Typy genetickych markera

multilocus markery — na vice mistech v genomu

single-locus markery — jen na jednom miste
genomu

dominantni markery — present or absent

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




Typy genetickych markert

Single | Codominant | PCR assay Overall

locus variability
SNPs (sekvence) Haplotypes Low-high
Minisatellite DNA No No No High
fingerprints
RAPD No No Yes High
AFLP No No Yes High
Allozymy Yes Yes No Low-medium
Microsatellity Yes Yes Yes High

SNPs (sekvence) Yes Yes Yes Low-high




Multi-locus genetic markers

* Mnoho znaku nahodné
rozmistenych v genomu

» minisatellite DNA fingerprinting

» RAPD (randomly amplified
polymorphic DNA)

» AFLP (amplified fragment length
polymorphism)

e presence vs. absence =

dominantni znaky (neodlisi
heterozygota)

Pr.: chromozom 1




(Minisatellite) DNA fingerprinfing
(Jeffreys et al. 1985)

* nahodné rozmisténé repetice (napr. sekvence,
SINE, LINE)

* ruzné dlouhé minisatelity (ruzna délka repetic, 10-
15 bp ,core sequences")

* restrikéni Stépeni kompletni DNA — sekvenéné
specifické restrikcni endonukleazy




Enzyme Site
Recognition

 Each enzyme digests
(cuts) DNA at a
specific sequence =
restriction site

* Enzymes recognize
4- or 6- base pair,
palindromic

sequences
(eg GAATTC)

N

/

GTAGAATTCATTCACGCA
CATCTTAAGTAAGTGCGT

%o
GTAG
CATCTTAA

AATTCATTCACGCA
GTAAGTGCGT




Common
Restriction
Enzymes

%
GAATTC
CTTAAG

Bro

5CTGCAG 2
3GACGTC 5

— Eschericha coli
— 5 prime overhang

— Providencia stuartii
— 3 prime overhang




Kazdy jedinec md jedinecny genom

Zameéna v restrikénim
ﬂ 14 W W W 14
misté = zde ke Stépeni
%—C‘ nedojde
GTAGAATTCATTCACGCA ’E/
CATCTTAAGTAAGTGCGT
’ o GTAGAATgCATTCACGCA
%"’ CATCTTAC GTAAGTGCGT

B -

1. Ztrata nebo nabyti restrikéniho mista




Kazdy jedinec md jedinecny genom

i i1

2. Ztrata nebo nabyti SINE (napt. Alu sekvence) nebo LINE




Kazdy jedinec md jedinecny genom

" i

I

3. Vysoka mutacni rychlost minisatelitii — rozdily v poCtu repetici,
t]. v delce daného tuseku




Minisatellite DNA fingerprinting

* elektroforéza rozstepené DNA

* Southern blotting — preneseni
DNA na membranu

zavazi

o e « membrana
gel

-- houba

prenosovy pufr (denaturacni)




Minisatellite DNA fingerprinting

* hybridizace se
Znacenou sondou
(nejCastéji radioaktivni
znaceni), tj. specifickou
sekvenci odpovidajici
danému minisatelitu

DNA Blot on
Membrane

DNA Separation by
(Gel Electrophoresis

Label with Specific
DNA Probe =

Iliﬁi!%ll

”Hiiﬁﬁlﬂll

Detect Probe
(on X-Ray film)




| Velikostni marker
| Nepiibuzny muz

- Neptibuzny muz
Otec dvojcat

Identicka dvojcata
Identicka dvojcata

Matka dvojcat
Sir Alec Jeffreys
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Minisatellite DNA fingerprinting
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* v posledn
PCR-based metodam

e Zasa
ptaku




RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)

Kratke nahodné oligonukleotidy
(~ 10 bp) jako primery

U

PCR za malo specifickych podminek




genomic DNA

1) PCR
2) Separation by size
on agarose gel




Variabilni DNA detekovana metodou RAPD je
dusledkem ztraty RAPD lokusu v dusledku:

a) Zmena sekvence v misté nasedani primeru
b) Delece mista nasedani primeru

c) Velka inzerce mezi dvéma misty nasedani
primeru




RAPD - review

Kratké nahodné oligonukleotidy
(~ 10 bp) jako primery

U

PCR za malo specifickych podminek

|

Detekce PCR produktu elektroforézou

Nizka opakovatelnost v dusledku
mnoha faktord ovliviiujicich PCR —
dnes jiz neni akceptovana jako
metoda napr. pro studium populacni
struktury

1 2 3 4 5 6 7




AFLP (amplified fragments length
polymorphism)

* levna, jednoducha, rychla a spolehliva metoda na
generovani stovek informativnich genetickych
markeru

» soucasny screening mnoha ruznych DNA oblasti
distribuovanych nahodne v genomu

 |epe reprodukovatelna nez RAPD
» zalozena na polymorfismu v restrikCnim stepeni




Princip AFLP metody
(.generating AFLP markers")

(a) AFLP template preparation Mszel adaptor

Whaole genomic DNA

Restriction enzymes

+ (Msel and EcoRl) +

and

CMA ligase

(b} Hestriction and ligation

Msel cut EcaR| cut

FooRl adaptor

L
AATT




Generating AFLP markers

(o) Selective amplification (one of many primer combinations shown)

Msel primer 1
L B g PCR with primers on adaptors
C A TGTA
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G T A ACAT C G AGAATTG
CATTGTA G C T CTTAALC
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Single-locus genetic markers

kodominantni — mozno stanovovat
frekvence alel

allozymy a jiné funkcni geny - MM

mikrosatelity — delkovy
polymorfismus

SNPs (single nucleotide
polymorphisms) — sekvencni
polymorfismus

SINE, LINE

Pr.: chromozom 1




Mikrosatelity




Mikrosatelity
jsou stale
nejpouzivané;si
markery v
molekularni
ekologii

Fielative popularity

1260

[] Allorymes
B DNA sequencing

1935

B sNPs
B RAPDs

1980 1885

[ Microsatelites
[ Minisatellites

|
£000 2003
B AFLPs
B AFLP:

Nature Reviews | Genetics




Mikrosatelity

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

 jednotlivé alely se liSi délkou

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA

TTCAGG TCTCTAGCTTTGA

genotyp diploidniho jedince: 25/27




Mikrosatelity

1-6 (nejC. 2-4) bp motiv

pocetne po celém genomu

vysoka uroven polymorfismu (bézne 15 alel v
populaci)

Mendelovska dedi¢nost (autosomy) - kodominance

idealni pro studium populacni struktury a
pribuzenskych vztahu




Mikrosatelity - postup analyzy

Lzolace DNA — BT T T TR TeT—
bCR — BT —

Detekee PSR ———
— elektroforéza
— sekvenator, fragmenta¢ni analyza o TTTCTTTCTTTCTTTCTTTOTTT

LE
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e (TTTCTTTCTTTCTTT T TTT 1T 11T ey

primer primer

AAACAAACAAACAAACAAATCAAACAAATAAA

primer m primer
AAACAAACAAACAAA




Kapildrni eletroforéza ~ Fragmentacni analyza

smér elektroforézy

120 122 124 126 128 130 132 134
L Il 1 ] ] L L 1

esedeyy O

laserovy

paprsek

Stanoveni délky PCR fragmentu srovnanim se znamym standardem




& samples Plot

File Edit Wiew Tools

Alleles

Help

Plot Setting: IAFLP Default
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Sample File
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4344 004 fsa
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300 bp

ROX
NED

326.66 bp

340 bp

342.61 bp

350 bp

L
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|Dye.fSampIe Peak |Sample File Name |Marker |Allele

4344_004

, 4344_004 f5a
W G 4344_004 fza
W 69 4344_004 f=a
W70 4344_004 fsa
¥, 4344_004 f=a
¥ 72 4344_004 fsa

laoda na smn

SizeMatches Size Caling Curve

Best Fit Second Order Durve
01=84,850406200 142865
A1=0.00008.402562044384
A2=.3.50681 15489182887 ET
Fe20.0009638852

Siee Caling Curve

Local Sautham, Method

Délka fragmentu

1000 2000 © 3000 4000 %000 6000 7000

Cas

Genotyp mikrosatelitu na lokusu NED = 326/342 nebo 327/343




298

304
296

302
294

,.stutters® — chyby v dusledku ,,sklouznuti polymerazy pii1 PCR

- Casto odliSuji mikrosatelity od nespecifickych PCR produktu
- rozdil mezi alelou a ,,stutter* je délka repetice (zde 2 bp)




- alely a jejich stuttery jsou Cerné€ (rozdil mezi nimi je 2 bp)

- bil¢é piky jsou tzv. ,,minus A-alely* a jejich stuttery = vysledek
jin¢ chyby polymerazy, a to neptidani koncoveho adeninu

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

- pattern dan¢ho lokusu je vzdy specificky a Casto zalezi na PCR
podminkach




Srovndni ruznych jedinct - analyzy pribuznosti

< smér elektroforézy

Ind. 1 ‘ ‘ 125/131 Elektroforetogramy
Ctyt ruznych
het t

Ind. 2 ‘ ‘ 131/134 o080
3 bp repetice

Ind. 3 125/134
PCR produkty

Ind. 4 125-134 bp




Rizné znaéeni ruznych znak

* SniZeni Casovych
a finan¢nich
nakladu

« = multiplex set*

* A7z 4 ruzn¢ barvy
— analyza az 4 m
lokust o stejné
velikosti alel

ﬂ
R Ll




Mikrosatelity - omezeni

nalezeni lokusu (navrzeni primerd) je pracné a
nakladné u volné zijicich druht (genomova
knihovna, klonovani, screening, sekvencovani)

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA

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




Restriction, enrichement, cloning, and
sequencing

Kazdy klon obsahuje jednu sekvenci
vector =

plasmid isolation of vectors

> i3inig inserts

!

screening for repetitions
by hybridisation

!

Enriched
genomic
library

o _ sequencing of inserts
ligation, transformation (repetitive DNA + flanking regions
Genomic DNA after restriction _ _
e and enrichement primer deS|gn and

polymorphism testing




Mikrosatelity - omezeni

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

m nulove alely (mutace v primerovych sekvencich) —
vySSi proporce ,homozygotu®

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA — PCR OK

TTCAGG TCTCTAGCTTTGA —— no PCR

X




Velikost alel a evoluce
mikrosatelitt

 identita alel (stejné x ruzné) vs. rozdil délek alel (tj. pocCet
opakovani)?

* Indikuji podobne dlouhé alely na jednom lokusu blizSiho spoleCného
predka nez alely rozdilnych deélek?

Rodice nepribuzni _m_
I

« — k zodpoveézeni je nutno znat néco o evoluci mikrosatelitt
(tedy jak vznikaji nove alely)




Teoretické mutacni modely
Dva extrémy

TIAM - infinitive allele

model

(Pf1 mutaci ztrata nebo ziskani
libovolného poctu opakovani.
Vznika nova alela, ktera
doposud v populaci nebyla)

SMM - stepwise mutation

model

(Mutace zpusobeny pouze
ztratou nebo ziskanim jedin¢ho
opakovani motivu. Mutaci mize
vzniknout alela, ktera je jiz v
populaci ptitomna)




Dalsi modely

 TPM — two phase model

(ztrata nebo zisk X opakovani, pri X=1 ziskame
SMM)

¢ K-allele model

(V populaci je presné K myslitelnych alel. Alela s
konstantni pravdepodobnosti mutuje ke stavu jedne z
K-1 dalsich alel.)

« A dalsi...




Indels

* inzerce nebo delece 1bp Ci delSich useku —
pouziti pouze pro modely vyzadujici ,identity”

TTCAGC TCTCTAGCTTCGA
TTCAGC CATCTCTAGCTTCGA
TTCAGG TCTCGTAGCTTCGA
TTCAGC C TCTCTAGCTTCGA
TTCAGG TCTCTAGCTTCGA
TTCAGG TCTCTAGTTCGA

27 bp
29 bp

28 bp
28 bp
26 bp
26 bp

SMM model — mozno
kvantifikovat podobnost alel

,Indels* — pouze pro analyzy,
kde je vyzadovana ,,identity* a
nikoliv podobnost




Pro¢ je tolik alel?
(microsatellite instability)

i e >
-z T * M paiing
L oS B
o , . CnEsing o &f
 Nerovnomérny (Unequal) crossing-over O —

(diky Spatnému alignmentu) T  Dupiicsion (parertay
¢ r:j- T - Single copny [recombinant}
£ - > Triplicdtion recombinand
H 'I:J | +  Duplicaafion [parsntal)

« Sklouznuti polymerazy pri replikaci
Slip-strand mispairing
(pti replikaci nejprve polymeraza sklouzne a vyrobi odlisSny
pocet opakujiciho se motivu mikrosatelitu, pfi alignmentu je
pak ¢ast opakovani vyklonéna mimo dvousroubovici, flanking

regions tedy paruji) -




Simulace nahodné evoluce
mikrosatelitt SMM mechanismem=*~ A A A

>

Pohyb opileho namornika Browna _a.
PO molu .

1 krok vpred
1 krok nahodné vlevo nebo vpravo

Vychylky od rovného smeéru se
postupné zvetsuji

Dlouhé molo—pravdépodobny pad
do more




Vysledek 5t1 pokusu opileho Browna dojit od hospody k majaku.

500

400

300

200

100

majak

hoéboda

50




Aplikace na evoluci mikrosateliti

Krok vlevo — ztrata jedné repeat unit
Krok vpravo — nabyti jedné repeat unit

Nahoda — Random walking (Brownuv pohyb)
Nahodné pridavani a odebirani jednotek opakovani

— vede k neumernemu prodlouzeni Ci zkraceni

Proti tomu svedci Casty vyskyt stejnych
mikrosatelitovych lokusu u pribuznych druhu

— proces prodluzovani a zkracovani
asi neni zcela nahodny




Bias (skutecna data)

o KratsSi mikrosatelity (s malym poctem opakovani motivu)

maji zrejme tendenci se spise prodluzovat
(slabé prevladaji adice nad delecemi)

* Delsi mikrosatelity se spise zkracuji (nachyingjsi k

velkym delecim)

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




Zaver
Mechanismy evoluce mikrosatelitu stale

nepriliS objasneny

Stepwise mutation model SMM
plati jen omezene

= nevyhoda v populacni genetice
= tolik nevadi pfi identifikaci jedincu a analyzy
pribuznosti (paternity)




