Hodnotenie genetickej premenlivosti

Fenotypovy znak =
dedicne viohy +
vplyv prostredia

Marker =
fenotypovy znak, ktory nie je ovplyvneny
prostredim, t.J. je vyluCne kontrolovany
geneticky




Markery

» morfologicke
» chlorofylove mutanty
» farebné varianty
» tvarove varianty

* biochemicke
* monoterpeny
* molekularne

* proteinove
 DNA




Proteinove markery
* krvné skupiny
» zasobne proteiny (SDS-PAGE)
* [zoenzymy
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Nastroje analyzy DNA
» restrikCna analyza
* PCR




RestrikCneé endonukleazy

Typ | vyhladavaju sekvenciu
strihaju nahodne

Typ Il vyhladavaju sekvenciu
strihaju v je] ramci

Typ Il vyhladavaju sekvenciu
strihaju vo vzdialenosti cca
20 —25 baz




RestrikCne endonukleazy

Vytvarajuce hladky koniec (blunt end)
SIER CCC |GGG CCC | GGG
GGG |CCC GGG | CCC
Vytvarajuce previs (overhang, sticky end)
Xma | C|ICCGGG C| CCGGG
GGGCC|C GGGCC | C

Dlzka vyhladavanej sekvencie
4 bp (D dizka fragmentov 256 bp)
6 bp (D dizka fragmentov 4096 bp)
8 bp (D dizka fragmentov 65536 bp)




Polymerase Chain Reaction; PCR




1. cyklus
denaturacia (denaturation)




1. cyklus
pripojenie primerov (annealing)

16 bp = 47 = 4.29 . 10° kombinacii




1. cyklus
syntéza druhého retazca (extension)

Taqg polymeraza
volné nukleotidy (ANTP)
Mg?*




2. cyklus
denaturacia (denaturation)

R




2. cyklus
pripojenie primerov (annealing)




2. cyklus
syntéza druhého retazca (extension)
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Restriction Fragment Length
Polymorphisms; RFLP

* strihanie restrikcnymi endonukleazami

» elektroforeza

» denaturacia

* prenos denaturovanej] DNA na membranu
(nylon, nitrocelul6za)

» Southernova hybridizacia s radioaktivne
znacenou probou

 autoradiografia




G3 5'ARTTCCG
CTraas, 3'G

zataz
platna
nylonova membrana

5'AATTC

L elektroforéza

ﬂ prenos na nylonovi membranu

suchy filtratny papier
gel
vodiva tkanina

denaturacia

0 ( CTTARS'
hybridizacia s radioaktivne
znadéenou prébou

\
+%+3 | TCCATCGGTACCTGARATTACGS ' ** * (P”j .
ﬂ autoradiografia




Restriction Fragment Length
Polymorphism; RFLP

vyhody
* VySOko polymorfné markery
 spravidla kodominantne
* moznost analyzy velkeho poctu lokusov
* reprodukovatelna metoda
nevyhody
* pracnost
* pouzivanie radioaktivnych izotopov




NA

PCR-RFLP cyC

« amplifikacia fragmentov cpDNA alebo
MtDNA pomocou PCR

» Stiepenie amplifikovanych fragmentov
endonukleazou

* elektroforeza




PCR-RFLP cyC




Mikrosatelity (Simple Sequence
Repeats; SSR)

1-6 bp
P1...CGT GGCA...
....GCA CCGT...P2

P1...CGT. GGCA...
GCA CCGT...P2

Vyhody
* v jadrovom aj cytoplazmatickom genome
* vysoko variabilne, kodominantné, nekodujuce
* PCR, reprodukovatelné
Nevyhody
* financne a technicky narocna inicialna identifikacia
* nulové alely, homoplazia




Mikrosatelity (Simple Sequence

Repeats; SSR)




Minisatelity (Variable Number of
Tandem Repeats; VNTR)

9—40 bp, bohate na GC
hlavne v oblasti centroméry a telomer
hypervariabilne, nekodujuce

RFLP

fingerprinting
mapovanie genomu




Randomly Amplified Polymorphic DNA;
RAPD

Amplifikacia nahodnych fragmentov
Primery ~10 bp
Teplota pre annealing cca 36 °C

Vyhody

* rychla, lacna, jednoducha metoda

* nevyzaduje znalost sekvencii

* rychla identifikacia velkeho poctu lokusov
Nevyhody

* dominantné markeéry

* nizka reprodukovatelnost

* homoplazia

* neznamy povod fragmentov z genomu (n, cp, mt)




Amplified Fragment Length Polymorphism;
AFLP

Amplifikacia nahodnych fragmentov

* Stiepenie restrikCnymi enzymami,vytvarajucimi

previs (Casto + zriedkavo strihajuci)

* ligacia adaptéerov so znamou sekvenciou

* PCR s primermi = adaptér + previs
Vyhody

* viac fragmentov

* nevyzaduje znalost sekvencii

* vySSia reprodukovatelnost v porovnani s RAPD
Nevyhody

* dominantné markeéry

* technicky naroCna metoda

 patentova ochrana




DNA

strihanie restikénymi endonukleazami

Msel Msel Msel Msel EcoRI | /[ Msel

mewmmwmmm

GCAATTTAATCCGGAATAAGATTCGCAACCGAAAS'
' TTAAATTAGGCCTTAATCTAAGCGTTGGCTTTS '

PCR s primermi zodpovedajucimi sekvencii
adaptérov + previsov

Primer 1 5'TTCTAAGCGTTGGCTTT3'

Primer 2 5' AAAGCCAARCGCTTAGAT3 '

elektroforéza

[l
I

[ 11




Mozna konverzia RAPD a AFLP na
Sequence-Characterized Amplified
Regions (SCAR)

* izolacia fragmentu z gélu
* sekvenovanie
 design fragmentovo-Specifickych primerov




Sekvenovanie DNA (Sanger)

PCR s 2°3"-dideoxynukleotidmi
5 CHZO'PO::,_
O

3’

nuk'¢otid




Sekvenovanie DNA

* PCR s radioaktivhe znacenymi
23 -dideoxynukleotidmi

* elektroforeza

 autoradiografia

* PCR s neznacenymi 23 -dideoxynukleotidmi
» elektroforéza
e farbenie striebrom

* PCR s fluorescencne znacenymi

23 -dideoxynukleotidmi
* elektroforéza v automatickom sekvenatore
 vybudenie farbiva laserom




CAC AARCTTTTT TEGTTTTTGCAGK AGGGICTCACTC TG ICAL
§ 51 70

e elektroforéza
e farbenie striebrom

* PCR s fluorescencne znacenymi

23 -dideoxynukleotidmi
* elektroforéza v automatickom sekvenatore
 vybudenie farbiva laserom



Next-generation sequencing
* denaturacia DNA, naviazanie na pevnu fazu
* hybridizacia s inicilaChym primerom

Pyrosekvenovanie
* inkubacny roztok
 pridavanie dNTP

 uvolneny pyrofosfat sposobi lumiscencny zablesk




Next-generatlon sequencing

e dena
* hybri

adaptér
i PPi

Aps>>ATP + SO~ - |
luciferin |

\ | ATP sulfurylaza
luciferaza @

fotén a oxyluciferin |




Next-generatio
» denaturacia DNA,
* hybridizacia s Iniciz

zabudovanie nukleotidu

lllumina
* dNTP s rozdielny
* po zabudovani fluc

sl

 odburanie termina

zobrazenie Gsekov DNA kde doslo k zabudovaniu nukleotidu

fluorescencia

sekvenovany usek DNA




Third-generation sequencing

Sekvenovanie pomocou hanoporov
Mikroskopia




Expressed Sequence Tag
Polymorphisms; ESTP

* izolacia mRNA
* reverzna transkripcia — syntéza cDNA
(AMV-RT, MMLV-RT)

 RT-PCR (Tth, Tfl)
* sekvenovanie
* identifikacia homologickych genov v databankach

* urcenie specifickych sekvencii primerov

hodnotenie premenlivosti exprimovanych génov




Mapovanie lokusov pre kvantitativhe znaky
(Quantitative Trait Loci; QTL)

* vytvorenie mapovacieho potomstva

* vytvorenie dostatoCne huste] mapy genomu
pomocou neutralnych markérov (AFLP, SSR, SNP...)

* testovanie asociacie s fenotypovym znakom

* identifikacia oblasti genomu s vysokou asociaciou




Charakteristiky geneticke;
premenlivosti




Geneticka premenlivost

» oeneticka multiplicita
* alelicka
e genotypova

 oeneticka diverzita
» geneticka diferenciacia




Geneticka multiplicita

miera poctu typov (genotypov resp. alel)
najdenych v populacii

* podiel polymorfnych lokusov

e priemerny pocet alel (genotypov) na lokus

e prepocet na rovnaku velkost’ vyberovej] vzorky

(rarefaction)

- () /€))%

g — Standardna vzorka
N — aktualna velkost’ vzorky
Ni —pocet exemplarov i. alely vo vzorke




Geneticka multiplicita Fagys sylvatica/F. orientalis
(rarefaction)

@ 2.12-2.2@,-» 4

!




Population
Picea omorika

Visegrad Veliki Stolac
Visegrad Gostilja
Visegrad Karaula Stula
Visegrad Bozurevac
Visegrad Tovarnica
Rogatica Novo Brdo
Rogatica Panjak
Srebrenica Sarena Bukva
Srebrenica Strugovi
Srebrenica Plistina
Caijniée

Foca

Kakanj?

average of natural populations
pooled natural populations

Picea abies

Polana

N — average sample size, A — total observed number of alleles, Ay, Ao — allelic richness (total number

of alleles after the rarefaction to a common sample size of 20 and 400 gene copies, respectively),

PP — proportion of polymorphic loci, H, — observed heterozygosity, H. — expected heterozygosity, F — fixation ind
2 artificial plantation, ® A, , significance levels: * — P < 0.05, ™ — P < 0.01, ¢ Fg, ¢ F;r (Wright 1965)




Geneticka diverzita
miera poctu typov ndjdenych v populacii pri zohl'adneni
ich frekvencii

diverzita = multiplicita X vyrovnanost’ (evenness)

. ,,efektivny* pocet alel:




Genotypova Struktara

* ,oCakavana“ heterozygotnost’ (expected heterozygosity

gene diversity Ne1 1973) ”

nestranny odhad pri vel’kosti vzorky »n jedincov

hezzn(l—pr)/(zn—D

* pozorovana heterozygotnost i, = %P,
kdeP; je frekvencia genotypu A/A; i # j

Index fixacie
F=1—-h/h,




Charakteristiky vnutropopulacnej genetickej premenlivosti

Kategoria

Nahosemenné
Krytosemenne

Endemity
Lokalny areal
Regionalny areal
RozSirené druhy

Borealne druhy
Druhy mierneho pasma
Tropické druhy




Geneticka diferenciacia

Geneticka vzdialenost’ — miera rozdielu v zastipeni genetickych
typov medzi dvomi populaciami (jedincami)

2n
Nei 1978: (RR AN s VRN I DD I AT

SN, =1/2> |x, —y, |

Tanimoto (Sneath a Sokal 1973): Fyyaps NX AY)
! N(XVvY)




Geneticke vzdialenosti medzi druhmi rodu Pinus subsekcia Sylvestres a
geografickymi rasami v rdmci Pinus sylvestris
Druh 1 2 3 4
P. sylvestris Bl 0.108 0.148
P. mugo Bl 0.161
P. funebris okt
P. pallasiana
Rasa (P. sylvestris) 1.1 1.3 1.4
1.1 sylvestris **** 0.005 0.010
1.2 cretacea 0.004 0.010

1.3 lapponica Bkl 0.009
1.4 sibirica Bl

1.5 hamata




Alborz ori

Crimea ori *
Dendrogram zalozeny na — East Asia Minor ori

genetickych 54 Amanus ori
— Thrakia ori

vzdialenostiach medzi e _
. . , . : 22| West Asia Minor ori
regionalnymi populaciami Rhodapi syf*
Apennines sy/
Moldova sy/
North Dinarians sy/
East Alps sy/
East Carpathians sy/
South Carpathians sy/
West Carpathians sy/
Polish lowlands sy/
West Alps sy/
Hercynic region sy/

Stara Planina sy/ *
South Dinarians syf *
—— Calabria sy/

- Greece syl *

— East Grand Caucasus ori
——West Grand Caucasus orf

77— Transcaucasia ori

0.1




Dendrogram zalozeny na
genetickych
vzdialenostiach medzi
lokalnymi populaciami

—

Europe ina Ba—lka ns




Sietovy diagram (retikulogram) zalozeny na genetickych vzdialenostiach
medzi lokalnymi populaciami

A. nordmanniana subsp.
bornmuelleriana
A. cephalonica

A. cilicica subsp.
isaurica

1uelon-inba *dsqgns
euUBRIUURWPIOU Y

A. nordmanniana subsp.
nordmanniana (north)




