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Sekvencovani DNA

DNA

—>

PCR product

cloned fragment

DNA polymeriza V E&—H

I & T G &
210

¥

laser beam

capillary
electrophoresis

_|_



Sekvenovani PCR produktu:
- jen jeden primer
- vysokd koncentrace templdtu (hodné kopii)

Primer-F AN G KONCHNOI ViVoVNKC{G{CTNMAC(C(CY.N Rcv. Primer -R

Rev. Primer - F [ [ KGN CHKCGNCTNM VNS C(GIVAVNG GO rrimer-R

Primer - F -OH

1. Denaturace - 96°C
2. Nasednuti primeru - 50-60°C



Sekvenacni ,PCR" - jen jeden primer

Primer-F AN G KONCHNOI ViVoVNKC{G{CTNMAC(C(CY.N Rcv. Primer -R

Prisedani deoxynukleotidu ...

Primer - F - AAG-OH

Rev. Primer - F [ [ KGN CHKCGNCTNM VNS C(GIVAVNG GO rrimer-R

1. Denaturace - 96°C 3. Polymerizace - 72°C
2. Nasednuti primeru - 50-60°C



Sekvenacni ,PCR" - jen jeden primer

Primer-F AN G KONCHNOI ViVoVNKC{G{CTNMAC(C(CY.N Rcv. Primer -R

Prisedani deoxynukleotidu ...
... aZ narazi na dideoxynukleotid

y ‘Pr‘lm‘erHF‘ ‘ - AAGTCAGTC=0

Rev. Primer - F [ [ KGN CHKCGNCTNM VNS C(GIVAVNG GO rrimer-R

1. Denaturace - 96°C 3. Polymerizace - 72°C
2. Nasednuti primeru - 50-60°C



Sekvenacni ,PCR" - jen jeden primer

pimer-F |- AAGTCAGTC=0

: \P\m\HF\ ‘ - AAGTCAGTCTAA=0

Rev. Primer - F [ [ KGN CHKCGNCTNM VNS C(GIVAVNG GO rrimer-R

1. Denaturace - 96°C 3. Polymerizace - 72°C
2. Nasednuti primeru - 50-60°C

35 x




Sekvenacni ,PCR" - jen jeden primer

pimer-F |- AAGTCAGTC=0

pimer-F |- AAGTCAGTCTAA=0

Primer - F - AAGT=0

Rev. Primer - F [ [ KGN CHKCGNCTNM VNS C(GIVAVNG GO rrimer-R

1. Denaturace - 96°C 3. Polymerizace - 72°C
2. Nasednuti primeru - 50-60°C

35 x




Vysledek sekvenacni ..PCR"

pimer-F |- AAGTCAGTC=0

pimer-F |- AAGTCAGTCTAA=0

Primer - F - AAGT=0

... a rada dalSich fragmentu, kazdy z nich oznaceny
fluorescencnim dideoxynukleotidem

U

Kapilarni elektroforéza
- sefazeni fragmentu podle délky
- detekce barvy dideoxynukleotidu



Detekce fragmentt - kapildrni elektroforéza

pimer-F__ |- AAGTCAGTCTAA=0
pimer-F__ |- AAGTCAGTCTA=0
pimer-F__ |- AAGTCAGTCT=0
pimer-F__ |- AAGTCAGTC=0
pimer-F__ |- AAGTCAGT=0
primer-F__ |- AAGTCA (=0

pimer-F__ |- AAGTCA=0

primer-F |- AAGTC=0

rimer - F

AAGTCAG ATGCOATTGOUA BERGLEES

At TTCAGTCAGATTTACGCTAACCCT

Primer - R




Genotypizace - stanoveni genotypu

« stanoveni formy (alely, haplotypu) urcitého
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 markera

« dominantni markery — odliSi pouze pritomnost (Ci
nepritomnost) daného znaku; tj. neodlisi obé 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
| MNeearmufocss |
Minisatellite DNA No No No High
fingerprints
RAPD No No Yes High
AFLP No No Yes High
| Meearsigelos |
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 — delkovy
polymorfismus

SNPs (single nucleotide
polymorphisms) — sekvencni
polymorfismus

SINE, LINE — inzerce (tj. délkovy
polymorfismus)




Mikrosatelity



Mikrosatelity
jsou a budou
stale velmi
uzitecné
markery v
molekularni
ekologii

Relative poputarity

T
1980

[ ] Allozymes

B DNA sequencing

1885

B snPs
B RAFDs

1920 1585

] Microsatslites
] Minisatelites

|
E000 2003
B AFLPs
B RFLP:

Nature Reviews | Genetics



Mikrosatelity

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

 Jjednotliveé alely se lisi délkou

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA

TTCAGG TCTCTAGCTTTGA

genotyp diploidniho jedince: 25/27




Mikrosatelity

1-6 (nej€. 2-4) bp motiv

pocetné po celém genomu

vysoka uroven polymorfismu (bézné 15 alel v
populaci)

Mendelovska dedi¢nost (autosomy) - kodominance

idealni pro studium populacni struktury a
pribuzenskych vztahu



Mikrosatelity - postup analyzy

Izolace DNA — I TN —

PCR e 11T TTTCTTTOTTTC B
Detekce

~, gelova elektroforéza — R
— sekvenator (fragmenta¢ni analyza) e | [TTCTTTCTTTCTTTCTTTOTTT

ik
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L
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———— R R R —————

primer primer

AAACAAACAAACAAACAAACAAACAAACAAA

primer m primer

elektroforéza:

— kapilara (1 bp)
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Kapildrni eletroforéza ~ Fragmentacni analyza

smér elektroforézy

eseidey ©)

laserovy

Stanoveni délky PCR fragmentu srovnanim se znamym standardem
(ten je oznacen jinou fluorescenéni znackou nez PCR produkt)



#w Samples Plot _ e
File Edit %iew Tools alleles Help

s e @ | ek = WL | | | S
Em_:l_e lilll:lL H-IE | ,HIJLL JHL,I@' | |;imple Hame |Pane| |l:ls |su
AN = [Fons e
ROX - Size standard 326.66 bp
NED - studovany znak 342.61 bp
«t 300b
P 340bp, | 350 bp
g ] == =

| |DyeJ’SampIe Peak |Sample File Mame |Marker | Allele Size Height |Area |Data Paint
W BE 4344 004 fza

=
= |-
D] e
Y BT 4344 _004 f=a 335495 T3 4495 4419 E -
Y B8 4344 _004 fza 336.92 a0 3490 4429 bD .
' 59 4344 _004 fsa 337.86 176 1327 4439 Lg -
Rarill 4344 _004 f=a 338.88 102 733 4450 b
Nl 4344 _004 128 F39.81 336 2634 4460 ﬁ :
Y2 4544 _004 fza 340.65 140 1004 4470 ‘\T‘) A
a

4344 _004 fsa

L I e Tamaa Ara caa T I [ lama laamm Farem |

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



294

296
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302

304

Genotyp 298/304

,.,stutters* — chyby v disledku ,,sklouznuti* polymerazy pii PCR

- Casto odliSuji mikrosatelity od nespecifickych PCR produkti
- rozdil mezi alelou a ,,stutter je délka 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 nepriddni 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
podminkdch



Srovndni riznych jedincu - analyzy pribuznosti

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

het te
Ind. 2 ‘ ‘ 131/134 O

3 bp repetice
Ind. 3 ‘ ‘ 125/134

PCR produkty
Ind. 4 ‘ .131/137 125-134 bp




PF. Analyza pribuzenskych vztaht

Genotyp (bp)
Matka: /

Otec: 131/134

Potomek 1: /134

()
‘ ‘ Potomek 2: /137

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




Rizné znaéeni ruznych znak

Snizeni ¢asovych a finanénich
ndkladt

= ,multiplex set”

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

— Lokus 1 — Lokus 2 — Lokus 3
{———  C— E—

e (E—




Mikrosatelity - omezeni

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

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA

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

Pt.: chromozom 1



Restriction, enrichement, cloning, and
sequencing

Kazdy klon obsahuje jednu sekvenci
vector =

plasmid isolation of vectors

—) containing inserts

!

screening for repetitions
by hybridisation

!

Enriched
genomic
library

o _ sequencing of inserts
ligation, transformation (repetitive DNA + flanking regions
Genomic DNA after restriction _ _
— and enrichement primer design and

polymorphism testing




Mikrosatelity - omezeni

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

m nulove alely (mutace v primerovych sekvencich) —
vyS8Si proporce ,homozygotu”

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA — PCR OK

TTCAGG TCTCTAGCTTTGA —— no PCR

X



Mikrosatelity - budoucnhost (?)

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

m vyhledani repetitivnich sekvenci vhodnym
softwarem a navrzeni primeru

m identifikace novych mikrosatelitu rychle, elegantné
a relativné levné (1500 EUR)



Teoretické mutacni modely - analyzy vyZzadujici
Udaj o podobnosti alel

Dva extrémy
e TAM - infinitive allele 1T TTTCTTTCTTT

model

Pfi mutaci ztrata nebo ziskani

libovolného poctu opakovani.

Vznika nova alela, ktera

doposud v populaci nebyla - o [TTCTTT
kazda alela vznikne pouze

jednou a pak uz se neméni. Neni

mozno urcit podobnost

(imiarty)all — TR —
e SMM - stepwise mutation

model

(Mutace zpusobeny pouze

ztratou nebo ziskanim jediného T

opakovani motivu. Mutaci mize

vzniknout alela, ktera je jiz v _m
populaci ptitomna — tzv. T

homoplazie. Je mozno
odhadnout podobnost alel.




Indels

* inzerce nebo delece 1bp &i delSich useku — pouZiti
pouze pro modely vyzaduijici ,,identity*
(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 alel

27 — 29 bp

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

,,Indels*“ — pouze pro
analyzy, kde je

vyZadovana ,,identity*
a nikoliv podobnost



Proc¢ je tolik alel?
(microsatellite instability)

( P >
i, . ol I I - ME paiing
I N | )
v , . CNESINg v e
 Nerovnomérny (Unequal) crossing-over
(diky Spatnému alignmentu) e
0 r:} I ~ Bingle copy [recombinant}
{ - > Thplication recormbinanh
i

) - > Duplication [panzntal

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

regions tedy paruji) -



Bias (skutecna data)

o KratsSi mikrosatelity (s malym pocétem opakovani motivu)
maji zfrejme tendenci se spise prodluzovat

(slabé prevladaji adice nad delecemi)

» Delsi mikrosatelity se spise zkracuji (nachyins;si k

velkym delecim)

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



Mikrosatelity - zdvéry

Mechanismy evoluce mikrosatelitl stale
neprilis objasneny

Stepwise mutation model SMM
plati jen omezene

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

= tolik nevadi pfi identifikaci jedincu a analyzy
pribuznosti (paternity)



SINE,K LINE, etc.

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

Transposable elements

Vytvari kopie (vétSinou)

Kopie integrovany na nova mista v genomu
Obvykle nejsou specificky odstrariovany
Molekularni fosilie — neexistuji homoplasie !!!
Nesmirné pocetné

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

Objev DNA transpozonut u kukurice:
Barbara McClintock



Typy transposabilnich element

e Kodujici své proteiny, autonomni, 1-10 kb

DNA transposony (cut-and-paste)
transposasa

Retrotransposony (copy-and-paste)

LINE
1-2 proteiny, kopie pres RNA

LTR retrotransposony
5-6 proteind, také pres RNA

DMA Transposon

m Transposase gene »—

1-3 kb R OR

Autonomous Retrotransposons

LTR Retrotransposon % LTR env

1-11 kb LTR 155

O] ove [
MNon-autonomous Retrotranspoesons
SINE - ALY

0.1-0.5 kb

* Nekodduji proteiny, neautonomni, 100-1000 bp
paraziti predeslych, napr. SINE (Clovék Alu — vice nez 1 milion kopii) —
nejCasteji 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
! (]

Nov¢é misto v genomu

DNA:

e LTR retrotransposony — opét pres RNA, slozitejsi proces



|

Species !

—— A B C D |
<+ |
SINE :

= SINE = - |
|

|

|

Locus 2 _ |

Species !

|

|

|

|

|

|

|

Velmi nizké riziko homoplazii —

SINE = idealni fylogenetické markery

Lacus 1

A B C D
+

,single-locus marker”

Assumed phylogeny

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

¥ Retroposition of the SINEs

- PCR amplifikace daného useku a elektroforéza



Neexistuji zpétné mutace = vyhoda
oproti sekvena¢hnim datim

—— | Species 1

> —— A Species 2

| Point mutation | Species 1 ——— A Species 3

—— | Species 1

Species 2 ;J\ Species 3 - -- T —— Species 2
<7~ ~. Which is true? >

—— A Species 3

Species 1

. - [ £ Species 2

—— A Species 3

Pfiklad aplikace: kytovci vs. sudokopytnici (hroch je bratr velryby)



