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Geneticke metody v zoologil

Milos Macholan (macholan@iach.cz)
Josef Bryja (bryja@brno.cas.cz)



Datum Prednasejici Kde Téma
Uvod (vyznam genetickych metod v zoologii a evoluéni biologii; zakladni
prehled metod, atd.). Analyza DNA | (izolace DNA, genetické markery -

22.9.201 . Bryj B . . . . .
9.2016 ). Bryja UK jaderna vs. mimojaderna DNA, PCR, real-time PCR, Sangerovo
sekvenovani)
29.9.2016 J. Bryja UKB Analyza DNA Il ("single-locus" DNA markery: mikrosatelity, LINE, SINE)
6.10.2016 odpada - odpada
. Analyza DNA Il (SNP a jejich analyza: RFLP, DGGE, TGGE, SSCP, klonovani,
13.10.2016 ). Bryja UKB nové techniky SNP genotypizace - SNP chipy atd.)
. Analyza DNA IV ("multi-locus" DNA markery: minisatelitovy fingerprinting,
20.10.2016 J. Bryja UKB RAPD, AFLP)
27.10.2016 I e UKB Analyza DNA V (prehled a aplikace tthr?f)Iogll NGS = "next generation
sequencing")
3.11.2016 M. Macholan UKB Analyza fenotypu (signalni fenoty,py, eplgenetlocke znaky, kvantitativni
znaky, analyza landmark)
10.11.2016 M. Macholan UKB Cytogenetika (analyza karyotypEJ, prouzk_ovoam, FISH, , painting“).
Elektroforéza proteint
17.11.2016 odpada - Statni svatek - odpada
24.11.2016 J. Bryja UKB Analyza genové exprese (microarrays, qPCR, transcriptomika, RNAseq)

Zakladni manipulace s genetickymi daty | (analyza sekvenci - datové
1.12.2016 J. Bryja UKB formaty, alignovani sekvenci, zakladni prace s databazemi - GenBank,
NCBI, BLAST, Dryad, TreeBASE aj.)

Zakladni manipulace s genetickymi daty Il (jaderna data zaloZena na

.12.201 . Bryj KB , . , , _y . 7
& e I U frekvencich - zakladni analyzy genetické variability a struktury populaci)

UBO AV CR, Analyza DNA v laboratofi (blokové cvieni) - izolace a elektroforéza DNA,

15.12.2016 b R < GOl Studenec PCR, real-time PCR, mikrosatelity, Sangerovo sekvenovani, BLAST



Doporucena literatura (Ceska)
Geneticke metody v zoologii

Jan Zima, Milos Macholan, Pavel Munclinger, Jaroslav Pialek

Nakladatelstvi Karolinum 2004




Milos Macheolan

e M. Macholan = ZAKLADY

» Zaklady fylogenetickeé
analyzy (2014)




Proc?

Genetické metody:

Problém:

zoologie, taxonomie
ekologie, evolucni biologie

geneticka
data

klasické
metody
morfologicka,
ekologicka,
bionomicka
data

Dalsi uroven poznani
Odpovedi na noveé otazky



Na které otazky lze nalézt odpoved jen s
vyuzitim genetickych metod?

rekonstrukce fylogenetickych vztaht mezi populacemi, druhy Ci
vysSSimi taxony (konvergence)

paternita — pareni Casto skryté a nemusi vest k oplozeni
identifikace z trusu, chlupu - pohyb jedincu skryté Zijicich druhu
izolace populaci (tj. po€et migrantu) — nemusi byt zfejma
Kryptické druhy

slozeni spoleCenstev — metabarcoding

a mnoho dalSich ...

viz Molekularni ekologie — podzimni semestr



Genetické metody
= studium genetické variability

¢DNA s> NRNA =) Proteins

Transcription Translation
Genome Transcriptome Proteome
3 billion bases 20-30,000 ~100,000
genes proteins
Functional Genomics
Genomics Transcriptomics Proteomics

B = L I BB N
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Urovné& genetické variability

« druhy a vyssi taxony — fylogenetické analyzy
(fylogenetické systematika)




Urovné genetické variability

« populace az druh — studium speciace, fylogeografie,

delimitace druhu, hybridizace




Urovné& genetické variability

« populace — populacni biologie,
ochranarska genetika




Urovné& genetické variability

 jedinec — analyzy pfibuznosti (behavioraini

ekologie, napfr. analyzy paternity)




Geneticke metody v zoologii

* jak geneticka data  Mechanismy
ziskat, tj. které mikroevoluce
techniky pouzit (jaro)

e zakladni typy a * Molekularni
zpracovani (editace) ekologie (podzim)

genetickych dat



Geneticke DNA markery

kodujici DNA (geny)
prepisované sekvence
(cca 20-25 tisic genu u
obratlovcu)

geneticky kod
vytvareji fenotyp
podlehaji prirodnimu
vyberu

rostouci vyznam v
ekologickém vyzkumu

nekodujici DNA

nefunkCni (neznama
funkce)

neutralni k prirodnimu
vyberu

vetsina DNA u eukaryot
(az 95% u obratlovcu)
pseudogeny

repetitivni DNA



Repetitivni DNA

DNA Typical sequence | Location
length (bp)
Satellites (>10° 5-100 Tandem arrays, scattered throughout the
repeats/genome) genome
Minisatellites (>103 20-300 Tandem arrays up to 5 kb in length,

loci/genome)

scattered throughout the genome

Microsatellites (>104

loci/genome)

Tandem arrays up to a few 100 bp in
length, scattered throughout the genome

elomeres 4-3 andem arrays up to 1kb In legth, at the
ends of each chromosome
SINEs 50-500 (100-300) | Interspersed throughout the genome
(>105%/genome)
LINEs 1-5 k Interspersed throughout the genome

(>103/genome)




Kodujici (,funkcni™) DNA
1) ribosomalni DNA

2) Jaderné strukturalni geny (protein-
coding genes)

3) mitochondrialni DNA



1. Ribosomalni DNA

Ribosomal genes

Non-transcribed
spacer DNA

Ribosomal gene
showing internal structure

External transcribed Internal transcribed
spacer spacers (ITS)
* geny pro ribozomalni RNA — mnoho shlukt (operonu) u eukaryot
* 165, 23S, and 5S — malo kopii u prokaryot
*  IDNAs — phylogeny, ITS — population structure, barcoding (fungi,
helminths)



2. Jaderne geny

nizka variabilita mezi jedinci — vyznamna funkce,
purifikujici selekce (nejsou Casto pouzivany jako
genetické markery)

introny — vice variabilni nez exony, Casto ve
fylogenetickych analyzach

alozymy
MHC geny

SNPs — narustajici vyznam (jednoduché mutace
zpusobuji vyznamnou funkCni zménu)

studium transkripce - transkriptomika



3. Mitochondrialni DNA

Small
ribosomal RNA
trn

Control region

14 kbp (Caenorhabditis)
h?}rgseomal RNA 42 kbp (PlaceopeCten)

trn

» maternaly inherited (?)

* N0 recombination (?)

NADS5 * no heterozygotes (?)

* mnoho kopii v kazdé burice

trn

» « numts » nuclear copies of
mtDNA

» vhodna pro fylogenetické a
fylogeografické analyzy a DNA-
barcoding

coxin

Saccone et al. 2001



,Molekularne-geneticke” metody

« analyza polymorfismu DNA (genetické markery)
* konzervativni vs. variabilni useky (« loci »)
» sekvencni polymorfismus:

CGCATCTCTAGCTTCGATTCAGGAA
CGCATCTCTAGCTTIGATTCAGGAA



,Molekularne-geneticke” metody

« analyza polymorfismu DNA (genetické markery)
* konzervativni vs. variabilni useky (« loci »)

« sekvencni polymorfismus

» délkovy polymorfismus

CGCACATCTCTAGCTTCGATTCAGGAA
CGCATCTCTAGCTTTGATTCAGGAA



Vznik DNA polymorfismu

mutace (transice, transverze, inzerce,
delece)

rekombinace (kombinace zmen vzniklych
mutacemi, duplikace a delece pri
rekombinacnich chybach)

transpozice
— obecna molekularni genetika



Genotypizace — stanoveni genotypu

« stanoveni formy urcCitého useku DNA
(alely, haplotypu)

1) izolace celkové DNA z tkani

2) amplifikace pozadovaneho useku DNA
(PCR-based methods)

3) studium variability daneho useku
(lokus)



Zakladni struktura molekuly DNA

Pyrimidine Purine

5’- fosfatovy konec
3’- OH konec (ve vodném roztoku zpUsobuje zaporny naboj)

(nutny k navazani dalsiho nukleotidu pfi syntéze DNA)



Enzymy pouzivaneé pri molekularne-
genetickych manipulacich

DNA-polymeraza

DNA-exonukleaza, DNA-endonukleaza
DNA-ligaza

DNA-transkriptaza

RNA-reverzni transkriptaza



|zolace DNA

* rozmanity biologicky material — musi obsahovat
bunécna jadra nebo mitochondrie s
nedegradovanou DNA

« dnes vétsinou komercni kity (cca 50-100
KC/vzorek, ale pro nékteré aplikace i doslova ,za
par korun®)

 |zolace RNA (exprese specifickych genu) — dfive
problem, dnes RNAIlater



Zpusoby ziskani DNA z volné zijicich zivoéichu:

1. destrukcni — zivoCich je usmrcen
kvuli ziskani tkani potfebnych na
genetickeé analyzy

2. nedestrukcni (invazivni) — zivocich
je odchycen a je mu odebran
vzorek tkane nebo krve

3. neinvazivni — zdroj DNA je
,zanechan za zivoCichem® a je
ziskan bez potreby odchytu,
manipulace Ci dokonce pozorovani




Fixace materialu

-+ -
 cerstva tkan « formaldehyd
* Cisty EtOH * opakovaneé
* rychlé vysuseni zamrazovani
» specidlni extrakéni ¢ rozvihcovani
pufry suseneho materialu
e zamrazeni  dalsi fixaCni média

= specialni metody pro izolaci ze subrecentniho materialu
(mamuti, hmyz v jantaru, neandrtalci apod.)



PCR

Polymerase chain reaction
(jak z malo DNA udélat hodné)

Kary Mullis (1983 — na dalnici ze San Francisca
do Mendocina)

- odména 10 000 USD
- patent pak prodan Roche za 300 000 000 USD)

1993 — Nobelova cena



Amplifikace DNA — PCR

Druh Velikost genomu Pocet
(bp) chromozomi (1n)
Caenorhabditis 8,0 x 107 4
elegans
Drosophila 1,65 x 108 4
melanogaster
Xenopus laevis 3,0x 10° 18
Mus musculus 3,0x 10° 20
Homo sapiens 3,0x 10° 23




PCR

Z celkové DNA si namnozime jen usek, ktery nas zajima.
Co se bude mnozit? To urCi primery.

Primery — kratkeé oligonukleotidy komplementarni
k usekum ohraniCujicim misto naSeho zajmu.

DNA
templatu

P

tento usek se bude mnozit



Denaturace (obvykie 95 c)

pti zvyseni teploty se oddéli komplementarni viakna DNA

Pri ochlazeni dojde k reasociaci



Primery pfidané v nadbytku kmitaji diky Brownové pohybu

N
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Nekteré se dostanou do blizkosti komplementarnich mist



Pri ochlazeni primery pfisednou rychleji
nez dojde k vzajemné reasociaci dlouhych vilaken DNA
(obvykle 50 - 65 C) — ,annealing”

V useku mezi primery zustanou vilakna DNA oddélena



Primery jsou prodluzovany pfidavanim nukleotidu
podle sekvence templatu (obvykle 72 C — optimum pro Taqg polymerazu)




Pri dalsim zahrati dojde k oddéleni templatu a nové vzniklych vidken




Po ochlazeni primery pfisednou na templat i nové vzniklé fragmenty
(,annealing)




Pri 72°C dojde opét k prodluzovani primerd a vzniku novych kopii




Pri dalsim zahrati...




Ochlazeni — nasednuti primeru 72 C vznik novych fragmentu

—

\ /

95 C denaturace




Inhibice PCR vysokou koncentraci DNA

"Plateau Effect” in PCR Amplification
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Cykly (obvykle 20-40):
denaturace (95°C)

nasednuti primert (50-65°C )
elongace=polymerizace (72°C))

Nejprve vSak Casto prodluzena denaturace celkove DNA

Nakonec prodlouzena elongace

Priklad
programu

95 C 3 min

95 C30s
60 C30s
72 C 1 min
35x zpét

72 C 10 min




Co kdyz PCR nefunguje?

Ménime teplotu ,annealingu” (nejlépe pouzijeme gradient teplot,
pokud to nas cykler umi)
VyssSi teplota=vysSi specificita

Ménime koncentraci Mg2* iont
Navrhneme nové primery

G0 B2 &H4 68 68 60 62 64
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Studium variability
nasyntetizovaného useku
1) délkovy polymorfismus
« elektroforéza DNA (DNA = zaporny naboj)

baze 1

5 K
]
‘\\ |/

+ |

'\\ \/

baze 3



Rozdéleni fragmentu DNA podle velikosti
(,molekulove sito")

Agarosa - Hrubé rozdéleni (do rozdilu 15 bp)

« Polyakrylamid — PfesngjSi rozdéleni (4 bp)

« Sekvenator, kapilarni elektroforéza
(fragmentacni analyza) — nejpresnéjSi
(fluorescenéné znaCené PCR fragmenty,
napr. znacené primery)

ele|idey

-

B —— -
A 7 XX} XX}
i TR v




2)

Studium variability
nasyntetizovaného useku

sekvencni polymorfismus
sekvencovani

SNP (,single nucleotide polymorphism®)
analyza — mnoho ruznych metod (viz
dalSi prednasky)



REAL TIME PCR
(= ,kvantitativni PCR")



Problem

« Kvantitativni rozdily v expresi genu (ij.
mnozstvi mMRNA — reverzni transkripce —
cDNA)

* Neinvazivni metody — nutnost stanovit,
kdy je jeste ve vzorku dostatek specifické
DNA pro smysluplnou analyzu

* Genotypizace SNPs atd.



PCR vs. real time PCR

» Fluorescence je
merena v kazdem
cyklu (signal ~
mnozstvi PCR
produktu)

» Krivky se zvedaji po
urcitém mnozstvi
cyklu, které odpovida
pocatechimu
mnozstvi DNA

» Srovhani s kalibracni
Krivkou umoznuje
kvantifikaci

F 4 B 8 A0 12 44 18 1B 2 ¥ M O/ | 30032 M O B 40 42 44 46
Cycles




Fluorescencni strategie
Nespecificka detekce
»(EtBr), SYBR Green, BEBO, BOXTO...

Specificka detekce
» Hydrolyzacni sondy (TagMan®)

» Hybridizacni sondy (FRET®, Molecular
beacon®)

...



SYBR Green

NI N ST T SR ), ST

SYBR Green po inkorporaci do dsDNA
poskytuje zvysenou fluorescenci.




TagMan hydrolyzacni sondy

» Intaktni sonda — TR
zadna :
fluorescence

» 5'— 3
exonukleazova
aktivita DNA
polymerazy B
degraduje sondu — [IEEE

uvoelneni { S————

fluorescence

Cleavage




Molecular beacon hybridizacni
sondy

Molecular
beacon
a

Reporter Quencher




Real-time PCR pristroje
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Absolutni kvantifikace

inflexni bod (konvexni se méni na konkavni)

1)

1) Vytvoreni kalibraCni krivky (vzorky se
znamou koncentraci templatu)

2) Real-time PCR se vzorkem s neznamym
mnozstvim DNA, napf. z trusu
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Stanoveni koncentrace DNA pri
neinvazivnich analyzach
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Genotypizace jen ,dobrych® vzork

Morin et al. 2000



Relativni kvantifikace - standardy

» Mereni kvantity urCite DNA, napfr. uroven
exprese (tj. urCité mRNA) nebo mnozstvi
mitochondrii (tj. mtDNA) (napf. v ruznych
typech tkani nebo treatement vs. non-
treatement atd.

 housekeeping geny — slouzi jako standard
pro mereni

» stejny pocCet kopii ve vsech bunkach

» exprimovane ve vSech bunkach, nezavislé na experimentu



PCR a qPCR s hydrolyzacni sondou - VIDEO

https://www.youtube.com/watch?v=FIgGKkcLLuo


https://www.youtube.com/watch?v=FIgGKkcLLuo

PCR

Ochlazeni— nasednuti primert 72°C vznik novych fragmentt
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FCR. Base Line Subtracted RFU
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+ Sekvenator, fragmentaéni analyza — T
nejpresnéjsi (fluorescentné znacené PCR
fragmenty, napf. znatené primery)
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kapilarni elektroforéza



Sangerovo
sekvenovani



Sekvencovani DNA

 Maxam-Gilbertova (chemicka)
metoda:
bazove-specificka chem.
modifikace a Stépeni fragmentu
DNA

« Sangerova (enzymaticka) metoda:
terminace replikace pomoci ddNTP



Sangerovo sekvenovani DNA

sekvenacni reakce se
znacenymi dideoxynukleotidy
DNA a jednim specifickym nebo
universalnim primerem —
poskytuji volny 3 -konec

»

= PCR produkt

naklonovany
fragment

,,dideoxy metoda*

Frederick Sanger (1918-2013)

| Nobel prize 1958 (struktura inzulinu) a 1980 (sekvenovani bilkovin a
nukleovych kyselin)




- jen jeden primer
- vysoka koncentrace templatu (hodné kopii — bud PCR nebo klony v

bakteriich)3
- smés deoxynukleotid( a fluorescenéné znacenych dideoxynukleotid(

Primer - F AAGTCAGTCTAAATGCGATTGGGA Rev. Primer - R

Rev. Primer - F TTCAGTCAGATTTACGCTAACCCT Primer - R

Primer - F -OH

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



Sekvenacni ,PCR" - jen jeden primer

Primer - F AAGTCAGTCTAAATGCGATTGGGA Rev. Primer - R

Prisedani deoxynukleotidii ...

Primer - F - AA

Rev. Primer - F TTCAGTCAGATTTACGCTAACCCT Primer - R

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



Sekvenacni ,PCR" - jen jeden primer

Primer - F AAGTCAGTCTAAATGCGATTGGGA Rev. Primer - R

Prisedani deoxynukleotidii ...
... aZ narazi na dideoxynukleotid

: ‘Pr‘m‘er‘-ﬁ ‘ - AAGTCAGTC=0

Rev. Primer - F TTCAGTCAGATTTACGCTAACCCT Primer - R

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



Sekvenacni ,PCR" - jen jeden primer

primer-F__ |- AAGTCAGTC=0

. ‘Pr‘im‘er‘-ﬁ ‘ - AAGTCAGTCTAA=0

Rev. Primer - F TTCAGTCAGATTTACGCTAACCCT Primer - R

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

35 x




Sekvenacni ,PCR" - jen jeden primer

primer-F__ |- AAGTCAGTC=0

pimer |- AAGTCAGTCTAA=0

Primer - F - AAGT=0

Rev. Primer - F TTCAGTCAGATTTACGCTAACCCT Primer - R

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

35 x




Vysledek sekvenaéni ,PCR"

primer-F__ |- AAGTCAGTC=0

pimer -F |- AAGTCAGTCTAA=0O

Primer - F - AAGT=0

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

U

Kapilarni elektroforéza
- serfazeni fragmentu podle délky
- detekce barvy dideoxynukleotidt



Detekce fragmentt - kapildrni elektroforéza

Primer -F |- AAGTCAGTCTAA=0 -

Primer -F |- AAGTCAGTCTA=0

pimer-F |- AAGTCAGTCT=0

pimer -F |- AAGTCAGTC=0 -

primer-F |- AAGTCAGT=0

primer -F |- AAGTCAT.=0 laser beam

Primer - F _ AAGTCA=O T capillary electrophoresis

Primer - F - A AGTC:O +




Detekce fragmentt - kapildrni elektroforéza

pimer -F |- AAGTCAGTCTAA=0 -

Primer - F A A A A =Q

« Sekvence delky 500 — 1000 bp (cca 100 KC za
sekvenci, bez PCR a precisténi PCR produktu)

* 4 kapilary - destiCka s 96 vzorky za noc

* Jsou i sekvenatory s 96 kapilarami

Primer - F - A AGTC:O +

Primer - F AAGT G ATGCGATTGGGA Rev. Primer - R
Rev. Primer - F TTCAGTCAGATTTACGCTAACCCT Primer - R




Editace sekvenci

,raw data“ (.ab1 file)

electrophoretogram

l ,basecalling” (specializovany software)

TTAAACCCATTTCTCAAT ACT GAT TATACT GT GGGGACGAAAGTCTCT GCTT TTAACTAG
145 157 169 181 193

SNP=T/C



