Vyuziti molekularnich markeru
v systematice a populacni biologii
rostlin

5. AFLP




Amplified Fragment Length
Polymorphism

e polymorfismus v délce amplifikovanych
fragmentu

e zakladni princip metody
e restrikce celkové DNA

e selektivni PCR amplifikace jen nekterych
fragmentu
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3. Pre-amplifikace
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4. Selektivni amplifikace

3 ,,selektivni nukleotidy

Msel primer 1

Mueller & Wolfenbarger
(1999), TREE

PCR amplifikace jen 1/256 vSech prouzku







Visualizace

fluorescencné znacené fragmenty
vyuziti automatického sekvenatoru

vyhodnoceni pattern v programu
< GENOGRAPHER

prouzky cca 50-500 bp

Variabilita dana
mutaci v restrikCnim misté
inserci deleci mezi restrikCnimi misty
Predpoklady pro interpretaci
homologie komigrujicich fragmentu

nezavislost fragmentu




AFLP

vyhody

vysoky stupen polymorfismu
—i100 fragmentl / 1
kombinace primerd

neni potreba zadna
predchozi znalost o
studovaném organismu

vysoce reprodukovatelné
pattern

variabilita skrz cely genom




Standardizace AFLP

e stejné mnozstvi vstupni DNA

e replikace cca 10% vzorku — vypocet error rate
(pocet rozdilCi/pocet srovnavanych lokust)

e negativni kontroly (test kontaminace)

e vyloucit fragmenty s frekvenci nizsi nez ,,error
rate”



Problematika hodnoceni AFLP
profilu

nezavislost fragmentu ?

problém homologie fragmentu (komigrace
nehomolognich fragmentu?)
e rlizna intenzita

e drobné rozdily v mobilité homolognich fragmentt

asymetrie v pravdepodobnosti ziskani a ztraty
fragmentu (kritika pro pouziti MP na 0-1 data)

nemoznost odlisit homozygoty od heterozygotu



Vyhodnoceni

prezence/absence - 0-1 matice
pocet fragmentl, % polymorfnich fragmentu
pocet unikatnich a vzacnych fragmentu, DW-index

koeficienty podobnosti (Nei & Li, Jaccard, ...)
e dendrogramy (UPGMA, NJ ...)
e sité (neighbour-net)

e PCoA — principal coordinate analysis
Bayesian clustering (BAPS, Structure...)
AMOVA (Arlequin ...) — rozdéleni variance, F; analog...

vhitropopulaéni diverzita — ShannonUv index diverzity,
average gene diversity...

Kinship coefficient (Hardy 2003)



Koeficienty podobnosti

jedinec A A B
presence 1 absence O °
b —
- presence 1 a b
jedinec B ¢ —
absence 0 C d d

e Jaccardlyv koeficient (Jaccard 1908)
a

a+b+c

e Dice koeficient (Dice 1945) = Nei & Li 1979, Sgrensen 1948

2a
2a+b+c

e ,simple-matching” koeficient (Sokal & Michener 1958)

a+d
a+b+c+d
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Principal Coordinate Analysis
PCoA

mnohorozmerna analyza
zalozena na koeficientech podobnosti
nalezeni sméru nejvyssi variability v souboru

visualizace variability v souboru dat
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Populacni diverzita a divergence

geneticka diverzita
e Shannon(v index diverzity

e average gene diversity

» reflektuje reprodukéni systém, recentni procesy (genovy
tok, velikost populace...)

vzacnost (rarity)

® pocet (nebo %) vzacnych fragmentd (arbitrarni definice vzacnosti)
e pocet (nebo %) unikatnich (privatnich) fragmentd

e DW-index (frequency down-weighted marker values)

» reflektuje historické procesy (dlouhodoba izolovanost...)



Shannonuv index diverzity

HSh — —Z P, Inp, p; — frekvence i-tého fragmentu

Saponaria pumila, AFLP
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DW-index

frequency down-weighted marker values

e pocet vyskytl AFLP markeru v populaci/pocet vyskytt markeru v
celém datovém souboru -> soucet hodnot pro vsechny markery

e vysSi hodnoty v dlouhodobé izolovanych populacich (akumulace
diky mutacim)

’7v v

e nizSi hodnoty v noveé vzniklych populacich (recentni Sifeni)
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Manteluv test — prostorova

autokorelace
e porovhani dvou matic -> Mantel R,,
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Mantel correlogram

Mantel R,,
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Phyteuma globulariifolium v Alpach (Schonswetter et al. 2002)




Spatial autocorrelation
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Bayesian clustering

e hledani takového rozdéleni individui do K clusterd, které je
optimalni, tj. ma maximalni zaporny logaritmus marginalni
pravdepodobnosti

e vysledkem je zjisténi optimalniho poctu clusteru, tj.
,realnych populaci“ a rozrazeni vsech individui

e software

e BAPS - Bayesian clustering of population structure
(Corander et al. 2003)

e Structure (Pritchard et al. 2000)
e Geneland (Guillot et al. 2005)



Vystup z programu BAPS v3.2

RESULTS OF
Data file:
Number of c
Number of g

INDIVIDUAL LEVEL MIXTURE ANALYSIS:
S_preprocessed_BAPS_mat

lustered individuals: 258

roups in optimal partition: 8

Log(marginal likelihood) of optimal partition: -8062.66

Best Partit

Cluster 1: {10, 11, 33, 40, 41, 58, 59, 60, 61, 101, 114, 123,

Cluster 2:

Cluster 3:

Changes in
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log(marginal likelihood) if indvidual i
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pravdépodobnost modelu



Porovnani vysledkt PCoA a bayesovského clusterovani

Scatterplot (objscores - PCoA+8BAPS _clusters 5v*258c¢)
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Vysledky programu Structure

Structure (Pritchard et al. 2000)
e minimalizuje odchylky od H-W ekvilibria
e minimalizuje linkage disequilibrium

e vysledky dale zpracovany programy CLUMPP a Distruct

NS %hHoA DO D NG

Lonicera nigra — Daneck et al. 2011



Dalsi aplikace AFLP

definice klon(
identifikace kultivart
fylogeografie
analyza rodicovstvi (parentage analysis)
e identifikace rodicu jedince
systematika — fylogeneze, polyploidni speciace...
hybridizace



Definice klonu

Escavarage N. et al (1998): Clonal diversity in a Rhododendron ferrugineum L.
(Ericaceae) population inferred from AFLP markers. Molecular Ecology 7:975-982.
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Fig. 2 Map showing the spatial
distribubion of Fhododendron ferrugimem
clones at the sampling site. Each colour
corresponds to a single penotype.




Definice klonu

e klon —identicky AFLP profil

e pairwise similarity threshold — jedinci s urCitou podobnosti
(napr. 0.98) jsou stale brani jako klony

e zdroje chyb
e kontaminace
e metodologické problémy (nespecif. restrikce, PCR inhibice)

e chyby pfi skorovani (+ subjektivita pri vybéru lokusu)
e somatické mutace
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il
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Frequency
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Salix — Douhovnikoff & Dodd, 2003



ldentifikace kultivaru
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Fylogeografie
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Parentage analysis
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AFLP v systematice

stejny problém jako u RAPD

e homologie — ¢im podobnéjsi taxony, tim
pravdépodobné;jsi

e pouzitelnost pokud rozdily v ITS max. 30 bazi
(Koopman 2005)

vztahy mezi druhy v ramci rodu
infraspecificka uroven

evoluce polyploidu

studium hybridizace, introgrese

uspesnée pouzito, pokud napr. sekvencni
informace nebyly dostatecné variabilni



Analyzy pro systematickeé ucely

e fenetické metody
e koeficienty podobnosti — Nei&Li, Jaccard, Dice ...
e clusterové analyzy — UPGMA, NJ ...

e kladistické metody
e rekonstrukce fylogeneze
e zména znakut (0 - 1 - 0)
e maximalni parsimonie
e kladogram



Urceni fylogeneze
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Studium hybridizace a polyploidni evoluce

Guo Y.-P. et al. (2006): Hybrid origin and differentiation of two tetraploid Achillea species in East Asia: molecular,
morphological and ecogeographical evidence. Molecular Ecology 15:133-144.

A wcumeneata-2% A, alpina-4x A wilsemiiono-34x A civiaticu-2x

61%

485

acu-wil shared wil only asi-alp shared

acu-alp-wil shared alp-wil shared asi-alp-wil shared

e i H :
- acu-alp shared Soe== alp only - asi-wil shared - asi only

Fig. 2 Frequencies of species-specific and species-shared AFLP bands in populations of Achillea acuminata-2x, Achillea alpina-4x,
Achillea wilsoniana-4x, and Achillea asiatica-2x in East Asia. The 4x-species share many AFLP bands with the two presumed 2x
parental species, but also exhibit a few specific bands.
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Testovani hybridniho puvodu

e hybrid ma sdilené prouzky od obou rodicu
e pravdepodobnostni (modelova) detekce

— Structure (pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003)

— Newhybrids (Anderson & Thompson 2002)

4 subspecie Sparganium erectum — PiSova & Fér (unpubl.)



Populacni studie

Tribsch A., Schonswetter P. & Stuessy T. (2002):
Saponaria pumila (Caryophyllaceae) and the Ice

Age in the European Alps. American Journal of
Botany 89(12): 2024-2033




Systematicka studie

Koopman W.J.M et al. (2001): Species relationships
in Lactuca s.l. (Lactuceae, Asteraceae) inferred from

AFLP fingerprints. American Journal of Botany
88(10): 1881-1887

Lactuca tenerrima Pourr.
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