekvencia-osszehasonlitas, annotacio

 Talalt gén funkcidjanak vizsgalata
— Tultermeltetés
— Csendesités
— Kiutés
— Stb.

* Génszabalyozas vizsgalata

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
Mezbégazdasagi Intézet Eva Csaba



Genetikal téerkepezeés

* A génterkepezes soran a genek egymastol
valo tavolsagat, a genomban valo
viszonylagos elhelyezkedésuket hatarozzuk
meg anelkul, hogy valdéban
megszekvenalnank a DNS-t.

2018. szeptember 13.
Eva Csaba




Terképezes haszna .

Citogenetika

Itt Aegilops biuncialis kromészomarész athelyez6dését kovették buza
kromoszdémara

Megnovelt Zn és Mn tartalom
Farkas és mtsai. Genome 2014

Fig. 1. Molecular cytogenetic identification of 3MP(4B) substitution (a, b) and 3MP".4BS centric fusion (c, d). (a, ¢) GISH discrimination of 3MP
(green) and wheat (brown) chromosomes. (b, d) FISH using Afa family (red), pSc119.2 (green), and pTa71 (yellow) repetitive DNA probes. The
FISH pattern of the missing 4B chromosome can be seen in the insert. Scale bar = 10 pm.




Terkepezes haszna ll.

» Marker-assisted selection
— Szinténia - kapcsoltsag
— Morfologiai markerek
— Oregon Wolfe-barley lines
— http://news.gramene.org/node/314

2018. szeptember 13.
Eva Csaba




1 (7H)

0.0

ABGT704

14.2

Bmag0007

339
44.3 —

ABG380
—— HVCMA

496 -‘i- Bmac0187

624~
65.9 —
68.2 /1
70.1

816

942

X1

— c047B

\ewes
808

nud

lks2

104.0 —}-
107.1 -1

117.3

|- Bmag0120
—~ WG380B

Ris44

132.5

142.6 —
146.9 —
1563.6 —1

172.0 —

| I

1756 —

ABC253

- ABG461A
— WG380A
=X1.2

L— HVM5

~ ThA1

Oregon Wolfe Barley Map

4 (4H)

0.0 MWG634
216 \/; MWG077
24 4 [ HYM40
312 CDO542
323\ / CDO122
37.3 -\ 1/, hvknox3
409 \\H/, Dhn6
429 ABC303
53.1 HVM3
642\, X4.1
65.2 gsé Bmag0353
66.2 —1— X4.2
69.6 7| | Bmac0186
846~ | - ABG4T72
88.2 X4.3
975~ |- KFP221
100.0 /ZQ 6528
102.7 7 1+ ac0701
109.37 [ | \ X4.4
119.6 -7 N\~ Hsh
12067 | | \HVM67
1324 /A X4.5
1344 ABG601

6 (6H)
5 (1H)
— 0.0 —=— Bmac0316
4.0 —T1— MWG620
0.0 Rh
8.8\, Act8A
15.6 kAzmil N B
21.2\\{_/, MWG837B §§;3 H mwggg%g
245/ MWGB37A
29.0 ~ ][~ Bmac0399 494 L X6.1
30.1 g~ X5.1 545~ - ABG458
36.3 BCDO98  62.0~)1-X62
486 )| X5.2 68.7 ~ ]| - HYM31
58.3~ | - Bmag0211 705 ARG
592 T [~ ABG494 716 N Bmag0009
68.9 X5.3 81.1 7 X63
754 ABC160 88.1 N Bmac0218C
850~ | 0144A 9387 || > ABG388
883 —— Bmag0113A103.3 | [ MWG820
el '\B",:VGmGA 1216~ -X6.4
* —
1192, MWG2028 124:6 [~ MWGa34
| 132.0 —1 [~ Teft
120.8 ~\=Y/- ABC261 P N
2711 x6a 52T 00
130.3 ——t— WMC1E8 :
133.8 7R MWG912
137.1 ABG387A 1650 X6.6

7 (5H)
0.0~~~ MWG618
55~ 1 -ABC483
6.6 [> ABG610

290 ABG395
38.2 —{|—Bmac0273B
45 3 —{{— Bmac0096
49.8 —fgr— KFP002
68.3 ABC302
m
102.0 Bmag0113D
126.8 ABG003B
149.8 -] |- MWG877
151.9 T [~ XT7.1
163.6 ABG496
1828 ABG391
1914 ABC622
201.3 Bmag0113C
210.5 ——— MWG602A

2 (2H) 3 (3H)
00 ABG058
8.8\, DAK605 0.0 —— BCD907
14.8-\|_|/, ABG008
392\, x2.1
424 \ Pox
558 MWG949B 264 ——+— ABCI171A
60.6 Hot1 315 - X3l
618 EBmac0684 413 60
66.3 ABG356 o
7o g0113 622~ L-alm
‘ 67.9 ~_|- Bmac0209
84.1 Bmac0144F 707 —1— ABC325
oro \ér:mlzgous 7467 18 ~BCD1145
1042 MWG503 83.0 Bmac0067
182-? )"2'2W3684"'E 998 Bmag0225
: - 106.2 HVM60
106.7 KFP203
110.0 MWG882A 194 X3.2
124.9 72 12532 S ABG499
137.8 \ mac0415 129.3 / BN
1395 cnx1 ’ ’
]g?;? =i 250 1497 Pub
164 4 \f/mG720
1702~ [~ X25
1727 we 169.4 MWGS83
18037 N MiGoea 1837 [ HVME2
' 1918 ABC805
@ Centromere 202.0 ——>— ABC172

Agricultural Institute

Centre for Agricultural Research
Hungarian Academy of Sciences



Marker Rapcsoltsdgi térképek,

» Genetikai markerek
A genetikalr markerek az vizsgalt szervezetek kozott genetikai kiillonbségeket teszik

lathatova.
r ;\lorfol()giai marker Szamuk korlatozott megnyilvanuliasuk
» Biokémiai markerek Kornyezeti hatastol és

Fejlodési allapottél fiiggé

» Molekularis markerek
» Nukleotid azaz DNS szintu variabilitas vizsgalatara alkalmasak. Szamuk Korlatlan,
megnyilvanulasuk nem fiigg a kornvezeti hatasoktol. Az idealis DNS markerre jellemzo a
nagyfoka polimorfizmus
»  koddominans éroklodés
Gyakori elofordulas
»  Koinnyu hozzaférhetoség /
»  Reprodukalhatosag

Pl
( Morfoligiat marker ] [ Biokémiai mark;r] [ Solafulieis marker ]

~N
Kodolo Nem kodolo

Agricultural Institute 2012. oktober 3.
2 uettrde dor Agricultural Research Mészaros Klara
Hungatian Academy of Sciences “‘mm



Biokémiai markereR

[zoenzimek: Az emzimek all¢l tiusait kiilonboztet: meg

Elektroforézis vagy specialis festes segitseégevel tehetok lathatova

FEFE FSSS FFSS FFFS SSSS
+

.’ Agricultural Institute 2012. oktéber 3.
.‘ Centre for Agricultural Research oy =
Hungarian Academy of Sciences Mészdros K[ara




Marker Rapcsoltsigi térképek.

» Molekularis marker technikak
wyal

PLIR UL
?uu‘:“ ! v

» Hibridizacion alapulé
RFLP

T T — L T—"
et (111t hl ;;;* — S ——— . ... i o)

g o BE====———= PCR alapu markerek

’:_—;-_‘i?_—-ﬁ_:* — » ismeretlen kromoszomalis elhelyezkedésii: RAPD, AFLP
=
H

~ ismert kromoszomalis elhelyezkedésii: SSR, STS

» funkcionalis markerek: EST, SNP, Tillling

» HTP marker technikak (DArT)

» Szekvencia alapu
Uj genericiés szekvenalas (Illumina platform)

Agricultural Institute 2012. oktéber 3.
Centre for Agricultural Research
Mészaros Klira

Hungarian Academy of Sciences




Marker Rapcsoltsdgi térképek.
» Molekularis marker technikak

ismeretlen kromoszomalis elhelyezkedés:
» RAPD (Randomly Amplyfied Polymorphic DNA),
Nagyfoku polimorfizmus
Reprodukalhatosaga fiigg a kisérleti koriilményektol

A termék szekvenalasa utan specifikus primer tervezheto (SCAR) Kodominansa
teheto

» CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Secuence)

A random amplifikacio soran kapott monomorf mintazat (azonos méret, de
kiilonboz6 szekvencia) restrikcios hasitassal polimorffa tehet6. Kodominans

» AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorphism)

A genomi DNS restrikcios emésztésén és a fragmantumok szelektiv PCR

s rer

eredményez, lokusz-specifikus markerek fejlesztése nemhez.

Agncul_tural Institute o 2012. oktéber 3.
2. &ﬂéh(ﬂé&m‘rﬁgricultural Research Meészaros Klara — 3
Hungarian Academy of Sciences Mészdros Klira



Marker Rapcsoltsdgi térképek.

Molekularis marker technikak

» ismert kromoszomalis elhelyezkedésii:
» SSR (Simple Sequence Repeat)

Fajtol fiiggoen a genom 10-90% monoton ismétlodo nukleotid
motivumokat tartalmaz (AC, AG, CG, TA, AG/TC, AC/TG)

A hatarszekvenciakra tervezett primerekkel hossz polimorfizmus
mutathato Kki.

Jol hasznalhato genotipizalasra, ujjlenyomat meghatarozasra.

» STS (Sequence-Tagged-Site)
Egyedi szekvenciaju rovid DNS szakasz
Kromoszomalis elhelyezkedése ismert
Igen gyors és megbizhato eszkozzé valt a genetikai vizsgalatokban,
mely térképezésre és markerszerlekciora egyarant hasznalhato

Agricultural Institute 2012. oktéber 3.
Centre for Agricultural Research s .
Hungarian Academy of Sciences Mészdros Kﬁzm



Genetikal terkepezés modszere |.

° Mendel |: uniformitéS, 6.4. tablazat. Az Y/v; R/r x yly; rir tesztel0 keresz-

tezésbol szarmazé utdédok geno- és fenotipusa. Az Y/y és

ket ge n az R/r allélok Kiilénb6z6 kromoszoémak részei.

- P:YYRRxyym _
— F1: 100% Yy Rr arsejek | genotipusa | AZUO0K | jpucok
genotipusa v, r aranya

N Y: R Yyv; Rr O sziloi |

° Mendel ,Illla flljggetlen Yor Yy, rr [ rekombinans 1

komb|na|0das—), V; R yy; Rr @ rekombinans 1

visszakeresztezés hom. vir |y ® szil6i .

rec. szulovel (teszteld

keresztezés) dominans- A fenotipusok: O = sarga és gombdolytli; [ = sarga és

recessziv oroklodeés
— F1L: Yy Ry x P2:yy Ir

http://web.med.u-szeged.hu/mdbio/hun/anyagok/2012-
2013/1.felev/ismge/8/Mendeli_genetika,kapcsoltsag..pdf

szogletes; @ = zold és gombdolytl; B = zold és szogletes.

MTA:-ATK

2018. szeptember 13.

Eva Csaba




Crossing over

Mez6gazdasagi Intézet

DS AT
Homalagaus Chregeinaome Repanbingd
ChitmMOsCimas ISR NET ChT S e
algned
A A =
A g h
" C C
F-reiombrant
CIr MK imes
MTA ° ATK 2018. szeptember 13.

Eva Csaba



Genetikal terképezes modszere |l.
Kapcsoltsag

F1: Aa Bb x P2: aa bb

Kapcsoltsag eseten
nem fuggetlen a
kombinalddas

Eltéerés az 1:1:1:1
aranytol

0,01 (vagy 1%) )
rekombinacios egyenlo
1 terke egysegﬁ/le
(ceng organ, cM)

Itt 10%, 10 cM

6.5. tablazat. Az Ala; B/b X ala; bib teszteld keresz-
tez€ésbdl szarmazo utddok geno- és fenotipusa. Az A/a €s
az B/b allélok ugyanannak a kromoszomak a részei,
kapcsoltan 6roklodnek.

A néi A hll’l’]lVfil’SE:_]tEk Az utédok | AZ u}‘fmd
1varsejtek genotipusa Housa tipusok
genotipusa a b PUs ardnya'
A B A Blab ® |szildi 45
Ab A bla b % | rekombinans 5
a B a Bla b % |rekombinins 5
ab a blab @ | sziilol 45

A fenotipusok: ® = sotét, karéjos sziromlevelek; 7¥ =
fehér, csipkés sziromlevelek; # =

fekete, csipkes

sziromlevelek; & = fehér, karéjos sziromlevelek.

' = egy példa.

MTA-ATK

Mezégazdasagi Intézet

2018. szeptember 13.

Eva Csaba
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Ontermékenyiil8 novények térképezési populdcidinak,

{866 thpusai
i X Fs
l Chromosome induced doubling
F, of pollen microspores
/®Fl\*00uble?iha loid
. BL LT
. S
L LIRS
L
L

2012. oktdber 3.
Mészdros Kfdra




Dihaploid technika

Pollen mikrospora-
szovettenyeszet,
novényregeneracio

Spontan/indukalt (pl. kolhicin)
diploidizacio - stabilizacio

Tiszta torzs gyors létrehozasa

http://knowpulse2.usask.ca/portal/
project/Doubled-haploid-and-
rapid-generation-turnover-grafting-
Interspecific-hybridization-
embryogenesis-and

Anther culture and regeneration of in
vitro plants after stress pre-treatments

:

MTA-ATK

Mezégazdasagi Intézet

2018. szeptember 13.
Eva Csaba



Széles genetikai bdzisi fajtakor — asszocidcids
genetika

» Hagyomanyos két-sziilos térképezo populaciok hatranyai:
» Eloallitasuk 1do6 €s munka 1gényes
» Lokuszonként csak két allél hatdsanak vizsgalatara van mod

» A két sziilo kozti hasonlosag korlatozza az egyes gének
azonositasi lehetosegeit

» Adott populacioban azonositott QTL csticshoz szorosan
kapcsolt marker nem polimorf a nemesitési anyagban

Agricultural Institute 2012. oktéber 3.

Centre for Agricultural Research oo =
Hungarian Academy of Sciences Mészaros Klira




Széles genetikai bazisi fajtakor kivdlasztdsa

el T

Széles korii Genotipizalas
fenotipusos molekularis
jellemzés (kiilénboz6 markerekkel (pl >
kérnyezet, tobbszéri AFLP, SSR, DArT,
ismétlés) SNP)

LD jellemzése a
marker adatbazisra
alapozva

l l

h 4

Marker - tulajdonsdg asszocidcio
(megfelelé megkozelités alkalmazdsaval) | ——__

Y

Tulajdonsdggal kapcsolt markerek

Populdcio szerkezet
meghatadrozasa
(struktira és
rokonsagi fokok)

azonositasa

Y

funkciojuk jellemzése

Azonositott lokuszok klonozdsa, bioldgiai

Karsai lldiko, 2012



Mesterseges mutacios populaciok — TILLING

SR

Seed mutagenesis Senerate 10 000 Generate 7 000
using EMS chemical M, lines M. families

http://www.botany.unibe
.ch/deve/research/projec

J_I_I_I_J.J:’I_J_I_I_I_I_I_l (2 . .
Y - == - ts/tefbiotech/index.htm
||||1|‘_||||r||| - -,
Enzymatic assay PCR amplification with DNA extraction
using CEL | nuclease labeled primers and pooling
S— =
FTTTTrrrn
Mutation identification Confirm mutation
in pools of samples in individual plant
MTA-ATK 2018. szeptember 13.

Mez6gazdasagi Intézet Eva Csaba



Geén azonositas — mesterseges
mutacios populaciok

 TILLING - Targeting Induced Local
Lesions In Genomes

O
e EcoOTILLING — normal kdornyezeti e~
MUtACiok Y HsC f.) O CHs

 Etil-metanszulfonat (EMS)
mutagenezis

— G-re etilcsoport

— Replikacié soran az QO°S-etilguaninnal
szemben gyakran timin

* Mutacio azonositasa — mismatch
buborek hasitasa (pl. T7, Cel |
endonukleaz)

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
Mezbégazdasagi Intézet Eva Csaba



TILLING — a modszer

Heteroduplex formaciok

RRT R AR
! l & / / e i/’;\flL PCR products

C T
heat

anneal P

‘C’j i

N
A c &
T \/
homoduplexes L §

heteroduplexes




TILLING

A 1R700 IR800

l—) N 4-2.4/—' b pr cn sca

CyvO)

JPCR

5 amplicon
W e—— -
B . B -

lDenaturing & re-annealing

C - .l ® . ;
T/ s 5 heteroduplexes
a/MNa
TN
Cel-I
heteroduplex digest
D =

il

/]

*

IR700 \ / IR800

full size complementary sizes

a modszer

Figure 1. Cel-l-based Tilling strategy. We prepared a genomic DNA
library from the mutagenized b pr cn sca/CyO, hb-lacZ fly lines and per-
formed a three-step (1,2,3) nested PCR reaction (A) for a particular gene
of interest. The third PCR reactions included the IRDye700 (red) and
IRDye800 (blue) fluorophores bound to the forward and reverse primers,
thereby differentially labeling the two ends of the amplicons (B). Then we
denatured and reannealed the fragments to generate balancer/mutant
heteroduplexes (C) that were digested by Cel-l (D). When a 5NP is pres-
ent, cleavage of the heteroduplexes generates two fragments labeled by
IRDye700 and IRDye800, respectively, which can be detected upon de-
naturing pelyacrylamide gel electrophoresis in a LI-COR setup. A typical
LI-COR signal shows two fragments with complementary sizes that must
sum up the original amplicon size. Subsequently, we sequenced the PCR
products to confirm the molecular lesions (see Methods).

 Winkler és mtsai.
Genome Research,
2005

MTA-ATK

Mezégazdasagi Intézet
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Eva Csaba



TILLING — a modszer

LI-COR 4300 DNA Analyzer

Agricultural Institute

Centre for Agricultural Research
Hungarian Academy of Sciences




TILLING

Elvalasztas
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Plant Biotechnology Journal (2017) 15, pp. 367-378 doi: 10.1111/pbi. 12631

mlo-based powdery mildew resistance in hexaploid bread
wheat generated by a non-transgenic TILLING approach

Johanna Acevedo-Garcia®, David Spencer’, Hannah Thieron', Anja Reinstadler’, Kim Hammond-Kosack?,
Andrew L. Phillips? and Ralph Panstruga'*

'Unit of Plant Molecular Cell Biclogy, Institute for Biclogy |, RWTH Aachen University, Aachen, Germany
?Department of Plant Biology and Crop Science, Rothamsted Research, West Common, Harpenden, Hertfordshire, ALS 2/Q, UK

Received 11 June 2016; Summary
revised 12 August 2016; Wheat is one of the most widely grown cereal crops in the world and is an important foed grain
accepted 24 August 2016. source for humans. However, wheat yields can be reduced by many abiotic and biotic stress

*Correspondence (Tel +49 241 8026655;
fax +49 241 8022637, email:
panstruga@hiol.rwih-aachen.de)

factors, including powdery mildew disease caused by Blumenia graminis f.sp. tritici (Bgt).
Generating resistant varieties is thus a major effort in plant breeding. Here, we took advantage
of the non-transgenic Targeting Induced Lesions IN Genomes (TILLING) technology to select
partial loss-of-function alleles of TaMlo, the orthelogue of the barley Mio (Mildew resistance
locus o) gene. Natural and induced loss-of-function alleles (mlo) of barley Mlo are known to
confer durable broad-spectrum powdery mildew resistance, typically at the expense of
pleiotropic phenotypes such as premature leaf senescence. We identified 16 missense mutations
in the three wheat TaMlo homoeologues, TaMlo-A1, TaMlo-B1 and TaMlo-D1 that each lead to
single amino acid exchanges. Using transient gene expression assays in barley single cells, we
functionally analysed the different missense mutants and identified the most promising
candidates affecting powdery mildew susceptibility. By stacking of selected mutant alleles we
generated four independent lines with non-conservative mutations in each of the three TaMio
homoeoclogues. Homozygous triple mutant lines and surprisingly also some of the homozygous
double mutant lines showed enhanced, yet incomplete, Bgt resistance without the occurrence of
Mio, hexaploid bread wheat, Blumeria  discemible pleiotropic phenotypes. These lines thus represent an important step towards the
graminis, plant disease resistance. production of commercial non-transgenic, powdery mildew-resistant bread wheat vaneties

Keywords: Targeting Induced Local
Lesions in Genomes, powdery mildew,
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Gén azonositas fobb modszerei |.

* Genetikai téerképezeés
— Két szulds terkepezd populaciok
— Széles genetikai bazist képviseld fajtakor

« Random mutagenezis
— TILLING
— ECOTILLING

Eddig hagyomanyos modszerek?

* Teljes genom szekvenalas

« (Génexpresszidos mintazatok elemzese
— CcDNS-konyvtar keszitése
— Microarray
— Transzkriptom szekvenalas

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Genom projektek

Arabidopsis (Nature, 2000)
Rizs (Nature, 2005)
Populus trichocarpa (Tuskan és mtsai. Science 2006)

Burgonya (Phureja fajtacsoport)
— Nature, 2011

Arpa genom (Morex fajta)
— Mayer és mtsai. Nature 2012

Buza genom (Chinese spring)
— Brenchley és mtsai. Nature 2012
— Annotalva: Appels és mtsai. Science 2018

Uj generacios szekvenalasi modszerek

— Jelenleg az lllumina cég ~1000 $-ért szekvenal egy haploid human
genomot (3,5 Gb)

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Sanger-szekvenalas (1977)

« Elotte alt. vektorba klonozas szukseges

« Kb. az 50.-t6l az 1000. nukleotidig olvashato

« Szekvencia a reakcio lezajlasa utan

« Uj primer tervezés, chromosome walking

« Vagy tordeles, klonozas ,shotgun sequencing”
« Genom-szekvenalasokra 2005 elott

* Uj modszerekhez hasonitva nagyon lassu

1 Reaction mixture
O O O * Primer and DNA termplate = DNA polymerase
= ddNTP& with flourochromes » dMTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP)

I I I wiodofa {3
HO—P—0-P—0-P-0 RS

- - | -
0O 0 0O BASE
o) w
2 g o ; (]
HO—P—O-P-o—H-0 - o
- BH M | |
Ny
[ p—
3 Capillary gel electropharesis
N separation o gments

parati f DMA fragm
I | Capillary g=l
v e
o ad
Laser ,I Detector w

deoxynucleotide triphosphate

P
HO-P—0-F—-0-F—0 . ; w
0 0 0 BASE . b
O 5 T T T ¥ |
L2k o o e o e o e e o 4J '

L o o o e e e e
r detection ef flourechremes
L1 m e e e 9= .{ d coamputatio I sequence analysis
LIk o o o e e e o e e e e o | Il! |I Il|||
dideaxynucleotide triphosphate N ——
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Uj generacios DNS-szekvenalasok

e Parhuzamosan sok, akar
millid minta szekvenalasa
(HTP: high-throughput
vagy massively paralel
sequencing)

* Vektorba klénozas nincs,
homogén templat
megoldasa: fragmentalas,
emulziés PCR

« Szekvencia valos idoben
(reakcio kozben)

Sanger sequencing

DNA fragmentation
s b— — =
¢ N EE e
o~
> — - ]
O —) —
~ e} e

in vivo cloning and amplification

OC

Cycle ooquencmg
N’ 1N ATADGAGC £ emplate)

prospeny - 4 (premer

| CTGATCT 7 o
CTGATCTA ,
CTGATCTAT 7 4
»

CTGATCTATG

CTGATCTATGC 7 4
olymeras c7 SATCTATGCY 27
dNTPs GATCTATGCTC 7 ,
Labeled ddNTPs ( GATCTATGCTCG
Electrophorsesis
(1 read/capillary)

Next-generation sequencing

DNA fragmentation
s - = ==
S = o ==
3
~

In vitro adaptor ligation

—
—>
B S

/Genevuhon of polony array \

Cyclic array sequencing
(> 10° rendwar my)
Cy

Cyoche 2

00
¢} 0@
G
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Uj generacios DNS-szekvenalasok

» Piroszekvenalas (automatizalva: 2005,
454 Lifesciences)

— Emulziés PCR, a cseppek bejuttatasa

szaloptikas lemez nanomélyedéseibe  EW.sonte —E===san0p onwp s phosphate
— fragmentalas, adaptor ligalasa, primer
csatalkozas, egyszerre egyféle dNTP

adasa (dATP hélyett dJATPaS — nem ooy iew s 7
luciferaz szubsztrat), ha beépul APS+PPI ATP ight
pirofoszfat (PPi) hasad le, ebbdl és a | P ——
adenozin-5 foszfoszulfatbol (APS) az s
ATP szulfurilaz ATP-t gyart, ha van AP i Luctorese
a luciferaz fényfelvillanassal reagal, Nuceotde ry \",/ﬂ =
maradék IAT_Il:(’I esthTE[ ellb_ontasa apir e ) I”;‘ﬁ';‘mm -
enzimme y CIKIUStT ISmetelni dNTP°}dNDP+dNMP+phosphate seen as a peak in the pyrogram

+ lllumina/Solexa szekvenalas oG+ o+ e+ rsrae

— szintézis kozben, reverzibilis
terminatorok

« SOLID (Sequencin%] by Oligonucleotid
Ligation and Detection)

— Ligalas alapjan

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Uj generacios DNS-szekvenalasi
modszerek alkalmazasai, korlatai

Fragmentalas, tordelés, ismetléesek—

Buzanal vagy mas poliploid genomnal
gyakran kromoszoma-szetvalogatas
szukseges

— Dolezel és mtsai. Biotechnology Advances
2014

Mas nbvénxnél e nelkul is mukodik, teljes
genom szekvenalas elérhetd atlag labor
szamara is

Elérhetd még

— 'IIZ'{)anszkriptom szekvenalas (néhany 100 e

— Microarray (néhany 10 e Ft)

Moricz Zsigmond: A
torok és a tehenek

Volt egy torok, Mehemed,
sose latott tehenet.

Nem is tudta Mehemed,
milyenek a tehenek.

Egyszer aztan Mehemed,
lat egy csomo tehenet.
En vagyok a Mehemed!
Mi vagyunk a tehenek!

Csudalkozik Mehemed,
ilyenek a tehenek?
Szamlalgatja Mehemed,
hany félék a tehenek.

Meg is szamol Mehemed
harom féle tehenet:
Fehéret, feketét, tarkat,
meg ne fogd a tehén farkat!

Nem tudta ezt Mehemed,
s felrugtak a tehenek!
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Chromosome suspension

Sheath fluid
Fluorescence
detector
Flow chamber »
Drop charging
Light source & signal

Forward scatter
detector

Deflection plates

Collection tube

Waste

Sorted chromosomes

DoleZel és mtsai. Biotechnology Advances 2014

Fig. 2. The mechanics of flow-sorting. Chromosomes
held in liquid suspension are stained by a
fluorochrome and passed into a flow chamber
containing sheath fluid. The geometry of the
chamber forces the chromosome suspension into a
narrow stream in which the chromosomes become
aligned in a single file, and so are able to interact
individually with an orthogonally directed laser
beam(s). Pulses of scattered light and emitted
fluorescence are detected and converted to electric
pulses. If the chromosome of interest differs in
fluorescence intensity from other chromosomes, it is
identified and sorted. The sorting is achieved by
breaking the stream into droplets and by electrically
charging droplets carrying chromosomes of interest.
The droplets are deflected during passage through
electrostatic field between defection plates and
collected in suitable containers.
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Kontrol prébak:
PCR-el
amplifikaljak
CDNS-konyvtar
alapjan

Microarray |.

Control Sample Experimental Sample
( i). \'/i i\
- Q. -
l mRNA extraction ‘
E Reverse Transcription, o
flourescent labeling
AN FAV VAV AV
ANANNS AANNS
" Combine equal amounts et
\ and hybridize /

Scan
=
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#ID_REF = Affymetrix probe set ID
#VALUE = GCOS-calculated signal intensity
= #ABS_CALL = the call in an absolute
I\/I I C rO ar ra I I analysis that indicates if the transcript was
®  present (P), absent (A), marginal (M), or no
call (NC)

#DETECTION P-VALUE = 'detection p-
value', p-value that indicates the significance
level of the detection call

ID_REF
AFFX-BioB-5_at
AFFX-BioB-M_at
AFFX-BioB-3_at
AFFX-BioC-5_at
AFFX-BioC-3_at
AFFX-BioDn-5_at
AFFX-BioDn-3_at
AFFX-CreX-5_at
AFFX-CreX-3 at
AFFX-DapX-5_at
AFFX-DapX-M_at
AFFX-DapX-3_at
AFFX-LysX-5 at
AFFX-LysX-M_at

ABS_CA
VALUE LL DETECTION P-VALUE
563P 0,00039
690P 0,000081
515,4P 0,00011
1872,1P 0,00006
2116,2P 0,000052
3951,1P 0,000052
9589,7P 0,000052
24038,8P 0,000052
33964,2P 0,000044
863,1P 0,000044
1811,3P 0,000169
2316,1P 0,000081
155,1P 0,000127
259,4M 0,050229
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Kaur és mtsai.
Frontiers in
Plant Science
2015

Késdbbi
munkak alapja

Microarray-nél
validalas
szukséges
(QPCR)
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Analysis of global gene expression
profile of rice in response to
methylglyoxal indicates its possible
role as a stress signal molecule

Charanpreet Kaur’, Hemant R. Kushwaha®, Ananda Mustafiz'', Ashwani Pareek”,
Sudhir K. Sopory’ and Sneh L. Singla-Pareek "

' Plant Molacwiar Biology Group, temationa’ Centre for Genelic Engineeniyg and Biotachmology, New Dedh, ndia, < Syrthetc
Biology and Biofuals Group, Infermational Cantre for Genetic Engineenvag and Biotechnalogy, New Dathi, indka, “ Stress
Plysiology and Malecular Bicfogy Labovatory, Schoaf of Life Sclences, Jawahardal Nehrw University, New Deth, (ndla

Methylglyoxal (MG) is a toxic metabolite produced primarily as a byproduct of glycolysis.
Being a potent glycating agent, it can readily bind macromolecules like DNA, RNA, or
proteins, modulating their expression and activity. In plants, despite the known inhibitory
effects of MG on growth and development, still limited information is available about the
molecular mechanisms and response pathways elicited upon elevation in MG levels. To
gain insight into the molecular basis of MG response, we have investigated changes
in global gene expression profiles in rice upon exposure to exogenous MG using
GeneChip microarrays. Initially, growth of rice seedlings was monitored in response to
increasing MG concentrations which could retard plant growth in a dose-dependent
manner. Upon exposure to 10 mM concentration of MG, a total of 1685 probe sets were
up- or down-regulated by more than 1.5-fold in shoot tissues within 16h. These were
classified into 10 functional categories. The genes involved in signal transduction such
as, protein kinases and transcription factors, were significantly over-represented in the
perturbed transcriptome, of which several are known to be involved in abiotic and biotic
stress response indicating a cross-talk between MG-responsive and stress-responsive
signal transduction pathways. Through in silico studies, we could predict 7-8 bp long
conserved motif as a possible MG-responsive element (MGRE) in the 1 kb upstream
region of genes that were more than 10-fold up- or down-regulated in the analysis. Since
several perturbations were found in signaling cascades in response to MG, we hereby
suggest that it plays an important role in signal transduction probably acting as a stress
signal molecule,



study

I High level tissue
ULLLLELLL LT B

High level age

Expresszios adatbazisok

https://www.arabidopsis.org/portals/expression/

http://solanaceae.plantbiology.msu.edu/

http://www.plexdb.org/

Age

http://www.wheat-expression.com/

High level stress-disea

Stress-disease

High level variety

Variety

roots, roots (n=69)
leaves/shoots, shoots (n=62)
spike, spikelet (n=60)

grain, whole endosperm (n=8)

grain, transfer cells (n=4)
grain, aleurone layer (n=12)
grain, aleu_endo (n=4)
f;rain, sta_endosp (n=14)
eaves/shoots, flag leaf (n=7)
leaves/shoots, leaves (n=42)
leaves/shoots, 2nd leaf (n=8)
grain, grain (n=96)

grain, endo+coat (n=3)
grain, seed coat (n=6)

spike, pistil (n=1)

spike, pist_sta (n=1)

spike, stamen (n=1)

spike, spike (n=12)
leaves/sEl:oots, seedling (n=2)
leaves/shoots, stem (n=6)

Traes 7DS 47B5A7FFF.1

|

10 15

=]
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http://www.plexdb.org/
http://www.plexdb.org/
http://www.plexdb.org/
http://www.wheat-expression.com/

cDNS-konyvtar készitese

mMA

« mMRNS atirasa cDNS-¢é oligodT- : g
vel (reverz transzknptaz) FIRST STRAND swmm{ Reverse transcriptase + 4dNTPS
, , Yy 5 mANA AMAA T
« C-k rarakasa az egyszalu cDNS YW s
3’ végere (terminalis ] Terminal ransforase +CTP
dezoxiribonukleozid-transzferaz,
Td T) & Ll AAAA CCC 3
3 CCcC T TTT 5
. Ll]g,OS k’eze|és vagy RNazH : lTreatMth alkali ta destroy ANA
emesztes
3" CCcc =ONA TTTT S
. O||godG primer Csatlako’zésa’ SECOND STRAND EYNTHESrSloIigﬂ-dG. Reverse transcriptase +4 dNTPs
komplementer DNS-szal .
szintézise (DNS-polimeraz) ¥ ccce TTTT 5 duplex cONA
» Vektorba klonozas, E. coli l
transzformacio priped fecis

Konyvtar készitése helyett PCR-ezni is lehet a cDNS-en rokon szekvenciara
tervezett primerekkel, majd klonozni és szekvenalni a PCR-terméket.
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Modell novenyek — cel

* A modell novenyekbdl kinyert
szekvenciak, a megszerzett
novenyélettani és novényi molekularis
biologiai ismeretek segitik a vizsgalt
novényen kapott szekvencia-adatok es
Kisérleti eredmények ertelmezéseét.

M TA 9 AT K 2018. szeptember 13.
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Modell novenyek

* Modell novenyek: ludfi
(Arabidopsis thaliana)
— Kis generacios id0o: 6-8 hét
— Diploid
— Kis genom: ~135 Mb (rizs:
420 Mb, buza: 17 Gb)

— Genomja mar 2000 o6ta
Ismert

— GABI-Kat T-DNS inszercios
mutansgyujtemeny 2002 ota

— Fontosabb okotipusok:
Columbia (Igol), andsberg
Erecta (LER)

— Konnyen transzformalhato
(Floral dip)

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Betegseg-ellenallo mutans

« AtRAP, a RAP-domeén feherjek Col-WT  atrap-1
kozervaltak, plasztiszfejl6dést Ve &
szabalyoznak

« AtRAP KO. mutans noveény:
novekedésgatlas, photobleaching,
de nagyobb Pseudomonas Katiyar-Agarwal és
reZiSZtenCia mtsai, Genes &

Development 2007
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Egyeb modellek

H /(4
Seeds

. Grains

+ (brown

, ¥4 rice)

* Rizs (Oryza sativa)
— A genom 2005 o6ta ismert
— Diploid, 420 Mb | |
— Jol transzformalhatd modes

— T-DNS inszercios ]
mutansgyljtemeény fejlesztés alatt

— Generacios id6: min. 2 hénap
— Nehezen nevelhet6

W/ Upper

leaves

Lower
leaves

« Szalkaperje (Brachypodium
distachyon)
— Diploid, 272 Mb genom
— Generacios id6: 8-12 het
— Konnyd nevelni

SENURRGNREY

o
=t
| =
R
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Szekvencia-osszehasonlitas

« BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Score

— |dentity

E-value (legyen min 104)

* A megfelelo adatbazisban blastolni!

nttps://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi altalanos

ttp://www.uniprot.org/blast/ buzara jobb

nttps://solgenomics.net/tools/blast/ burgonyara

nttp://brassicadb.org/brad/ repcere

Stb.

:
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.uniprot.org/blast/
https://solgenomics.net/tools/blast/
http://brassicadb.org/brad/

Queryld
BPPOM1
BPPOM1
BPPOM1
BPPOM1
BPPOM1
BPPOM1
BPPOM1
BPPOM1
BPPOM1
BPPOM1
BPPOMZ
BPPOM2
BPPOMZ
BPPOM2
BPPOMZ
BPPOM2
BPPOM2
BPFPOM2
BPPOM2
BPFPOM2

BPPOM2

* DNS szekvencia: 5°-3’

» Blast keresés eredménye |

BLAST

« Fasta formatum (igy sok szekvenciat
lehet blastolni)—

https://solgenomics.net/tools/blast/

Subjectld

PGSC0003DMC400032951
PGSC0003DMC400032952
PGSCO003DMC400051503
PGSC0003DMC400032949
PGSCO003DMC400051502
PGSC0003DMC400032955
PGSCO0023DMC400032961
PGSC0003DMC400032252
PGSCO003DMC400032952
PGSCO003DMC400032950
PGSC0003DMC400032953
PGSC0003DMC400032951
PGSC0003DMC400032952
PGSCO003DMC400032949
PGSC0003DMC400032949
PGSCO003DMC400051503
PGSC0003DMC400051502
PGSCO003DMC400032955
PGSCO003DMC4000329561
PGSCO003DMC400032952

PGSC0003DMC400032952

id%

96.43

84.03

§4.03

83.70

82.04

B83.71

95.58

90.21

91.59

90.91

88.77

96.85

84.65

83.82

100.00

54.02

83.62

86.16

96.46

91.601

91.89

Aln

952

952

833

828

540

224

113

143

107

83

88

a51

451

828

38

833

403

224

113

143

111

34

152

126

135

92

32

14

30

146

134

126

66

31

12

Gaps

qstart

1

1

125

125

124

276

378

337

395

188

188

1

1

124

1

124

259

275

377

336

390

gend
a52
Q52
a52
Q52
662
409
490
479
501
275
275
a51
951
951
38
951
661
498
489
478

500

sstart

253

253

371

254

376

120

444

30

182

410

410

2549

254

254

128

371

509

120

444

30

178

send

1204

1204

1201

1081

911

343

556

i72

288

495

495

1204

1204

1081

165

1201

011

343

556

172

283

evalue

0.0

0.0

e-162

e-162

6e-75

2e-47

le-45

4e-42

le-32

Be-22

2e-10

0.0

0.0

e-164

Te-13

e-162

4e-73

7e-50

4e-48

7e-47

6e-35

Score

1618

082

571

571

281

190

184

172

141

105

Q7.6

1647

728

579

75.8

571

276

198

192

188

149

Description

PGSC0003DMT400048684 Polyphenal oxidase
PGSCO003DMT400048685 Polyphenol oxidase A, chloroplastic
PGSC0003DMT400076055 Polyphenal oxidase
PGSCO003DMT400048681 Polyphenaol oxidase
PGSC0003DMT400076054 Catechol oxidase B, chloroplastic
PGSCO003DMT400048692 Polyphenaol oxidase
PGSC0003DMT400048703 Polyphenol oxidase
PGSC0003DMT400048706 Polyphenol oxidase B, chloroplastic
PGSCO003DMT400048706 Polyphenol oxidase B, chloroplastic
PGSC0003DMT400048690 Catechol oxidase B, chloroplastic
PGSCO003DMT400048686 Catechol oxidase B, chloroplastic
PGSC0003DMT400048684 Polyphenal oxidase
PGSCO003DMT400048685 Polyphenol oxidase A, chloroplastic
PGSC0003DMT400048681 Polyphenal oxidase
PGSCO003DMT400048681 Polyphenaol oxidase
PGSC0003DMT400076055 Polyphenal oxidase
PGSC0003DMT400076054 Catechol oxidase B, chloroplastic
PGSC0003DMT400048692 Polyphenol oxidase
PGSC0003DMT400048703 Polyphenaol oxidase
PGSCO003DMT400048706 Polyphenol oxidase B, chloroplastic

PGSC0003DMT400048706 Polyphenal oxidase B, chloroplastic

~BPpoMl ——S0rtores!
CCACCTCCTGATCTCTCGTCTTGTAGTATAGCCAGGATTAACGAAAATCA
GETGOTGCCGTACAGT TGT TG GCCTAAGCC TOATGATATGGAGAAAG
TTCCGTATTACAAGTTCCCTTCTATGACTAAGCTCCGTGTTCGTCAGCCT
GCTCATGAAGC TAATGAGGAGTATAT TGCCAAGTACAATCTGLCGATTAG
TCGAATGAGAGATCTTGATAAGACACAACCTTTAMCCCTATTGGTTITA
AGCAACAAGCTAATATACATTIGTGCTTATTGTAATGGTGCTTATAGAATT
GETGGCAAAGAGTTACAAGTTCATAATTCTTIGGCTTTTCTTCOCGTTCCA
TAGATGGTACTTGTACTTCCACGAGAGAATCGTGGGAAAATTCATTGATG
ATCCAACTTTCGCTTTGOCATATTGGAAT TGGGACCATCCAAAGGGTATG
COTTTTCCTGCCATGTATGATCGTGAAGGGACTTCCCTTTICGATGTAAL
ACGTEACCAAAGTCACCGAAATGOAGCAGTAATCGATCTTGGTTTTITCG
GCAATGAAGTCGAAAC AACTCAACTCCAGTTGATGAGC AATAATT TAACA
CTAATGTACCGTCAAATGGTAACTAATGC TCCATGTCCTCGGATGTTCTT
TEETGEGCCTTATGATC TCGGGAT TAACACTGAACTCCCGGGAACTATAG
AAAACATTCCTCACGGTCCTGTCCACATCTGGTCTGLGTACAGTGAGAGGT
TCAACTTTGCCCAATGGTGCAATATC AAAC GGTGAGAATATGGGTCATTT
TTACTCAGCTGCTTTGGACCCGGTTTICT T T TGCCATCACAGCAATGTGG
ATCGGATGTGGAGC GAATGGAAAGC GACAGGAGGGAAAAGAACAGATATC
ACACATAAAGATTGGT TGAACTCCGAGT

=BPPOM2

GCCACCTCCTGATCTCTCGTCTTGCAGTAAAGC AACTATTAACGAAACTA
CAGAGGTGCCATACAGTTGTTGCGC TCC TAGGCC TGATGATATGGAGAAA
GTTCCGTATTACAAGTTCCCTTCTATGACTAAGC TCCGTGTTCGTCAGCC
TGCTCATGAAGC TAATGAGGAGTATATCGCCAAGTACAATTTGGCGGTTA
GCAAGATGAGAGATCTTGATAAGACACAACCTTTAAACCCTATTGGTTTT
AAGCAACAAGCTAATATACATTGTGCTTATTGTAACGGTGC TTATAGAAT
TGGTGGCAAAGAGT TACAAGTTCATAATTCATGGCTT T TCTTCCCGTTCC
ATAGATGGTACTTGTACT TCTACGAGAGAATCGTGGGAAAACTCATTGAT
GATCCAACTTTCGCTTTGCCATATTGGAAT TGGGACCATCCAAAGGGCAT
GCGTTTTCCTGCCATGTATGATCGTGAAGGGACTTCCCTTTTCGATGTAA
CACGTGACCAAAGTCACCGTAATGGGGCAGTTATTGATATTGGTTTTTTC
GECAATGAAGTCGAAAC AACTCAACTTCAGT TGATGAGCAATAATTTAAC
ACTAATGTACCGTCAAATGGTAACTAATGC TCCATGTCCTCGGATGTTCT
TTGGLGGGCCTTATGATCTCGGGAGTAACGT TGAACTCCCGGGAACTATA
GAAAACATCCCTCACGGTCCTGTCCACATT TGGTC TGGTACAGTGAGAGG
TTCAACTTTGCCCAATGGTGCAATATCAAACGGTGAGAATATGGGTCATT
TTTACTCAGCTGGTTTGGACCTGGTTTTCTT T TGCCATCACAGCAATGTG
GATCGGATGTGGACCGAATGGAAAGC GACAGGAGGGAAAAGAACAGATAT
CACACATAAAGATTGGTTGAACTCCGAGT

MTA-ATK
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https://solgenomics.net/tools/blast/

Szekvencia-osszehasonlitas meg

Paros szekvenciaillesztés — needle:
— http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/

Homoldg — k6z0s 6s

30% as. azonossag a teljes * Ortolog —fa
. z szetvalas
szakaszon: vsz. homolog

eredménye, hasonl6

60% folott vsz. a funkcio is azonos szekvencia és
— Lee és mtsai. Nat Reviews 2007 funkeio kulon

fajokban
« Paralog —
» Annotacié — PFAM génduplikécio
eredmenye
— http://pfam.xfam.org/
— GO-term

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/
http://pfam.xfam.org/

A gén értelme — gén ontologai
(GO)
 Lehet fehérje vagy nukleinsav
» Kontrollalt szotar

— Reprodukalhat6 (automatizalhato) legyen
— Kereshetd legyen

« Harom foszotar (GO domain)
— Bioldgiai folyamat (biological process)
— Molekularis funkci6é (molecular function)
— Sejtszerkezet (cellular compartement)




AKR4C9 aldo-keto reduktaz a
Uniprot adatbazisban

GO - Molecular function®
= alcohol dehydrogenase (MADP+) activity € Source: TAIR
» aldo-keto reductase (NADP) activity # Source: UniProtkKB -
= NADP+ binding # Source: UniProtkB
= steroid dehydrogenase activity € Source: UniProtkB -

Complete GO annotation...

GO - Biological process’ :
= oxidation-reduction process# Source: TAIR « GO - Cellular component

. = chloroplast # : =
» response to cold € Source: UniProtkB « P Source: TAIR

= response to salt stress € Source: UniProtkB - ,

, . Complete GO annotation...

= response to toxic substance # Source: UniProtKB-KW .

» response to water deprivation € Source: UniProtkB - Keywords - Cellular component’
Chloroplast, Plastid

Complete GO annotation...

M TA . ATK 2018. szeptember 13.
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Gén azonositas fobb modszerei |l.

* Modell novenyek
— Mutansgyuljtemény
— Uj generacios DNS-szekvenalas
— Szekvencia-osszehasonlitas, annotacio

» Talalt gén funkcidjanak vizsgalata
— Tultermeltetés
— Csendesités
— Kiutés
— Stb.

* Génszabalyozas vizsgalata

MTA‘ ATK 2018. szeptember 13.
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"I think you should be more explicit here in step two.”

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Tultermeltetes: transzgenikus
novenyek

» Génkonstrukcio
— Promoter::gen::terminator
— Konstitutiv v. szovetspecifikus, fejlodes-
specifikus promoter

* Transzformacio: alt. genpuska vagy
agrobakterium

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Regeneracio fagystressz utan
3 nap hideg utokezelés, 3 nap 24/18°C

« Vad tipusu és Arabidopsis AKR4C9
enzimet termel0 trg. arpa
fagytlrése

Rap::At2g37770::nos

Eva és mtsai. 2014 SAJB



Rubisco szubsztrat-
ellatottsaganak novelese

Fruktoz-1,6-biszfoszfataz
és/vagy szedoheptul6z-1,6-
biszfoszfataz tultermeltetése

20-30 % fotoszintetikus javulas

Miyagava es mtsai, 2001, Nature
Biotechnology

Lefebvre és mtsai, 2005, Plant
Physiology




Csendesités

* Antiszensz gatlas

« Forditva klénozni a vENE 139
gent pl. konstitutiv
promoter moge l Transcription l
— Tranziens,
expresszio Messenger RNA Antisense RNA
— Stabil Duplex formatio
transzformacio \ /
IIIIIIIIIIIII-I-rarlglal:il:lrI
blocked

* Nem kell az egész
kodolo rész

» Alt. csak 50-60%-0s
a gatlas

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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& Antisense Expression of the CK2 a-Subunit Gene in Arabidopsis. Effects on Light-
Regulated Gene Expression and Plant Growth

Yew Lee, Alan M. Lloyd, Stanley J. Roux
Fublished March 1889, DOI: https:'doi.org/10.1104/pp.118.3.585

Article Figures & Data Info & Metrics 3 PDF

View this article with LENS
Copyright ©® 1999 American Society of Plant Physiologists

Abstract
In this issue
The protein kinase CK2 (formerlygasein kinase ﬂ} is thought to be involved in Iight-regulated gene Plant Physiology
expression in plants because of its ability to phosphorylate transcription factors that bind to the ol 119, Issue 3
Mar 1959

promoter regions of light-requlated genes in vitro. To address this possibility in vivo and to leam bl of Contents

About the Cover
Index by author

maore about the potential physiological roles of CK2 in plants, we transformed Arabidopsis with an
antisense construct of the CK2 a-subunit gene and investigated both morphological and molecular ,
Table of Contents (issusfull)
phenotypes. Antisense transformants had a smaller adult leaf size and showed increased
expression ofchs in darkness and of cab andrbeS after red-light treatment. The latter molecular

phenotype implied that CK2 might serve as one of several negative and quantitative effectors in

light-regulated gene expression. The possible mechanism of CK2 action and its involvement in the

phytachrome signal transduction pathway are discussed.

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Kiutés: CRISPR/Cas rendszer

Jinek és mtsai. Science 2012

Clustered, regularly interspaced, short palindromic repeats interference system with
CRISPR-associated endonuclease

Baktérium ,adaptivimmunrendszer” része

Eredetileg 2 RNS: CRISPR RNS (crRNS, ez alapjan megy a felismerés) és
transactivating CRISPR RNS (tracrRNS, kell a rendszer mikodéshez)

Alkalmazas: single guide RNS (sgRNS)
A hasitashoz NGG kell (Protospacer Adjacent Motif (PAM))

Ett6l upstream van a protospacer regié — felismerés
Hasitas tokéletlen javitasa — mutacio, két helyen hasitva nagyobb rész is kiejthet6

I (+ PAM motif)
MTA . ATK 2018. szeptember 13.
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Reduced drought tolerance by CRISPR/Cas9-mediated SIMAPK3
mutagenesis in tomato plants

Liu Wang, Lin Chen, Rui Li, Ruirui Zhao, Meijing Yang, Jiping Sheng, and Lin Shen

JAgric. Food Chem., Just Accepted Manuscript
DOl 10.1021/acs jafc 702745

FPublication Date (Web): September 5, 2017
Copyright @ 2017 American Chemical Society

Abstract

Drought stress is one of the most destructive environmental factors that affect tomato plants
adversely. Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) are important signaling molecules that
respond to drought stress. In this study, SIMAPKS3 was induced by drought stress, and the
clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)CRISPR-associated protein 9
{CRISPR/Casd) system was utilized to generate simapk3 mutants. Two independent T1
transgenic lines and wild-type (WT) tomato plants were used for analysis of drought tolerance.
Compared with WT plants, simapk3 mutants exhibited more severe wilting symptom, higher
hydrogen peroxide content, lower antioxidant enzymes activities, and suffered more membrane
damage under drought stress. Furthermore, knockout of SIMAPKS led to up- or down-regulated
expressions of drought stress-responsive genes including SILOX, SIGST, and SIDREB. The
results suggest that SIMAPKS3 is involved in drought response in tomato plants by protecting cell
membranes from oxidative damage and modulating transcription of stress-related genes.
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Kartevokkel szembeni ellenallas

OsERF922 negativ immunoregulator kiutése
rizsben — megnovelt rezisztencia jarvanyos
barnulas (Magnaporthe oryzae gomba) ellen
(Wang és mtsal. Plos One 2016)

OsSWEET 14 erzekenységi gén
promoterenek editalasa TALEN-el rizsben —
megnovelt rezisztencia Xanthomonas oryzae
ellen (Blanvillain-Baufume és mtsai. Plant
Biotechnology J 2017)

2018. szeptember 13.
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nature
biotechnology

Simultaneous editing of three homoeoalleles in
hexaploid bread wheat confers heritable resistance
to powdery mildew

Yanpeng Wang!>3, Xi Cheng?3, Qiwei Shan!, Yi Zhang!, Jinxing Liu!, Caixia Gao! & Jin-Long Qiu?

C 66 d WT tamlo-aabbdd




the plant journal SHEHB

SOCTETY Fit EXPEATHEMTAL RTOLOOY

Criginal Article

Production of low-Cs™ rice plants by inactivation of the K*
transporter OsHAK1 with the CRISPR-Cas system

Manuel Nieves-Cordones @8, Sonia Mohamed, Keitaro Tanoi, Matsuko |. Kobayashi, Keiko Takagi,
Awrore Vernet, Emmanuel Guiderdoni, Christophe Périn, Hervé Sentenac, Anne-Aliénor Véry &

First published: 3 July 2017 | https.//doi.orgM0.1111/tpj. 13632 | Cred by:2

"= FDF K TOOLS = SHARE

Summary

The occurrence of radiocesium in food has raised sharp health concerns after nuclear
accidents. Despite being present at low concentrations in contaminated seils (below pu),
cesium (Cs7) can be taken up by crops and transported to their edible parts. This plant
capacity to take up Cs* from low concentrations has notably affected the production of
rice (Oryzo sotiva L)) in Japan after the nuclear accident at Fukushima in 201 1. Several
strategies have been put into practice to reduce Cs* content in this crop species such as
contaminated soil removal or adaptation of agricultural practices, including dedicated
fertilizer management, with limited impact or pernicious side-effects, Conversely, the
development of biotechnological approaches aimed at reducing Cs™ accumulation in rice
remain challenging. Here, we show that inactivation of the Cs™-permeable K™ transporter
DsHAKT with the CRISPR-Cas syst=m dramatically reduced Cs™ uptake by rice plants, C=*
uptake in rice roots and in transformed yeast cells that expressed OsHAK1 displayed very
similar kinetics parameters. In rice, Cs* uptake is dependent on two functional properties
of OsHAK1: (i) 2 poor capacity of this system to discriminate between Cs™ and KF; and {ii) a
high capacity to transport Cs™ from very low external concentrations that is likely o
involve an active transport mechanism, In an experiment with a Fukushima soil highly
contaminated with '37Cs7, plants lacking OsHAKT function displayed strikingly reduced
levels of 1¥7Cs" in roots and shoots. These results open stimulating perspectives to
smartly produce safe food in regions contaminated by nuclear accidents.
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Egyeb génfunkcio-vizsgalatok

» Génexpresszios valtozasok kovetése
— PI. stressz alatt gPCR-el

« Enzim termeltetés E. coli-ban, tisztitas,
enzimaktivitasmeéreés

 |nterakcios partnerek keresese
— DNS (pl. EMSA)
— Fehérje (pl. éleszt6 ket hibrid)

» Stb.

MTA ATK 2018. szeptember 13.
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Gén azonositas fobb modszerei |l.

* Modell novenyek
— Mutansgyuljtemény
— Uj generacios DNS-szekvenalas
— Szekvencia-osszehasonlitas, annotacio

 Talalt gén funkcidjanak vizsgalata
— Csendesités
— Kiutés
— Tultermeltetés
— Stb.

» (Génszabalyozas vizsgalata

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Gén izolalas helye

* Van gen, nincs gen
— Ralstonia solanacearum baktérium egy
virulencia-fehérjéjét Arabidopsis thaliana ND1 |
okotipusban két receptor: RRS1-R és RPS4

felismeri, HR lesz (Deslandes és mtsai, PNAS 2 A
2003), mas Okotipusokban nincs -

— Foldimogyoré AhRRS5 receptor, mashol
nincs— trg. dohanyban megtermeltetve
rezisztenciat ad (Zhang és mtsai Plant
Biotechnology J 2017)

* Mindket fajtaban megvan a gén, csak az
expresszioja ter el

— Plaisman V sz.tlr6 buza még jol ontozve is

sok TaGSTUI1B és TaGSTFb GPOX-t termel
(Gallé és mtsai. J Plant Phys 2009)

— Ezek termelese vizhiany hatasara az.
érzekeny Cappelle Desprez fajtaban is
fokozodik, de nem éri utol a Plainsmant

— Szabalyozas fontossaga!

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Szabalyozok vizsgalata

Geénexpresszio
kovetése

— Northern blot—
— RT-PCR—

— gPCR]

— Microarray

— ___'_,_,-1"""-=-"-=—'

120

100

/ z

: : § .
MTA-ATK v
Mezégazdasagi Intézet ap Bl

The figure below shows Northern blot analysis of different human tissues. Three probes were used: PSAT, PHGDH and Actin.
Actin was used as a loading control, meaning transcription of actin is consistent between human tissues. Which tissue showed
the highest level of transcription of the PSAT gene?

Northern blot results

=
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PSAT mRNA
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.
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*
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B actin mRNA W.& -

RQvs. sample

W Untreated
m 15 pM TSA
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Szabalyozok vizsgalata

» Génexpresszio
kovetése
— Fehérjeprofil—
— Western blot—
— En2|mat|V|tas meréese|

40000
RB92579 mmm a 1 2 3 4 5 6
— RB962962 mm pd . -
7 35000 1 RBgg7515 mm a o~
£
Carvalho és 5300007 35KkDa— “"\ N
mtsai. Soil, £ 25000 -
water and 250000 | b
plant o _
+'15000 - ‘
management 3
2016 :10000 1 i
£ 5000 -
0 A
100 150 200

Sahne concentration of NaCl (mM)

Means of a variety followed by same letters do not differ by Tukey test at 0.05 probability level 2018
MTA . szeptember 13.
Figure 3 Evaluation of the ascorbale peroxidase (APX) actmty {umol HoQ mg of protein min") of sugarcane leaves. (A) L,
Mezdgazc Comparison between APX values obtained for the subjected to different levels of salt stress: (B) Comparisen between
g APX values obtained for the .fanelles at each sallne Ie .fe\ Eva Csaba



Epigenetikal szabalyozas

» DNS metilacio (alt. citozin), 1%” Ay
[ 4 I 4 L] "& A
gatlas, pl. LMW gluteninek, %™ No
g I I ad I n O k Cytosine methylated Cytosine

* Hiszton acetilacio (N-terminalis lizinek),
dinamikus: HAT, HDAC, pI. HMW glutenin
alegyseg gének

h t
Clogedchromatin _—a
HDAC

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Epigenetikal szabalyozas merese

Epigenetika

— DNS-metilacio-merese:
szekvenalas, emeésztes
antitestes kimutatas

— Hiszton-acetilacio
merese: antitest,
niszton hiperacetilacio
HDAC-inhibitorokkal (pl
TSA). Tanaka es mtsali.
Plant Physiol 2008:
TSA-kezelt Arabidopsis
evelen embrio-szerl
strukturak—

MTA-ATK
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Figure 3. Effects of TSA treatment on plant growth after transfer to
inhibitor-free conditions. Wild-type seeds (Col) treated with 50 pusm TSA
for 14 d on phytohormone-free Gamborg’s B5 solid medium were
transferred to inhibitor-free B5 liquid medium and cultured for an
additional 4 weeks. A, Seedlings grown from seeds after the transfer to
inhibitor-free medium. Note the formation of embryo-like structures on
the true leaves (white arrows). B, Enlarged image of the embryo-like
structures in A. Bar = 1 mm. C, Expression of embryogenesis-related
genes in the embryo-like structures. Embryogenesis-related gene ex-
pression, as indicated in Figure 2A, was analyzed by RT-PCR in the
embryo-like structures (se) and in the remaining true leaves after
elimination of the embryo-like structures (Le). UBQT0 was used as
an internal standard.



Transzkripcionalis szabalyozas

* Promoter
— RNS-polimeraz kotOhelye
— TF kotohelyek
— Géntol kozvetlendl 5’ iranyban
— Konstitutiv
— Indukalhato (pl. hideg, meleg, hormon, alkohol, stb.)
— Szovet, szerv, fejlddés-specifikus

« Transzkripcio terminator
— Geéntol kozvetlendl 3’ iranyban
— Szerep a szabalyozasban

T

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Transzkripcionalis szabalyozas Il.

 Enhancer I
— A gentol tavol, &' vagy Gene start
3’ iranyban is lehet ONA Gene(inactive)
— DNS hajlitas
— Raerosités Enhancer(active)

— Pl. HMW enhancer

Gene (active)

e |nzulator

— Enhancer és promoter
kapcsolatat gatolja

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Transzkripcionalis szabalyozas
vizsgalata I.

« Promoéter::riportegén konstrukcié «

« Tranziens expresszio— ”
— Itt HMW GS promoter::uidA::nos  «
— Makai és mtsai. FIGS 2015 , -I
« Stablil transzfromacio| ‘ ims pRPLC:CUS ﬁi rp—s
— Itt Peters és mtsai. Plant Cell ___Slo 8o
Physiol 2010

— Sink-spec. atpsip2 promoter

: s

C
DR == — e r—— 2018. szeptember 13.
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Transzkripcionalis szabalyozas

vizsgalata Il.
 Genetikal elemek szekvenalasa

 TF kotohelyek prediktalasa a promoterben
In silico|
 Makai és mtsai. BioRxiv, 2014; Makai és mtsai. FIGS 2015  runct intear Genomics

CRM6 | CRM5 | CRM4 | CRM3 | CRM2 | CRM1 basal promoter

-1600 -1500 -1400 -1300 -1200 -1100 -1000 -900 -800 -700 -6OO  -500 -400 -300 -200 -100 >

I I F 1,8 ' ‘@ )
f i —— B I ) ® LR e = D {0 Glu-1Ax
I - 11,56 =3 -
ol o 1o I O I L e R =L [IEI“:@I Glu-1Dx
I or I [ - [ -
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bZIP@671as N i@493 DOF@311s
MYB@825s | : 3| MYB@172as
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Ha a promoter ugyanaz...

-1300 -1200  -1100 -1000 -900 -800 _ -700 -60O0 _ -500 -400 300 -200  -100 -1

B - — Y
« EXxpresszio:
Bx70e (Glenlea)>>Bx7 (Chinese Spring)
*Akkor pl. az egyes fajtakTF-Osszetétele térhet el. WARRNEL IRRMIE A
Makai és mtsai. BioRxiv, 2014 W bZIP B PBF DOF g NF-YA/CBF
» TF-ek direkt hatasa magi tartalékfeherje-termelésre ABRE  IE CEREAL b [ GARGADIAN

B3 (ABI3, FUSCA3) (Moreno-Risueno Plant J, 2008) B TATAbox [] HMW enhancer
*SPA bZIP (Ravel és mtsai. Plant Physiol, 2009)

*DOF (Gupta és mtsai. Plant Mol Biol Rep, 2010)

*NAC (Matthews és mtsai. FIGS 2016)

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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Transzkripcionalis szabalyozas —
transzkripcios faktorok

M12345¢6M

|lzolalasuk nehéz, alt.
kozvetetten vizsgaljak
Oket

Transzaktivacios
Kiséerlet

ChiIP

EMSA—

— Wang és mtsai, 1992, Cell

MTA-ATK
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Figure 7. Ligand-Relaxed Bending of the occQ-occR Intergenic Re-
gion by OccR Protein

(A-B) A 112 bp PCR fragment containing the OccR binding site was
cloned into plasmid pBend3. The resulting plasmid was digested with
the restriction endonucleases Bglll (lanes 1), Xhol (lanes 2), EcoRV
(lanes 3), Pvuli (lanes 4), Smal (lanes 5), or BamHI {lanes 6). The
resulting fragments were incubated with OccR protein in the absence
(A) or presence (B) of 100 uM octopine and size fractionated using
polyacrylamide gels lacking (A) or containing (B) 100 pM octopine.
{C) Localization of the bend site of the cccQ-occR intergenic region.
Migration (Y axis) was plotted as a function of the number of nucleo-
tides separating the EcoRl site at the left end of the multiple cloning
site from the middle of each permuted fragment. The peak (arrow)
represents the middle of the DNA bend site.

Eva Csaba



Kromatin immunoprecipitacio
ChiP

° FormaIdQ h!des cross-linking
keresztkotés (DNS-hez
transzkripcios faktorok)

DNA-protein

+ Cell lysis
0 ey .
* Szonikalas O
B A =

« Kotott DNS-feherje = -
1zolalas TF elleni --ama-m- o BN

antitesttel - f : E——
A e

° Keresztkotések w (ChlIP material)
fe I bO n tasa + DNA purification
N

* DNS-szekvenalas

MTA-ATK
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Transzkripcio csendesitese — RNS interferencia

B Khrahwvesh et al / Blochimica et Blophysica Acta 1819 (2012) 137-148 138

A) miRNA biogenesis and function B) siRNA biogenesis and function
AAA é RNA-dependent RNA polymerase

Pol Il' — 8" ¥s 3 8‘

10\ TP geme TN RNAVIus < :

3 lPol Il transcription Inverted repeat Direct dellvery o

— (o]

Transposons and repeats s

pri-miRNA > P P a

cepso | Rl 1111111111 nmr @

% cBp20 il
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HYL1 * +
CI ded RNAJ[[I11[111] \
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MIKroRNS-ek 1.

Alt. 0-3 mismatch a célponttal

Két szal
— Vezets (leader) szal — érett miRNS, gatlo hatas
— Kisér6 (passenger) szal (miRNS*): alt. degradalddik, de néha gatol ez is

Nagy szerep stresszkor, rugalmas valasz
Hosszu féléletid6, akar 12 nap (edzes!)

Emlésokben a gének 60%-a miRNS-el szabalyozott, mig a
novényekben csak <1%, de ezek szinte mindig szabalyozok!

Leung és Sharp, Mol Cell 2010
Sunkar és mtsai, Trends in Plant sci 2012
Kim és mtsai, Genome 2012

M TA . AT K 2018. szeptember 13.
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MIKroRNS-ek |I.

Sajat eukariota (pl. novény) genomban

Alt. a célszekvencia forditott
duplikaciojabdl (inverted repeat)
keletkeznek

Hairpin formaju pri-miRNS irodik,
metilalodik, transzport a citoplazmaba,
kés6bb ebbdl vagodnak ki

A mikro RNS-ek alt az mRNS-ek 3’ utr-
jéhez kapcsoldédnak, de néha kodolo
reszhez

Leung és Sharp, Mol Cell 2010
Sunkar és mtsai, Trends in Plant sci 2012

(A)

Transcription
A\VA\. A\VA\N

L
Processing . Nucleus o *
(Qr@ —\ * Eytopl m
“es 1l
———) PremiRNA
(Dicer) N
A

Target mRNA

MTA-ATK

Mezégazdasagi Intézet

2018. szeptember 13.
Eva Csaba




Auxin szignalizacio gatlasa
biotikus stresszkor

@) Optimal conditions (b) Biotic and abiotic stress
miR393 miR393 *
(low levels) (up regulated)

L -
>
1 1

Aux/1AA
Aux/lIAA

ARF T|F::?0 1;67 ARF I— miR160 +
miR167

l l (up regulated)

GH3, SAUR and other GH3, SAUR and other
auxin-responsive genes auxin-res ponsive genes

TRENDS in Plant Science

*TIR1 (transport inhibitor response 1 — auxin receptor), ARF
(auxin responsive factor)

*Sunkar és mtsai review, Trends in Plant Sci 2012
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Auxin szignalizacio gatlasa
biotikus stresszkor

« Auxin gatlasa
— novekedés| fejlédés| rezisztencia? (a novekedés és
f. a baciknak is taplalékot ad)

— Auxin az SA antagonistaja

« miR3931 : PTI aktivalja flagellin (Flg22)
érzekelesekor. Az miR393" az ETI-t serkenti,
antimikrobialis PR (pathogenesis-related)
proteinek?. miR393 tt. trg. Arabidopsis: csokkent
apikalis dominancia (kb. mint auxin-mutansok),
nagyobb rezisztencia Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 ellen
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Transzlacios, poszt-transzlacios
szabalyozas

 Transzlacio gatlasa — mIRNS-
ek :Jllué:??g:? r—'—P OTEIN KINASE—\ ?_
\@}OH @)-o—g-o'
[ . L4 4 4 e LPROTEINPHOSPHATASE-J Phoosphﬂrylatad
* Enzim aktivitas szabalyozasa i
— Kovalens modositas: szerin,
treonin gde)foszforllac:lo, lizin
(d e)ace ilacio The Ubiquitin - Proteasome Pathway

— Inhibitor termelése (pl. RNaz

inhibitor) = e S
. Fehé[jle feléletido
szabalyozasa Y
— Ubikvitinilacié — kijeldlés -
lebontasra . g
2B/ © ‘il Amino acids: >
«\@g)’ Ubiquitin
/[ Antigen
Protein substrate presentation
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Egyeb szabalyozok merése

* MikroRNS-ek vizsgalata
— RNS-degradom szekvenalasa
— MIRNS gének prediktalasa
genomban

— MIRNS adatazis:
http://www.mirbase.orqg/

— Target predikcio:
http://plantgrn.noble.org/psRNATa
rget/

. Fehér&/le modositasok — 2D gél
majd MS
— 2D gel, itt 1. D: IF (PI=3-10); 2. D:
15% SDS-PAGE (10-200 kDa)
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