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Proc rostliny? Pro¢c genom?

g Wy
., ‘; | reseni problému
N\ N~ A\ = Zajisteni vyzivy lidstva vyzaduje zvysSeni produkce potravin
\ . A% 0 60% v prabéhu let 2000 and 2050
. ’ = Béhem 50 let lidstvo vyprodukuje takové mnozstvi potravin,

Norfnan E. Borlaug

sZelena revoluce nese

‘fﬁ = Soucasny Uspéch se zvysenim produkce psenice, ryze a
i kukurice v zemich Asie poskytuje 20 - 30 let na systematické

jaké spotrebovalo za celou dobu své existence
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= Metody molekularni biologie, biotechnologie a genomiky

o http://olomouc.ueb.cas.cz/

“ (1969):




Dnesni menu

= Co je to genom?
= 7 ceho se sklada?
= Jak se vyvijel?

= Jak ho ¢cteme?

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Co je to genom?

= Hans Winkler (1920): Gen + ome
(,,ome* = velky/uplny soubor jednotek)

»,Navrhuji termin genom pro haploidni sadu
chromozomu, ktera spolu s protoplazmou
predstavuje materialni zaklad druhu.

= Genom = veskera DNA, ktera predstavuje
jednu uplnou kopii dedicné informace organismu

= Pangenom = veskera DNA, ktera predstavuje geny
vsech jedincu daného druhu

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Vetsina DNA se nachazi v jadre bunky

* Chromatin Jadro Chromozém
(DNA) RNA, pr‘otelny)

= Chromozémy
(v diploidni somatickée
bunce 2 homologni sady)

Anatomy of the Plant Cell

Plasma

 Endoplasmic
Reticulum

Nucleus
32,
ss—t— Nucleolus

Nuclear
Envelope

Cell

Figure 1 g

(s
o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Zahada C-hodnoty

= Drive ,,Paradox C-hodnoty“
(C.A. Thomas, 1971)

= C-hodnota vykazuje slabou
korelaci se slozitosti

organismu

= Krytosemenneé:

C-hodnota (pg DNA)

10* 10° 102 10" 1 , 10 10* 10°

Prokaryota [

Eukaryota (A | R
Rasy | |
Prvoci —
Houby (E———

Cévnaté rostliny [

Clenovci (I B

Strunatci N B
Ryby a obojZivelnici [ |
Ptaci, savci a plazi 1

Clovék (~3,5 pg DNA)

< 2400x l}
> )
2 e
o < N N s
o) £, *e» .\\\0 P R %
0‘0 > XD o) ) (o)
& P S o 2
. 203 )
,0 & A R S A 2
.( r r ( ( 74 e}
Ayl (@) o
© 8 o 8 8 =) o
N~ <t 00 <t o
Velikost jaderného genomu (1C/Mbp)

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Genomy zemedelskych plodin

= Mnoho dulezitych plodin ma velké a slozité genomy

I Jecmen (-5100 Mbp) |

T Zito (~8000 Mbp)

Psenice tvrda (~12000 Mbp)
|

Psenice seta (~17000 Mbp)

Clovék (-3000 Mbp)

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||J||||||||ll||||||||||||||||||Ji||||||||||u|||||||||||||||||||||
0 i 285 6 87, foamio

x 103 Mbp

Genom psenice obsahuje 3000x vice
pismen dédicného kodu nez vsechny
svazky cyklu o Harry Potterovi

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Z ceho se jaderny genom sklada?

1) Geny a genlim podobné sekvence
= Strukturni geny (kodujici polypeptidy; obvykle 1 - 10 kopii)
= Geny pro funkcni RNA (napr. rRNA, tRNA; vice kopii), miRNA
= Regulacni oblasti DNA

Kolik genu je v genomu?
= Neprilis presné odhady:
25 000 - 50 000 gend

= Pocet genu je u vsech druhu & 4
velmi podobny a predstavuji g

pouze 1 - 30% genomu } 2l

= ,Gene space”
f

1 T T T L
T A 2000 LR =LK R LK
Approximate nemiber of genes

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Co je tedy hlavni slozkou genomu?

2) Negenové sekvence
= Obvykle tvori vétsinu genomu
= Hlavni pricina rozdil( ve velikosti genomu mezi druhy

= V genomu se obvykle mnohokrat opakuji
-> repetitivni sekvence DNA

DNA satelity - usporadané za sebou (tandemove):

Short tandem repeats 8 repeats

Participantl CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGACTAG
Participant2 CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGA
Participant3 CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGACTAGA
Participant4 CTAGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATACTAGAC

9 repeats

Chromozomy 3B
psenice seté

10 repeats

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Rozptylené negenoveé sekvence

= Mobilni genetické elementy - transpozény (DNA transpozony a retrotranspozony)

= Tvori nejvetsi cast genomu (u rostlin az 80%)
= |nzerce transpozonu do sekvenci jinych transpozonu

Barley vrs1 518 kb (Komatsuda et al., 2007)

TdRGL3 TdRGL2 TdRGL1 TdLRR1 TdGlut
O Gene M CACTA
M copia O hAT
Ogypsy O Mutator
M athila ¥ Pseudogene
« « « - >
b d \p b b d

| 50 kb |

T. turgidum Pm3 332 kb

- . HVEIF4E MCT1 ‘:I:l
-«

Barley EIF4e 439 kb (Wicker et al., 2005)

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Retrotranspozony

= Struktura podobna retrovirim, ale netvori virulentni castice:
- Délka nekolik kb, obvykle LTR
- ,,LTR retrotranspozony* (Ty1-copia, Ty3-gypsy)
- Bez LTR (LINE, SINE)
= Autonomni i neautonomni elementy
= Regulace aktivity retrotranspozonu: Heterochromatinizace vs. Aktivace

- modulace exprese genu
- inaktivace/duplikace/ztraty genu
- evoluce genomu

INT RT RNazaH

U3 R_US R_US

)

TSD LTR | gag pol LTR TS0

PR

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Regulace genové exprese retrotranspozény

= Vyznam pri domestikaci/slechténi rostlin:

Priklady:

pomeranc: gen Ruby regulovany inzerci copia RT (Butelli et al. 2012, Plant Cell)

réva: inaktivace exprese TF VvmybA1 pritomnosti gypsy RT (Kobayashi et al. 2004, Science)

kukurice inaktivace genu CCT inzerci CACTA-like elementu rozsireni péstovanido
mirného pasma (Yang et al., PNAS, 2013)

vaibA1 I
Rare and w47 ‘

old el
mutation s
- N

Frequent SR

somatic ~._ Gretl ‘

mutation/ S~ )

reversion S~ LR
2 VvmybA1b :
Gretl —

: solo LTR
o http://olomouc.ueb.cas. ./



Co udelaly 3 transpozony s genomem ryze

Oryza australiensis

Transpozon | Kopii | DNA

RIRE1 40000 | 265 Mbp
Kangourou | 10000 | 90 Mbp
Wallabi 39000 | 250 Mbp
Spolecné 605 Mbp

‘:g http://olomouc.ueb.cas.cz/

Oryza australiensis (965 Mbp)

total number of copies eq.

1000 2000 3000 4000 5000

0

Mya (MC1/MC2)
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observed divergence

Piegu B et al. Genome Res. 2006;16:1262-1269



Opakovane cykly polyploidizace

u Krytosemenné rOStl]ny JSOU Amborella O N e R
starobyli polyploidi o
Lo v , . Vitis 171
= Polyploidizacni udalosti byly © 6
nasledovany prestavbami K32
Arabidopsis

karyotypu

Brassica triplication

X3x2x2x3 Brassica oleracea

= Vyssi adaptabilita a zvysena = e o e
tolerance polyploidu vuci -
nepriznivym podminkam

Allo-tetraploidy
X3X 2X2x3x2
S
eef Oy s
@oooo Bt =
e® . )
Brassica napus S&

(AnCh genome)

= Amborella trichopoda je nejbazalnéjsi zijici zastupce
krytosemennych rostlin (vyskyt: Nova Kaledonie)

= Typicka oblast genomu A. trichopoda odpovida az 72
oblastem genomu aloteraploidniho druhu Brassica napus

o http://olomouc.ueb.cas.cz/
Chalhoub et al., Science 345: 950, 2014



Evoluce genovou duplikaci

,»,Je snazsi tvorit noveé geny ze starych,
nez je vytvaret de novo“

Dusledky polyploidizace

= Genomicky Sok (prestavby genomu ('s}'
a zmeény genoveé exprese) '

___/

s

£Ohno,A!9;O)

= Uvolnény selekcni tlak na duplikované
geny a akumulace mutaci

—{ GENY PARALOGNi Hp| Geny jednoho
PUPLIKACE 227 druhu, které vznikly

[ 4

— e duplikaci
- ) ancestralniho genu
SPECIACE GENY ORTOLOGNf{ ger
(mohou se navzajem

—-—I:T:/7 lisit funkci)

—illl—

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Horizontalni prenos genu

* Prirodni geneticke inzenyrstvi
je casté, dokonce i mezi
evolucné vzdalenymi taxony

\ertebrates

» Dosud malo informaci
o horizontalnim prenosu
a jeho regulaci

= Strom zivota nebo spise sit?

Eukaryotes

,,GMC*

= Nejméné 145 genl Clovéka pochazi z jinych organismu

= Geny pochazejici z genomu bakterii, prvoku, fas a hub
-ABO gen (3 alely - krevni skupiny) ma bakterialni plvod
-Gen majici vztah k obezité pochazi z morské rasy
-Skupina genu pro kyselinu hyaluronovou pochazi z hub

TRENDS in Genetics

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Analyza genomu - sekvenovani

proces uréovani primarniho poradi nukleotidd v molekule DNA

[TGTTTTTCTGCCGATATTTTTGGTAGCAATCTTCACATGCCCGTTCAGTGCTCAATGTTG
GCGACACTTAGGAATAGAGTGGAATCAAAATTTGGAGTTCTTTCAGATGATCACTCTAGC
AAGACTCAAGTTTGCTTGGAGGGGCTTTCTGGAGGTTTTCTTCTTAGCAGCATGGCACA
TTTGGAAACAACGAAATAGTTTAATCTTCCAGAATATTCAGCCCTCCTTCCAAGCTTGGAA
CCCACCACCTGCACCACCTCCAAACCCACTGCCACCACCCATTCCACCTCCTCCGAGTT
CGCCCCCACCACCAACTCCACCTCCTGCACCACCTCCAAACCCACCGCCACCACCCAT
TCCACCTCCTCCGAATCTGCCCCCACCACCAACTCCACCTCCTGCACCAGCACCTCCTC
CGAAACCGCCACCAGCACCAATGCCACCACCACCCCCGGCACCACCACCAAATCCACC
GCCACCACCCGCCCCTACTCCACCTCCACCCCTGAGACCACCACCGGCACCTACACCC
CCTCCGCTTCCGAATCCAGCACCAACACCACCGCCAACTCCACCTCCACCTCCACCTCC
AAACCCGCCACTGCCACCCATGCCTCCTCCACCAAGACCACCACTCCCTCCTAAGCCTC
CGCCTCCACCTCCACCTCCACCCAAACCACCTGCAGCCCCACCGCCAGTGCCACCACC
CACGCCGCCACCTACACCAATGGTAAAAAAAATATTTTTGGTAGCAAACCGAATGAACAC
CCTAGCTTATTGGCATTGCCAAAATTTTTCTTTTTAGCATAATTAAGAAGGGAGATAGACCA
AGCCCTTCATTCCAATATTCAGCTAAAAAGACCCATGGTGATATCCAAAACTACAATCAAG
AAAGAAAGCAGATTGAGTATAGTGGAAATAGGCGAACGAGCCTCTAACTGAGTTTGATTA
GGTGGCTCTAATAACACTCCTCAGGTATTGGTTCGACTGCGAGTTTCAGGCACACACTAA
AGCACAGTTCTAAGGCTAAATCCCCTCGTCTATCACACGCTAAAGCACAATTCTAAGGCTT
AGCTCAAGTCGTTGGTCGTTTTCACACGGGTTACGCTGCTGCTGTGTAAGCAAAATACCT
AGGGTTATCTTAC




Strategie sekvenovani

A: redukcni B: hierachickeé C: celogenomové neusporadané

Ganerata tans of millions
of sequence reads

Construct * I
clone map — * S e i
and select — — N — S - -

Physical mapping

Generate T ]
several =-_- T 1N

thousand

[
L
i
I
i
Iyl
i
H
ahy
lI=||
[ |
Sequencing

sequence Ty
T -
reads per ) -
-

clone

Sequencing

Assemble Assemble

_d/

’/__

BAC by BAC Whole Genome
approach Shotgun approach

‘:g http://olomouc.ueb.cas.cz/




Sekvenovani (¢teni) genomu rostlin

Problém s velkymi genomy
= NIKOLIV kapacita sekvenatoru

= ALE potize se sestavovanim mnoha kratkych sekvenacnich
cteni s prevahou repetitivni DNA (... a polyploidie)

- Délka cteni by musela presahovat 200kb aby bylo mozné
sestavovat Useky genomu bohaté na repetitivni DNA

- Soucasné metody ,,next generation sequencing takovych
parametru zdaleka nedosahuji

Marx, Nature 501:263, 2013
Shangguan et al., PLOS One 8:e69890, 2013

o http://olomouc.ueb.cas.cz/ Pan et al.. Plant J. 77:795. 2014



Kvalita de novo sekvenovani genomu

S

S

= Potreba vysoké kvality
sekvence referencniho
genomu (Slechtitelska) u
plodin

~

w
@
E
<]
c
@
o
s
e
@
o
E
3
=

= Akceptovatelna kvalita de
nove sekvenovanych genomu N
klesé IRGSP1.0 9-11 BGI

= Dusledek masivniho pouzivani
NGS

= ... a podcenéni slozitosti
rostlinnych genomu

Clone-by-Clone WGS
Pan et al., Plant J. 77:795-805, 2014

O
t.g http://olomouc.ueb.cas.cz/




Jde to i jinak aneb chromozémove-centricky pristup

Nabizi moZnost analyzovat i

= Pohlavni chromozomy Sheah i e s
= Pridatné / nadbyteéné (B) chromosomy @Fmﬁ?w

= Specifické (aberantni) chromozomy - @

= Allele phasing o
= Strukturni chromozomovou heterozygotnost ' S

Deflection plates é detector
+
[ ]
+
o Charged droplet
+*
L 2

Collection tube

/g NG

o> %

-

0
"

Sorted chromosomes

=

Waste

Pohlavni chromozdmy knotovky bilé B chromozdémy zita

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



A co dal ?

= Strukturni analyza
Lepsi NGS technologie (PacBio, Oxford Nanopore)
Lepsi bioinformatické nastroje (NRGene)
Optické mapovani
Sekvenovani dalSich kultivard/variet

= Funkcni anotace (identifikace a projev genu/alely)

3D struktura jadra (domény, smycky, exprese)
Epigenom

Ordinary domam
Loop domain
190 Kb
“ \

CTCF anchor
130 Kb (arrowhead indicates
mollf orientation)

o http://olomouc.ueb.cas.cz/



Dekuji vam za pozornost



