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Metody pro studium diverzity
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Vyvoj metod pro studium diverzity

1990 -

Markery bez znalosti DNA sekvence (RFLP,
1995 - RAPD, IRAP, PCR-RFLP, AFLP)

Analyza velikosti genomu prutokovou cytometrii
2000 - Markery se znalosti DNA sekvence (SSR)
Analyza za pomoci mikroCipu DNA (DArT)

2005 - Sekvenovani specifickych lokusu (rDNA, geny)

Sekvenovani genomovych reprezentaci (GBS)

2010 = ’ , ’ o
Sekvenovani celych genomu



Bananovnik (Musa sp.)

4
evropsky *Jedna z nejdulezitéjSich plodin v tropickych a subtropickych

socialni

fond v CR oblastech

*Jedlé typy bananovniku jsou klony rozmnozujici se odnozemi,
EiBoreKdINE vétSinou triploidni (kombinace genomu A a B)

I\I<§r *Nachylné vuci chorobam a Skadcum, Slechténi rezistentnich odrid
VIREEREEEY hybridizaci s planymi druhy

[ Q; *LepSi znalost struktury genomu a genetické diverzity » efektivni
L vyuziti biotechnologickych postupl pro ziskani rezistentnich

o koniarenceschopnost~ KUIEiVArtt a pro ochranu a konzervaci existujiciho genofondu

INVESTICE
DO ROZVOJE
VZDELAVANI




Bananovnik (Musa sp.)

- Rad: Zingiberales
« Celed: Musaceae
Musa Ensete Musella

Eumusa (2n = 22)

Rhodochlamys (2n = 22)

Sekce

Callimusa (2n = 20, 18)

Australimusa (2n = 20)

Spoleény projekt Ustavu experimentalni botaniky AV CR a
Bioversity International

*Charakterizace polozek z genové banky bananovniku v Lovani,
studium diverzity

o http://olomouc.ueb.cas.cz/
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Analyza velikosti genomu
prutokovou cytometrii

Prutokova cytometrie analyzuje optické parametry
mikroskopickych €astic za pohybu v uzkém vodnim paprsku

Vzorek musi mit formu vodni suspenze jednotlivych ¢astic
(napf. jader).

]

Detektor

i
Zdroj excitacniho

zareni *




Stanoveni velikosti jaderného genomu

\ VZOREK STANDARD %) Jadra Jadra
Musa G, Glycine G,
20 mg of listového 5 mg listového pletiva
pletiva bananovniku G. max (2C = 2.50 pg DNA) ] /
@
©
8,
Simultanni ‘ Pufr pro izolaci jader >§
izolace a “ + propidium jodid o
barveni jader -

§ Relativni obsah jaderné DNA

Pomér pozice G1 piku Glycine
ku Musa je 1,984 => obsah
jaderné DNA (2C) M. acuminata
errans je 2,50/ 1,984 = 1,26 pg
DNA (tj. 608 Mbp / 1C)

Odstranéni bunéénych
zbytka filtraci



Stanoveni ploidie

500 — 500 — 500 :
2C | Znama ploidie 3c | Triploid (3x) Tetraploid (4x)

400 | Nl 400 | 400 |
g (diploid, 2x) AC
& 300 300 ¢ 300 |
S 200 200 | 200 |
o

100 | 100 | 100 |

. 4C 6C 8C

0 50 100 150 200 250 00 50 100 150 200 250 OO 50 100 150 200 250
Relativni pomér jaderné DNA (channel number)

Vyhody:
« Jednoduché a rychlé (>100 vzorkl za pracovni den)

* Nedestruktivni (staCi miligramova mnozstvi rostlinneého
pletiva)



Ploidie polozek v genové bance bananovniku

Pratokova cytometrie byla pouzita k ovéreni klasifikace polozek rodu
Musa v genoveé bance INIBAP Transit Centre (KU Leuven, Belgie)

ITC, KU Leuven

Analyza ploidie u 1150 z 1175 polozek

Potvrzena ploidie
(83.3%)

Stanoveno poprvé
(7.04%)

Mixoploidie
(0.79%)
Smigena ploidie Jina ploidie
(1.22%) (7.65%)




Aplikace v biosystematice

« |dentifikace vzacnych cytotypu

100
a0
2x

&0 3x

40

Mumber of nuclka

20

hallalol ok skl and siilaasa s .

0 200 400 &00 800 | 1000

Relative flucrescence

Ruzné cytotypy Lythrum salicaria identifikované
pomoci prutokové cytometrie (vzorky méreny
simultanné)

. N 2

Kyprej vrbice
(Lythrum salicaria)

http://www.ibot.cas.cz/fcm/suda/



Aplikace v biosystematice

» Prostorova distribuce cytotypl

Distribuce cytotypt
Empetrum (Sicha) ve
Skandinavii

http://www.ibot.cas.cz/fcm/suda/



Aplikace v biosystematice

* Identifikace druht se stejnym poctem chromozému
(druhové specificka velikost genomu je pozorovana u mnoha rodu)

300

I eortiisionr

240

I dilaiara

180

120

Murnber of nucled

60

o sl —aba - - - .-

0 50 100 150 200 250

Relatve fi Kaprad rozlozena
sl THoiEseenes (Dryopteris dilatata)

Diskriminace mezi druhy se stejnym po&tem chromozéml
avsak odliSnou velikosti genomu u Dryopteris

http://www.ibot.cas.cz/fcm/suda/



Analyza diverzity za pomoci SSR markeru

pro K

Fotatd Mikrosatelity (SSR)
TeTATCTAITCTA
iy - kratké repetice DNA (jednotka 1-6 bp)
S e - zejména mezi geny a v nekodduijicich
PCR amplification m OblaSteCh
l and labeling
lifﬁé[ﬁﬁﬁ‘;“‘f“s B © &etny vyskyt, vysoce polymorfni, mnoho
. alel, reprodukovatelné, vysokokapacitni (high-
5 B B ¢ throughput)
s m— — 14 Detekce:
- pomoci PCR - primery navrzené na
re okolni sekvenci
— =5 = repeat Vizualizace:
— ., | a)Elektroforéza — agaroza (vice nez 3%)
__________ - PAGE - denaturuijici
— —G - nedenaturujici
b) Pomoci sekvenatoru — umoziuje
multiplexing




Aplikace pri analyze polozek bananovniku

*Analyza genetické diverzity 250 polozek rodu Musa z genové banky
- pomoci 19 SSR markerU
- standardizovany postup (Christelova et al., Annals of Botany, 2011)

Fluorophore | Marker Motif Primers nucleotide sequence Annealing | oo rance GenBank
FWD [5!_3!} REV [5!_3!) t'EmpEratur'E accession
miaCIRO1 (GA)20 TTAAAGGTGGGTTAGCATTAGG TTITGATGTCACAATGGTGTTCC E5°C Lagoda et al. 1998 HET262
miaCIR03 (GA)LD TGACCCACGAGALALAGAMGT CTCCTCCATAGCCTGACTGE E5°C Lagoda et al. 1998 HBT263
m mMaCIROT (GAL3 AAC AACTAGGATEGGTAATGTGTGGALA | GATCTGAGGATGGTTCTGTTGGAGTG B3:C Lagoda et al. 1998 HET25E
miaCIRO8 (TCYEM24(TC)? ACTTATTCCCCCGCACTCAN ACTCTCGCCCATCTTCATCC ER°C Lagoda et al. 1998 HET264
miaCIR13 (GAILENTEGA)R TCCCAACCCCTGCAACCACT ATGACCTGTCGAACATCCTTT 53°C Lagoda et al. 1998 Ao0745
mMaCIrR24 | (To)7 ATCTTTTCTTATCCTTCTAACG ATTAGATCACCGAAGAACTC 48°C Lagodaet al. 1988 | ZB5972
MMaCIR39 | (CA)SGATA(GA)S AACACCGTACAGGGAGTCAC GATACATAAGGCAGTCACATTG 52°C Lagodaet al. 1988 | ZB5970
miaCIR40 (Ga)L3 GGCAGCAACAACATACTACGAC CATCTTCACCCCCATTCTTTTA 54°C Lagoda et al. 1998 ZBEOTT
miaCIR45 (TA)ACAICTCGAM TECTGCCTTCATCGCTACTA ACCGCACCTCCACCTCCTG 57°C Lagoda et al. 1998 ZHEO68
mMaCIR150 | (ca)10 ATGCTGTCATTGCCTTGT GAATGCTGATACCTCTTTGG 54°C Hippolyte etal 2010 | AM350440
mMaCIR152 (CTTH18(CTIL7 (Ca)E | CCACCTTTGAGTTCTCTCC TITTCCCTCTTCGATTCTGT BAEC Hippolyte et al. 2010 | AMS50442
miaCIR164 (AC)14 AAGACAAGTTCCATTGCTTG GITTCGGGCTTTCGGT ER°C Hippolyte et al. 2010 | AMS50454
NED mMaCIR196 (TA), (TCIT, (TC)2 GCTCCAAACCTCCCTTT CGATGCCACACTGGAC B5=C Hippolyte et al. 2010 | AMS50462
NED miaCIR214 (AC)T CCATTGAGAGATCAACCC CTATTTGACGTTGGTGGTC B3°C Hippolyte et al. 2010 | AMS50480
NED mMaCIR231 | (Te)10 GCAAATAGTCAAGGGAATCA ACCCAGGTCTATCAGETCA 55°C Hippolyte et al 2010 | AMS50487
miaCIR260 (TG)& GATGTTTGGGCTGTTTCTT AAGCAGGTCAGATTGTTCE E5°C Hippolyte et al. 2010 | AMS50515
miaCIR264 (CTy17 AGGAGTGGGAGCCTATTT CTCCTCGGTCAGTCCTC E3°C Hippolyte et al. 2010 | AMS5051%9
m mMaCIR207 | (ca)e AGACTTGTATCGCTTGGTAAM ACGCTGCACCAGTCAA 54°C Hippolyte etal 2010 | AM350533
Ma-3-90 (CT11 GCACGAAGAGGCATCAC GGCCAAATTTGATGGACT 5E3°C Crouch et al. 1998 n'a




Aplikace pti analyze poloZek bananovniku

. Analyza SSR profilti na sekvendtoru (fragmentaéni analyza, program
GeneMarker)

3730xI DNA analyzer
Presna identifikace velikosti alel s vysokym rozlis§enim

W264_m307_m24_14fsa

o SSR profil
80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 750 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 0 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 pro 1 genOtypu

13000

Sport of Silk (AAB)
. pro marker
i mMaCIR24 (&ervené
. J piky)
High-throughput, multiplexing
e T Multiplexing SSR profilt
genotypu Mbwazirume (AAA)
( pro SSR markery
| 1 || .‘ m mMaCIR152 (zeleny)
- .. mMaCIRI95 (modry)
"' ' ' ' Ma1 32 (&erny)
J J ‘ mMaCIR260 (&erveny)
L "\ J.,JL b u" |




Aplikace pti analyze poloZek bananovniku

Kladogram DIPLOIDNICH polozek Kladogram TRIPLOIDNICH polozek



Analyza diverzity sekvenovanim specifickych lokust

> ITS

Struktura oblasti 45S rDNA

Postup:

" Jzolace genomické DNA — PCR amplifikace oblasti ITS (inter-transcribed
spacer) z primert komplementarnich k rDNA (konzervované sekvence) —

sekvenovani

" Analyza sekvenénich dat (ClustalW, BioEdit) — konstrukce fylogenetickych
stromu na zdkladé sekvence 1TS1 a 1TS2

o http://olomouc.ueb.cas.cz/ HFibova et al.. PLOS ONE. 2011
ribova et al., ,



Bl NJ
Fylogenetické stromy rodu

] Costus
0.93 Strelitzia alba

Musa a ptibuznych druht S

89,1

0.99 Heliconia rostrata

998
Orchidantha

Ausmalimusa o287 Ausmalimusa
Q0S5 4conl * +Callimusa

1021lconl
0927con

oblasti 1TSI-ITS2

1070
1070ITS 4540

231

0917con2
1027con2
0533ITS 454k
0535con2
0532ITS454a
02l

0.89 0024conz * *

1z207conl

-
=
na zakladé sekvence - Callmiss ereon ?i:?

Ensete 0588conl
+ Musella r Musella_lassiocarpa

1387
1 i 1280754545
1229

T4

Na‘?ensium .
0248 .
0246conl -

i
057 1120con2 ;‘lJ g3 | a7.2

B genome

Analyza zahrnovala také hybridy s s
g%\ﬁconl * h

bandnovniku a vybrané druhy e

pribuznych éeledi Strelitziaceae, '
Lowiaceae, Heliconiaceae a

Costaceae -

0.84 0856conl —
0890conl 58.1
0890con2

51.3

0.96

Bl: Bayesian inference

NJ: Neighbor joining

t.g http://olomouc.ueb.cas.cz/ .. ,
10.0 Hribova et al., PLOS ONE, 2011



Analyza diverzity sekvenovanim specifickych lokusu

» geny

Primery pro PCR odvozeny z exonu (EST)
ESTy = ¢asti exprimovanych sekvenci ||
- ziskany z databaze NCBI m .
- rozlozeny na riznych chromozdémech = ;] |

et S

fwdl revl fwd2 rev2
—>

I I
| 1 | 2 ] 3 | exonl Intron 1 exon 2 Intron 2 exon 3

ESTy

Templatem pro PCR — genomicka DNA
- v produktu amplifikace pfitomné introny — vyssSi pravdépodobnost vyskytu mutace

L2 nhttp:/ /ol .ueb.cas.cz/
i/ [OTOMOTIE.HeD-cas. 2 Christelova et al., BMC Evolutionary Biology, 2011



Fylogenetické stromy rodu Musa a pribuznych
druhu na zakladé sekvence 19 genovych lokusu

Sekvenovani — analyza sekvenci — rekonstrukce fylogeneze

M acuminata ssp. burmannica (z=11)

* Umoznilo urcit obdobi
divergence jednotlivych sekci
rodu Musa

— M. omata (z=11)

I acuminata ssp. zebrina (= 11)

WL mamni (2= 11)

« Obijasnilo pribéh speciace v Tl
rémC| rOdU M Usa i balsiana Tan (= 1D Eumusa (B-genome)
* Umoznuje zpresnit taxonomii =7z, M. balbisiana PEW! (= 11)

Celedi Musaceae

H Australimusa

M maclayi (z=10)

Musella lastocarpa (z = 1)

Engete ventricosum (z=0)

Strelitzia nicolai

0m

YO http:/ /ol .ueb.cas.cz/
i/ [TOmOtic. Heb.cas-c2 Christelova et al., BMC Evolutionary Biology, 2011



Analyza za pomoci mikro¢ipu DNA —
iversity

Arrays

Diversity Arrays Technology (DArT) Technology

umoznuje detekovat variabilitu genomu v tisicovkach lokust genomu soucasné.
Vhodné pro studium diverzity druhu, genotyping (charakterizaci genotypu),

konstrukci genetickych map.

Analyza probiha na zakladé hybridizace DNA na mikroc€ipu (DArT array)

na sklicku upevnény sondy - fragmenty DNA z nezametylovanych oblasti
genomu (Casto geny), tzv. genomové reprezentace. Ty se pfipravuji ze

souboru (desitek) jedinct téhoz druhu/rodu.
fragmenty liSici se mezi jednotlivymi jedinci

DArT markery

>

Et =
- o

3

Genomoveé reprezentace
ze 4 jedincu

www.diversityarrays.com

DArT arraye vytvoreny pro desitky druht rostlin a ZivoCichu



Diversity

DAIT A

Technology

Jak DArT detekuje polymorfismus DNA

A) Vyvoj arraye B) Analyza genotypl

Smeés vzorku (odrudy,linie) Vzorek 1 Genomic DNA Vzorek 2...
— N\ —N s ——N
—_— .

l Genomic $
' .
Smés genom. reprezentaci Fepresentation
o~ SRR Tl SR
——
| Hybridisation
. '
Fragmenty
se zaklovr!u ji o DArT chip @
a vytvori se ' < — F e A e - —_— e -
1 - 0 0o - 1

array -
Hybridizacni profil 1 Hybridiz. profil 2
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Vyuziti DArTFest arraye ke studiu struktury
~— genomu a evoluce u trav (jilky, kostravy)

evropsky
socialni

fond v CR - také vyuziti pro Slechtitele — analyza vytvofenych hybridud jilka a kostfav

L. multiflorum

EVROPSKA UNIE

P }V
e i Lofa

OP Vzdélavani F. arundinacea
pro konkurenceschopnost &

INVESTICE Hykor=a\ |

DO ROZVOJE —

VZDELAVANI

Fa3s

Elmet

F. pratensis

Kopecky et al., Theor. Appl. Genet., 2011



Sekvenovani genomovych reprezentaci

Genotyping by sequencing (GBS)

- ziskani informace o genotypu Vv tisicovkach
polymorfnich lokusu (jedonukleotidové polymorfismy,
inzerce/delece, presence/absence) z dat ziskanych
sekvenovanim technologiemi nové generace (NGS)—
multiplexing. Sekvenovany jsou obvykle jen urcité Casti
genomu (genomove reprezentace). Cilem sekvenovani
jsou zejmeéna geny.

Moznosti ziskavani genomovych reprezentaci (redukce komplexity):

« selekce DNA fragmentl ziskanych $tépenim restrikénimi
endonukleazami: DArTseq a obdobné technologie GBS

e exome capture - vychytani frakce genomu obohacené o exony
pomoci ¢ipl nebo mikrokulicek

« RNAseq - sekvenovani transkriptomu (CDNA)



DArTseq

- k analyze genotypu vyuziva sekvenovani technologiemi nové generace (NGS)

Priprava DArT databaze Nalezeni polymorfismu
Smc?s vzorku a genotyping
daneho druhu Vzorek 1 Vzorek 2 ...

Genomové DNA

== — -

l Genomové reprezentace
......... - EUSRTIIIIRY I _ --—
-y . o
................. T Sekvenovani
......... - E:
Genomové reprezentace | geagtgictetaacagtaccaggticgetatigeetigggt | | geagtgactetaacagtaccaggtitgetatigectigggt
l Sequence tags
Sekvenovani B | -
fragmentu Identifikace polymorfismu
— sequence tags PAV (+/-), SNP, inzerce/delece
(,,sekvencni visacky*) |
DArT databa Vyhodnoceni alelickych variant (napf. t/g, c/t)
rl databaze = genotyping

daného druhu
(referencni genom) © Ko/dominantni markery, vice polymorfismu




Ef Sekvenovani celych genomu
4

evropsky

ey 1001 Genomes Project Arabidopsis thaliana

BEME - Sekvenovana 1001 linie husenicku rolniho

B - modelova rostlina, maly genom (110 Mb)
l\Kﬁr Porovnanim nalezeny zmény
v sekvenci i pocCtech repetitivnich sekvenci

- v regulacnich sekvencich (nékteré geny se neprepisuji)
, - v sekvenci genu — nékteré vyrazeny z funkce:
OP Vzdélavani . ’ , v ’ ’
pro konkurenceschopnost - geny pro adaptaci k podminkam prostredi (zasoleni
o e pudy), rezistenci k patogenim, geny ovliviiujici kveteni

VZDELAVANI

— praktické vyuziti u zemédelskych plodin




Does size matter? Gambusia case

DArTseq in Animals

DArTseq developed for 50 new
animal species within last year

Significant fraction of service
for marine biology (several tuna
and sharks species)

Genotyped 3,000 Gambusia
fish and establish paternity of
juveniles

|dentification of genes behind
the preference for organ size
ongoing

Males attempt to copulate coercively
(as often as every minute!).

z R, -

@ o
N "
' o =
ol \
2 ’l‘ AR
B ? i

Females prefer to associate
with males with longer
intromittent organs in
mosquitofish

Andrew T. Kahm;BriamMa
and Michael D. Jennions

Research School of Biology, The Australian National University,
Canberra, Australian Capital Territory 0200, Australia

biology
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Animal bekzaviour




