Lo studio della funzione dei genl

Forward and Reverse Genetics

m Forward genetics starts with identification of
interesting mutants

m Then aims to discover the function of genes defective in
mutants

m Reverse genetics starts with a known gene and
alters its function

m Then aims to determine the role of the gene from the
effects on the organism



From Phenotype to Gene

m Once an interesting
mutant is found and

characterized, we . . .
] chromosome contig  candidate genes mutation
want to find the maga e

gene in which the | w4
mutation occurred ||| . o
. _ II e LT -

m Positional cloning »|
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m First use genetic
mapping

§

m Then use
chromosome walking

Buchananetal: Cap7par.7.1.5,7.2,7.2.6



Basics of Forward Genetics

m Forward genetics usually starts with mutagenesis of
an organism

m Can use chemicals
m e.g., ethyl methyl sulfonate (EMS)
m Often used in Arabidopsis

m Can use radiation
m e.g., Xrays
m Can use gene tagging
m e.¢., transposon tagging or T-DNA tagging
m often used in Arabidopsis and maize
m [hen screen progeny of mutagenized individuals
for phenotypes of interest

Buchanan et al. 18.2.4 e Fig. 18.17






Recettori dell’etilene sono stati clonati per
isolamento di mutanti etilene -insensibili

(A)




Isolamento di mutanti che presentano tripla risposta
costitutiva (anche in assenza di etilene) ha permesso di
identificare un regolatore negativo nella via di frasduzione

- —— . e R e

S

n -~
",
! TR
¥ :
' .
IR
# ‘.
-~ ‘

pr
i

|

r
e =

ctrl: constitutive triple response
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I mutanti ost! sono difettivi nella
regolazione della traspirazione

sotto stress idrico

Water loss (3 Fresh Weight)
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Un sistema per isolare mutanti (ost1)

Popolazione mutagenizzata con etil metansulfonato
Stress idrico

Analisi mediante termografia infrarossa
Selezione dei mutanti

¢ ost 1-1
A ost1-2
o wt
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MUTAGENESI TRAMITE TRASPOSONI

e =

() Transposase Esempio: il sistema Ac/Ds

T bind . . .
/ \ H ol e (Activator/Dissociator)

and Ds elements

Due linee transgeniche, che recano una
I'elemento Ac e l'altra I'elemento Ds
vengono incrociate.

Nella progenie la TRASPOSASI Ac
mobilizza I'elemento Ds, generando
piante F1 che sono MOSAICI
GENETICI (Barbara McClintock)

- s Integration into
g new target site

Acor Ds at
new location




MUTAGENESI TRAMITE TRASPOSONI

Gli elementi Ds traspongono preferibilmente in siti vicini al sito donatore, per
cui le linee sono disegnate in modo da permettere:

a) la selezione positiva per la presenza di Ds originati da nuove trasposizioni

b) la selezione negativa contro Ac e contro il locus Ds donatore.

[l T-DNA che contiente Ac reca anche il gene per I'indolacetammide idrolasi
(IAAH), che conferisce sensibilita al naftalene acetammide (NAM).

'elemento Ds porta il gene NPTII (resistenza alla kanamicina)

Il T-DNA per I'elemento Ds donatore porta anche il gene IAAH, in modo da
selezionare contro la presenza del Ds trasposto vicino al Ds donatore.
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VANTAGGI DELLA MUTAGENESI TRAMITE TRASPOSONI

1) La mutazione e reversibile: in presenza della trasposasi, il trasposone
puo escindersi nuovamente dal locus mutagenizzato, ripristinando il
locus WT e confermando che il fenotipo e legato all’'inserzione

2) Poiché gli eventi di trasposizione avvengono preferibilmente vicino la
sito donatore, si puo utilizzare questa strategia per effettuare
mutagenesi mirate su determinate regioni cromosomiche



Mitogen Activated Protein (MAP) chinasi

in Arabidopsis:

<

Segnale
.
Sensore
.
~ 60 geni
10 geni
20 geni
.
Geni risposta primaria
.

Geni risposta secondaria

Input

Filtro
Amplificazione

Output



UNA MUTAZIONE NELLA MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE
MPK4 DI ARABIDOPSIS

Petersen et al. Arabidopsis map kinase 4 negatively regulates systemic acquired resistance. Cell. 2000 Dec
22;103(7):1111-20

B 6479 6458

wt GTGTTGATAAT TGTTGATCAGT

mpk4 GTGTTGATAAT-Ds-TTGATAATTGTTGATCAGT

Rev  GTGTTGATAA ATGATAATTGTTGATCAGT
wt mpk4

=  MPK4
-
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Targeting Induced Local Lesions IN Genomes (TILLING)

EMS 1 M2 plants

- ‘%3‘\\\\

pools

+ FLR reagents
+ F'“I'I"IEI pa”'E

heat, cool  PCR =+ 3:'1'::::55

5 'Eplrr.;e-ltea
DHPLC

~12 h _—
( I per runj e ]‘ﬂ chromatograms
—




DHPLC= HPLC denaturante

 Duplex si formano quando un frammento amplificato di DNA mutato ed
uno non mutato vengono denaturati termicamente e lasciati ricombinare.

« Su una colonna cromatografica, I'eteroduplex e solitamente piu veloce
(meno trattenuto) dell'omoduplex

* Puo essere impiegata per rilevare ogni tipo di mutazione (SNPs,
Inserzioni, delezioni e tandem repeat)

Wikd-Typa rradcnd haferoduplaxes homoduplaxes
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TILLING in pomodoro

Mutation density in 0.7% EMS and 1% EMS Red Setter populations

No. of screened M3 No. of identified Overall mutation
Target gene L X .
families mutations density

Name ’;’;‘:';ﬁg;‘ 0.7% EMS 1% EMS 0.7% EMS 1% EMS 0.7% EMS 1% EMS

Rab11a 0.407 1,373 713 1 3 1/559 kb 1/97 kb
| g PG 2.587 2,791 963 7 2 1/1031 kb 1/1246 kb

o R
¢) Family 1M-2-1728-¢° Exp1 1.025 3885 1,284 14 6 1/284 kb  1/219 kb
RIN 1.331 3,885 1,284 4 8 1/1293 kb 1/214 kb
Gr 1.409 3,885 1,284 5 3 1/1095 kb 1/603 kb
Lcy-b 1.274 3,801 1,252 4 3 1/1211 kb 1/532 kb
Lcy-e 1.414 3,630 1,185 6 0 1/855 kb -

Total/mean  9.447 41 25 1/574 kb  1/322 kb

The accession numbers of the analyzed seven target genes are the following: Rab11a
[GenBank:AJ245570], PG [GenBank:M37304], Exp1 [GenBank:AF548376], RIN
[GenBank:AF448522], Gr [GenBank:DQ372897], Lcy-b [GenBank:CQ788383], Lcy-e
[GenBank:Y14387]. The number of screened M3 families, the number of identified
mutations and the overall mutation density, estimated as described in Methods, are reported
both for 0.7% and 1% EMS Red Setter populations.

Minoia et al. BMC Research Notes 2010 3:69 doi:10.1186/1756-0500-3-69
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