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m single locus markers




Mikrosatelity

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

m jednotlive alely se lisi delkou

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA

TTCAGG TCTCTAGCTTTGA

genotyp diploidniho jedince: 25/27




Mikrosatelity

m 1-6 bp motiv
m pocetné po celem genomu

m vysoka uroven polymorfismu (béezne 15
alel v populaci)

m Mendelovska dédicnost (autosomy) -
kodominance

m idealni pro studium populacni struktury
a pribuzenskych vztahu




Mikrosatelity - postup analyzy

m [zolace DNA

m PCR

m Detekce
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PCR — namnozeni useku DNA uréeného primery

Ochlazeni — nasednuti primeru

| 111
L

repetitivni
DNA

\

—p

72°C vznik novych fragmentu

95°C denaturace




Gradient teplot pro nasednuti primeru
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e (TTTCTTTCTTTCTTT T TTT 1T 11T ey

primer primer

AAACAAACAAACAAACAAATCAAACAAATAAA

primer m primer
AAACAAACAAACAAA




Kapilarni eletroforéza ~ Fragmentacni analyza

< smér elektroforézy

Ind. 1 ‘ ‘
elektroforetograms

Ind. 2 ‘ ‘ of four individuals,
one locus

Ind. 3 ‘ ‘ PCR produkty
125-134 bp

Ind. 4 ‘ .
elektroforéza: .

agaroza (20 bp) — PAGE (4 bp) — kapilara (1 bp)




Mikrosatelity - omezeni

m 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

each clone contain one sequence
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 mikrosatelitu

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

m [ndikuji podobnée dlouhé alely na jednom lokusu blizsSiho spolecného
predka nez alely rozdilnych deélek?

Rodice nepribuzni _m_
I

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




Teoreticke mutacni modely
Dva extrémy

m [AM —infinitive allele e TTTCTTTCTTTCTTT 2

model

(Pf1 mutaci ztrata nebo ziskani
libovolného poctu opakovani.
Vznika nova alela, ktera

doposud v populaci nebyla) e [TTCTTT

m SVIM stepwise mutation o ggy T —

model
(Mutace zpusobeny pouze
ztratou nebo ziskanim jedin¢ho

opakovani motivu. Mutaci mize
vzniknout alela, ktera je jiz v

populaci pfitomna) e TTTCTTTCTTTCTTTOTTT




DalSi modely

m [PM — two phase model

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

m K-allele model

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

m Adalsi...




Indels

m 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




Proc je tolik alel?

(microsatellite instability)
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Sklouznuti polymerazy pri replikaci

Slip-strand mispairing

(pti replikaci nejprve polymeraza sklouzne a vyrobi odlisny
pocet opakujiciho se motivu mikrosatelitu, pti alignmentu je
pak ¢ast opakovani vyklonéna mimo dvousroubovici, flanking

regions tedy paruji) -




Opravn¢e mechanismy

1. Proofreading
(Kontroluje se parovani bazi té€sné za replikacni vidlici, klicky vytvofene pri
SSM nejsou ve vétsi vzdalenosti rozpoznany)

Ztejm¢ ma jen maly viiv

Ma Sanci ovlivnit jen mikrosatelity s kratkym motivem (1-2 bp)
a s malym poctem opakovani

m 2. Mismatch repear

V¢étsi efekt
Kli¢ova role pf1 udrzovani stability mikrosatelitt

Op¢t zaleZi na délce motivu
(delsi zmény jsou huf rozpoznany)




Brownuv pohyb

Simulace nahodné evoluce
mikrosatelitu D 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 pokusti opilého Browna dojit od hospody k majaku.
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Aplikace na evoluci mikrosatelitu

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 druht

— proces prodluzovani a zkracovani
asi neni zcela nahodny




Bias (skutecna data)

m Kratsi mikrosatelity (s malym poctem opakovani motivu)
maji zrejme tendenci se spise prodluzovat

(slabé prevladaji adice nad delecemi)

m Delsi mikrosatelity se spise zkracuji (nachyingjsi k

velkym delecim)

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




/aver
m Mechanismy evoluce mikrosatelitu stale

nepriliS objasneny

m Stepwise mutation model SMM
plati jen omezené

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




