Marqueurs moléculaires et cartographie de QTL
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1. Les marqueurs moléculaires



Notion de margueur genétique

 Marqueur génétique = caractere variable mesurable
* Permettant de caractériser/identifier un individu

* Leur transmission héréditaire peut étre suivie au cours des

générations



Marqueurs genétiques: proprietes désirables

* Tres polymorphes

e Reproductibles

 Codominants

* Distribués régulierement le long du génome
* Discriminants

* Non soumis a l'influence de I'environnement
* Peu colteux

* Faciles a mesurer



Dominant Recessive F, Generation

I_a p re m i é re gé n é ra t i O n d e Character  Trait x  Trait Dominant:Recessive  Ratio

White 705:224 31551

X

Flower color ~ Purple

marqueurs génétiques 5 £
Flower Axial X Terminal 651:207 3.14:1
position
* Les marqueur phénotypiques %‘ %
(morphologiques): Ca ractéres ObservableS, Seed color Yellow X (5 6022:2001 3.01:1
Va riabIeS, monogéniques, peuvent étre Seed shape Round X Wrinkled 5474:1850 2.96:1
utilisés pour identifier un individu h
Pod shape Inflated X Constricted 882:299 2.95:1
* Inconvénients: nombre limité, influencés /
. Pod color Green X Yellow 428:152 2.82:1
par I'environnement / v
° ” faudra développer autres types de Stem length Tall X Dwarf 787:277 2.84:1 i
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Les marqueurs biochimiques

Protéines: Enzymes, protéines de réserve
Electrophorese + coloration histochimique spécifique de la protéine en question

Isozymes: différentes formes d’une enzyme canalisant la méme réaction mais

codées par différents loci

Allozymes: différentes formes d’'une enzyme codées par différents alleles d’un

locus
Ici, isozymes au sens large

Protéines souvent utilisées:



Les isozymes (isoenzymes)
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Amylase

Isozyme profiles of oats cultivars

Sumathi and Balamurugan, 2014, Discrimination of oats (Avena sativa L.) cultivars using isozyme markers, African Journal of Biotechnology, DOI: 10.5897/AJB2013.13158



Les isozymes (isoenzymes)

* |[nconvénients:

 Soumis a l'influence de I'environnement

 Nombre limité: relativement peu d’essais biochimiques disponibles pour

révéler des enzymes



Margueurs moléculaires

e Basés sur la molécule d’ADN

* Avantages:
* Non influencés par I'environnement
* Potentiellement, en nombre illimité

* Permet d’accéder 'origine de toute variation mesurable



Polymorphisme de longueur de fragment de restriction
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
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Polymorphisme de longueur de fragment de restriction

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Digested genomic DNA

Revelation

Evaluation of Genetic Diversity in Vigna radiata (L.) Using Protein Profiling and Molecular Marker (RFLP).



ADN polymorphe amplifié au hasard
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Individu A Individu B
Absence de site d’hybridation
— — — " * .
- - - A [}
PCR : amplification
f de fragments d’ADN '
R— —

—— , -— riTts el
Amplification Absence d’amplification

Révélation |
v des fragments d’ADN .
par électropho rése

 Site
d’hybridation
de I'amorce
B Amorce
‘ P lym rph sme

'''''''

m Marqueur RAPD = amorce de séquence arbitraire




ADN polymorphe amplifié au hasard
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

30X 4bp
2036bp
1636bp

1018bp

SD6bp
3%6bp
Jdbp
298bp
2

Obp
201bp

RAPD marker profiles of 10 landraces of V. umbellata generated by primer OPBB1



Polymorphisme de longueur des fragments d'amplification
Amplification Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Individu A Di gestion Individu B

de I’ADN par l'action
z ! d’une enzyme ! z

[ FE—— |

__ Révélation _—

v Enzyme de
restriction

— Adaptateur

B Amorce
complémentaire
de la séquence
de l'adaptateur
et prolongée de
quelques
nucléotides
arbitraires

L Addition d'un adaptateur i
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»—-] de restriction =
L' PCR : amplification sélective }
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Marqueur AFLP = couple enzyme / amorce

[ I— |

...GGTCAG
...CCAGTCTTAA

i Séquence
complémentaire
de la séquence
arbitraire des bases
débordantes de
I'amorce

l Séquence non
complémentaire
de la séquence
arbitraire des bases
débordantes de
I'amorce

restriction
ECOR% enzyme

..GGTCAGAATTCGCTGA...

__________

.CCAGTCTTAAGCGACT...

AATTCGCTGA..
GCGACT...



Polymorphisme de longueur des fragments d'amplification
Amplification Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Exemple d'une ségrégation pour la résistance au mildiou chez le tournesol

Parent Parent
résistant sensible
R S
1 Descendance F2 l
Locus polymorphe
lié au :gnye de?ésistance
au mildiou

Locus polymorphe
non li!:u géne de résistance



Les marqueurs microstallites
Simple Sequence Repeats (SSR)

ACTGTCGACACACACACACACGCTAGCT (AC),
TGACAGCTGTGTGTGTGTGTGCGATCGA

ACTGTCGACACACACACACACACGCTAGCT (AC)g
TGACAGCTGTGTGTGTGTGTGTGCGATCGA

ACTGTCGACACACACACACACACACACGCTAGCT (AC)o
TGACAGCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCGATCGA

ACTGTCGACACACACACACACACACACACACGCTAGCT (AC)y5
TGACAGCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGCGATCGA

Polymorphisme de nombre d'unités de répétition



Les marqueurs microstallites
Simple Sequence Repeats (SSR)

Individu A Individu B
microsatellite = microsatellite
PCR : amplification
du microsatellite
e e e e I o o e pr R R p—tg
— -

B e e R e ppppp—————— .

\ Révélation J
des fragments d’amplification '

par électrophorése

A B
— — -
—— Site
d’hybridation
de I'amorce
B Amorce Polymorphisme
du nombre
d‘unités de
répétition

Ho



Analyse de fragment en utilisant le séquenceur

M13 -tailed PCR with fluorescent primer labelling

%m—b Forward primer with M13(-21) tail at the 5"-end

B ﬂ—m Reverse primer

St
C Universal FAM labeled M13(-21) primer
PCR reaction
%W_» Template
5 < _ DNA Pz CACA......(CA),......CACA R _Template DNA ——— 3
=
SFAM
i SnaE
{&’E} s NN CACA.....(CA),......CACA R 2
—NXY



PCR
product

Les marqueurs microstallites
Simple Sequence Repeats (SSR)

PCR product visualization
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Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

* Avantages
 Abondance

e Aptitude a l'automatisation

Tree 1

Tree 2

Tree 3
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Maternal chrom.

Paternal chrom.

Maternal chrom.
Paternal chrom.

Maternal chrom.

Paternal chrom.



Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

* Techniques de génotypage de premiéere génération

* Basées sur deux étapes:

1. Découverte: re-séquencage ou criblage des librairies de séquences préexistantes
2. Génotypage: développement d’une plateforme de génotypage (microarry) pour un
ensemble des SNP découvert (position, fréguences alléliques)

e Plusieurs technologies:
* Génotypage de SNP individuels: CAPs, HRM

* Génotypage multiplex a grande échelle: Les puces a ADN (DNA microarrays)



High Resolution Melting (HRM)

Basé sur la dissociation de ’'ADN double brin
Normalized fluorescence

sous l'effet de la T°c 100 -

Dépend de la GC % et de la distribution des 80

nucléotides %"

40 -

Eléments nécessaires: 20
* Produits d'amplification 0

738 748 ZI5.8 765 Ir8 788 795 805

bri Temperature (°C)
rin >

* Un fluorophore intercalaire spécifique a I’'ADN double

. . Increasing temperatur
* Thermocycleur, détecteur de fluorescence et systeme RiStallig) ICpeiaiiie

de visualisation https://www.giagen.com/dz/resources/technologies/hrm/principle%200f%20hrm%20technology/



Génotypage a
grande échelle
(SNP microarrays)

Raaction principla

Hybridzation with
allele-spadific probas

Oligonuclectide
ligation

Single nuclectide
primer extension

Name (company)

Genetic bit analysis
SMFit, SNPstream,
(Crchid Biosciencas)

Primear obigo basa
extansion (PROBE],
Mas=EXTEND [Saquenom)

Multiplax minisaguencing,
aiNaPshot (Applied
Biosystams)

Primer extension and 'tag'
microamays: SMPcoda
{Orchid Bicscances),
SeneHex [Affymetridg

High-dansity
oligonuclectide amays,
GonaChip (Affymiatrix)

ynamic allele-spacific
hybridization {[CASH)

{ThermoHybad)

S-nucleasa assay,
TaghMan™ assay
[Appliad Biosystams)

Assay format, Dataction method
separation step
Solid-phass el Indirect colorimetric
microditre plate
Solid-phass Mass spactromeatny
micropariicles [r——-
Solid-phass [ Rucrescence
MICToAmays
ol electrophonesis Rucrescence
resonance anergy
- transiar
Solution-phasa Rucrescence
homogenaous potarzation

Erzymatic claavage

Sami-homogenaous

Irvader assay
[Third Wava
Technologies)

Roliing circle amplification,
Snipar (Molecular Staging,
AP Bictach)

Chamiluminascenca

Template-directed dya
incorporation (Parkin
Elmer Life Sciences)

Pyrosequencing
(Pyrosequencing AB)




Génotypage a grande echelle (SNP microarrays)

RNA fragments with fluorescent tags from sampice to be tested

= RNAfragment hybrigizes
o with DNA on GeneChip®™ array

ning & laser ight at GeneChips array causes tagged ONA tragments that hybndized to glow

' G

Non-hybridized DNA




Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

* Techniques de génotypage de deuxiéme génération

* Basées sur une seule étape: découverte et génotypage simultanés par

sequencage
* Next génération sequencing technologies (NGS)

* Ex: GBS (Genotyping By Sequencing) basée sur la technologie de séquencage de

lHlumina



Genotyping By Sequencing (GBS)

M Principles:

Reduction of genome complexity
using methylation sensitive REs
which filter out repetitive genomic

fraction.

Sequencing focused to the ends of

restriction fragments (64 bp).

Sequenced
Fragments

GBS Library
5-base
cutter
Mel:tjll::iated ﬂ
Unmethylated N
DNA 6-b
cutter ->

(=) sequence tag

Restriction SNP
. (R i

Samplel « r J :‘J' | p" p— 1 P

Loss of cut SNP
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Genotyping By Sequencing (GBS)

1. DNA sequencing

* Library preparation: DNA digestion + adaptors ligation
* Cluster generation: Bridge PCR

* Sequencing: Reversible terminator sequencing

2. Bioinformatics processing of sequence data for SNP identification



Library preparation: needed materials

Restriction Enzymes

G CWGC?®
CTGCA G
ATGCA T

ApeKl
Pstl
EcoT22I

Barcode
Adapter

Common

“Sticky Ends” Adapter

lllumina Sequencing

/ Primer 2

Y e

Ba n} de
(4-8 bp)

lllumina Sequencing
Primer 1

PRC primers

7



Library preparation workflow

1. Plate DNA &
adapter pair

—
n i r a B

.P"-x .
TSR R

6. Evaluate
fragment sizes

2. Digest DNA with RE
3. Ligate adapters
4. Pool DNA aliquots 5 - P2 |




Sequencing fragment

Barcode Stisky ends Insert

(4 to 8 bp) />/

lllumina sequencing Flowcell binding
primers oligonucluotides



Cluster generation

* Objective: signal amplification
* Method: bridge PCR

Solid Phase Oligos

Flow cell with bound oligos



Bri

2 primers attached to the
surface of flowcell. One has

a cleavable site

AL

ulil

Library is loaded into

the channel

Bridge formation

a)

|

Extension reaction

Extension reaction

denaturation and
washing

After 35 cycles

-)

1

Formamide
denaturation and
washing away

)

T

Red primer Cut off and

washed out




3. Reversible terminator cyclic array sequencing

a lllumina/Solexa — Reversible terminators
®

& ®ﬁ

(=13

:@ar

Incorporate
all four
nucleotides,
each label
with a
different dye

100 microns

Wash, four-
colour imaging

Cleave dye
and terminating
groups, wash

.
cO n

© 20 Top: CATCGT

T@ cO | Bottom: cccecc

Repeat cycles Y



Output of lllumina Platform

Cut site Genomic

Barcode
remnant sequence

GTCGATTCTGCTGACTTCATGGC
GAGAATCAGCTTTTCCAACACCTTG/
ATGTACTGCACCGTTGCAAC
CCAGCTCAGCCTGCATTCT
GATTTTACTGCACATCGGTCTTGT(
TCACCCAGCATCACGCCCCTTCA

fel=leleleleleNe]
22222822

Y N QR QR G G Qe Gy

64-bp sequence reads



Data analysais

Lane1 Lane?2

barcode cut site remnant retained Tequence disc:—irded

|}

—

U“I:

FASTQ files:
¢ sort & count sequence tags ‘L
44 21
- 31 i 48
TagCounts files: K 3
— 48 t— 26
‘ merge tag counts (filter based on minimum count) ,
i
Master TagCounts: 57
align to reference genome ¢
tag .;'F“&@*"& pos
TagsOnPhysicalMap (TOPM): | = 3 1 4910203
3 -1 4910283
3 -1 4910283




Data analysais

B Lanc] Original FASTQ files: Lane?

Master TagCounts:

65
75| =
57

74

‘ determine distribution of master tags among samples (“taxa”) '

tags

TagsByTaxa (TBT) :

:
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Data analysais

C

TagsOnPhysicalMap (TOPM): TagsByTaxa (TBT):
5 4 i
tag 5 pos cags eaxa: [ ([ JJOQUAUO0000N0
3—1“‘53*1’3231‘3+ 0010030210001020
3 -1 4910283 1003500000400200
S o0 daina — 003000010200000 7
0600201000130020

\ call and filter SNPs; update TOPM with variants )

4 ¥
tag &Y pos varl wvar2
Production-ready TOPM: | = 3 -1 4910283 15 C 36 G
—eessssssssssssssssessseeeeeeeeees 3 -] 4910283 15 A 36 G
3 -1 4910283 15 Ao 36 T




Cytosine
Guanine

UPAC
nucleotide
code

_ £BETTIE 015
8Y6HZ0E 015
5508162 015

9gb£18Z 015
1262927015
1159262 015
5912227015
£b986127015
£09v6127015
1699812015
0£999027015
51558817015
$6010817015
SLLESLTT01S

PHOLLET 01
820LLET701S
025€2E1 015
98260£17015
08260217015
08bS8Z1 015
1£+S8217015
0£S02117015
0bLLO1 015

SNP data matrix

09€£86 015 =

b£88197015
£98819 015

£2£285 015
12b£0S 015
S8E105 015
9.£105 015
SLE1057015
2ZISZH 015 =
85661+ 015

Abondant:C 1B3CACXX:7:2...

Albarino:C 183CACXX:7:250...
Abilo_Real:MERGE.

Aledo:C 1B3CACXX:7:25012...

ALFROCHEIRO:C 1B3CACXX...
AMBROSINA:C 1B3CACXX:7...

8 808
srheie 015 = = 00 |= = = v [&lo /= mmﬂmﬂm ﬂmmﬂﬂmmmmmmﬂﬂm

ste0z5"015 0 @l o 0 00 lo vlolu oo Ao o ol o @l v

s0zzes 01588 = [ = [0 NSO
R tICICICICEE  SRCE & 8 SCCE . 85

Aligote:C 1B3CACXX:7:2501....

O x>un=x S

e
va

0z1g8e! o_mcﬂﬂﬂﬂﬂﬂ EEEEB EEEE GE EEEEBEE ﬂ
soustois x|z |z o<z (=

SupOI0Is 2 |20 (0|2 = |2 = €0z < l|x = mm vizlglvolzzlvzz|zvz=
EppOE0T 015 2 = (0|0 = |= = ||| =
e e e o e e e e e A S A A

|

Black_Currant:C1B3CACXX:...

CHRISTMAS_ROSE:C1B3CA...

Boal_cachudo:MERGE

Arvine_Petite:C 1B3CACXX:....

-jad:C183C...]
iano -':M,,,

juela:C1B3CACXX:7:..

Bellone:C 1B3CACXX:7:2501.....

COLGADERA:C 1B3CACXX:7...

Barlinka:MERGE
Cabernet

Beauty_seedless:C1B3CAC...

Bonarda:C 1B3CACXX:7:250...,

Assirtico:C 1B3CACXX:7:250...,
Black_Alicante:MERGE

Black_monucca:C1B3CACXX... C

Blaufrankisch:C 1B3CACXX:...

Blanc_Dame:C1B3CACXX
COLOMBARD:C 1B3CACXX:...

CAINO_BLANCO:C183CAC...
CARMENERE:C1B3CACXX:7....

Brancellao:C 1B3CACXX:7:2....|

Barbableu:C183CACXX:7:2....
Beba_dorada_de_Jaen:C1B...| C

Aramon:C 1B3CACXX:7:250...

Aljibe:C 1B3CACXX:7:25012... ]

Cabernet_Franc



Autres types de marqueurs moléculaires

e Techniques principales: e Autres techniques:
* RFLP * ISSR
* RAPD * CAPS
* AFLP * SCAR
* SSR

* SNP



Comparaison des principales techniques

WW Polymorphisime

Isozymes <90 faible faible
RFLP illimité  oui moyen moyen
RAPD illimité  non moyen faible
SSR illimité  oui tres élevé faible
AFLP illimité  non éleve moyen
SNP illimité  oui tres élevé élevélll




2. Cartographie de QTL



Introduction

* Objectif: identifier le déterminisme génétique d’un caractere

 QTL (Quantitative trait locus): Une région chromosomique contenant

un/des genes affectant un caractére quantitatif
e Combien de QTLs pour un caractere?

* Modele de Mather: tres grand nombre de QTLs avec un effet mineur et similaire

 Modele de de Robertson: peu de QTLs avec un effet majeur et beaucoup avec un

effet mineur



Introduction

e Cartographie de QTLs
* Déterminer la position sur la carte génétique
* Déterminer I'effet du QTL sur la variation phénotypique du caractéere (R2%)

« Déterminer le type d’action (additive, dominance, épistasie,

combinaison)



Principe de détection de QTLs

Différence 0.45

Moyenne qg/mm/aa
Moyenne QQ/MM/AA




Comment cartographier les QTLs

Construire une population ségrégante

Phénotyper la population pour le caractere d’intéret
Génotyper la population par un nombre suffisant de marqueurs
Construire la carte génétique

Réaliser 'analyse de QTLs (associer le génotype au phénotype)



Populations pour cartographie de QTLs

 Especes autogames
* BC1: Backrossl
* F2
 DHLs: Double haploid lines
* RILs: Recombinant inbred lines

* Autres

* Especes allogames

. F1



Backcross

Pl P2 F1

 HHE — 1
Il [

- One meiosis.

- Only one of the chromosomes is recombinant

- Individuals are either homozygous for P1 alleles
or heterozygous




Pl P2 F2
1 ': I

i, i

N
i 1]

- One meiosis.
- Recombination in both mega- and microgametophyte
permit better linkage resolution




Lignées haploides doublées (DHL)

Haploid
Pl P2 F1  Gametes tissue

y - Irradiated

I I
I ® pollen :
| 11l

i —,

I -
I 1§ Anther culture |
—

1] |
- One meiosis A

- Only one of the chromosomes is : : I —
recombinant

- All individuals are homozygous &% Il
-Immortal population : 1 I Diploidization

Tissue culture




Recominant Inbre Lines (RILs)
P1 P2

X i

J, - All individuals are homozygous
I

|

= -Inmortal population
® - Multiple meiosis
T T - Multiple recombinant
. I chromosomes
-Highest mapping resolution
-Long time required

n e I ol ||
™ oduE Eni




Populations pour cartographie de QTLs

F1

Female parent Male parent

a4 ! G D
X
Az B, *Y B
Clonal F, Progenies l



Génotyper la population par un nombre suffisant de marqueurs

 Quel type de marqueurs?

* Isozymes (isoenzymes): enzymes présentant différentes séquence d'acides

aminés mais catalysant la méme réaction chimique
* RFLPs: Restriction Fragment Length Polymorphism
 RAPDs: Random Amplified Polymorphic DNA
* AFLPs: Amplified Fragment Length Polymorphism
* SSRs: Simple Sequence Repeat

* SNPs: Single Nucleotide Polymorphism



Construction de cartes genétiques

* Objectif: déterminer |la position relative des marqueurs sur les

groupe de liaison (linkage groups, chromosomes)

* Principe: la distance entre les marqueurs est proportionnelle a

la fréquence de recombinaison entre eux



Construction de cartes genétiques

¥ (1-r)

%(r)

%(r)

% (1-r)

Fréqguence de recombinaison (r)= nombre de recombinants/total

0<r<0.5



Construction de cartes génétiques

r is not the optimal parameter for map construction

 r tends to a maximum of 0.5

* r is not additive

 double recombinations are not
considered

INTERFERENCE: When a crossover occurs, it is
less probable that another one will occur at the
same region of the chromosome.

Pere Arus, 2008



Fonction de calcul de la distance genétique

Haldane: assumes no interference

Kosambi: includes some degree of interference

e e o




Fonction de calcul de la distance genétique

r="%(1-e)
X =-721In(1-2r)

o Jow rec. freq.
oM

Haldane:




Le test statistique

LOD score: Logarithm of odds

Likelihood when r = r )

LOD = Log ,, (__—
Likelihood whenr=0.5

LOD values > 3.0 (1.000 times more probable that
the data indicate linkage than independence) are
usually accepted as a threshold of significance




Comment construire une carte?

Calculer les distances entre tout les paires de marqueurs

Etablir les groupes de liaison: grouper ensemble tout les
marqueurs ayant des liaisons significatives (en fonction du seuil

fixé pour LOD)
Ordonner les marqueurs a l'intérieur des groupes

MapMaker, IciMapping, JoinMap (payant)



Méthodes d’analyse de QTLs

* Single marker analysis
— Study independently each marker

* Interval Mapping

— Study the presence of a QTL within the
interval defined between two linked markers

 Composite Interval Mapping

— Use markers on other chromosomes as
cofactors to increase the resolution

Qgene, QTL cartographer, R/QTL, IciMapping



