DNA markery ve slechténi
hospodarskych plodin



Markery zalozené na polymorfismu DNA
— DNA markery

* DNA marker predstavuje jakykoliv dedicny rozdil v DNA
sekvenci mezi jedinci téhoz druhu/pribuznych druht a
oznacuje (markeruje) specifickou oblast genomu, ktera
se nachazi v jeho bezprostrednim okoli

* Lze vyuzit k lokalizaci, detekci a izolaci neznamych genu
a lokusu kvantitativnich vlastnosti — QTL

* DNA markery jsou detekovany primou analyzou DNA



Markery zalozené na polymorfismu
DNA: zakladni vlastnosti

® jsou nedestruktivni - lze je aplikovat i pri minimalnim
mnozstvi biologického materialu

® maji velmi Siroké uplatnéni: lze je aplikovat u vsSech
organismu, kde je zvladnuta technika izolace DNA

® ze je vyuzit pro charakterizaci velmi ranych vyvojovych
stadii organizmu

® nejsou zavislé na podminkach prostredi

® jejich pocCet je témeér neomezeny



Zakladni typy DNA markeru

 Markery zalozené na hybridizaci
— RFLP

 Markery zalozené na PCR reakci
— RAPD
— AFLP
— SSR

* Markery zalozené na sekvenovani

— SNP (single nucleotide polymorphism), délime podle zplUsobu
detekce:
* SNP detekované pomoci bioCipu (detekce zaloZzena na
hybridizaci)

* SNP detekované genotypovanim pomoci sekvenovani (GBS
— genotype by sequencing)



RFLP —restriction fragment length polymorphism

Southernuv prfenos - schéma Polymorfizmus délky restrikénich fragmentd

(A) DNA is cleaved; electrophoresis
is used to separate DNA

(B) DNA fragments are blotted
onto nitrocellulose filter

(C) Filter is exposed
to radioactive probe

(D) Filter is exposed to
photographic film;

film is developed
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Sondy

 Sonda je tvorena usekem jednoretéezcové DNA molekuly,
ktery ma sekvenci komplementarni k cilové DNA
sekvenci

 Sondy mohou byt znaceny radioizotopy fosforu nebo
fluorescencné

* Sondy mohou mit ruzny puvod:

— Zname geny, - genomické, - odvozené od mRNA (EST, cDNA)

EcoR I site j——— Target Sequence — EcoR I site
. « TAAGAGTTGAATTCAATTGCATGCATGCATGCATGCATTTACTGAATTCGATCCAGTCA. .
. ATTCTCAACTTAAGTTAACGTACGTACGTACGTACGTAAATGACTTAAGCTAGGTCAGT. .

/ = Probe Sequence —| \

« « TAAGAGTTG AATTCAATTGCATGCATGCATGCATGCATTTACTG AATTCGATCCAGTCA. .
« ATTCTCAACTTAA GTTAACGTACGTACGTACGTACGTAAATGACTTAA GCTAGGTCAGT. .




Sondy z hlediska funkce

* Cilené sondy: detekuji konkretni znamy gen.

— priklad:  detekce poctu kopii transgenu v
transgennich rostlinach

* genomicke a odvozené od EST, cDNA

— Slouzi pro detekci polymorfnich RFLP markert v
genomech rostlin



Jak zjistim, ktera sonda je polymortni?

* sondy jsou testovany na analyzovaném souboru ruznych
genotypu (dva a vice): napfl. ruzné odrudy, jedinci
mapujici populace (P, F1 a F2 jedinci)...

* Polymorfni sonda bude detekovat fragmenty o rozdilné

velikosti a pripadné poctu v souboru testovanych
genotypu

* Monomorfni sonda bude detekovat fragmenty o stejné
velikosti a pripadné poctu u vSech testovanych genotypu

e Zajima nas polymorfni sonda = muzeme hledat asociaci
mezi pozorovanym polymorfizmem (RFLP markerem) a
vlastnostmi analyzovanych genotypu



Sondy z hlediska poctu
detekovanych lokusu

* Jednolokusové sondy — detekuji polymorfizmus v
jednom lokusu, jejich polymorfizmus se snadno
analyzuje, proto zadouci

 Multilokusové sondy — detekuji polymorfizmus na
vice lokusech, interpretace vysledkiU muze byt
obtizna

 RFLP markery jsou tedy jednolokusové i vicelokusové



Zdroje RFLP polymorfizmu:

nukleotidové substituce: zrusi nebo vygeneruji restrikcni
misto

prestavby (inzerce/delece), mezi restrikénimi misty

- Nejcastéjsi typ RFLP polymorfizmu u rostlin —
empiricky zjisténo

- Proto pouzivame restriktazy rozpoznavajici 6 mist a
né 4

duplikace DNA UsekU mezi restrikcnimi misty

4-cutter: 474 = kazdych 256bp, 6-cutter: 4"6 = 4,096bp,



Typy RFLP polymorfizmu
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Multilokusovy RFLP polymorfizmus — jedna
sonda vice homolognich genu
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Fig. 2. Southern hybridization patterns of pOS103 on Scal digest of total DNA from 50 rice cultivars (A) and their
schematic representations (B). RFLP bands were associated with the genes Amyl/A, IB and IC.



Mendelisticka dedicnost RFLP markeru

RFLP markery se vykazuji jednoduchou mendelistickou dédicnost
(obrazek)

Inheritance of Parents
RFLP markers
Siblings
Genotypes
AA  aa Aa Aa Aa aa Aa AA




Vlastnosti RFLP markeru

Vyhody:
— Kodominance, vhodné pro genetické mapovani
— VétsSinou velké rozdily v polymorfizmech-snadno detekovatelny
— Moznost opétovného pouziti stejné membrany pro novou sondu
— Vysoce reproducibilni

Nevyhody:
— NizSi pokryvnost celkové genomické variability
— Dostupnost sond, pro nové druhy pripravit nové
— Velké mnozstvi gDNA potreba (5 — 10 mikrogramU) na jedno Stépeni
— Radioaktivni detekce, pracné, nakladné, nemoznost automatizace



Prehled markeru zalozenych na PCR

1. RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA)
2. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
3. SSR (Simple Sequence Repeat)



1. RAPD markery

RAPD = Random Amplified Polymorphic DNA, Nahodné
amplifikovana polymorfni DNA

RAPD je modifikaci PCR ktera vyuziva pouze jednoho
nahodného primeru (délka 8-10bp !!). Také se oznacuje jako
asymetricka PCR

K amplifikaci dochazi v pripadech kdy nahodny primer v
prubéhu ,annealingu” nasedne ve sméru 5 — 3, proti sobé”“
v dostatecné blizkosti (< 2Kb) na obé komplementarni vlakna
gDNA

RAPD polymorfizmus je vysledkem zmény sekvence
nukleotid( v misté navazani primeru nebo inzerce/delece

Jedna se o multilokusovy anonymni a dominantni typ
markeru



RAPD mozné produkty amplifikace
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Zdroje RAPD polymorfizmu

A. Base substitutions at the primer binding sites
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B. Insertion/deletion between two RAPD primers
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RAPD premix, reakce a elektroforeogram

94° C for 1 minute
36° C for 1 minute
Conc. stock Vol Final 720 C for 2 mlnuteS

1) Master Stock Mixture

solution concentration
PCR-buffer + MgCl, 10x (15SmM)  3pl 1x (1.5 mM) 45 CYleJ
Primer 15 uM 0.4 ul 0.2 uM
ANTP-mix 10 mM 0.51 pl 0.17 mM
Tag-polymerase 5 U/l 0.25 ul 125U
ddH,0 20.84 ul
Final volume 25 ul

2) Add 25pl of master mix to spl of your DNA in a sterile tube

Note: In each PCR run you conduct, include 2 sample, one of control DNA
without primer (3ul DNA), and one sample without DNA (spl ddH-0)




Dédichost RAPD markeru

A. ldentification of alleles of dominant markers
P1 P2 F1

The alternative allele of a
RAPD marker band is
“no band”or absence of
the band.

Marker A
Marker B

B. Dominant marker inheritance

P1 P2 F1 F2 Individuals
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Vlastnosti RAPD markeru

Vyhody:
— Primery komercné dostupné, nevyzaduji znalost
DNA sekvence

—rychla  detekce na  agarozovém nebo
akrylamidovém gelu

— Mozno analyzovat velké mnozstvi jedincu a
markeru

Nevyhody:
— Obtizné reprodukovatelné mezi laboratoremi i v
laboratori

— Nerozlisi mezi homozygoty a heterozygoty



AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorfism),
AFLP — polymorfizmus délky amplifikovanych
fragmentu
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Metodické kroky AFLP

* Metoda zahrnuje kombinaci RFLP a PCR
* Vlastni kroky AFLP:

Restrikcni stepeni genomické DNA
Ligace adaptoru

Preselektivni amplifikace

Selektivni amplifikace

Separace AFLP produktu a jejich detekce

20 L S o A

Vyhodnoceni polymorfizmu



AFLP procedure

Shrnuti metodickych kroku
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Detekce a analyza AFLP produktu pomoci
systému LI-COR1

* Restriction Fragments
of VaryingLengths
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Vyhody detekce AFLP produktu pomoci
emise infracerveného spektra

Vysoké rozliseni, naprosta vetSina biomolekul neemituje
fluorescenci v infracerveném spektru

Proto je kazdy gel zobrazovan jako realny obraz

IRdye © infrared dye-labeled (either IRDye ® 700 or
IRDye ® 800) EcoR | primers

Dva excitacni lasery a dva detektory

mozno analyzovat produkty dvou ruznych AFLP reakci
béhem jednoho ,runu” na 96 jamkoveé elektroforeticke
cele



Detekce a analyza AFLP produktu pomoci systému LI-COR 2
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Kosegregace AFLP markeru s genem
rezistence

A portion of LICOR gel showing co-segregating AFLP
band for Rf1 gene




Vlastnosti AFLP markeru

Vyhody:

— Vysoka informativnost = vysoka detekcni schopnost
polymorfizmu genomu, az 100 lokusu jeden run

— Nevyzaduji informaci o sekvenci

— Primery komercné dostupné, nevyzaduji znalost
sekvence

— Poloautomatizovany systém separace a detekce — LI-
COR

Nevyhody:
— Financni naroCnost metody
— Dominantni markery



3. SSR (Simple Sequence Repeat), Opakovani
jednoduchych sekvenci:

* Oznacovany také jako mikrosatelitni markery,
Short Tandem Repeats (STRs) nebo Sequence-
Tagged Microsatellite (STMS)

* Mikrosatelity jsou kratké nékolika nukleotidové
tandemove se opakujici motivy:
— 1-6 bp motiv = mikrosatelit
— > 6 bp motiv = minisaltelit
— Rostliny jsou bohaté na AT motiv



Priklady rtzn U mikrosatelitnich lokusu:

Based on repeat pattern

e Perfect —

e Imperfect —

6. Compound —

e Complex -




Dalsi charakteristiky mikrosatelitu:

5-100 repetici na lokus

Nahodné distribuovany v genomu, jsou Vv
nekodujicich i kodujicich oblastech

10000-100000 na genom

Vysoky stupen polymorfizmu, ktery je dan rlznym
poctem opakovani jednotlivych repetic
Polymorfizmus pravdéepodobné vznika

prokluzovanim DNA polymerazy v prubéhu
replikace



Dalsi charakteristiky mikrosatelitu:

Kodominance
Jednoducha mendelistickda dédicnhost

_.emujici oblasti, ty na které se navrhuiji
orimery jsou vysoce konzervované mezi
ofibuznymi druhy i rody




Detekce SSR polymorfizmu

* Unikatni primery navrzeny na lemujici oblasti mikrosatelitl - jeden
primer par jeden lokus

-«— 50 bp —» -«— 50 bp —»

5.

N CACACACACACACACA I
N G TG TG TG TGTGETETET

-— 16Dbp —

o



Detekce SSR polymorfizmu

SSlutter” pik, maly pik (nebo Sedy prouzek na gelu) - nasleduje bezprostredné po
hlavnim piku, ktery odpovida alele mikrosatelitu. Vznika prokluzovanim DNA
polymerazy — PCR produkt obvykle kratsi o 1-4 repetice. Pokud je ,slutter” pik pfilis
vysoky muaze znacné ztizit detekci mikrosatelitnich alel

Gel:

MW 1 2

high 1 A I\ A I\

Kapilarni elfo:

W
~

low

MW low high



Automatizovana detekce SSR polymorfizmu

Vysokokapacitni genotypovani SSR markert, multilokusova
analyza — vyuzivame fluorescencné znacené primery,
Pristroje: LICOR, sekvenatory

DNA Size (bp)
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Simultanni analyza tfi riznych SSR lokust: kapilarni elektroforéza



Mendelisticka dédichost SSR markeru
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Shrnuti vlastnosti SSR markeru
* Vyhody:

— Kodominance

— Vysoka abundance v genomu

— Rovnomeérna distribuce v genomu

— Mald velikost lokusu (mUzu snadno amplifikovat
pomoci PCR a rozlisit na gelu/kapilarni
elektroforeze)

— Vysoky stupen polymorfizmu
— Automatizovatelna detekce
* Nevyhody:

— Obtizna de novo identifikace mikrosatelitu, vyvoj
SSR markeru je pracovné a ¢asové narocny



Markery zalozené na sekvenovani

e Zahrnuji predevsim analyzu SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) - jednonukleotidovy polymorfizmus

* SNP = polymorfizmus zpusobeny zaménou jedné baze
v dané nukleotidové pozici - lokusu (obrazek SNP)




Vlastnosti SNP (jednonukleotidovych polymorfizmu)

* Nejvic abundantni polymorfizmus v genomu = napf. genom
Arabidopsis ekotyp Ler se lisi od genomu ekotypu Col celkem
349171 SNP!!, 1SNP na kazdych 300-1000bp

 Ztoho plyne: nejvice ,hi-tech” markery
* SNPs jsou jednolokusové, kodominantni markery
* Teoreticky mohou existovat v daném lokusu max. 4 SNP

* Obvykle vSak detekujeme v analyzované populaci 2 SNP v jednom
lokusu



Sekvenovani - zakladni metoda pro

ziskavani a detekci SNP
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Typy a vykonost sekvenacnich pfristroju lllumina

MiSeq

Run Mode

Flow Cells per
Run

Output Range

Run Time

Reads per Flow
Cellt

Maximum
Read Length

System
Overview

Lidsky genom pod 1000 dolarti!! = HiSeq X Ten —

25 million*

2 x 300 bp

Speed and simplicity for targeted and small genome sequencing

Obrovska

vykonost od 0,3
do 1800 Gb!! na

jeden run!!

HiSeq X System

Run Mode N/A VA
Flovlrgells per 1or2 for2
un
Output Range 900-1800 Gb 900-1800 Gb
Run Time <3 days day
Reads&pﬁ; Flow 3 billion 3 billion
e
Maximum 2% 15 0 bo

Read Length

Maximum throughput a
opulation-scale h

System
Overview

Learn More

Learn More

Table 1: HiSeq X System Sequencing Capacity.

HiSeq X Ten HiSeq X Five
System System
Minimum Number of e
10 5
Instruments
Annual Genome Capacity > 18,000 > 9000
Price per 30x genome < $1000 < $1500

When operating at scalke, HiSeq X Ten and HiSeq X Five Systems generate a
staggering level of throughput, sequancing thousands of genomas per year.



Obecné schéma ziskavani SNP

1a) Sekvenace kompletnich genomO de novo — dideoxy metoda
(starSi genomy) a NGS (Next Generation Sequencing) v
kombinaci s dideoxy metodou (genomy od roku 2005) = ziskani
referencniho genomu

1b) Komparativni re-sekvenace kompletnich nebo redukovanych
genomu jedincl populace daného druhu u kterého je dostupny
referencni genom = NGS metody

2) Sekvenace redukovanych genomu u jedincl populace daného
druhu u kterych neni dostupny referencni genom = NGS metody

3) Analyzou transkriptomu: NGS sekvenace kompletnich
transkriptomt u jedincid v populaci - RNA-seq, analyzy
transkriptomickych databazi (EST, cDNA)

4) Starsi zdroj: sekvenace STS markeru



Genotypovani znamych SNP

—Existuji tfi mozné zpusoby genotypovani
znamych SNP v populaci jedincu:

* Genotypovani pomoci bioCipu (detekce
zalozena na hybridizaci)

* Genotypovani pomoci sekvenovani (GBS
— genotype by sequencing)

* Genotypovani pomoci STS markeru (starsi
Zpusob)



Schéma detekce SNPs u hospodarskych
plodin pomoci bioCipu

RNA fragments with fluorescent tags from sample to be tested
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ASSCGT, TATGCAGTGACAGTAGGCCA="\/" o A~ -
VR )Ry iy ryhaisdivaninss ol
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25-mer features analysed for differential
hybridization based on presence or absence
of alternative SNP




Detekce SNPs pomoci biocCipu - detail

SNP A/ G
Genomic
i tios — _
SNP

probe = 25 bases

Perfect Match
Allele ‘A’

Mismatch

Perfect Match
. Allele ‘B’

Mismatch

* V Cipu se nachazi sondy pro oba polymorfizmy SNP Ai SNP G

e ,Mismatch” jsou kontrolni ,nekomplentarni“ sondy, které
slouzi jako negativni kontroly — pozadi

 MUzeme detekovat i heterozygoty! SNPs jsou kodominantni!



Detekce heterozygotu v SNPs u
diploidnich rostlin

Detekujeme napt. A/G
SNP polymorfizmus
Cervend oblast
(cluster) na obrazku
predstavuje  jedince,
kteri jsou homozygoti v
alele A, tj. AA (jedna
tecka = jeden jedinec)
Fialova oblast zahrnuje
jedince, kteri jsou
heterozygoti AG

Modra oblast pak
jedince, kteri jsou
homozygoti v G, tj. GG
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Detekce je obtiznéjsi u polyploidnich druh,
vetsi pocet shluku, pr. Autotetraploid —
brambor =5 shlukd pro dvé alely (AAAA,
AAAB, AABB, ABBB and BBBB)



Prehled bioCipu pro SNP genotypovani
v plodinach

826 Martin W Ganal et al.

Table 1. Overview on large genotyping array development in major crop plants

Crop species Array size* Reference
Apple (Malus domestica) 8 K Chagné et al. (2012)
Grape (Vitis vinifera) 9K Myles et al. (2011)
Maize (Zea mays) 60 K Ganal er al. (2011)
Rice (Oryza sativa) 44 K Zhao et al. (2011)
Rye (Secale cereale) 5K Hasenmeyer ef al. (2011)
Sunflower (Helianthus annuus) 10 K Bachlava et al. (2012)
Barley (Hordeum vulgare) 9K unpublished
Cherry (Prunus spec.) 6 K unpublished Attp:// www.illumina.com/applications/
agriculture.ilmn#ag_consortia
Grape (Vitis vinifera) 20 K in preparation http:/www.illumina.com/applications/
agriculture.ilmn#ag_consortia
Peach (Prunus persica) 8 K unpublished Attp:// www.illumina.com/applications/
agriculture.ilmn#ag_consortia
Potato (Solanum tuberosum) 10 K unpublished Attp://solcap.msu.edu/
Tomato (Solanum lycopersicum) 10 K unpublished Attp://solcap.msu.edu/
Wheat (7riticum aestivum) 9K unpublished http.://www.triticeaecap.org/
Oilseed rape (Brassica napus) 60 K in preparation

http ://www.illumina.com/applications/
agriculture.ilmn#ag_consortia
Wheat (Triticum aestivum) 90 K in preparation http:/www.illumina.com/applications/
agriculture.ilmn#ag_consortia

* Number of features on the array. Note that this does not necessarily correspond to the number of SNPs that can be analysed (e.g. with the
60 K maize array, approximately 50000 functional SNPs can be analysed).



Genotypovani SNPs pomoci sekvenovani (GBS)

* Vyuzivd NGS technologie pro (re) sekvenaci genomu
jedincu analyzované populace (obvykle mapovaci)
Cisté za ucelem genotypovani (prima detekce SNPs u
téchto jedincu)

* Neni sekvenovan cely genom (stale drahé pro vetsinu
plodin) = vyzaduje pokryvnost cca 10 x genom

* Misto toho redukce pokryvnosti genomu sekvenovani
na 0,10 X pro mapovaci populace (napf. ryze)

(o

* V pripadée GBS se na jeden ,run“ sekvenatoru
sekvenuje mnoho genomuU najednou — kazdy oznacen
jinymi adapory.



Genotypovani SNP pomoci
sekvenovani (GBS)

* Nejvetsim problémem zustavaji vysoké naroky
na vypocetni techniku, analyzu dat a take
uchovani obrovského mnozstvi dat ziskanych NG
sekvenaci rozsahlych mapovacich populaci

e Zatim neni jasné ktera technologie genotypovani
previadne, zda GBS nebo detekce SNP pomoci
micorarray



Tvorba genetickych
(rekombinacnich) map = hledani
asociace mezi polymornimi DNA

markery a vlastnostmi plodin



Tvorba genetickych (rekombinacnich) map

« Tvorba genetickych map principialné vychazi ze segregace
(oddélovani) markerd a major genl/QTL lokust v dUsledku
crossing-overu mezi chromozomy

e Ke crosssing-overu (rekombinacim) chromozdémU dohazi béhem
redukcniho déleni — meioze

» Segregaci marker( a gen/QTL lokus( je proto mozno analyzovat
v generaci potomku ziskanych pohlavni rozmnozovanim



Crossing-over mezi dvéma geny/markery
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Geny a markery, které se nachazi v tésné blizkosti jsou prenaseny
do dalsi generace Castéji nez geny a markery, mezi kterymi je vetsi
vzdalenost



Plati ze...

Informaci o frekvenci (procentu) vyskytu rekombinantnich
genotypl v populaci potomku lze vyuzit pro odvozeni genetické
vzdalenosti mezi markery.

X s

Cim vétsi je frekvence rekombinaci mezi dvéma markery, tim
vetsi vzdalenost je mezi nimi na chromozédmu a obracené

Dva markery, které se na chromozomu nachazeji ve vzdalenosti

vetsi, nebo rovno 50% (cM) nejsou ve vazbé = volna
kombinovatelnost vioh

Analyzou segregace marker( v populaci uréime poradi markeru
na chromozdmu a genetické vzdalenosti mezi jednotlivymi
markery — sestavime mapu



Ctyfi zakladni kroky pro vytvofeni
genetické mapy

1) Priprava mapovaci populace

2) Identifikace polymorfnich DNA markeru a
genotypovani mapovaci populace

3) Analyza vazby mezi markery (pritomnost,
absence vazby, vzdalenost mezi markery,
relativni poradi markeru)

4) Mapovani gent/QTL lokus(



1. Priprava mapovaci populace. Na prikladu back-cross
populace u samosprasnych rostlin

Priklad jedinct kontrastnich ve

znaku
Parent 1 Parent 2
Kfizeni rodi¢d (homozygotni linie
A X B 7 14
l kontrastni ve sledovaném znaku)
Zpétné krizeni F, hybridu s
X . v
A " ‘ " F s rodicem A

BC hybridi vykazuji

v v vl b
WHHIWHIHINHIN S
BC y . i
ramci jedné sady

chromozému



2. ldentifikace polymorfnich DNA markeru a
genotypovani mapovaci populace

 Zakladem je existence dostatecnych mnozstvi DNA
polymorfizmu mezi rodici populace

* cizosprasné rostliny = vysoky stupen polymorfizmu

e U samosprasnych rostlin je obvykle nutny vybér
rodicU populace na zakladé vyhodnoceni miry
polymorfizmu pomoci DNA markeru

 Polymorfni (informativni) DNA markery jsou
identifikovany genotypovanim rodici pomoci
souboru DNA markert



Mozné vystupy genotypovani mapovacich populaci podle
typu populace a polymorfniho DNA markeru:

Codominant Dominant
PbP.F 1 2 345 67 8 9 101112

RPF 12343567489 101112

F2 populace
F>

AA aaAa AA AaAa aa Aa aa AaAA AaAA Aa aa BB bb Bb B_.B_bbB_B_ B bbB B B_bb B_

PbPPF 12 343567 8 9 101112 PR 12 345 6§78 9 1911512

BC populace BC

CCiccCe ¢ Ce Ce .ce Ceice Cc: ¢cc Ce cc'Ce cc DDdd Dd Dd ddDd dd Dd Dd dd dd dd Dd dd Dd



Ocekavané segregacni (Stépné) pomery
DNA markeru v populacich

Population type Codominant markers Dominant markers
F> I: 2:1 (AA:Aa:aa) 3:1 (B_:bb)
Backcross i1 (Cece) [:1 (Dd:dd)
Recombinant inbred or 1:1 (EE: ee) [:1 (FF:A1)

doubled haploid

Verifikuji se chi kvadrat testem



3. Analyza vazby mezi markery

Zahrnuje:

* kodovani dat pro kazdy DNA marker a pro kazdého
jedince v populaci

e Sestaveni vazbovych skupin markert pomoci metody
LOD score

 Urceni genetické vzdalenosti mezi markery =
konverze rekombinacnich frekvenci na genetickou
vzdalenost vcM pomoci mapovacich funkci



Vystup mapovaciho programu: Dilci vazbova skupina

Mapping population

j)

DNA extractions and PCR

|

PyP,1 2 345 67 8 910111213141516 1718 19 20

Marker E

Marker F

|I

A B
Marker G

A B

Marker H
A B

Marker scoring and coding

Marker-E AABBABABABBAAABAAABB
Marker-F AABAABABABBBAABAAABB
Marker-G ABBAABBBABBBAAAAAABB
Marker-H ABBABBBBAABBAAABAABA

|

Mapping program

|

Linkage map

Prvni rodi¢ je kddovan
jako , A“

Druhy rodi¢ je kddovan
jako , B

Kddovani umozni
vazbovou analyzu pomoci
programu

Kolik jedincll s
rekombinaci mezi markery
EF se nachazi v mapovaci
populaci?



Vystup mapovaciho programu:
geneticka mapa
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Figure 7. Hypothetical ‘framework” linkage map of five chromosomes (represented by linkage groups) and 26 markers. Ideally, a framework
map should consist of evenly spaced markers for subsequent QTL analysis. If possible, the framework map should also consist of anchor markers

that are present in several maps, so that they can be used to compare regions between maps.



4. mapovani major genu/QTL lokusu

* V tomto kroku je vazbova mapa vyuzita k urceni
chromozomalni lokalizace (prislusnosti k vazboveé
skupiné) genu ridicich sledované znaky:

— Major geny - kvalitativni znaky

— QTL — lokusy kvantitativnich vlastnosti

e Zaroven jsou identifikovany DNA markery, které
se nachazi ve vazbé s QTL, major genem



Vyuziti vazbovych map pro identifikaci
QTL: QTL analyza

e Je zalozena na principu detekce asociace mezi fenotypem
sledovaného znaku a sestavou ,genotypem” DNA
markeru

* DNA markery jsou vyuzity pro rozdéleni mapovaci
populace do genotypovych skupin (podle typu sestavy
markeru) a posléze je statisticky vyhodnocen rozdil v
prumeérné hodnoteé sledované vlastnosti mezi skupinami

 Pokud existuje statisticky vyznamny rozdil v prumeérné
hodnoté vlastnosti mezi skupinami (2-3 skupiny — Proc?)
pak je dany marker ve vazbeé s QTL pro sledovany znak —
viz dalsi slide



Princip mapovani QTL

Marker E

1 2 34 5 67 891011121314 1516 1718 1920

AABBABABABBAAABAAABB
33314038 28 43 3240 30 3942 2830 29 41 313032 40 39

Group | (progeny Group 2 (progeny

with fragment A) with fragment B)
50T
Mean i
height 4
30T
20T
10T
| |
O T T Marker E
A B Genotype
P value <0.0001 = significant

Conclusion: marker is linked to a QTL

Marker H

1 2 34 5 67 891011121314 1516 1718 1920

ABBABBBBAABBAAABAABA

33314038 28 43 3240 30 3942 2830 29 41 313032 40 39

Group | (progeny Group 2 (progeny
with fragment A) with fragment B)

Mean 0T
height 40T

30T
20T
10T

| |
0 ' | Marker H

~

A B Genotype

P value 0.5701 = not significant
Conclusion: marker is unlinked to a QTL
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V potomstvu dominantni alela témér vyhradné v kombinaci s QTL a recesivni témér vyhradné
v kombinaci s absenci QTL



Priklad vystupu mapovani QTL

1 2 3 -
A " y - * Vyska rostliny =
of I " ) ) jedno majoritni
168 ) QrTL,
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i » | N majoritni QTL na
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D : i b
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Legend

B Plant height

NN = disease resistance field trial 2002

disease resistance field trial 2003
= disease resistance field trial 2004

=



Vystupy mapovani major genu/QTL

e Ziskani DNA markerd pro proces markery
asistovana selekce (MAS)

* Marker vhodny pro MAS je:
- co nejblize selektovanému major genu/QTL (< 5¢cM)

- pripadné se nachazi primo v markerovaném genu/QTL
(100% kosegregace s DNA markerem) — pokud je
gen/QTL ziskan pozi¢nim klonovanim

- Polymorfni a informativhi v ruznych souborech
genotypu, v ruznych populacich

* Klonovany major/minor gen — lze vyuzit pro
pripravu transgennich rostlin



Markery asistovana selekce
(MAS)

Vyuziti DNA markeru ve slechténi
hospodarskych plodin s cilem
zefektivnéni slechtitelskeho procesu



Vyhody MAS oproti klasicke selekci

Uplatni se zejména u znakd, které se obtizné fenotypuji: Setfi ¢as, penize a
usili. Pr. rezistence k cystotvornym hadatkim u obilnin, kvalita zrna -
nakladna na vyhodnoceni

Selekce ve fazi klicnich rostlin:

— Uplatni se napriklad pro znaky jako kvalita zrna, = nemusim cekat a
péstovat radu rostlin az do zralosti, vyselektuji pomoci MAS a péstuji
pouze ty, které budou mit kvalitni zrna, kvalita zrna je navic draha na
vyhodnoceni fenotypoveée

Zvysena spolehlivost selekce:

— Eliminuje vliv vnéjsiho prostredi (predevsim u kvantitativnich znakd,
které se obtizné fenotypuji: napriklad polni rezistence vuci patogenu)

— Rozlisime homozygoty a heterozygoty

Zpresnéna a zefektivnéna selekce specifickych genotypu-jednotlivych
rostlin:

— Zrychleni sSlechtitelského procesu, respektive tvorby odrud.



Kroky k MAS

1. Mapovani major gent/QTL a ziskani spolehlivych markert pro MAS:

2. Spolehlivy marker pro MAS
ma byt co nejblize cilovému
lokusu  (major  genu/QTL),
idealné primo v genu/ QTL

3. Pouziti dvou lemujicich
markert zvysuje spolehlivost
selekce — Obrazek,

predpokladame 0O interferenci
crossing-overu. Dvojity crosing-
over=velmi nizka
pravdépodobnost

target locus reliability for selection
A / 1 :
| A — using marker A only:
| B h i Y ¢ |~ ¢
«—5cM— b= 005
s B .
Pa— | using marker B only:
_ : \
«—4cM— | —rg = ~96%
A B :
| S | using both marker A and B:
— S5cM— <«—4 CM—>[ 1 -2 FAlg = ~99.6%

Pouziti dvou markerd vsak zaroven
zvysuje naklady a cas



Uplatneni MAS

* MAS v prevodném krizeni
* MAS v pyramidovani gent/QTL
* MAS v charakterizaci slechtitelskeho materialu



MAS v prevodném krizeni: Priklad klasického prevodného krizeni

P, X B,
/anyiding Elite cultivar l Donor | Desirable trait
* Susceptible for 1 trait Py | E e.g. disease resistance
1 1
* Called recurrent l
parent (RP) |:>1 x BC1 «— Discard ~50% BC1
l 'qually select BC1 progeny that resemble RP
P, x BC2 Repeat process until BC6
l Pozor! Podil genomu Blociiit
rekurentihorodice na Generation parent genome (%)
P. x BC3 idi -
1 genomu hybridu v _T
jednotlivych generacich BC BCi 'f'o
predstavuje primérnou BCZ &9.5
P1 X BC4 hodnotu.V kazdé BC generaci e -
se nachazeji jedinci, kteri BC4 ?0'9
maji vétsi nebo mensi podil BC‘S 98.4
P1 x BC5 rekurentihogenomunezje | BCo 99.2
l prumér.
Recurrent parent genome recovered
P, x BC6 it
l X Additional backcrosses may be required due to linkage drag

BC6F2 Vazebné tahnuti



VIV

MAS v prevodném krizeni:

1. Vyuziti markerd pro selekci cilového major genu/QTL =
foreground selection

2. Vyuziti markerd pro selekci rekombinantd mezi cilovym
genem/QTL a lemujicimi markery= recombinant selection

3. Vyuziti markert pro selekci vuci genomu donora = background
selection

4. Ve slechtitelském programu lze samozrejmeé vyuzivat kombinace
vSech tri typa MAS

(ayl 2 hy! 2 @1 2

1 (1T [

Figure 3. Levels of selection during marker-assisted backcrossing. A hypothetical target locus is indicated on chromosome 4.
(a) Foreground selection, (b) recombinant selection and (¢) background selection.




1., Foreground” selekce

1 2 3 4
Target
locus

TARGET LOCUS
SELECTION

FOREGROUND SELECTION

Vyuziti markerd pro selekci
cilového major genu nebo QTL.

Vyhodné zejména v pripadé
vlastnosti, které se Spatné
fenotypuiji.

Pri selekci recesivneé
determinovaneho znaku. Ten se
projevi pouze u recesivniho
homozygota. Selekce genotypu s
recesivnimi alelami je obtizna
pomoci konvencnich metod.



2. Rekombinacni selekce a koncept , linkage drag”

Cilem rekombinacni selekce je redukce velikosti chromosomalniho segmentu
donora, ktery obsahuje cilovy lokus, respektive velikosti introgrese

Pro¢? Rychlost zmensovani velikosti tohoto donorového fragmentu je
pomalejsi nez u chromozomalnich regiont donora, které nejsou ve vazbé s
cilovym lokusem a navic ¢asto nese radu nezadoucich gent donora, které jsou
ve vazbé s cilovym lokusem (nezapomenout, ze donor je napfr. plany druh,
ktery ma radu negativnich vlastnosti — napf. nizkou produktivitu, kvalitu,
pozdnost...) =, linkage drag”

Pfi pouziti klasickych selekénich metod muUze donorovy segment zUstat
znacné velky dokonce i za pouziti velkého poctu BC generaci (vice nez 10) =
obrazek performance

0O RECURRENT PARENT
CHROMOSOME

\ o

2
TARGET —» o
LOCUS o 4
W &

Donor/F1 / §

BC1 BC3 B / 4

-

L} DONOR
CHROMOSOME




(

Rekombinacni selekce = minimalizace ,,linkage drag’

* Pri pouziti markera, které lemuji cilovy
gen (napf. vzdalenost < 5cM na kazdé

byr 2 3 4
strané) lze problém ,linkage drag“ :
minimalizovat (obrazek (b)) >

e Selektovany jsou genotypy, které vykazuji
rekombinaci mezi cilovym lokusem a
lemujicim markerem

e Obvykle je zapotrebi minimalné dvou BC

generaci k vyselektovani genotypl, které Conventional backcrossing 1 \

vykazuji rekombinaci cilového lokusu s

obéma lemujicimi markery a dostatecné cene % B =

velkych populaci

F1 BC1 BC2 BC3 BC10 BC20

* Rychlost minimalizace ,linkage drag” je irinihmiinnii

vsak nesrovnatelné vétsi nez v pripadé

konvencniho prevodného krizeni s =

(Obl’é zek dole) (Ribaut and Hoisington, 1998 )

F1 BC1 BC2



3. ,Bacground” selekce

Znovu pripominame, ze podil genomu rekurentiho
rodice na genomu hybridid v jednotlivych
generacich BC predstavuje primérnou hodnotu. V
kazdé BC generaci se nachazeji jedinci s cilovym
lokusem, ktefi maji vétsi nebo mensi podil
rekurentiho genomu nez je primeér.

Pomoci marker(, které nejsou ve vazbé s cilovym
lokusem a jsou distribuovany na vSech
chromozdmech rekurentiho rodice (Zluté Sipky —
spodni obrazek) Ize v BC generacich vybrat jedince
s nejvetsSim podilem rekurentniho genomu a ty
dale krizit s rekurentnim rodicem

Touto cestou Ize ,usetrit” 2 az dokonce 4 generace
zpétného krizeni, tj. oproti obvyklé BC6 lze jiz v
BC2 ziskat jedince s genotypem rekurentniho
rodice a cilovym lokusem

,Bacground” selekce je obvykle kombinovana s
rekombinacni selekci

Recurrent
Generation parent genome (%)
BCI1 75.0
BC2 87.5
BC3 038
BC4 96.9
BCS 08.4
BCoH Q9.2

1

BACKGROUND
SELECTION




Starsi tabulka prikladu vyuziti MAS v prevodném k

VIV

rizeni u obilnin

foreground background
species trait(s) gene/QTLs selection selection reference
barley barley yellow dwarf Yd2 STS not performed Jefferies er al. (2003)
virus
barley leaf rust Rphg6 AFLP AFLP van Berloo er al. (2001)
barley stripe rust QTLs on 4H and 5H RFLP not performed Toojinda ez al. (1998)
barley yield QTLson2HL and 3HL. RFLP RFLP Schmierer ez al. (2004)
maize corn borer resistance QTLs on chromosomes RFLP RFLP Willcox et al. (2002)
7,9 and 10
maize earliness and yield QTLs on chromosomes RFLP RFLP Bouchez et al. (2002)
5,8 and 10
rice bacterial blight Xa2l STS" RFLP Chen ez al. (2000)
rice bacterial blight Xa2l STS" AFLP Chen et al. (2001)
rice bacterial blight xa5, xal3 and XaZ2l STS, CAPS not performed Sanchez et al. (2000)
rice bacterial blight xa5, xal3 and Xa2l STS not performed Singh ez al. (2001)
rice bacterial blight+ xal3, Xa2l STS and SSR AFLP Joseph ez al. (2004)
quality
rice blast Pil SSR ISSR® Liu er al. (2003)
rice deep roots QTLs on chromosomes RFLP and SSR  SSR Shen et al. (2001)
1,2,7 and 9
rice quality waxy RFLP* AFLP Zhou et al. (2003a)
rice root traits and aroma QTLs on chromosomes RFLP and SSR RFLP and SSR  Steele ez al. (2006)
2, 7,8, 9and 11
rice submergence Subl QTL phenotyping and SSR Mackill ez al. (2006)
tolerance SSR*
rice submergence Subchr9 QTL, Xa2l, SSR and STS not performed Toojinda er al. (2005)
tolerance, disease Bph and blast QTLs
resistance, quality and quality loci
wheat powdery mildew 22 Pm genes phenotyping AFLP Zhou et al. (2005)

 Indicates recombinant selection performed to minimize linkage drag around target locus.
® ISSR and inter SSRs.



MAS v pyramidovani gent/QTL

Pyramidovani predstavuje kombinaci vice gent/QTL v
jednom genotypu.

Zdrojem genl/QTL pro pyramidovani je 2 a vice rlznych
rodicu

MAS ma velké uplatnéni v pyramidovani genu, protoze
soucasné fenotypovani kazdé rostliny z potomstva
krizeni na nékolik znaku je obtizné a prakticky nemozné
napf. u znaku vyhodnocenych pomoci metod
destruktivnich pro rostlinu — pr. odolnost k chorobam.

Klasickym prikladem je pyramidovani riznych major
genU rezistence vuci jednomu nebo vice patogenum.
Pyramidovani major genl rezistence mulze poskytnout
stabilnéjsi rezistenci vuci patogenum



Starsi priklady pyramidovani genu
u plodin

Table 1. Selected examples of MAS based gene pyramiding for important traits in major crops.

Crop Trait Pyramided genes Reference
Huang et al., 1997,

Blight resistance Xad,xa5,xa13,Xa21 Singh et al., 2001,
Rice Narayanan et al., 2002

Blast resistance Pi(2)t,Piz5,Pi(t)a Hittalmani et al., 2000

Gallmidge resistance Gm1,Gm4 Kumaravadivel et al., 2006
Wheat Leaf rust resistance Lr41, Lr42, Lr43 Cox et al., 1994

Powdery mildew resistance Pm-1, Pm-2 Liu et al., 2000

: Jackson et al., 2003,

Cotton Insect pest resistance Cry 1Ac, Cry 2Ac Gahan et al., 2005
Pea Nodulation ability Sym9, Sym10 Schneider et al., 2002
Barley Yellow mosaic virus resistance rym4, rym5, rym9, rymi1 Werner et al., 2005

Soybean

Soybean mosaic virus resistance

Rsvi, Rsv3, Rsv4

Zhu et al., 2006




Starsi priklady pyramidovani gent/QTL

Table 2. Examples of gene or QTL pyramiding in cereals.

u obilnin

genes from genes from DNA mar-

species trait(s) parent 1 parent 2 selection stage ker(s) used reference

barley barley yellow ryml rymS5 F, RFLP, CAPS Okada et al. (2004)
mosaic virus

barley barley yellow rym4, rym9, rym4, rym9, F,-derived doubled RAPD, SSR Werner et al. (2005)
mosaic virus rymll rymll haploids

barley stripe rust Rspx QTLs 4,7 IF;-derived doubled SSR Castro et al. (2003)

Rspx QTL:5 haploids

rice bacterial blight xa5, xal3 Xa4, Xa2l F, RFLE; STS Huang er al. (1997)

rice bacterial blight, Xa2l, Bt RC7 chitinase F» STS Datta ez al. (2002)
yellow stem gene, Bt
borer, sheath
blight

rice blast disease Pil, Piz-5 Pil, Pita s RFLP, STS Hittalmani ez al.

(2000)
rice brown plant hopper Bphl Bph2 F, STS Sharma ez al.
(2004)

rice insect resistance Xa2l Bt J 8 STS Jiang ez al. (2004)
and bacterial
blight

wheat powdery mildew Pm2 Pm4a J 8 RFLP Liu ez al. (2000)




MAS v charakterizaci slechtelského
materialu

1. Overeni identity kultivaru a jeho Cistoty
2. Overeni genetické diverzity a selekce rodicu
3. Studie heteroze



Oveéreni identity kultivaru a jeho Cistoty

Sample of SSR results
for wheat:

*8 markers shown

* Multiplexed PCR
protocol

*Visualization system:
LiCor

*indicates lane for size marker




Overeni genetické diverzity a
selekce rodicu

» Uspésnost Slechtitelskych program@ je zavisla
vysokém stupni genetické diverzity vychoziho
slechtitelského materialu, jen tak lze dosahnout
selekcniho efektu

Rozsireni genetické diverzity vychoziho
slechtitelského  materialu  vyzaduje identifikaci
rozdilnych kmenovych rostlin (genovych zdroju) —
rodicu, kteri budou krizeni s elitnimi kultivary

MAS Uspésné asistuje pri vybéru téchto rodicu-vice
detailni informace pro jejich vybér



Studie heteroze

U plodin jejichz produktivita je zalozena na
ziskavani hybridu: kukurice, Cirok

Vyuziva se heterozniho efektu

IIIII

charakterizaci diverzity rodicovskych linii

Heterozni efekt nelze predikovat, zatim ani
pomoci MAS
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