Molekularni identifikace

jedinec, pohlavi




ldentifikace jedince - metody

DNA fingerprinting (nazev dnes pouzivan pro rizné metody)
- velké mnozstvi kvalitni DNA

- technicka narocCnost

+univerzalita

AFLP (RAPD)
- kvalitni nedegradovana DNA
+univerzalita

Sekvenovani, alozymy
- nemusi rozlisit jedince

Mikrosatelity _
+ staCi malé mnozstvi nekvalitni DNA, optimalni pro neinvazivni pfistupy
- je nutné znat konkrétni lokusy a sekvence specifickych primeru




RFLP a AFLP

Zakladem je nastipani DNA restrikCnimi enzymy
— miliony fragmentu ruzné delky

Rozdily diky:

— pritomnosti/absenci restrikCnich mist

— tandemovym opakovanim (mikrosatelity, minisatelity)
— delece a inzerce

Zviditelnéni jen urcité Casti fragmentu




DNA fingerprinting
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« Jeffreys et al. 1985
— ,nastipani“ DNA pomoci restrikCniho enzymu
— Rozdéleni fragmentu pomoci elektroforézy
— Hybridizace (jako sonda minisatelit, napf. Alu)

 Dostatek kvalitni DNA
* VSe na jednom gelu
e Laboratorni narocnost

Sir Sk
Alec Jeffreys |




Nastipani DNA restrikCnimi

AFLP

Navazani adaptéru

_.;3‘:&\3:;&3:{% T.I "ﬁﬁq‘ _E ._:'1-1: ‘.‘,‘E__ gQiEramie DA,
Amplifikace primery o im Digestion with rara cutier, Ecortl ().
nukleotid delsimi nez je ana roauert cutor. Aeo ()
adapter . s
(jinak sekvence e SS=S  adapter ligation

komplementarni k adaptéru)

Amplifikace primery o — S e o SR
nukleotid delsimi nez je _— —
adapter (jinak sekvence ™

komplementarni k adaptéru)

= F“«Tﬁ-;.

. . .. T — T e
Amplifikace znaCenymi e W[ Hutiplexec
primery o 3 nukleotidy T “2a | ampification with
delSimi nez je adaptér - T S ]/ |27 (+3/+3) selective

#*__ BRP | y
. [T X 1..-
Detekce S CheCiropreordss and detaclion on o

bwo-dyve alomated DA

— gely, sekvenator




mikrosatelity

Tandemova opakovani kratkych motivu

izolace DNA — BT —
PCR
Detokce — T TR —

— sekvenator, fragmentacni analyza
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ldentifikace jedincu zavisi na stupni polymorfismu

* multilocus microsatellite
fingerprinting — power estimated pl+ 2p.p.)
as ,probability of identity* (Pp)) Fim = 2P0+ 2.2.Cpip,
(Waits et al. 2001)
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pilot studies with tissue samples

are required to identify P, in a
studied population
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Trus a chlupy
24 mikrosatelitovych lokusu

4 samci a jedna samice
(o jednoho vic nez podle stop a
fotografii)

Riziko ,allelic dropout”

(u heterozygotu detekce jen
jedné alely — faleSni
homozygoti)

Multiple-tube approach,
mnohonasobné opakovani PCR
reakci

Medvedi v Pyrenejich

Taberlet et al. 1997

#  Cannelle (adulte female) L 1
A Camille (adule male)

Fig. 3 Home range of two Pyrenean brown bears obtained by
noninvasive genetic sampling and genotyping.




Lidska forenzni genetika

- Pozustatky vojakul z valky Vietham a Korea

|dentifikace na zaklade mtDNA pribuznych osob
(Ize jen nekdy)
V soucCasnosti: vzorek DNA (krve) pfi odvodu, jiné markery

Armed Forces Repository of Specimen Samples for the Identification of Remains

* Soudni pre
Clinton-Lewinska
Pozustatky ruského cara Nikolaje |l

 Kriminalistika

« Obeéti tragickych udalosti




Klony

Bambus Sasa senanensis

Suyama et al. 2000
Plocha 10 hektaru
AFLP

22 Kklonu

Klon na plose 300 m v pruméru

¥




Slavni klonalni bezobratli

 Rotifera — Bdelloidea

 Ostracoda
(Darwinula)

» Partenogenetickée

kKlony vysokeho stari
(miliony let)

Darwinula stevensoni




Genetickeé chiméry

e organismy slozené
Z bunék s ruznymi
genotypy

* Dictyostelium

discoideum

chimeérismus je pravidelna
soucast zivota




Genetické chimér

 Ficus srust kofenu ruznych
jedincu

* Botryllus schlosseri
chimerickeé kolonie
pribuzni jedinci

* Diplosoma listerianum
| nepribuzni




Celleporella hyalina (Bryozoa)

Hughes et al. 2004

* Pravdépodobnost fuze koreluje s pfibuznosti
« Histokompatibilita

* Lepsirozpoznavani v pokrocilejsich fazich
— dozravani imunokompetence

* Specielni proteiny (spongikany...)




Geneticke chimery

Callithrix jacchus (asi i Saguinus)
Dizygoticka dvojCata

DNA fingerprinting krve

Jsou to hematopoieticke chimery

Béhem embryonalniho vyvoje vzajemna
vymena bunek kostni drené

Tyka se to asi jen krve
(neinvazivni metody — chlupy, trus
—jeden genotyp)

Pranik embryonalnich erytroblasti a volné
DNA pres placentu u Cloveka

(pohlavi ditéte pred narozenim lze urcit |
pomoci PCR sekvenci typickych pro Chr'Y,
jako templat periferni krev matky)




Geneticka identifikace pohlavi

1) druhy s nevyraznym pohlavnim
dimorfismem (ptaci)

2) zarodky v ranném stadiu ontogeneze
(embrya)

3) neinvazivni metody (trus, skorapky,
supiny)




Geneticka identifikace pohlavi

druhy s genetickou determinaci pohlavi (tj.
nejCasteji pohlavni chromozomy)

ptaci (=22, Y=ZW)
savci (3=XY, 2=XX)

amplifikace DNA oblasti specificke pro
heterogameticke pohlavi

W, Y — malé chromozomy




Urceni pohlavi — ptaci
Griffith et al. 1998

« CHD1W a CHD1Z, geny na pohlavnich
chromosomech (chromobox-helicase-DNA-
binding gene (CHD) — Griffiths & Tiwari
1995)

* Primery amplifikuji introny obou genu
* Introny se mohou lisit délkou

« Existuji uz tfi moznosti bézne pouzivanych
primerd

* Problematicke druhy
Struthioniformes




Manorina melanocephala

(Meliphagidae) Arnold et al. 2001

« Synove funguji jako pomocnici

« U adultu

2,31 samcu na 1 samici

medosavka hlu¢na

 Mladata v hnizde
pomér pohlavi 1:1 (57:57)

* Prvni se lihnou samci
(v 17 hnizdech z 18)

Pri opousteni hnizda jsou vetsi a tezsi




Urceni pohlavi - savci

« Amplifikace genu na Chr
Y (Sry)

(nejlépe duplex PCR s genem na I

X nebo autosomech) e

200 —
100 ——

—— 447/445 bp (ZfyI ZfX)

— 202 bp (Sry)

« Sry DNA-binding motif

g @ M I @

(H M G bOX) Apodemus flavicollis Microtus arvalis
velmi podobny u vacnatcu i Bryja a Koneény 2003
placentalu
Ellobius
M. cabrerae

» Microtus cabrerae
Sry na Chr X

Ellobius, Tokudaia
Sry zcela chybi




Urceni pohlavi - savci

« Amplifikace genu na Chr
Y (Sry)
(nejlépe duplex PCR s genem na I
X nebo autosomech) =

300 —
200 —

100 ——

— 202 bp (Sry)

« Sry DNA-binding motif

g @ M I @

(H M G bOX) Apodemus flavicollis Microtus arvalis
velmi podobny u vacnatcu i Bryja a Koneény 2003
placentalu

* Analyzy z trusu: nutno pouzivat druhove specifické markery
(jinak cross-amplification s druhy tvoricimi potravu)

Murphy et al. 2003

—— 447/445 bp (Zfy/ZfX)




UrcCeni pohlavi — jiné skupiny

%
e

Chr Y obcas

| U rostlin
Rumex

Plazi
Calotes versicolor
Sry ma i 50% samic!
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Hledani markeru
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