Genotypizace - stanoveni genotypu

« stanoveni formy (alely, haplotypu) urciteho
useku DNA (,genetickeho markeru)

1) izolace celkové DNA z tkani

2) amplifikace pozadovaneho useku DNA
(PCR-based methods)

3) studium variability daného useku (lokus =
marker = znak)



Typy genetickych markeru




Typy genetickych markert

« dominantni markery — odlisi pouze pritomnost (Ci
nepritomnost) daneho znaku; tj. neodliSi obe jeho
formy na homolognich chromozémech

* kodominantni markery — identifikace
homolognich alel, {j. je mozno rozlisit homozygotni
a heterozygotni stav (umoznuji stanovit frekvenci
alel)



Typy genetickych markerd

Single | Codominant | PCR assay Overall
locus variability
| Nudeermufiows |
Minisatellite DNA No No No High
fingerprints
RAPD No No Yes High
AFLP No No Yes High
| MNeearsimgeloas |
Alozymy Yes Yes No Low-medium
Mikrosatelity Yes Yes Yes High
SINE (LINE) Yes Yes Yes Low
SNPs (sekvence) Yes Yes Yes Low-high




Single-locus genetic markers

kodominantni — mozno stanovovat
frekvence alel (= Ize odlisit homo- a
heterozygota)

allozymy a jiné funkcni geny - MM

mikrosatelity — délkovy
polymorfismus

SNPs (single nucleotide
polymorphisms) — sekvencni
polymorfismus

SINE, LINE - inzerce (tj. délkovy
polymorfismus)




Mikrosatelity




Mikrosatelity
byly (a pro
neco stale
budou) velmi

uzite&né :
markery v t
molekularni
ekologii

(i kdyz genotypizacni
metody se budou ménit)
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Mikrosatelity

 VNTR (,variable number of tandem repetitions”), SSR
(,simple sequence repeats")

 jednotlive alely se liSi délkou

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA

TTCAGG TCTCTAGCTTTGA

genotyp diploidniho jedince: 25/27



Mikrosatelity

1-6 (nejé. 2-4) bp motiv

pocetné po celem genomu

vysoka uroven polymorfismu (bézné 15 alel v
populaci)

Mendelovska dedicnost (autosomy) - kodominance

idealni pro studium populacni struktury a
pribuzenskych vztahu



Mikrosatelity - postup analyzy

Pf. 5 riznych alel se liSi délkou
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primer primer

AAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAA

primer m primer

Pr.: lokus ¢. 1

elektroforéza:

— kapilara (1 bp)
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Kapildrni eletroforéza ~ Fragmentacni analyza

(denaturujici polymer POP7 - ssDNA, jeden znaCeny primer)

HEX

DIIMCEr NT1MCE
AAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAA

Yrime DI 1]]]
AAACAAACAAACAAA

125 bp 131 bp
L=

=

Well controlled
electrophoresis parameters,

high sensitivity (301 () Juum— (pomalé)




tz Samples Plot _|¢
File Edit %iew Tools alleles Help

Plgt Setfing; [4FLP Default =1 B3 | Panes: [4 | | EE =n | || A Jaa | [hi 2 & | il =3
[ | e e[l | D e W[ |
Sample File |Samp|e Hame |Panel |EIS |SIJ
4344_004.fsa |4344 |None | _ | _
200 310 320 330 340 350

ROX - Size standard
NED - studovany znak326'66 bp 342.61 bp

4 300b
P 340 bp, | 350 bp

Kl |

| |D\,refSampIe Pesk |Sample File Mame |Marker | Allele Size Height |Area |Data Pairt
| 66 4344_004 fea 530 390

N1 4344 _004 128 33595 73 495 4419

Size Wetches  Size Caling Curve |

=)
-—
c
(]

N GE 4344 _004 fza 33682 a0 380 4429 g)
=] 4344 004 f=a 337 56 176 1327 4439 9
Y70 4344 _004 f=a 33555 102 733 4430 H‘;
A 4344 _004 fza 33981 336 2634 4450 é
W2 4344 _004 1za 340 65 140 1004 4470 8

4344 004 fza

e 4344_004 tsa 36513 a0 342 4756

Genotyp mikrosatelitu na lokusu NED = 326/342 nebo 327/343
Programy: GeneMapper, Genotyper, Geneious, GeneMarker, ...
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Genotyp 298/304

,Stutters® — chyby v dusledku ,sklouznuti® polymerazy pfi PCR

- Casto odlisuji mikrosatelity od nespecifickych PCR produktt
- rozdil mezi alelou a ,stutter” je delka repetice (zde 2 bp)

TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT



Genotyp 162/174

- alely a jejich stuttery jsou ¢erné (rozdil mezi nimi je 2 bp)

- bilé piky jsou tzv. .minus A-alely" a jejich stuttery = vysledek jiné chyby
polymerdzy, a to nepridani koncového adeninu

- rozdil mezi ¢ernym a sousednim bilym pikem je 1 bp (tj. chybéjici adenin)

- pattern daného lokusu je vzdy specificky a ¢asto zdlezi na PCR
podminkadch



Srovnani ruznych jedincl - analyzy pribuznosti

< smér elektroforézy
Ind. 1 ‘ ‘ 125/131 Elektroforetogramy
Ctyr ruznych
heterozygotu

Ind. 2 ‘ ‘ 131/134
3 bp repetice
Ind. 3 ‘ ‘ 125/134 PCR produkty
125-134 bp

Ind. 4 . '131/137
B B




Pr. Analyza pribuzenskych vztaht

Genotyp (bp)
Matka: /

Otec: 131/134

Potomek 1: /134

(?
mﬁ‘L Potomek 2: /137

Sledovany otec mohl zplodit potomka 1, ale zcela jisté neni otcem potomka 2




o / v / o /’ o
Ruzné znaceni ruznych znakd

Snizeni ¢asovych a finan¢nich
nakladt

= ,multiplex set”

AZ 4 rlzné barvy (+ 5. barva jako
velikostni standard) - analyza az 4
lokust o stejné velikosti alel

— Lokus 1 — Lokus 2 —
— —

e (E—

Lokus 3
—

[




Mikrosatelity - omezeni

nalezeni lokusu (navrzeni primeru) je pracné a
nakladné u volné Zijicich druhu (genomova
knihovna, klonovani, screening, sekvencovani)

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA

Jflanking regions” — ohranicuji repetici a zde musi
byt navrzeny primery pro PCR




Stépeni, obohaceni, klonovani,
screening a sekvenovani

: Kazdy klon obsahuje jednu sekvenci
vector =

plasmid izolace vektoru s

) .o

|

screening klonu obsahuijicich
repetice (hybridizace se sondou)

!

Obohacena
genomicka
knihovna

_ _ sekvenovani inzertu
ligace do plasmidu, transformace (repetitivni DNA + flanking regions
Genomicka DNA po rozstépeni _ o o
—— design primeru a testovani

a obohaceni na repetice

polymorfismu




Alternativa: cross-species amplification

m ,cross-amplification” — uspesnost klesa s
fylogenetickou vzdalenosti

m nulové alely (mutace v primerovych sekvencich)
— VvySSi proporce ,homozygotu*

TTCAGG

TCTCTAGCTTCGA

TTCAGG

TCTCTAGCTTTGA

X

— > PCROK

—» no PCR



Nulové alely a genotypizacni chyby
komplikuji analyzy pribuznosti

lokus 1 lokus 2

null alleles genotyping error
Matka 100 150 300 350
Samec 1 100 100 300 367
Mladé 150 150 350 365

Samec 1 je vzdy opravdovym otcem, ale jednoducha
,exclusion® metoda ho vzdy vylouci



Optimalizace mikrosatelitt
v soucasnosti = NGS

m next-generation sequencing” — velice rychla
sekvenace stovek tisictu fragmentu z jakéhokoliv
genomu

m vyhledani repetitivnich sekvenci vhodnym
softwarem a navrzeni primeru

m identifikace novych mikrosatelitu rychle, elegantné
a relativne levne (1500 EUR ?)
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DE NOVO GENETICS MARKERS : GENO SAT"

HIGH THROUGHPUT MICROSATELLITES LIBRARY SOLUTIONS

YOU WANT TO :

v Rapidly obtain a microsatellites database for your species

v ldentify your polymorphic genetic markers

W Follow-up species genetic biodiversity, conservation, preservation or reintroduction




GIVE U5 WAIT ONLY 2 MONTHS OBTAIN A MINIMUM OF

SAMPLES RECEPTION

FOR ALL KIND OF GENOMES

DNA QUANTIFICATION & QUALITY CONTROL

8000 RAW SEQUENCES

STANDARDIZED MICROSATELLITES ENRICHMENT 2000 MICROSATELLITES SEQUENCES

OPTIMIZED NEXT GENERATION SEQUENCING 100 N SILICO DESIGNED PRIMERS PAIRS

DEDICATED BIOINFORMATICS PIPELINE

GENO SAT®
Motives enrichment + High throughput sequencing + Bioinformatics = Microsatellites library

GENO SAT® PACK
GENO SAT® + Biological validation of primers pairs including polymorphism test of amplified markers

GENO SAT® PACK PLUS
GENO SAT® PACK + Genotyping on a large population using validated markers

ALREADY PERFORMED ON MORE THAN 400 SPECIES ALL OVER THE WORLD
WILL YOU BE THE NEXT ONE ?



VyuZiti mikrosateliti

identifikace jedincu a analyzy pfibuznosti (zejména
rodiCovstvi)

populacni genetika (conservation genetics,
landscape genetics, etc.)

fylogeografie a analyzy historické demografie
(omezené — nutno znat mutaéni model)

VLD a4 N a4

vysoke riziko homoplazii



Teoretické mutacni modely (nu‘rno definovat pro analyzy
vyzadujici Udaj o podobnosti alel, napf. pri analyzach historické
demografie)

 |AM - infinitive allele model e [TTCTTTCTTTCTTT

Pri mutaci ztrata nebo ziskani
libovolného poCtu opakovani. Vznika
nova alela, ktera doposud v populaci
nebyla - kazda alela vznikne pouze
jednou a pak uz se neméni. Neni

mozno urdit podobnost (similarity) o [TTCTTT

alel, ale pouze identitu.

e SMM - stepwise mutation
model

(Mutace zpusobeny pouze ztratou
nebo ziskanim jediného opakovani _m_

motivu. Mutaci muize vzniknout alela,
ktera je jiz v populaci pfitomna — tzv.
homoplazie. Je mozno odhadnout

podobnost (similarity) alel.

Pravda bude nékde mezi ...
= Two-phase model (TPM)




Indels

* inzerce nebo delece 1bp ¢&i delSich useku — pouZiti
pouze pro populacné-genetické analyzy vyzaduijici
wHidentity* (nepouzitelné pro modely vyzaduijici
,Similarity®)

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA
TTCAGG CATCTCTAGCTTCGA
TTCAGG TCTCGTAGCTTCGA
TTCAGG G TCTCTAGCTTCGA
TTCAGG TCTCTAGCTTCGA
TTCAGG TCTCTAGTTCGA

SMM model — mozno
27 bp kvantifikovat podobnost
(,,similarity) alel

27 — 29 bp

27 — 28 bp
27 — 28 bp
27 — 26 bp
27 — 26 bp

,Indels*“ — pouze pro
analyzy, kde je

vyzadovéna ,,identity*
a nikoliv podobnost



Dalsi nepravidelnosti (+j. mozné
komplikace pri analyzach)

,Slozeny mikrosatelit” — rovnéz neni mozné aplikovat
jednoduchy mutacni model



Pro¢ je tolik alel?
(microsatellite instability)

Nerovnomeérny (Unequal) crossing-over

(diky Spatnému alignmentu)

Sklouznuti polymerazy pfi replikaci

Slip-strand mispairing

(pfi replikaci nejprve polymeraza sklouzne a vyrobi
odliSny poCet opakujicino se motivu mikrosatelitu, pfi
alignmentu je pak Cast opakovani vyklonéna mimo

dvousroubovici, flanking regions tedy paruji)
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Bias (skutecna data)

o Kratsi mikrosatelity (s malym pocétem opakovani motivu)
maji zrejme tendenci se spise prodluzovat

(slabé prevladaji adice nad delecemi)

* Delsi mikrosatelity se spise zkracuji (nachyinsjsi k

velkym delecim)

« Delsi mikrosatelity rychleji mutuji
(diky vice opakovanim je vySSi pravdépodobnost pro sklouznuti
polymerazy (SSM) — maji vice alel)



Mikrosatelity - zdvéry

Homoplasie — nevhodné pro fylogeneticke
analyzy

Stepwise mutation model (SMM) plati jen
omezene — obtizne aplikovatelneé v analyzach
evolucni historie (pokud se uplatnuji mutace)

= nevyhoda v populacni genetice (jsou rychle
nahrazovany jinymi markery, napr. SNPs)

= tolik nevadi pfi identifikaci jedincu a pro
analyzy pribuznosti (paternity) — zde se
budou pouzivat jeste hodnée dlouho



SINE, LINE, etc.

(Shedlock et al. 2004, TREE; Ray et al. 2007, MolEcol)

Transposable elements

Vytvari kopie (vétsSinou)

Kopie integrovany na nova mista v genomu
Obvykle nejsou specificky odstranovany

Molekularni fosilie — neexistuji homoplasie !!!

Nesmirné poéetn e Objev DNA transpozonii u kukurice:
Barbara McClintock

Clovék — vic jak polovina genomu (ost. druhy — 40-90%)



Typy transposabilnich element

e Kddujici své proteiny, autonomni, 1-10 kb

DNA transposony (cut-and-paste)
transposasa

Retrotransposony (copy-and-paste)

LINE
1-2 proteiny, kopie pfes RNA

LTR retrotransposony
5-6 proteind, také pres RNA

DMA Transposon

=== Transposase gene M=
DR 1R e 7R DR

Autonomous Retrotransposons

LTR Retrotransposon % LTR env

1-11 kb LTR 155

O] ove [
MNon-autonomous Retrotranspoesons
SINE - ALY

0.1-0.5 kb

e Nekodduji proteiny, neautonomni, 100-1000 bp
paraziti predeslych, napr. SINE (Clovék Alu — vice nez 1 milion kopii) —
nejCastéji pouzivané v populacnich a fylogenetickych studiich



LINE - mechanismus transpozice

e Kopie pres RNA
e Reversni transkriptaza

e Masinerii vyuzivaji SINE (jsou to , paraziti),

Alu (SINE) a L1 (LINE) se stejné rychle mnozi

{\ Zpét
RNA —T — naDNA
! (]

Nové misto v genomu

DNA

VVVVVV



Locus 1 :

Species !

——— A B C D |
<+ 1
SINE :

= SINE P - |
|

|

1

:

1

Locus 2 _ |

Species !

|

|

|

|

|

|

|

Velmi nizké riziko homoplazii —

SINE = vhodné fylogenetické markery

(spise historicky, pred rozvojem sekvenovdni)

A B C D
+

Assumed phylogeny

Species
Locus 1
— A
Locus 2 T
\/ B
— C
D

¥ Retroposition of the SINEs

prezence/absence SINE (nikoliv pdly elektroforézy)

,single-locus marker”

- PCR amplifikace daného useku a elektroforéza



Neexistuji zpétné mutace = vyhoda
oproti sekvenalhim datlm

>
—— | Species 1
. . S —— A Species 2
| Point mutation | Species 1 ’ Species 3
L E—— Species 1
Species 2 - Species 3 - -- oo — Species 2
S ~. Which is true? [ Species 3
d Species 1
RN N Species 2
| SINE insertion | —_| Socion 3
— pecies
(@ Presence Species 1
O Absence :
(A () Species 1
@ — @ Species 2
Species 2 Species 3 6
ATS .
P Q W (@ Species 3

Pfiklad aplikace: kytovci vs. sudokopytnici (hroch je bratr velryby)
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Vol. 96, pp. 10261-10266, August 1999
Evolution

Phylogenetic relationships among cetartiodactyls based on
insertions of short and long interpersed elements:
Hippopotamuses are the closest extant relatives of whales
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