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Hodnoceni geneticke promenlivosti

Fenotypovy znak = dedicné viohy + vliv prostredi

Markery:

* znaky, které nejsou ovlivhény prostredim

* uplna geneticka kontrola (fenotyp = genotyp)

* jejich pomoci lIze analyzovat genetickou variabilitu



Druhy genetickych markeru:

» morfologicke
e chlorofylovi mutanti
* barevné varianty
e tvarove varianty — take typ vetveni

* biochemicke
 krevni skupiny a faktory vyssich zivocichu
* monoterpeny (Gymnosp.),
» fenoly (Angiosp.)

* molekularni
* proteinove (strukturni, zasobni proteiny SDS PAGE)
* iIsoenzymové proteinove markery
 DNA markery



Nejdrive se pouzivali morfologické markery.
OvSem jejich pocCet je u rostlin | zivoCichu
omezen na nekolik morfologickych znaku, jako
jsou tvarove nebo barevné mutanty, vyskyt
zridkavych nemoci nebo dedicnych poruch v
rodokmenech ... Z biochemickych markeru se
vyuzival systém krevnich skupin a faktoru.

Od 50. letech 20. stoleti se diky rozvoji
chromatografie (jako analyticke metody) objevili
nové biochemické markery: Dbilkovinové
markery rostlin i zivo€ichu obecné&, u lesnich
drevin fenoly a terpeny/monoterpeny jehliCnand.



Isoenzymy, které |sou biochemickymi |
molekularnimi markery, se zacali vyuzivat diky
rozvoji elektroforetickych separaCnich metod
v kombinaci s biochemickym barvenim od

zacatku 60-70. let 20. stoleti.

Kolem r. 1990 se zacali vyuzivat DNA markery
— diky PCR - Polymerazove retézove reakci.

Prinesly kvalitativni skok v rozvoji genetiky a
Jsou dnes samozrejmym nastrojem v mnoha
vednych oblastech mimo genetiky: fysioloqil,
lekarskych vedach, systematické bioloqii...
archeologii atd.



Pouzivani genetickych markeru v genetickém
vyzkumu bezezbytku prokazalo platnost
zakladnich genetickych zakoni a v mnoha
ohledech také evolucionistickych teorii. Stali se
beznym nastrojem vyzkumu, no maji take
bezpocet komercnich aplikaci.



lsoenzymova analyzaHomogenizace

tkané
elektroforeza
_ +
Skrobovy nebo Vystup: elektroforeogram
Olya amiaov
pgél i y histochemicke = Zyimooram
barveni




Vysledek isoenzymové analyzy:
- 7 zymogramu
- s genotypy 40 (5x 8 vodorovné) jedincu buku
- zjistenymi ve 13 lokusech
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Nastroje analyzy DNA

 PCR — polymerazova retézova reakce

Typy markerti DNA podle zpusobu /typu
analyzovani:

RFL
VNT

P — Restriction fragment length po
R — Variable number of tandem re

RAP

D — Randomly amplified polymorp

AFLP — Amplified Fragment Length Po
SSR — Single Sequence Repeats DNA (mikrosatelity)
ESTP - Expressed Sequence Tag Polymorphism

ymorphisms,
peats
nic DNA

ymorphisms



RestrikCni endonukleazy

Typ | vyhledavaji sekvenci DNA/RNA
a Strihaji nahodne

Typ Il vyhledavaji sekvenci DNA/RNA
a strihaji v jefi ramci (uvnitr)

Typ Il vyhledavaji sekvenci DNA/RNA
a Strihaji ve vzdalenosti cca
20 —25 baz od ni



Vytvareji hladky konec (blunt end)

Smal CCC|GGG
GGG|CCC
Vytvareji previs (overhang, sticky end)
Xma | C|l|CCGGG
GGGCC|C
Délka vyhledavané sekvence
4 bp (J délka fragmentu 256 bp)
6 bp (J délka fragmentu 4096 bp)

8 bp (@ délka fragmentu 65536 bp)



Polymerazova retéezova reakce
Polymerase Chain Reaction; PCR



1. cyklus
denaturace (denaturation)

/N

94 °C



1. cyklus
pripojeni primeru (annealing)

16 bp = 416 = 4.29 . 10° kombinaci
50 °C



1. cyklus
syntéza druheho retézce (extension)

: <€ ] > -
PR >
( 1:1:1:3:1:1:3:1:1:3:1:3:3:1:!:.
o ( BLLLLLLLLLLLLLL ) -
72 °C

Taq polymeraze
volné nukleotidy (dNTP)

Mg?*



2. cyklus
denaturace (denaturation)
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2. cyklus
pripojeni primeru (annealing)

50 °C



2. cyklus
syntéza druheho retézce (extension)
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RFLP

Restriction Fragment Length Polymorphisms
Déelkovy polymorfizmus restrikcnich fragmentu

* strihani restrikCnimi endonukleazami

* elektroforeze

» denaturace

* prenos denaturované DNA na membranu
(nylon, nitroceluloza)

« Southernova hybridizace s radioaktivne
Znacenou probou

 autoradiografie



elektroforéza

nylonova membrana

prenos na nylonovi membranu

5'AATTCCGGTATTG

pufer ﬂ

A\

*3 ' TCCATCGGT.

suchy filtracny papier

denaturacia

hybridizacia s radioaktivne
znacéenou prébou

5GACTTTAATGCG
'ACCTGAAATTACGS ' *

\l autoradiografia




Vyhody RFLP
* vysoko polymorfni markery
 spravidla kodominantni
* moznost analyzy velkého poctu lokusu
* reprodukovatelnost = opakovatelnost

Nevyhody
* pracnost
* pouzivaji se radioaktivni izotopy



PCR-RFLP cyDNA




Mikrosatelity - SSR

Simple Sequence Repeats;
Opakovane jednoduche sekvence DNA

1-6 bp
P1...CGTATATATATATGGCA...
...GCATATATATATACCGT...P2

P1...CGTATATATATATATGGCA...
....GCATATATATATATACCGT...P2
Vyhody
* V. genomu jadra i cytoplazmatickem genomu
* vysoko variabilni, kodominantni, nekodujici
* PCR, reprodukovatelné
Nevyhody
« financné a technicky naro€na identifikace
* nulove alely, homoplaze



Minisatelity (VNTR)

Variable Number of Tandem Repeats;

9-40 bp, bohaté na GC
zvlaste v oblasti centromery a telomer
hypervariabilni, nekodujici

RFLP
fingerprinting
mapovani genomu



RAPD

Randomly Amplified Polymorphic DNA;
Nahodné zmnozena polymorfni DNA

Amplifikace nahodné zmnozenyh fragmentu
Primery ~10 bp
Teplota pre annealing cca 36 °C

Vyhody

* rychla, levna, jednoducha metoda

* nevyzaduje znalost sekvenci

* rychla identifikace vysokého pocCtu lokusu
Nevyhody

* dominantné markéry

* nizka reprodukovatelnost, homoplazie

* neznamy puvod fragmentu z genomu (n, cp, mt);



AFLP

Amplified Fragment Length Polymorphism;
Amplifikace nahodnich fragmentiu DNA

* Stepeni restrikCnimy enzymy,vytvarejicimi
previs (Casto + zridka strihajici)

* igace adaptéeru se znamou sekvenci

e vic fragmentu

* PCR s primermi = adaptér + previs
Vyhody

* nevyzaduje znalost sekvenci

* vySSi reprodukovatelnost ve srovnani s RAPD
Nevyhody

* dominantni markery

» technicka obtiznost

» patentova ochrana



strihanie restikénymi endonukleazami

Msel Msel Msel Msel EcoRI | Msel

3
oSi¥

ligacia adaptérov

ATAAGATTCGCAACCGAAA3'
TAATCTAAGCGTTGGCTTTS'

5'CAAGGATAGGTAAATTC
3'GTTCCTATCCATTTAAGC

PCR s primermi zodpovedajucimi sekvencii
adaptérov + previsov

Primer 1 5' TTCTAAGCGTTGGCTTT3"'

Primer 2 5 ' AAAGCCAACGCTTAGAT3 '
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elektroforéza




Mozna konverze RAPD a AFLP na
Seqguence-Characterized Amplified

Regions (S CA R)

* izolace fragmentu z gélu
* jeho osekvenovani
* ,naprojektovani® fragmentovo-Specifickych primeru



SSCP

Single Strand Conformation Polymorphisms

« amplifikace jednoretézcovych fragmentu
asymetrickou PCR (nadbytok jednoho primeru)
« denaturace 5 min 55 °C
* elektroforeza za konstantni teploty
Vyhody
« kodominantni markery
* velky pocet lokusu
* moznost automatizace
Nevyhody
* bialelické markery
 polymorfizmus Casto Specificky pro jednu populaci
* technicka obtiznost



Sekvenovani DNA

 PCR s radioaktivhe znacenymi 2°3"-dideoxynukleotidy
* elektroforeza
 autoradiografie

 PCR s neznacenymi 2°3"-dideoxynukleotidmi
e elektroforeza
e barveni stribrem

* PCR s fluorescencnée znacenymi 2 3 -dideoxynukleotidy
» elektroforeze v automatickém sekvenatore
 vybudeni barviva lejzrem
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* PCR s radioaktivné znaCenymi 23 -dideoxynukleotidy
 elektroforeze
« autoradiografie

GACAAGTTTIT TGTTTTTGAGAC AGGGICTCACTCTGTCAC
50 60 70 80U
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ESTP

Expressed Sequence Tag Polymorphisms
Polymorfizmus exprimovanych sekvenci

* izolace mMRNA
* reverzni transkripce — synteze cDNA
(AMV-RT, MMLV-RT)

« RT-PCR (Tth, Tfl)

» sekvenovani
» identifikace homologickych genu v databankach
» ureni (dizajn) specifickych sekvenci primeru

Hodnoceni variability useku DNA exprimovanych génu



