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
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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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