Molekularni taxonomie a fylogenetika
I
(metody aplikovatelné v molekularni taxonomii)

Andrea Tothova



Elektroforeze proteinu

- Elektroforéze horizontalni, vertikalni, kapilarova

Prostredi pro elektroforézu — pufr s vysokou iontovou silou a pH co
nejvic odliSnym od izoelektrického bodu zkoumaného proteinu (pfi
pH pufru 8 — 9 ma vétsina proteinl negativni naboj a migruje k
anode

Zakladny predpoklad: zména v pohyblivosti proteinu je podminéna
zmeénami v sekvenci DNA

Vnitrodruhové studie — geneticka proménlivost v populacich
- geneticka diferenciace mezi populacemi
- geneticka struktura populaci
- vymezeni druhu a hranic jejich arealu
Mezidruhové studie — rekonstrukce fylogenezy
- speciace a hybridné zény

Omezeni — detekovatelné jsou jen rozdily, ne podobnosti
- rozdily muzou byt zpusobeny posttranslaénimi modifikacemi
- pouzitelna jen uzka Cast genomu




Vyuziti sekvenci nukleotidu — geneticka informace
-0 primarni strukture polypeptidu (bilkovin),
-0 primarni strukture DNA nebo RNA

Funkcéné vztahy mezi nukleovymi kyselinami a proteiny

DNA «—replikace —DNA — transkripce — RNA

|
\k translace

enzymy proteiny

'

stavebné slozky organel a struktur
buriky




Palpomyia sp.

Atrichopogon sp. Kolik najdete rozdilu?



Tachina magnicornis

...a kolik tady?7??

Tachina fera



[oceEe=8 iD=t EerEE AN A aoCaBTT T AMT BET B0 s R OB LA RAFETBaT s eNEC =0 nEEEAED 2

|'|"I|'I||!|:I I '|'I |I | ' || || H [ | H I

U D il il
n"'lLH-'N 'lHJH' ] "/H il JlJI'H H’ l'JIL
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TTGTGGCCGTAATTGGTGCAGTCGTCGATGTCCAGTTTGATGATAACTTACCGCCCATTCTGAATGCCTTGGAAGTAGACAACCGTTCTCCTCGGCTCGTGCTAGAGGTGGCCCAGCACTTGGGAGAAAATAC
CGTGCGCACTATCGCCATGGATGGTACCGAAGGCTTGGTTCGCGGACAGAAGGTTCTCGATACTGGGTATCCTATCCGAATTCCAGTTGGTGCCGAAACACTAGGACGCATCATTAATGTTATTGGTAAGTAA
ATTATATTAAAACATAAGAAAGAAATTAAGAAATTCTTTGAACAGGTGAACCCATTGATGAGCGTGGACCAATTGATACAGACAAGACCGCTGCCATTCATGCTGAGGCTCCTGAATTCGTTCAGATGTCTGTTGA
GCAAGAGATTCTTGTCACTGGAATCAAAGTCGTCGATCTCCTGGCTCCATACGCCAAAGGTGGTAAAATTGGGTTGTTTGGAGGTGCCGGTGTGGGCAAAACTGTGTTGATCATGGAGCTCATTAACAACGTG
GCTAAAGCTCATGGTGGATACTCGGTTTTCGCGGGAGTTGGTGAACGCACTCGTGAGGGAAACGATTTATACAATGAGATGATCGAGGGTGGTGTTATTTCACTAAAGGACAAGACCTCAAAGGTGGCTCTCG
TATATGGGCAAATGAACGAGCCGCCAGGTGCTCGTGCCCGTGTTGCTCTAACTGGACTGACCGTTGCAGAGTACTTCCGTGATCAAGAAGGACAGGATGTGTTGCTGTTTATCGACAACATTTTCCGATTTACT
CAAGCTGGCTCAGAAGTGTCCGCTTTGTTGGGTCGTATTCCCTCAGCCGTCGGTTACCAGCCAACCTTGGCTACCGACATGGGTTCTATGCAGGAGCGTATTACCACCACCAAAAAGGGATCCATTACTTCTGT
TCAGGCCATATATGTGCCCGCTGATGATTTGACCGATCCTGCTCCTGCTACTACATTCGCTCATTTGGATGCCACCACTGTACTCTCGCGTGCGATTGCCGAACTGGGTATTTACCCTGCTGTGGATCCACTGG
ATTCGACTTCTCGAATCATGGATCCCAACATCATTGGCCAAGAACACTATAACGTTGCCCGTGGTGTGCAGAAAATCTTGCAAGACTACAAATCACTTCAGGATATAATAGCCATTCTCGGAATGGATGAGTTGT
CTGAGGAAGATAAGCTCACAGTCGCTCGTGCTCGCAAGATTCAGCGTTTCTTGTCGCAGCCATTCCAAGTTGCTGAAGTCTTCACCGGGCATGCTGGTAAACTAGTGCCCCTGGAGCAAACTATAAAAGGTTTT
CAGCAATTCTAGCTGGGGACTACGACCATCTACCTGAAGTTGCTTTCTACATGGTCGGCCCAATCGAAGAAGTTGTAGAAAAGGCTGACCGCCTGGCAAAGGAAGCTGCCTAGATAGGCGTACTGGAAAAATC
TTCAAAGTCAGCAAATCTATCATTGAATATTATGCATTGAATTTGTAATAAACTTTGTAAGATCAAATTAAATTCAATACAAGCGAAGAAAAAGTTAATAAAACCTATTTAAACATTACGGTATGA...
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Molekularni znaky maji oproti klasickym radu
vyhod:
* Je jich libovolné mnozstvi

 Jsou vzajemne distinktni, kvalitativni, na
sobé nezavislé

« Umoznuji srovnavat i nepribuzne
organizmy
 Jsou selekcne neutralni




Zaklad vseho..




Nukleové kyseliny

DNA — objevena r. 1953 - James Watson, Francis Crick

Struktura: dvousroubovice — pentozafosfatova kostra, na
kterou jsou navazané dovnitr orientovane
purinové/pyrimidinové baze komplementarne spojené
vodikovymi mustky

Purinové baze : A, G
Pyrimidinové baze: C, T, U




« Jaderna DNA
* Organelové NK

- Mitochondrialni, chloroplastova DNA
— vlastni kruhova DNA
— materska dedi¢nost

— molekularni evoluce mtDNA
rychlejSi nez u jaderni DNA

- Ribozomalni RNA
— LSU rRNA a SSU rRNA

— evoluce LSU rRNA o0 30%
pomalejsi jako SSU rRNA

Type of DNA Organism sizein b.a Se
pairs
mammals 6 x 109
2x108-2x
plants 101
chromosomal 2x107-2x
DNA fungi 108
16 x 103 -19 x
animals 103
150 x 103 -
higher plants 250 x 104
17 x 103 -78 x
fungi 103
green alga 16 x 103
mitochondrial 22 x 103 -40 x
DNA protozoa 103
120 x 1083 -
higher plants 200 x 103
chloroplast
DNA green alga 180 x 103
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Dva pohledy genomiky

 Vertikalni: kompletne genomy,
hluboké, ale omezené informace

* nékolik druhu a jedincu

* Uspesne ukonceno u cloveka,
Drosophily a nekterych plodin
 Horizontalni: kratké cilené sekvence,
plytké, ale siroké informace

* mnoho druhu a jedincu

* napr. DNA barcoding




Historicke vyzvy

* Problemy s konceptem druhu a jeho
aplikacemi

* Problemy s druhovou identifikaci

« Systém znaku — morfologie, genetika, atd.
* Pristup k existujicim informacim

* Snizovani odbornosti

* Snizovani dostupnych sluzeb

* Genomika a Internet nabizi nove moznosti



Zakladne metody

Stépeni NK

Polymerase chain reaction
Proby, hybridizace

Vektory, molekularni klonovani
Microarrays

DNA sequencing
Elektroforeticka separace NK

Detekce genu:

*DNA: Southern blotting; inSitu hybridization; FISH
Technique

*RNA: Northern blotting
*Protein: Western blotting, immunohistochemistry




K purifikaci (extrakci) nukleovych kyselin
muze byt jako vstupni material pouzit:
* krev
e tkan
* bakterie
* houby

* ZivoCiSné bunky

* rostliné bunky
« exkrementy, vyvrzky

* agarozove gely



Vyber pouzité techniky zavisi pouze na
nas...

* typ vstupneho materialu
» ocekavany vytezek

* vék vzorku

* Cas

* finance

* pozadovana kvalita



Vseobecny postup extrakce:

Digesce tkane / lyze bunek
,chelatovani® a proteinazova faze
Separace NK a proteinu
Procisteni

s~ wh =



Odbeér tkané k ziskani NK

Odebrani tkaneé — zivy nebo usmrceny
organizmus

Prenos tkané na parafilm a nasledné zjisteni hmotnosti na
analytickych vahach




RNA
Prenos sleziny do 1,5ml mikrozkumavek
Pridani Trizolu
Homogenizace sleziny

Skladovani homogenizované sleziny pri teploté -80 °C

TRIZOL® Reagent

( Invitrogen )-

- monofazicky roztok fenolu

a quanidin izothiocyanatu

- zlepseni prvniho kroku metody
izolace RNA vyvinuté
Chomczynskim a Sacchim

- poCas homogenizace vzorky
udrzuje integritu RNA




Extrakce RNA

Faze separace;:

Chloroform /

Pfenos supernatantu do nové

zkumavky
Centrifugace ( 4°C)
> —>
Faze precipitace: Promyvani RNA: Znovurozpusténi RNA
Isopropanol 75 % etanol RNA -free voda
~,
// Centrifugace (4°C) //
R =7"" suseni RNA e
Centrifugace ( 4°C)
—> > >




Extrakce DNA

DNA - fixace v 70% nebo 90% EtOh
- Pfenos tkane do extrakéného pufru (Tris, EDTA, NaCl)

- Pfidani Proteinazy K a SDS - odStépuji proteiny okolo DNA

- inkubace pri 55-65°C pocas nekolik hodin — degradace tkane

Faze separace: phenol: chloroform: isoamylalcohol, chloroform
isoamylalcohol - odstanéni organické faze, bifenolu

Faze precipitace: NaAc + EtOH 90%

Faze promyvani: EtOH 70%

Faze rozpusténi: DNA free voda nebo pufr



Extrakce hmyzi DNA

Hmyz — Insecta — kutikula z
chitinu

Nevhodna fixace materialu —
formalin

Klicovy krok extrakce — nabourani exoskeletu

Nékolik zpusobu:

fenol-chloroformova metoda — mozno vyuzit PLG zkumavky
vyhody, nevyhody

extrakce pomoci komercniho kitu (Qiagen, Machery-Nagel, etc.)



PCR: Amplifikace DNA

» Casto je k dispozici jen malé mnozstvi
DNA
— kapka krve
— Vzacny typ bunek

* V soucasnosti existuji dve metody pro
amplifikaci DNA nebo tvorbu kopii

- Klonovani—trva dlouho, nez dostatek klonu
dosahne pozadovaného stupne kvality
— PCR—funguje dokonce i na jedine bunce
hned



PCR (polymerase chain reaction)

- polymerazova retézova reakce umoznuje amplifikovat /n
vitro pozadovany specificky usek DNA prakticky

v neomezeném mnozstvi, pficem mnozstvi puvodniho
vzorku DNA muze byt extrémé malé.

Historie PCR:

- 1955- objev TAQ DNA polymerazy - prvni myslenky o
moznosti umelé synteze DNA

- 80. roky- rozvoj umélé synteze oligonukleotidu
- 1983- Kary Mullis - princip metody

- 1984- Kary Mullis, Fred Faloon - dokonCeni metody a
patentovani

- 1993- Kary Mullis - Nobelova ceny za chemii



Je zivot fair?

« 1983 - Kary Mullis, vedec pracujici pro
Cetus Corporation ridil podél US Route
101 v severni Californii, kdyz ho napadla
myslenka polymerazove retezove reakce

* 1985 - metoda PCR byla predstavena
vedecké komunite na kongresu



« Cetus odmeénil Karyho Mullise $10,000
bonusem za jeho napad

* pozdeji, pocas korporatni reorganizace
Cetus prodava patent na PCR
farmaceutické firmeé Hoffmann-LaRoche

za $300 milliont

Zivot neni fair!



RT-PCR (v pripade prace s RNA)

RT-PCR: (reverse transcription polymerase chain reaction); PCR reverzna je
ur€ena k amplifikaci molekul RNA, ktera sa nejdfiv prepiSe enzymem reverzni
transkriptazou do cDNA a ta sa pak amplifikuje standardnim postupem (PCR):

Obsah mixu pro RT-PCR: 2.
1. -RT5X
-kvalitni redestilovanu voda -DTT(dithiothreitol;

Cleland's reagent)
-Oligo(dT)- pouziva se pfi

syntézach reverzni -RNAse OUT
transkriptazou prvniho retézce 3.
cDNA

M-MLV RT —(Moloney Murine
-dNTP Leukemia Virus Reverse
_RNA Transcriptase)-RNA zavisla DNA
polymeraza,pouziva se pri syntéze
cDNA pouzitim RNA jako templatu

Siroké pouziti, hlavné k velmi pfesné detekci a kvantifikaci konkrétni mRNA v
ruznych tkanich



Primery a PCR

Design vhodného primeru — specificky na ruznych urovnich, navrh podle
sekvence z GenBanku, uprava vilastnosti vhodnym SW (Oligo,
GeneRunner)

PCR - namnozeni pozadovaného useku DNA, ovlivhovana mnohymi
faktory (kvalita DNA, Tm, kvalita primeru, koncentrace Mg?*, pfitomnost
inhibitoru, typ eppendorfky, typ polymerazy — TAQ ( Thermus aquaticus),
Pfu (Pyrococcus furiousus)

Volba primeru:
1. Délka 17-25 bazi

2. Sekvence primeru co nejvic shodna se sekvenci templatu v misté jejich
vazby

3. Pozor!!l -sekvenéni komplementarita uvnitf primeru
-nemeli by byt komplementarni mezi sebou
4. Optimalni obsah C-G bazi se doporucuje 50-60%



Co potrebuje PCR?

» Templat (DNA, kterou testujeme)

» Specifické primery pro studovanou oblast,
forward a reverz

* Polymeraza

* Nukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

* Magnesium chloride (enzyme cofactor)

 Buffer

* Enhancer

 VVysoce kvalitni DNA-free voda, mineralni olej



dNTP: smés vSech Ctyf nukleotidu
dATP dCTP

f

dGTP dTTP

- nizSi koncentrace dNTP= vySSi specifita, nizSi frekvence zaclenéni
nespravneho nukleotidu

MgCIzg

-spravna funkce polymerazy, prilis vysoka koncentrace - aktivita Taq
polymerazy klesa, prouzky na gelu jsou rozmazané nebo zmnozené nasledkem
amplifikace nespecifickych fragmentu

-koncentrace vyssi nez konc. dNTP



Kroky PCR

 Denaturace 93-95°C  1min
* Annealing 50 - 55°C 45sec

* Elongace 70-75°C 1-2min



Jak tedy probiha PCR?

* Horko (94°C) k denaturaci DNA dvouvilaken
» Zchlazeni (54°C) k prfisednuti primeru

K templatu

* Teplo (72°C) k aktivaci 7ag Polymerazy,
ktera prodluzuje primery a replikuje DNA

PCR : Polymerase Chain Reaction

» Opakovani cyklu
WWWWW

et




PCR Primery

Primer je usek NK, ktery slouzi jako
startovaci misto replikace

Je potreba mit jak forwardni, tak reverzni
primer, aby byla cilova sekvence tvorena
simultanné v obou smeéerech



Problemy s primery
* Primery by mely ohraniCovat cilovou Cast
DNA sekvenci

* Primery, které jsou komplementarni k vice
mistum, budou tvofit vic produktu

 Primer muze tvorit dimér se sebou nebo s
druhym primerem

5-ACCGGTAGCCACGAATTCGT-3
[T
3°-
TGCTTAAGCACCGATGGCCA-5’



Limitace PCR

« Jsou potrebne informace o cilove sekvenci
design primeru pro neznamé
zname hranicne oblasti
Chybovost pri DNA replikaci
Taq Pol — Error 40% po 20 cyklech
« Kratka delka a omezené mnozstvi produktu
do 5kb je lehko amplifikovatelny produkt .
do 40kb je amplifikace s modifikacema mozna
nelze amplifikovat geny >100kb
nelze pouzit v projektech sekvenovani genomu



Design PCR primeru

Sekvence primeru by mély byt unikatni
Sekvence primeru by mély byt ~20 bazi dlouhé
Obsah G/C by méel byt 45-55%.

Annealingova teplota by mela byt podobna

Na 3°-konci by mely byt G nebo C.

Nesmi mit self-komplementarni oblasti nebo
vytvaret hairpiny

Nesmi mit repetitivni oblasti




Vyhody PCR

Rychlost
Snadnée pouziti
Citlivost
Robustnhost






Typy PCR reakce

First Set of Fnrners Target DNA Flrst Set of Primers
{ Cuter) {Outer)

RT-PCR

,Nested® PCR t T
Inverzni PCR First Amplicon
Mu'tip'ex PCR Eecond[?:::.l::]aners Eemndﬁ:::‘:;mimers
Asymetricka PCR ~_V_—

) ==
RAPD PCR w

Specific Amplification of the Target DNA




Vizualizace produktu v agarézovém gelu a purifikace PCR

produktU
Agarodza _’_1_44
Pufr (TBE, TAE) T
Etidium bromid = e
Nanaseci barva =—

(bromfenolova modr)



Horizontalni elektroforéza

Kontrola vysledkl po PCR:

sagarozovy gél: agaréza- prirodni koloid
extrahovany z morskych ras

*pufr TBE- Tris-Borat-EDTA

*mikrovinka

1. odméfeni agardzy 2. rozpusténi agarézy v TBE 3. Povareni roztoku



4. Ochlazeni roztoku agardozy na 55 °C

5. Fluorescencni barvivo EtBr! - silné mutage
rukavice, 0,5ub/ml
- dochazi k jeho implementaci do DNA

6. plastova forma na gél a hifeben: 30 min.

7. nanaseci pufr: obsahujici barvivo
(bromfenolova modfr) a glycerol (napomaha
rychlejSimu klesani vzorku na dno jamky)




8. ladder- standard nebo ,zebfik“, smés fragmentl znamé délky

9. kontrola amplifikovanych fragmentu v UV svétle pomoci transilluminatoru a
dokumentace kamerou nebo digitalnim fotoaparatem

100 bp Ladder

1000
500by 7’

—  BOO
400by - 700
500

— 300
— 200
- 100




Purifikace PCR produktl — QiaQuick PCR Purification Kit
(Qiagen), ExoSap, ethanolové procisténi

Po potvrzeni pozitivhiho PCR vzorku — 1. prime
sekvenovani produktu

2. klonovani produktu do
hostitel. vektora a jeho nasledné sekvenovani pouzitim
univerzalnich primeru



Klonovani DNA

Zakladné pojmy a principy klonovani:

Klonovani: proces tvorby kloni DNA vlozenim segmentu DNA do klonovaciho vektoru za
vzniku rekombinantni molekuly DNA a jejim naslednim pomnozenim v hostitelském
organizmu

Klon DNA: soubor identickych molekul, fragmentu nebo useki DNA

Klonovaci vektor: najCastéji se pouzivaji kruhové molekuly DNA schopné autonémni
replikace, odvozené v naSem pripadé z plazmidi= plazmidové vektory.

Vlastnosti vektorov:

*mala velikost, lehce se izoluji a v bunikach dosahuji vysokého poctu kopii
*schopnost stabilného udrzeni cizorodé DNA pfi replikaci a uchovavani klon(
*schopnost lehkého a ucinného prenosu do hostitelskych bunéek

spfitomnost selekéniho markru (napf. geny odpovédné za rezistenci na antibiotika)
spritomnost vhodnych klonovacich mist

Prenos plazmidového vektoru do hostitelskych bunék:
-transformace

-hostitelem plazmidovych vektorl jsou bunky kmenu E. coli



Ur€eni bakterialnyih kolonii obsahujicich rekombinantné plazmidy:
- Alfa-komplementace

Mapa klonovaciho vektoru:

lacZa ATG -
M13 Reverse Primer | Gl Konil S 1SacUESHHIS Sho

205 [CAG GAA ACA GCT ATG ACLC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BsItXI Ec¢I7RI EcvlsRI

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTTJHUSESWMNWEY.c GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GA TTC CCG CTT AAG ACG

EctlnR lerxl N?tl Xllml Nsil)l(bal Aplal
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |[CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GIG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

4
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer M13 Forward (-40) Primer

AGT GAG TCG TAT T. AAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA C CGT GAC TGG GAA AAC | 426
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT 'T GCR GCA CTG ACC CIT TTG

Bilé kolonie baktérialnich bunék s v€lenénym
rekombinantnim plazmidem

Modré kolonie bakterialnich bunék bez
inzertu. Tvorba aktivni R-galaktozidazy
rozkladajicij chromogénny substrat X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktozid)




Kontrola: Stépeni enzymy (napr. Eco R1) a elektroforeze

lacZa ATG "
M13 Reverse Primer | H’"ld n KI}ﬂl Safl BiamHl SIIJeI

205 [CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX I EcoR1 EcoR |
GTA ACG GCC GCC AGT GIG CTG GAA [rTC GCC CTTINR R IINIAG GGL GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT BAG CGG GAH TTC CCl CTT hAG ACG

EcoIR \2 letX | Nt])t | Xllm | Nsiil )I(ba I Apla 1

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

ry
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer M13 Forward (-40) Primer
AGT GAG TCG TAT T AAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA Ci CGT GAC TGG GAA AAC | 426
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT [GAC CGG CAG CAA AAT T GCA GCA CTG ACC CTT TTG

/




Sekvenovani DNA

Prirmer for

- od roku 1977 repication

Strand to be sequenced

1. Chemicka metoda (Maxam-
Gillbertova) X
- bazove specificka — B
chemicka modifikace + T g fq_
nasledné stépeni fragmentu I :
DNA & e o
2. Enzymaticka (Sangerova) o e ) o smroress
- terminace replikace nového ;!ﬁ’ﬂ& P
retézce podle matrice ;;';J,;"*‘f.?é';%ﬁ'
zkoumané sekvence ddNTP .*"E-ig.'.._{_.:_i_‘__i*_!_.}?ﬂ
(na 3 uhliku deoxyribozy comparons of sands

containing labeled strands

chybi OH skupina)



SANGEROVA metoda

Nejpouzivanéjsi zpusob sekvenovani

Objeveno Frederickem Sangerem -
1977

Nobelova cena - 1980



Nahrazeni radioaktivniho znaceni
fluorescencnimi barvickami

« Oligo - hybridizaCni sondy
« Radioaktivni nuklidy: 3H, 32P, 35S, 129
« Detekce zareni na scintlacnim fotometru nebo
autoradiografii na RTG filmu
« 37157, celé fragmenty: DNA | pol, Klenowuv fragment, T4
8N,§\ pol, T4 polynukleotid kinaza, alkalicka fosfataza (BAP,
P

* Fluorochromy — Siroké spektrum a vyuziti v biologii

 6-FAM, NED, PET, ROX, : , , LI1Z, BigDyes

« Detekce fluorescencniho zareni: laser + indukCni a emisni
spektrum fluorochromu - excitace fluorochromu - detekce
pres opticky systéem (CCD kamera; vzduchem chlazeny

CCD cCip) - virtualni filtrovani — vinova délka se odecita
pouze v oblasti spektralniho maxima

« QOvlivnéni mobility fragmentu




AB| Prism® Applied Biosystems Applied Biosystems Applied Biosystems Applied Biosystems
310 Genetic 3130 Genetic Analyzer 3130x/ Genetic Analyzer 3730 DNA Analyzer 3730xI DNA Analyzer

B

SNP genotyping * Relative fluorescent quantitation * Microsatellite analysis * AFLP® analysis N
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Sekvenovani DNA

Automatické sekvenovani DNA —

sekvenator

-Modifikace Sangerovy metody

-Syntéza DNA probiha metodou asymetrické
PCR v termocykleru s vyuzitim Taqg-
polymerazy

-Ke znaceni reakCnich produktu se pouzivaji
fluorescencné znacené primery nebo ddNTPs
(odlisné barviva pre NTP) — rozdéleni v jedné
draze gelu

- Detekce produktu — elektricka separace
automaticky pomoci laserového detektoru
napojeného na pocitac (elektroforeticka

separace v kapilarach)






Zpracovani sekvenachich dat

Manualni korekce sekvenci - Sequencher 5 (Gene Codes Corp.)

w<Zalineni“ sekvenci — NCBI BLAST, ED program v MUST package (Philippe,

1993), Clustal W v BioEdit 5.0.9 (Hall, 1999)

Fylogeneticka analyza - MEGA 5 (Tamura et al., 2011)
PAUP* 4b10 (Swofford, 2001)
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Dalsi metody zalozene na NK

 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
- nahodné zvolené primery, nizka teplota zchlazeni
- DNA - mnoho segmentu (na elfo — soubor druhové specifickych
prouzku)
- pfibuzné vztahy mezi populacemi jednoho druhu nebo mezi blizce
pribuznymi druhy

Nevyhoda — velmi nizka opakovatelnost experimentt

Hybridizace DNA

- Zahrati DNA - 2 samostatné retézce

- Ochlazeni - vznik dvouzavitnice

- Opakované zahrati — rozpleteni DNA - teplota, u které se
rozplete 50% hybridizované DNA

- Vyhledavani a charakterizace specifickych nukleotidovych
sekvenci, porovnhani DNA dvou druhu za pomoci hybridnich Useku



- Vychodiskovy krok — priprava hybridizacni sondy
— jednoretezcova, radioaktivnhé nebo chemicky
znacena DNA nebo RNA sekvence vazouci se
komplementarne k cilové sekvenci
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Restrikcné analyzy — RFLP, DNA
fingerprinting

Tvorba restrikCnich map - zjisténi polohy restrikCnych mist na DNA

V zoologickych vyzkumech je namisto polohy restrikCnych mist
upfednosthovana informace o délce restrikCnich fragmentu

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorfism)
- restrikCné endonukleazy
- organelova DNA - fragmenty

- porovnani geneticky totoznych a odlisSnych jedincu na zakladé
proménlivosti velikosti restrikénich fragmentu



Otisk DNA (fingerprinting)

- analyza restrikénich fragmentu tzv. minisatelitni DNA
Princip — Southern blotting a hybridizace se znacenou sondou

- analyzy na urovni vnitropopulacni, mezipopulacni a
mezidruhové 1 2 3 4 5 6 7 8

AWM=




Analyza mikrosatelitu

Mikrosatelity — kratké tandemovité se opakujici jednoduché sekvenacni motivy, 2-
6bp

- vyskyt ve vSech genomech

- vysoka mutacni rychlost

Analyza: PCR, 20-30 cyklu, primery komplementarni se sekvenci kolem
mikrosatelitového lokusu
automaticky sekvenator s fluorescencne znaCenymi primery — financné
nakladné

Pouziti: genotypovani jedincl, ur€ovani paternity, velikosti a struktury populace,
geneticka promeénlivost, tok genu
specifické mikrosatelity: identifikace populaci a druht, dynamika
hybridnich zon



