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Mitochondrial	  Genome	   PlasDd	  Genome	  

28	  protein-‐coding	  genes	  
	  	  -‐	  21	  electron-‐transport	  
	  	  -‐	  7	  ribosomal	  proteins	  
2+	  putaDve	  open	  reading	  frames	  
3	  ribosomal	  RNA	  
14	  tRNA	  
11.87%	  of	  genome	  



Cytological characterization of sunflower by
in situ hybridization using homologous rDNA
sequences and a BAC clone containing highly
represented repetitive retrotransposon-like
sequences

P. Talia, E. Greizerstein, C. Dı́az Quijano, L. Peluffo, L. Fernández, P. Fernández,
H.E. Hopp, N. Paniego, R.A. Heinz, and L. Poggio

Abstract: In the present work we report new tools for the characterization of the complete chromosome complement of
sunflower (Helianthus annuus L.), using a bacterial artificial chromosome (BAC) clone containing repetitive sequences
with similarity to retrotransposons and a homologous rDNA sequence isolated from the sunflower genome as probes for
FISH. The rDNA signal was found in 3 pairs of chromosomes, coinciding with the location of satellites. The BAC clone
containing highly represented retroelements hybridized with all the chromosome complement in FISH, and used together
with the rDNA probe allowed the discrimination of all chromosome pairs of sunflower. Their distinctive distribution pat-
tern suggests that these probes could be useful for karyotype characterization and for chromosome identification. The kar-
yotype could be subdivided into 3 clear-cut groups of 12 metacentric pairs, 1 submetacentric pair, and 4 subtelocentric
pairs, thus resolving previously described karyotype controversies. The use of BAC clones containing single sequences of
specific markers and (or) genes associated with important agricultural traits represents an important tool for future locus-
specific identification and physical mapping.

Key words: karyotype, BAC-FISH, rDNA, repetitive elements, sunflower, Helianthus annuus.

Résumé : Dans le présent travail, les auteurs rapportent de nouveaux outils pour la caractérisation du jeu chromosomique
complet chez le tournesol (Helianthus annuus L.) au moyen d’analyses FISH avec une sonde BAC contenant des séquen-
ces répétées présentant de l’homologie avec des rétrotransposons et avec une séquence homologue d’ADNr isolée du gé-
nome du tournesol. Des sites chromosomiques de l’ADNr ont été observés sur trois paires de chromosomes, lesquels
coı̈ncidaient avec l’emplacement de satellites. Le clone BAC contenant des rétroéléments très présents dans le génome a
hybridé avec tous les chromosomes en analyse FISH et, employé conjointement avec la sonde d’ADNr, a permis de distin-
guer toutes les paires de chromosomes du tournesol. La distribution distinctive de ces séquences répétées suggère qu’elles
pourraient servir pour la caractérisation du caryotype et pour l’identification des chromosomes. Ainsi, le caryotype se divi-
serait en trois groupes nets formés de 12 paires métacentriques, une paire submétacentrique et quatre paires subtélocentri-
ques. Cela permettrait ainsi de mettre fin à des controverses au sujet du caryotype. De plus, l’emploi de séquences BAC
représente un outil important en vue d’une future identification de locus spécifiques et de la cartographie physique à l’aide
de clones BAC contenant des séquences uniques pour certains marqueurs ou gènes spécifiques liés à des caractères agro-
nomiques importants.

Mots-clés : caryotype, BAC-FISH, ADNr, éléments répétés, tournesol, Helianthus annuus.
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Fig. 3. (a) Mitotic metaphase chromosomes of H. annuus: hybridization using a repetitive BAC clone (HaBACr). The numbers indicate the
members of each chromosome pair. (b) Chromosomes counterstained with DAPI. (c) Idiogram of the 17 sunflower chromosomes showing
the hybridization sites with the repetitive BAC clone in grey and sites with rDNA in black. m, metacentric; sm, submetacentric; and st,
subtelocentric. Bars represent 10 mm.

Talia et al. 177

Published by NRC Research Press
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Nuclear	  Genome:	  
	  
~3.6	  Gbp	  
	  
17	  chromosomes	  
	  
	  



Highly	  RepeDDve	  Genome	  



Young	  Repeats,	  Low	  Divergence	  

Evan	  Staton	  



Sunflower	  is	  ancient	  octaploid	  
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Helianthus annuus 
(Barker et al. 2008) 



Strategy	  
High-‐density	  geneDc	  map	  Chromosome	  	  

SNP	  markers	  

Sequence-‐based	  physical	  map	  BACs	  

BAC	   Sequence-‐tags	  every	  5-‐6	  kb	  

BAC	  
Sequence	  conDgs	  aligned	  
against	  geneDc	  &	  physical	  map	  

Seq.	  conDgs	  

	  	  	  	  	  	  AnnotaDon	  

Assembly	  of	  WGS	  sequence	  

Local	  scaffolding	  with	  mate	  
pairs	  BAC	  

Sequence	  



Illumina	  ~60x	   454	  ~24x	  
LIBRARY_NAME	   MEAN	   STDDEV	   LIBRARY_NAME	   MEAN	   STDDEV	  

Sh
or
t	  F

ra
gm

en
t	   A1	   136	   23	   01V17GRL2	   368	   133	  

A2	   139	   28	   MPS004761454RL	   373	   124	  
A5	   160	   34	   MPS006655454RL	   383	   120	  
200bp_HA0001	   192	   21	   01V17G454RL	   384	   136	  
500bp_HA0002	   408	   46	   MPS004762454RL	   394	   125	  

HA412Long	   592	   169	  
MAYha412long	   648	   205	  

M
at
e	  
Pa

ir	  

2kbp_HA0003_61YEJAAXX_1	   1510	   321	  
MP1	   2062	   1744	   01V17G454PE1	   2890	   485	  
MP2.BD0TEHACXX_3	   2451	   295	   01V17G454PE2	   2929	   515	  
MP3.AC0C9VACXX_4	   2500	   272	   MPS008920454PE55kb	   3259	   1148	  
LBM11326_GFI-‐529_3kb_LJD	   2550	   760	   MPS008921454PE6kb	   3517	   1412	  
MP4.BD0TEHACXX_5	   3320	   443	   MPS006655454PE20Kb	   4491	   3390	  
HA412_GGCTAC_40kb_LJD	   3458	   1910	   MPS004761454PE38kb	   7272	   1060	  
MP5.AC0C9VACXX_6	   3848	   339	   MPS008922454PE8kb	   7584	   1360	  
5kbp_HA0004_626E6AAXX_5	   4418	   846	   MPS004761454PE210kb	   7897	   1146	  
MP6.BD0TEHACXX_7	   4653	   468	   MPS008923454PE10kb	   10041	   1587	  
INX517*	   4394	   321	   MPS004761454PE10kb	   10441	   1932	  
LBM11326_GFI-‐546_40kb_LJD	   5084	   3642	   MPS004761454PE15kb	   11157	   5060	  
INX518*	   5286	   2016	   MPS009917454PE20kb	   12507	   4667	  
LBM11325_GFI-‐530_8kb_LJD	   7114	   1090	   MPS008924454PE20kb	   12955	   4944	  
LBM_CAGATC_8kb.LJD	   7132	   1057	   MPS009918454PE20kb	   13463	   5190	  
LBM_GATCAG_20kb.LJD	   13887	   5153	  
LBM1481_GFI-‐531_20kb_LJD	   16863	   4578	  

43	  Read	  Libraries	  	  
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F1

F2

Multiple
generations of
self-pollination

F8

Highly homozygous
parental lines

Recombinant
inbred lines

RHA280 RHA801

Sequence	  Based	  GeneDc	  Map	  	  

10x	  WGS	  Parental	  Lines	  

~.8x	  WGS	  of	  93	  RILs	  	  



Template	  Map	  	  







A)  12x	  BAC	  library	  
B)  Barcoded	  BAC	  Pools	  
C)  RestricDon	  Digest	  and	  Sequencing	  
D)  DeconvoluDon	  of	  BAC	  tags	  
E)  BAC-‐conDg	  assembly	  	  

Whole	  Genome	  Profiling	  Physical	  Map	  



Allpaths	  
scaffolds	  

Celera	  
scaffolds	  

Bowers	  10k	  
-‐  HA412HO	  x	  RHA415	  
-‐  HA412HO	  x	  ANN1238	  
-‐  NMS373	  ×	  Hopi	  
-‐  RHA280	  x	  RHA801	  

Talukder	  NSA	  
-‐  HA89	  x	  RHA464	  
-‐  B-‐line	  x	  RHA464	  
-‐  CR	  29	  x	  RHA468	  	  

	  INRA	  INEDI	  
-‐	  XRQ	  	  x	  PSC8	  

Whole	  Genome	  Shotgun	  
-‐	  280	  x	  801	  RILs	  
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Per	  geneDc	  map	  bin:	  
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Per	  Linkage	  Group:	  
Rebuild	  Finger	  Printed	  ConDgs	  

01	  
02	  
03	  
04	  
05	  
06	  
07	  
08	  
09	  
10	  
11	  
12	  
13	  
14	  
15	  
16	  
17	  

Thuy	  Nguyen	  &	  Navdeep	  Gill	  



01
	  

02
	  

03
	  

04
	  

05
	  

06
	  

07
	  

08
	  

09
	  

10
	  

11
	  

12
	  

13
	  

14
	  

15
	  

16
	  

17
	  

Q
	  

01
	  

02
	  

03
	  

04
	  

05
	  

06
	  

07
	  

08
	  

09
	  

10
	  

11
	  

12
	  

13
	  

14
	  

15
	  

16
	  

17
	  

Q
	  

01
	  

02
	  

03
	  

04
	  

05
	  

06
	  

07
	  

08
	  

09
	  

10
	  

11
	  

12
	  

13
	  

14
	  

15
	  

16
	  

17
	  

Q
	  

+	  

per	  LG:	  Assembly	  merge	  &	  SSPACE	  scaffolding	  

Sariel	  Hubner	  

Genome	  wide:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  error	  correcDon	  





	  	  	  	  	  	  	  	  length	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  n	  	  	  	  	  N50	  	  	  	  	  	  	  N90	  
	  
3131940255	  	  14940	  	  476491	  	  	  89759	  









Stats	  

assembly	   nATCG	   length	   n	   N50	   N90	  

gold-‐superscaffolds	   1658168430	   3131940255	   14940	   476491	   89759	  

bronze-‐
pseudomolecules	   1989332786	   3641596391	   17	  

bronze-‐
superscaffolds	   2037102379	   4168038957	   31392	   210251	   54824	  

AllPathsLG	   993696150	   1156891308	   100027	   20687	   6018	  

Nov22k22	   2163238910	   3082784204	   453539	   24876	   1541	  

454AllConDgs	   1946374353	   1946374353	   1603248	   2009	   509	  
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125.8 MBP 



LG02 

83.6 cM 

153.9 MBP 



LG03 

75.5 cM 

143.3 MBP 



LG04 

95.7 cM 

149.5 MBP 



LG05 

87.9 cM 

208.0 MBP 



LG06 

59.6 cM 

71.5 MBP 



LG07 

53.8 cM 

73.4 MBP 



LG08 

68.3 cM 

136.6 MBP 



LG09 

91.9 cM 

187.3 MBP 



LG10 

87.6 cM 

262.7 MBP 



LG11 

84.7 cM 

130.5 MBP 



LG12 

70.2 cM 

162.2 MBP 



LG13 

70.4 cM 

189.6 MBP 



LG14 

76.1 cM 

154.9 MBP 



LG15 

75.3 cM 

144.4 MBP 



LG16 

98.9 cM 

150.5 MBP 



LG17 

97.3 cM 

202.7 MBP 


