Molekularni pristupy ve slechténi rostlin

Aplikovana genomika
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Slechténi rostlin:

Cileny vybér a manipulace s genomy rostlinnych druhti
za ucelem ziskani zadaného fenotypu a genotypu.

Slechténi zahrnuje kontrolované kfizeni nebo genetické
inzenyrstvi a nebo oboje zaroven, nasledované umeélou
selekci potomstva.

Slechténi ¢asto vede k domestikaci.



Efektivni a rychlejsi slechténi rostlin =
vyuzZiti genomickych zdroju

Zrychleni a zefektivnéni Slechténi vyzaduje selekci
nejvhodngjsich rodiCovskych kombinaci a efektivni a
presnou selekci potomstva v rannich stadiich vyvoje.

Markrem zprostredkovana selekce ,, Marker assisted
selection (MAS)" s molekularnimi markery v tésné vazbe na
sledované znaky a haplotypy = dramatické snizeni pocCtu
Kfizeni a linii v potomstvu.

VyZzaduje dostatek markeru se silnou vazbou na sledované
znaky a vhodny, idealne ,High-throughput® genotypovaci
system za prijatelné ceny.
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Pouziti PCR markeru SR4R04 pro selekci sterilnich rostlin u zita.
Fertilni rostliny maji dva prouzky a sterilni jeden.

Obrazek - Viktor Korzun, Lochow-Petkus GmbH, Grimsehlstr.24, 37574 Einbeck, Germany



DNA polymorfizmus = Marker

DNA polymorfizmus:

* RU0zné mechanizmy mohou vést ke vzniku, vice ¢i méné komplexnich
variant DNA sekvence. Pritomnost jedné nebo vicero takovychto variant
je popisovana jako polymorfizmus.

« Polymorfizmus je vétSinou detekovan jako odliSné profily prouzkd, zména
sekvence, barva, sila, pozice nebo pfitomnost/nepfitomnost signalu.

* DNA polymorfizmus je pfitomen bez ohledu na vnéjSi podminky nebo
vyvojove stadium organizmu.

Mechanizmy produkujici DNA polymorfizmy:
1) Bodové mutace

2) Indels

3) Prestavby



Markery - pouziti

1. ldentita genotypu

2. Hodnoceni genovych zdroju
3. Studium diverzity

4. Mapovani genomu

5. Fylogeneticke a evolucCni studie



Detekce DNA polymorfizmi a znalost
sekvence genoml

Nevyzaduji znalost
sekvence genomu

*

*
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Cytogenetické (In situ)

Random Amplification of Polymorphic

DNA (RAPD)

Amplified fragment length
polymorphisms (AFLP)

DArT / DArTSeq

High-throughput

Vyzaduji znalost
sekvence genomu

Microsatelity (SSRs, STMS or SSRPSs)
a Inter-simple sequence repeats
(ISSRs)

Sequence-tagged sites (STS)

Cleaved amplified polymorphic
sequence (CAPS)

Single nucleotide polymorphism
(SNP)

ISBP / RJM (Polymorfizmus na bazi
inzeréniho mista transposonu)

Genotypovani sekvenovanim (GBS)



Prestavby, karyotyp:
In situ na chromosomech

chromozomy




In situ na jadrech a chromosomech
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DArTseq (diversity arrays technology)

Adaptace DArT pristupu na NGS technologie. Paralela s Genotyping-by-Sequencing (GBS).

1) Redukce genomu = vytvoreni genomovych ,reprezentaci”
- Stépeni dvéma restrikCnimi endonukleazami — 1. ¢asto Stépici (BstNI)
- ligace sequencnich adaptéru jen k Pstl mistum
- llumina sekvenace koncu — identifikace SNP/indel polymorfizma = DArTseq markery
- vyrazné vysSi poCet markeru (tisice)

Také Genotyping-by-sequencing (GBS), konkurenéni skupina.



Microsatelity

1. Microsatelity jsou tandemové repetice (1-10 bp) Casto a
relativné rovhomerne se vyskytujici v genomu.

2. Aby mohli byt pouzity jako markery musi byt jejich pritomnost
v genomu identifikovana

3. Polymorfizmus v repetitivnim regionu muze byt detekovana
pomoci PCR z primeru v hrani¢nich oblastech. Je mozna
jista mira automatizace.

gtgggattgatggatgaggatgcettggagagagagagagagagagagagagagagagattcacactttgggtgtacagttcaattcaqg

P1 P2




ISSR (inter-simple sequence repeats)

» Regiony mezi repeticemi mikrosatelitu

« PCR amplifikace téchto regionu

 Diky rozSifeni mikrosatelitu je Casta amplifikace vicero lokusu
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mikrosatelit g. sekvence mikrosatelit
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ISSR primery s kotvou:

gaggatgcttgGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAktcdcactttgggtgtac

tttttttcctgcagttcaattcagtcttggettggcttttgttgtaagttagtgcagggttttgatgatagattattcccattgacagtcgttaataggtg
ggattgatggatgaggatgditagEAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG

AGAGAGAttcacactttgggtgtactttttttcctgcag




Microsatelity / ISSR

Gwm160 Wmc283 i L Barc70 Barc78 Gwm832 Psp3119 Gwm855 Wmc232
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Cleaved amplified polymorphic sequence
(CAPS)

MAG2931 F3/R4_digestion_Ddel

MAGO74_digestion_Haelll_28 3 2013
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SNP markery - Systém KASPAR

V lidském genomu (3Gb) je mozné najit az 10 000 000 SNP

- zalozen na kompetitivni alelové specifické PCR — nasednuti alelové
specifického primeru na stoprocentné komplementarni sekvenci

genomické DNA EEEEEER ﬁT/C]

Vhodnée pro velky pocet
vzorku a maly pocet markeru

R

_ o nebo 1536-jamkovém formatu.
Univerzalni FRET kazety Diky univerzalnim FRET kazetam

- komplementarni k univerzalni vyrazné levné&jsi nez TagMan.
sekvencila?

http://http://www.lgcgroup.com/products/kasp-genotyping-chemistry/#.VFian9h0OyoA



,High-throughput*“ SNP genotypovani - lllumina

O Vhodné pro asociacni mapovdni = urceni diverzity a selekce vhodnych linii
pro krizeni

Vhodnée pro velky pocet
vzorku a velky pocet
markeru




Genotypovani sekvenovanim (GBS)

V lidskem genomu (3GDb) je mozné najit az 10 000 000 SNP

- sekvenovanim je mozné ziskat informace o genotypu v tisicovkach markerovych

lokusU najednou (SNP, presence/absence variation=PAV, copy number
\lariafinn—r‘l\l\l\

Vhodne pro velky pocet
vzorku a maly pocet markerd

P N N —— , ~ 1

» RAD (restriction-site associated DNA - kratké sekvence obklopujicich rekogni¢ni
mista restrikCnich endonukleaz)

»K tvorbé genomoveé reprezentace mohou byt vyuzity i metylacné citlive RE
obohaceni o geny: DArTseq,



Sekvenacni technologie nové generace

(= masivné paralelni sekvenovani)

IGLE!
Run Time Read Length Quality nucleotides Cost /MB
sequenced
. 24h 700 bp Q20-Q30 1GB $10

Pyrosequencing
lllumina Miseq 27h 2x300bp >Q30 15 GB $0.15
'““'".'2”5%?'56‘] 1 - 10days 2x250bp >Q30 3000 GB $0.05

lon torrent 2h 400bp >Q20 50MB-1GB $1

Pacific >Q50 consensus | 500 - 1000MB
Biosciences ol L >Q10 single /SMRT cell $0.13 - $0.80

DalSi technologie — Sangerovo sekvenovani (ABl) — 1700 $ /1Mb, délka — do 1000 bp
Oxford nanopores — Dlouhé ¢teni, problémy s kapacitou



Prakticka ukdzka
Genotypovani Bananovniku pomoci SSR markertcom

e Pomoci PCR v nezavislych PCR reakcich

5

3730xI DNA analyzer

Fluorophore | Marker Motif Primers nucleotide sequence Annealing | oo rence GenBank
FWD [5!_3!) REV [5!_3!} temperature accession

mMaCIR0O1 (GA)20 TTAALGGTGGGTTAGCATTAGG TITGATGTCACAATGGTGTTCE 55°C Lagoda et al. 1988 | XB7262
mMaCIR03 (GA)LD TCAC CCACGAGAAAAG AAGE CTCCTCCATAGCCTGACTEE 55°C Lagoda et al. 1988 | XB7263

m mMaCIROT7 (GA)3 AACAACTAGGATGGTAATGTGTGGAA | GATCTGAGGATGGTTCTGTTGEAGTG 53°C Lagoda et al. 1998 | XB7258
mMaCIR08 (TC)BN2A(TC)T ACTTATTCCCCCGCACTCAA ACTCTCGCCCATCTTCATCC 55°C Lagoda et al, 1988 | XB7264
mMaCIR13 [GAJLENTE(GANE TCCCAACCCCTGCAACCACT ATGACCTGTCGAACATCCTTT 53°C Lagoda et al. 1988 | X90745
mMaCIR24 (TC)? ATCTTTTCTTATCCTTCTAACG ATTAGATCACCGAAGAACTC 48°C Lagoda et al. 1988 | ZB5472
mMaCIR39 [CAYSGATAIGA)S AACACCGTACAGGGAGTCAC GATACATAAGGCAGTCACATTG 52°C Lagoda et al. 1988 | ZB5870
miaCIR40 (GA)L3 GGCAGCAACAACATACTACGAC CATCTTCACCCCCATTCTTTTA 545C Lagoda et al. 1988 | ZB5S77
mMaCIR45 [TA)ACA[CTCGAM TECTGCCTTCATC GOTACTA ACCGCACCTCCACCTCCTG 57°C Lagoda et al, 1988 | ZB5968
mMaCIR150 | (ca)o ATGCTETCATTGCCTTGT GAATGCTGATACCTCTTTGE 54°C Hippolyte et al. 2010 | AME50440
mMaCIR152 | (CTT)1B,(CTI17,(CA)E | CCACCTTTGAGTTCTCTCC TITCCCTCTTCGATTCTGT 545C Hippolyte etal 2010 | AMB50442
mMaCIR164 | (AC)14 AAGACAAGTTCCATTGCTTG GTTCGGGCTTTCGET 55°C Hippolyte etal 2010 | AM850454
mMaCIR196 | (TA)4, (TCN7, (TC)a GCTCCAAACCTCCCTTT COATGCCACACTGGAC 55°C Hippolyte etal. 2010 | AM850462
mMaCIR214 | (AC)7 COATTGAGAGATCAACCC CTATTTGACGTTGGTGGTE 53°C Hippolyte etal. 2010 | AMS50480
mMaCIR231 | (TC)10 GCAAATAGTCAAGGGAATCA ACCCAGGTCTATCAGGTCA 55°C Hippolyte etal. 2010 | AM850497
mMaCIR260 | (TG)8 GATGTTTGGGCTGTTTCTT AAGCAGGTCAGATTGTTCC 55°C Hippolyte etal. 2010 | AM850515
mMaCIR264 | (CT)17 AGGAGTGGGAGCCTATTT CTCCTCGGTCAGTCCTC 53°C Hippolyte et al. 2010 | AM85051%
mMaCIR307 | (CA)E AGACTTGTATCGCTTGGTAAA ACGCTGCACCAGTCAA 54°C Hippolyte et al. 2010 | AMS50533
Ma-3-90 [chu GCACGAAGAGGCATCAC GGCCAAATTTGATGGACT 53°C Crouch et al. 1988 nia




Prakticka ukazka

Genotypovani Bananovniku pomoci SSR markertcom

« Analyza SSR profili programem GeneMarker

Presna identifikace velikosti alel s vysokym rozliSenim
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3730xI DNA analyzer

SSR profil
genotypu Sport of
Silk (AAB)

pro marker
mMaCIR24
(Cervené piky)

Multiplexing SSR profilu
genotypu Mbwazirume
(AAA)

pro SSR markery
mMaCIR152 (zeleny)
mMaCIR195 (modry)
mMaCIR260 (Cerveny)



Prakticka ukdzka
Genotypovani Bananovniku pomoci SSR markertcom

Binarni matice v souCasné dobé obsahuje: 933 polozek (2x,3x,4Xx)
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Shrnuti

Pokud potrebujete vysledky z Pokud potiebujete vysledky z
malého poctu marker malého malého poc¢tu markert velkého
poctu rostlin: poctu rostlin:

Udélejte si to sami nebo v nasi Vyuzijte nasi Aplika¢ni laborator -
AplikaCni laboratofi - idealne: idealné: SNP pouzitim KASPAR
SSR STS, CAPS, SNP nebo GBS systému

Pokud potfebujete vysledky z velkého poctu markeru velkého
poctu rostlin:

Poradte se s nami a pomuzeme vam vybrat optimalni
ganotypovaci platformu.






