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o Typy genetickych markeru
| Single | Codominant | PCR assay | Overall
locus variability

Minisatellite DNA No No No High
fingerprints

RAPD No No Yes High
AFLP No No Yes High

Alozymy Yes Yes No Low-medium
Mikrosatelity Yes Yes Yes High
SINE (LINE) Yes Yes Yes Low
SNPs (sekvence) Yes Yes Yes Low-high
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Multi-locus genetic markers

« Mnoho znaku nahodné
rozmistenych v genomu —
celogenomovy scan

» minisatellite DNA fingerprinting

» RAPD (randomly amplified
polymorphic DNA)

» AFLP (amplified fragment length
polymorphism)

* presence vs. absence =

dominantni znaky (neodliSi
heterozygota)

P1.: chromozom 1




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

« nahodné rozmistené repetice (napf. SINE, LINE)

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

* restrikCni stepeni kompletni DNA — sekvencne
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

%.-a
GTAG
CATCTTAA

AATTCATTCACGCA
GTAAGTGCGT



Common
Restriction
Enzymes

%.-o

'GAATTC:
CTTAAGS

%.-o

"CTGCAG:
GACGTC:=

— Eschericha coli
— 5 prime overhang

— Providencia stuartii
— 3 prime overhang




Kazdy jedinec ma jedinecny genom

Zaména v restrikénim

ﬂ 14 W W W 14
misté = zde ke Stépeni
%-C’ nedojde
GTAGAATTCATTCACGCA ’%/
CATCTTAAGTAAGTGCGT
: 2 GTAGAATGCATTCACGCA
%"O CATCTTACGTAAGTGCGT
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1. Ztrata nebo nabyti restrikéniho mista



Kazdy jedinec ma jedinecny genom
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2. Ztrata nebo nabyti SINE (napf. Alu sekvence) nebo LINE



Kazdy jedinec ma jedinecny genom
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3. Vysoka mutacni rychlost minisateliti — rozdily v poctu repetici,
t]. v delce daného useku



Minisatellite DNA fingerprinting

_|_
» elektroforéza roz8tépené DNA

« Southern blotting — pfeneseni
DNA na membranu

,,smear*’
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: membrana
gel
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prenosovy pufr (denaturacni)




Minisatellite DNA fingerprinting

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

DNA Blot on
Membrane

DNA Separation by

Gel Electrophoresis

Label with Specific

DNA Probe ===

Detect Probe
(on X-Ray film)




Minisatellite DNA fingerprinting
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RAPD (randomly amplified polymorphic DNA)

Kratké nahodné oligonukleotidy
(~ 10 bp) jako primery

U

PCR za malo specifickych podminek



genomic DNA

2) Separation by size
on agarose gel

) PCR




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 dvema misty nasedani
primeru



RAPD - review

Kratké nahodné oligonukleotidy
(~ 10 bp) jako primery

U

PCR za malo specifickych podminek

U

Detekce PCR produktu elektroforézou

Nizka opakovatelnost v dusledku
mnoha faktoru ovliviujicich 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

lépe reprodukovatelna nez RAPD
zalozena zejmeéna na polymorfismu v restrikCnim stepeni

,genome scan” — hledani asociaci s fenotypovymi znaky



Princip AFLP metody
(.generating AFLP markers")
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ia) AFLP template preparation
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Generating AFLP markers

{g] Selective amplificatia

Msel primer 1
T 1 T 1T 1T 1

{ane of many primer combinations shown)
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