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Molekularni markery I.

Isozymy, PCR, RAPD, AFLP

Miloslav Kitner
Katedra botaniky PFrF UP
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Variabilita a markery obecné

Markery

— identifikacni znaky, rozlisovace

— cilené Ci nahodné vybrana cast celkové
informace o studovanem objektu

— jejich pomoci dovedeme popsat
ruznorodost = variabilitu organismu

Variabilita
—vlastnost organismu se navzajem lisit
— nedeéedicne podminéna (ovlivnéna prostiedim) a
— déedicne (geneticky) podminéna



Viditelné polymorfismy = fenotypovy projev

© Jan Seveik

y-magic-galaxy.blog i to.cz
my-magic-galaxy.blog.cz www.ireceptar.cz http://www.sevcikphoto.com/ www.naturepho



http://www.naturephoto.cz/portfolio/kolibrici.html
http://my-magic-galaxy.blog.cz/1002/zase-kolibrici-jeden-hezci-nez-druhy-p
http://my-magic-galaxy.blog.cz/1002/zase-kolibrici-jeden-hezci-nez-druhy-p
http://my-magic-galaxy.blog.cz/1002/zase-kolibrici-jeden-hezci-nez-druhy-p
http://my-magic-galaxy.blog.cz/1002/zase-kolibrici-jeden-hezci-nez-druhy-p
http://my-magic-galaxy.blog.cz/1002/zase-kolibrici-jeden-hezci-nez-druhy-p
http://www.ireceptar.cz/zvirata/ptaci/kolibrici-ptacci-kteri-si-pobrukuji/?pid=5827

Viditelné polymorfismy - omezeny pocet variant (kriterii) pro charakterizaci jedince

birdwatcher.cz | robert doleza



Co jsou to molekularni markery?

informace o organismu ziskana na zakladé analyzy jeho
molekul — proteini a/nebo DNA

vypovidaji o genetické podobnosti (pribuznosti) na drovni
jedincl, populaci, druhl a vyssich taxonomickych celku.

doplnuji informace o genetické proménlivosti organismu
ziskavané klasickymi pristupy (srovnavaci anatomie,
morfologie, embryologie, fysiologie).
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Vlastnosti molekularnich markeru

 musi vykazovat urcity stupen polymorfismu (&im vy3si, tim lepsi)

« jednoznacné urceni alel, fragmentu nebo nukleotidu

« uprednostnovany je kodominantni charakter markeru

« casty vyskyt v genomu, distribuce v celém genomu

« poskytuje informaci nezavislou na podminkach prostredi

* meni se pri generativnim rozmnozovani - rekombinace

 |ehce a rychle proveditelnd metoda

« vysoka reproducibilita

* nizka cena analyzy, popr. vyvoje nového markeru




Zakladni rozdéleni “klasickych” molekularnich markeru

proteiny

| pna

Isozymova analyza

/ \) Mnoholokusové

Jednolokusové
markery

V jednom kroku analyzujeme:

- pouze jedno, konkrétni misto (lokus), z ptresné definované oblasti
genomu.

- Ziskdme detailni informace o dané oblasti
-— zpravidla kodominantni markery
- Klicova je znalost primerovych sekvenci pro provedeni PCR

- Ptiklad markeru: sekvenace gen(l, mikrosatelity, PCR-RFLP

markery

V jednom kroku analyzujeme:
- Velké mnozstvi anonymnich lokus( z rlznych ¢asti genomu
- Techniky vyuzivaji napf.:

- nespecificky nasedajici primery (RAPD)

- nastipani DNA na anonymnich fragment( a jejich
naslednd Uprava umoznujici provedeni PCR (pf. AFLP)

- Priklad markeru: RAPD, AFLP






Isozymova analyza = allozymy

Enzymy: Jednoduché nebo slozené bilkoviny katalyzujici chemické reakce v Zivych
organismech

Isoenzymy (isozymy) — enzymy se stejnou funkci v metabolismu, katalyzujici stejnou
chemickou reakci, maji ale odliSnou (primarni) strukturu (délka retézce, zaména AMK)

- Analyzujeme a srovnavame pritomnost rlznych isoforem v daném organismu,

populaci, druhu.

m  Obecné — vykazuji nizkou variabilitu
n Enzymy jsou nutné pro spravnou funkci metabolickych drah
n Vyraznéj$i zména (mutace), ktera by pozménila jejich funkénost je eliminovana (snizeni Zivotaschopnosti jedince)
n Funguji reparacni mechanismy — napf. oprava chybné zaclenéného nukleotidu béhem replikace

n Zaména nukleotidu v DNA nemusi vést k zaméné AMK v proteinu (geneticky kdd je degenerovany), popf. pfipadna zaména
AMK nemusi nutné vést ke zméné naboje nebo délky proteinu a k detekci téchto zmén elektroforézou

isozymy

Reverz
franskaipce

\J

@ isozymy — katalyzuji stejnou reakci
Protein
allozymy — produkty (alely) jednoho lokusu



Analyza 1sozymu

vyhody

srovnatelnd data mezi rlznymi
studiemi

kodominantni marker

Vyuziti:
= Populaéni genetika

= Studium druhové diverzity
m  Determinace druhd
m  Studium kryptickych druh(
= Identifikace mezidruhovych hybrid(

nevyhody

potreba Cerstvého materialu

omezena variabilita — malo alel
v lokusu — Casto jen 2-4

Produkty genl = analyzujeme
proteiny, nemusime detekovat
pripadnou variabilitu DNA, ktera je
koduje
detekovana variabilita
odrazi pouze 10% variability na
urovni DNA (Nei 1987)
pouze 1/3 nukleotidovych
substituci v DNA vede k zaméné

AMK a detekci téchto zmén
elektroforézou

= Dnes jsou isozymy nahrazovany modernéjSimi metodami.

s MdZete se setkat se studiemi, kde jsou vysledky (SSR, AFLP) srovndvany s
pracemi popisujicimi variabilitu populaci/druht ziskanych pomoci isozymd.



Isozymy = allozymy

Enzymatic system = GOT A Lebeda et al / Biochemical Systematics and Ecology 42 (2012) 113-123 n

P

A: L. saligna

B: L. aculeata

C: hybrid L. serriola /| L. aculeata
D: L. serriola

Enzymatic system: GOT PGM ME LAP
Phenotype: A B C A B c A B C A B C
—— 15 —— —_—— - .
| Pgm-1 — b Lap-1
, — 1 gz e —
et —_—— :
—— g o ’
— = .
— |12 P32
Genolype:  GprJ: aa a2 @ Pgm-l. aa aa aa Med: aa aa aa Lap-i: aa bb  cc
Gor-2: aa  ab hb Pgm-2:  aa aa aa Me-2: aa ab  hb
Gor-3: aa ab  bb Pgm-3:  aa ab  bb

Got-4: aa  aa  aa

Species a h 5 a h h, s a h 5 ah a,h 5

ig. L. Morphological traits of plants L aculeata (acc no. 376-15), putative hybnd [ aculeata x L serriola(acc. no. 343-8A), and L. serriola f. serriola (acc no. 377-8):
richomes on stems (a-c); stem leaves from abaxial (d), and adaxial sides (e): plants at a stage of beginning of bolting (f).

Fig 2. Phenotypes of four enzymatic systems present in samples of L aculeata (a), L. serriola (s) and L aculeata = L serriola (h), with putative loci, allele and
genotype designation.



Copyright © 2001 by the Genetics Society of America

Postglacial recolonisation in Fagus sylvatica (389 pop, 18440 trees, 15 allozyme loci)

Four zones have been determined, corresponding to colonization history.

Zone 1 - last ice age, as inferred from fossil pollen
Zones 2 and 3 correspond to beech forests of intermediate age (older and younger than ~4000 years)

Zone 4 is the area colonized most recently (<2000 years).
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PCR - Polymerase Chain Reaction

Polymerazova retézcova reakce




Replikace ,,in vivo*

DNA primase
RNA primer

DNA ligase
DNA Polymerase (Polc)
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DNA Polymerase (Pold)
Helicase

Single strand,
Binding proteins

Laggmg l
strand |

Topoisomerase
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http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_replication

Dr. Kary Banks Mullis

Pumme i & Qg

”n
B 1.0 GRAPHY..|AP C ARSI SE VN = z BOOKS LECTURES | CONTACT

http://www.karymullis.com/



PCR - replikace ,,in vitro“

PCR — Polymerase Chain Reaction
Polymerazova retézova reakce

* 1955 - objev DNA polymerazy a prvni pokusy s umélou syntézou usekti DNA
(amplifikace DNA)

» 1983 — Karry Mullis pracoval na projektu geneticky podminénych chorob ¢lovéka v
kalifornské firmé Cetus Corporation. Hledal novou metodu analyzy mutaci DNA.

Modifikoval Sangerovu metodu sekvenace DNA — pfidal zpétny primer pro syntézu
kratkych useku DNA.

»Pomoci PCR muzete z jedné molekuly DNA vytvofit miliardy kopii kratkého useku
DNA za jedno odpoledne. Potfebujete jenom zkumavku, nékolik jednoduchych
reagencii a zdroj tepla“

» 1984 - rozpracovani metody s matematikem Fredem Faloonou, patentovani (Mullis et al.
1986; Mullis a Faloona 1987)

* 1993 — Nobelova cena za chemii

 V devadesatych letech Cetus Corp. prodava patenty ,PCR a Taq" firmé Hoffman—La
Roche za 330 miliént $



Amplifikace fragmentu DNA v

In vitro podminkach

Polymerazova retézova reakce PCR (Polymerase Chain Reaction):

Pri PCR dochazi k periodickému opakovani tri krok:
1.
2.

Metoda zalozena na principu replikace nukleovych kyselin,
umoznujici rychlé a snadné namnozeni useku DNA, ktery studujeme.

Predpokladem je znalost koncovych sekvenci, které studovany usek
DNA ohranicuiji.

denaturace analyzované templatové DNA

nasedani dvojice primerl — annealing

prodluzovanim fragmentt DNA. /'

Zmnozeni fragmentu DNA je provadéno v
termocykleru.




PCR - replikace ,,in vitro*

vol.: 500 pl



PCR - Polymerase Chain Reaction

« dalSi rozvoj metody s pouzitim termostabilni polymerazy z termofilni
bakterie Thermus_aquaticus = zkratka Taq Pol" nebo "Taq")



http://en.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
http://en.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
http://en.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
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PCR - hlavni faktory ovlivnujici prubéeh reakce

Koncentrace MgCI2

- optimum je 1,5-2mM,

- nad 6mM klesa aktivita Taq Polymerazy

- nizka koncentrace — nizké vytézky PCR

- prilis vysokeé koncentrace — rozmazané prouzky na gelu nebo
zmnozeni nespecifickych produktu

Teplota annealingu — nasednuti primeru
- VySSi teplota = vyssi specificnost ke komplementarni sekvenci = primer naseda

na komplementarni misto s vyssi presnosti = pfesnéjsi vysledek PCR

- nizSi teplota — vhodné pro studie, kdy se pouzivaji primery odvozené od
pfibuznych druhu; nebezpeci vzniku nespecifickych produktt (jiné useky DNA, nez
které jsme chtéli ziskat)

- zvySeni specificnosti napf. tzv. Touch down PCR — v prvnich cyklech vysSi teplota =
specifické produkty, ale v s nizSim vytézkem = v dalSich cyklech vyssi teplota
annealingu = zvysi se vytézek PCR

- Koncentrace templatové DNA — prilis vysoka konc. DNA maze branit PCR,
fedénim se snizi koncentrace inhibitory PCR ve smési i (napf.
chemikalie pouzité pfi izolaci)




v é o

PCR - hlavni faktory ovlivnujici prubéeh reakce

Koncentrace templatové DNA — pfili§ vysoka konc. DNA muze branit PCR,
fedénim se snizi koncentrace inhibitory PCR ve smesi

ITS5+Rust3inv Rust18F+Rust3inv ITS5+Rust2 Rust18F+Rust2

o W e o

DNA: 50ng/ul  10x 100x  1000x 50ng/ul  10x 100x  1000x 50ng/ul  10x 100x 1000x 50ng/ul  10x 100x  1000x



PCR - hlavni faktory ovliviujici pribéh reakce

Annealingova teplota
- Teplota nasedani primert na templatovou DNA

- VySSi teplota — vySsSi presnost nasedani odladit

- NizSi teplota — vySSi pravdépodobnost vzniku nespecifickych produktu
- Optimalizace pomoci gradientové PCR

- PCR na cycleru s gradientovym blokem = umoziuje vytvoreni
teplotniho gradientu

- Napfr. cycler Eppendorf Mastercycler Pro S
- Nastaveni gradientu 1-24°C v rozsahu teplot 30-99°C

12 3 45 6 7 8 9 101112

48°C 64°C

vvvvv k DNA v PCR mixu markeru SSR 1, rozpipetovany do 12ti jame

DDVVVBBBRL
R RO

vvvvv k DNA v PCR mixu markeru SSR 2, rozpipetovany do 12ti jamek

SEeee e e s

Lowest Set Highest

"\ SSR1
’  SSR2

I O " mUANA®m™D>D

http://eshop.eppendorfna.com/

temperature temperature temperature
< Gradient »

www.camlab.co.uk



http://www.camlab.co.uk/techne-tc-3000g-gradient-thermal-cycler-p16975.aspx
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PCR - hlavni faktory ovlivnujici prubéeh reakce

Polymeraza
— stejné koncentrace dNTP's, MgCI2, primeru, stejné vzorky DNA, ,pouze jina polymeraza“

_w.,...__
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b
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Optimalizace reakcnich podminek PCR

- Zmény v protokolu vedouci k odstranéni nezadoucich nespecificit a ke zvyseni mnozstvi PCR produktu.
- pocet cykl(

- annealingova teplota

- koncentrace Mg?*, polymerazy, templatové DNA

- aditiv (napf. DMSO, formamid)

Priklad optimalizace PCR

Podminky podle literatury PCR po optimalizaci
T T R

Marker 1
- produkt 240bp
Ta = 62°C, 30 cyklQ Ta =67°C, 25 cykll
20uM primery 10uM primery
Marker 2
- produkt 460bp

Ta = 66°C, 30 cykld Ta = 66°C, 25 cyklu

20uM primery 10uM primery



* Molecular characterization of Fusarium
oxysporum f. sp. cubense race 1 and 4 isolates

from Mauritius

* Vyuziti rasoveé specifickych PCR markert pro determinaci ras
fytopatogennich hub *

1,2% AGRS 30min, 7ul load, 5ul Bioline Hyperll

Foc 1/2 - marker specific for race 4 (Foc SR4 + Foc TR4)

S S S S S
2/2/3 2/2/4 2/2/5 2/2/2 2/2/1

e B e e e e

sciweb.nybg.org

V tomto pfipadé:
Pfitomnost/nepritomnost PCR produktu vypovida o vlastnostech studovaného organismu

(okruhu kultivari bananovniku, které jsou schopny infikovat).


http://platforms.inibap.org/xanthomonaswilt/index0c67.html?option=com_content&view=article&id=74&Itemid=94&lang=english
http://sciweb.nybg.org/science2/hcol/fusarium.asp.html

RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA

Variabilita délek nahodné amplifikované DNA




RAPD

Random Amplified Polymorphic DNA

,Variabilita délek nahodné amplifikované DNA"
* PCR s jednim primerem
* kratka délka, nasedaji velice snadno na DNA

* Primer dosedne na riznych mistech a v rlznych smérech
amplifikuje DNA fragmenty

i
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Figure 3. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) amplification pattern
obtained for mother plant (lane 1) and long-term micropropagated shoot cultures
(lanes 2-12) generated by primer OPN 10. M: GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus.

|dentifikace napf. kmen( bakterii popf. ovérovani homogenity linii



* RAPD: PCR s jednim arbitrdlnim (nespecifickym) primerem

Vzorek 1 Vzorek 2

1 2 3 I‘l ] .5
e P R R R AR R R S R R SR RS R R R RS S e A RE R
h - - s : =+

l PCR reaction l PCR reaction
lane 1 2 3 4 5

| s R s [ s R m— ) s—|

DMAtemplate

DNatemplate

product & product B

- ~4—— productB
—_— ~— product &

lane 1: molecul ar weight markers
lane 2: RAPD Rxn. #1
lane 3: RAFD Exn. #2

* The primers must anneal in a particular orientation (such that they point towards each other).
*  The primers must anneal within a reasonable distance of one another.
* In this example, only 2 RAPD PCR products are formed:

* 1) Product Ais produced by PCR amplification of the DNA sequence which lies in between the
primers bound at positions 2 and 5.

* 2)Product B is the produced by PCR amplification of the DNA sequence which lies in between the
primers bound at positions 3 and 6.

* Note that no PCR product is produced by the primers bound at positions 1 and 4 because these
primers are too far apart to allow completion of the PCR reaction.

* Note that no PCR products are produced by the primers bound at positions 4 and 2 or positions 5
and 3 because these primer pairs are not oriented towards each other.

http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/rapd.html


http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/orien.html
http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/distance.html
http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/distance.html
http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/orien.html

Vyhody
- Velmi levné

- Rychlé a snadné = neni tfeba znat
sekvenci primeru, staci velmi malo DNA,
pomérné dost fragmentd...

Nevyhody prevazuiji:

- Omezena hodnota informace (dominantni marker)
- Nereproducibilni

DNES TREND NEUZIVAT RAPD MARKERY




. Phycol. 35, 356-367 (1999)

GENETIC VARIATION AMONG STRAINS OF THE TOXIC DINOFLAGELLATE
GYMNODINIUM CATENATUM (DINOPHYCEAE)!

Christopher J. S. Bolch?
School of Plant Science, University of Tasmania, GPO Box 252-55, Hobart, Tasmania, 7001, Australia

Susan 1. Blackburn
CSIRO Marine Research, GPO Box 1538, Hobart, Tasmania, 7001, Australia

Gymnodinium
catenatum
Graham

Gustaaf M. Hallegraeff and René E. Vaillancourl
School of Plant Science, University of Tasmania, GPO Box 252-55, Hobart, Tasmania, 7001, Australia
Microphoto by
Yasuwo Fukuyo and

Haruyoshi Takayama

WESTPAC-HAB
T0006

Toxicka obrnénka zpusobujici vodni kvéty u JV Tasmanii _ ,
P‘fedpoklad skept.i'cwgr?der.fieldofscience.com

- zavle&eni toxickych kmen( v odpadni (vyvaZovaci) vodé tanker( plujicich z Japonska nebo Spanélska
a nasledné Sireni podél pobrezi Tasmanie a do vnitrozemi

Metoda: RAPD
Vysledek:

- tfi neprekryvajici se clustery: Australie, Japonsko, Spanélsko/Portugalsko
- vzorky z Austrdlie stejné podobné vzork(m z JPN jako ze ESP/PRT
- plvod Australskych vzork( z(stava nejasny A

Gym. catenatum

Australia

(0 [Gyr. uncatenum

-1 .

Gyr. impudicum

2 1 L 1 1
-3 -2 -1 0 1 2

FiG. 2. Two-dimensional MDS plot of RAPD-PCR data for G.
catenatum strains (shaded area) and G. uncatenum and G. impudi-
cum (outgroup species). G. catenatum clusters (bounded by solid
lines): Derwent Estuary, Huon Estuary, and Hastings Bay (DE/
HU); Triabunna (TRA); Japan (JP); Spain (SP); and Portugal
(PT). Kruskal stress = 0.249.



http://skepticwonder.fieldofscience.com/2010/04/sunday-protist-gymnodinium-catenatum.html

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism

Polymorfismus délky amplifikovanych fragmentu




AFLP - princip, 1. faze = restrikce

Princip - metoda zaloZena na:

e restrikci DNA dvéma enzymy

e ligaci adaptor( na vzniklé ,lepivé” konce fragmentd DNA
e selektivni namnozeni jen nékterych fragmentu

e vizualizace prouzki na gelu

Postup - relativné slozity (4 faze)

* specifické rozstépeni DNA restrikcnimi endonukleazami

Msel - rozpoznava 4bp dlouhou sekvenci (TTAA)

EcoRlI - rozpoznava 6bp dlouhou sekvenci (GAATTC)
(Variabilita je dana mutaci v restrikénim misté inserci - deleci mezi restrikénimi misty)

* ziskdme mnozstvi fragmentu s ,,lepivymi konci“ = ,sticky ends”

Msel EcoRlI
T TA;lilx - o G AATTC °

AAT T . . CTTAA G _




AFLP - 2. ligace

* pomoci T4 ligazy k fragmentdm pridany adaptory = synteticky pripravené kousky DNA, jejich sekvenci znéme
* zname sekvence koncu vsech fragment( ... mGZzeme je amplifikovat PCR

5

3

Msel adaptor

G
GAT

EcoRI adaptor

TAA
L

TG AATTG ?
CTTAA € .

CTAA

GATT, . . . . @ @

5’ ]]:I:I
3

TGAATTEITIT
crtaac]if,



AFLP - 3. preselektivni amplifikace

- klasicka PCR s primery komplementarnimi k sekvenci adaptord, navic 1 nukleotid smérem dovnitf
amplifikovaného useku
= selekce jen ca. 1/4 fragmentu (fragmenty komplementarni k primerdm + fragmenty EcoRI- Msel)

) cTaa T TGARTTEITIT
y GATT . . ct1AAc]l,

Msel primer

TTTTGAaTTC

) ETAA TeRATTSITI
, GATT crrane]|l],
AGAATTG]||]

EcoRl primer




AFLP - 4. selektivni amplifikace

-fragment( je stale mnoho pro objektivni vyhodnoceni =

- dalsi redukce jejich poctu pouzitim primeru se 3mi selektivnimi nukelotidy (s
presahem "dovnitf" amplifikovanych fragmentu)

- tento krok se provadi opakované s riznymi primerovymi kombinacemi
(primery se liSi poc¢tem a typem pouzitych nukleotidi)

- Typ pouzitych primer( se musi otestovat — vysledkem by mél byt spolehlivé
hodnotitelny zdznam (optimalni pocet bandl, pokud mozno polymorfnich)

Msel primer

TTTTGATTEH

) eTAReAATTEITIT
, cAtt  citaacl]ll,

e A 1T

EcoRl primer



AFLP - separace a detekce fragmentd

N IS N I S | I | N 1 I
‘ Produkty restrikce a ligace ,
!
PCR — preselektivni amplifikace
PCR produkty po selektivni amplifikaci » detekce

I EEE—— I | | — | — .
H S N | - | N | — .

I EEEEEEE—— » I - | N | — .

N IS N I S | I | 1 I e
N S N N I | I | N N |

I IS N H | I | | I )4
H I N I | (B | N | B b d
N EEEEE—— N (N W] | E—— N |

N S N N I (BB | N | I

N EEE—— B E— - | — | E— I
I EEEEEEE—— » I - | N | — .

primery bez znaceni - PAGE elektroforéza




AFLP - shrnuti

1. krok: restrikce

Msel EcoRlI
T TAA G AATTC
I n
L AAT T CTTAA G G .

2. krok: ligace

Msel adaptor EcoRI adaptor

9 r 3
: ¢ TAA G AATTG
GAT T CTTAA ¢

3. & 4. krok: PCR — preselektivni a nasledné selektivni amplifikace

Msel primer

TTTTGATTCH

5 T 3

CTAA
W T

3 il e s o) 5

* % 400bps- “Bbssemcn --......;..-.. :_ : Sass — .
AGAATTGII @ 3z sy, & 0202000202020 A TEEEEEEETTTETT
. JGIbp e~ -
EcoRI primer 350bp»

2;:9‘8: -:::::2::222299 -:.,
%t"‘:_t::gf:*;:: fpe22

|

285
Sops-= 34 ot | ¢ ¢ |
]

Pi --\‘ul S T posmcne Fi

Statistické zpracovani dat <€ presence/absence bandu (1-0)




AFLP - realizace

1: Restrikce

| - priprava restrikéniho mMiXu (ecol, msel, bufer, voda)
- AT _pridat k DNA

' - inkubovat 2 hod pfti 37°C

2: Ligace

1 pFl’prava Ilgaéniho MIXU (uGAzA, BUFF, ADAPTORY, VODA)
- pridat k roztoku z predchoziho kroku

- inkubovat 2,5 hod pfri 37°C

3: Preamplifikace
- klasicka PCR
- liga¢ni roztok jako matrice

Kroky 1-3 se provedou pouze 1x, dal pracujeme s
preamplifikatem

4: Amplifikace

- klasicka PCR

- matrice = preamplifikat

- ménime kombinace primerul = detekujeme jiné
fragmenty




AFLP — fluorescencné znacené primery, separace
 na sekvenatoru

— multiplex — separace vice PCR v jednom kroku
- vSechny vzorky separovat 2x (2 nezavislé PCR)

- predejit posunu fragment( pti vyhodnocovani
- duplikaty, blanky




AFLP — separace na PAA ELFO a detekce
barvenim stribrem




Rychlé ziskani polymorfismu

DOMINANTNI MARKER

Problematicka je homologie
fragmentl mezi vzdalenéjsimi taxony

Proto relativhé levna
Citliva (na bodové mutace)

Velmi snadno Opakovatelna (predejit: snizit vysledny pocet band()
Cely genom
50-100 fragmentu najednou Nemoznost srovnani ¢asové a

prostorové oddélenych AFLP analyz

Spravné: pfipravit cely soubor vzorku a vSe zpracovat nardz.

Neni treba znat sekvenci primeru

Pokud je metodika zavedena na
pracovisti a mame DNA v
dostatecné kvalité - AFLP lze
aplikovat na jakykoliv organismus

Predpokladem spravné provedené analyzy je pouziti kvalitni, nefragmentované DNA



Hlavni oblasti vyuziti AFLP

Analyza struktury a genetické
variability populaci

Taxonomické a evolucni vztahy blizce
pribuznych taxond

Studium hybridizace a polyploidie
Fylogeografie

Pocet ,AFLP“ ¢lanku
u ruznych skupin organismu
Bensch & Akesson 2005
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AFLP — zpracovani dat

1. Vytvoreni,binarni matice”
2. Provedeni vypoctu hodnot indexi genetické variability

3. Provedeni vizualizace vzajemnych vztahli mezi analyzovanymi jedinci
* Fylogenetické stromy (UPGMA, NJ)
*  Mnohorozmérné analyzy (PCoA)
 Bayesianské analyzy (BAPS, STRUCTURE)



AFLP — zpracovani dat

1. Vytvoreni,binarni batice”
Prepis ziskané informace z elektroforetogramu do digitalni podoby

pritomnost bandu =1 jedinec A: genotyp 11010110000
absence bandu =0 jedinec B: genotyp 10100101000
jedinec C: genotyp 10011100111

A B C A B C

[ 1] [ ] I — 1 1 1

[ ] ] ] — 1 0 0

[ ] [ ] [ ] — 0 1 0

[ 1] [ ] [ ] — 1 0 1

[ ] [ ] N —> 0 0 1

[ 1] [ ] [ ] — 1 1 1

[ 1] [ 1] [ ] — 1 o 0

[ ] [ ] [ ] — 0 1 0

[ ] [ ] N —> 0 0 1

1 [ ] I — 0 0 1

[ ] [ ] [ ] —> 0 0 1



AFLP — zpracovani dat

2. Nejcastéji vyuzivané pristupy hodnoceni genetické variability populaci
a) Vypocty hodnot indext genetické variability:
- Polymorfismus = podil polymorfnich lokusti P (nebo PLP)

- Vazena ocekavana heterozygotnost He
- rzné pristupy vypoctu (viz dal)

- Fixaéni index Fst

- AMOVA (analyza molekuldarni variance)



AFLP — zpracovani dat

Monomorfni lokus .... u vSech jedincl stejna alela (band)

jedinec 1 jedinec 2 jedinec 3 jedinec4 jedinec s jedinec & jedinec7 jedinec 8 jedinec 9 jedinec 10 jedinec 11 jedinec 12 jedinec 13

cviees ¢ ¢ ¢ ¢ _§ _§F B B B B B B
ovees ¢ ¢ i 5 B B B B B B B
ovees ¢ ¢ i 5 B B B B B B B

cwres & & 1 5 B8 B B B B B



AFLP — zpracovani dat

Podil polymorfnich lokust P (nebo PLP) ..... Které bandy jsou polymorfni?????

Polymorfni lokus na hladiné 1%
... bandy, kdy alespon u jednoho jednice fragment chybl

pr: u populace 100 jedincd = lokus pfitomny u 99 a méné jedincl
- nékdy uvadeéno jako ,segregujici bandy”

jedinec 1 jedinec 2 jedinec 3 jedinec 4 jedinec 5 jedinec & jedinec 7 jedinec & jedinec 9 jedinec 10 jedinec 11 jedinec 12 jedinec 13

geree & ¢ § 0 B 0 B 0 B B [
e B B B | I DN DN DN
oess [N I I DN DN . I I

tokusa I 5 8 B B B B B |



AFLP — zpracovani dat

Podil polymorfnich lokust P (nebo PLP)

Polymorfni lokus na hladiné 5%

- Vypocet z frekvence aIeI:iaIer s frekvenci 0,95 < f > 0,05 I

- Polymorfni lokusy podle metody Lynch & Milligan:

- za polymorfni jsou povaFovényIIokusy, kde aspon u 4 jedincl band chybi I

jedinec 1 jedinec 2 jedinec 3 jedinec 4 jedinecs jedinec & jedinec 7 jedinec 8 jedinec 9 jedinec 10 jedinec 11 jedinec 12 jedinec 13

ceten ¢ ¢ & ¢ ¢ & B § B 0 B B B
e ¢ 5 B B B  §F _ § 0 B B
oess [N I N DN BN . I I

okus4 [ I 7 0 B 0 B B § B



AFLP — zpracovani dat

Podil polymorfnich lokusti P (nebo PLP) — nac to je dobré

a) Zakladni informace o variabilité pouzivanych primerovych kombinaci
b) Ddalezitéjsi:
- Informace o celkové variabilité studovaného souboru vzorki

- Informace o variabilité uvniti dil¢ich populaci/srovndvanych skupin

lokus 1

lokus 2

lokus 3

lokus 4

lokus 5

lokus 6

lokus 7

populace 1

jedinec 1 jedinec 2 jedinec 3 jedinec 4 jedinec 5 jedinec 6

5 1 B B B
] I D B .
I D DN N N .
5 1 B B B
5 1 B B B
I D DN N N .
I D N . ]



AFLP — zpracovani dat

Privatni a privatni-fixované bandy

- privatni bandy — charakteristické pro ¢ast vzorka z urcité skupiny/populace, u

ostatnich skupin/populaci nejsou

- privatni-fixované — charakteristické pro vSechny vzorky z urcité skupiny/populace, u

ostatnich skupin/populaci nejsou

populace 1

jedinec 1 jedinec 2 jedinec 3 jedinec 4 jedinec 5 jedinec 6

ocws: [ I DN DN BN BN

o2 [N I I
ocss SN I .
okuss [N N I

lokus 5

lokus 6

ocws7 [N I D DN B

tokusss [ N DN N .

jedinec 7 jedinec 8 jedinec 9 jedinec 10 jedinec 11 jedinec 12

a1 5 B B B

. 5 B N B |

— — B B G vt PP
- - - - - - 6 privatni-fixovany — POP2
I D DN I

. 5 B N B |



Odhad heterozygotnosti He z AFLP dat

Godfrey Hardy Wilhelm Weinberg

- AFLP nedovede odlisSit heterozygota (1/0) od homozygota (1/1)

- Celkové genotypové slozeni populace: p?+2pq+q2=1

- Zaroveti2pq=He..a.p+q=1..tedy: He= 1-p2-q2=1-p?>-(1-p?)

- Nutno si uvédomit, Ze maximalni hodnota heterozygotnosti, takto nepfimo
odvozena, je He=0,5

Proc?: He =2pq....... p+q=1
napf. pri p=0.9 2x0,9x(1-0,9)= He = 0,18
p=0.5 2x0,5x(1-0,5)= He = 0,50
p=0.1 2x0,1x(1-0,1)= He = 0,18




AFLP — zpracovani dat

- Fixaéni index Fst
- posouzeni izolovanosti jednotlivych (sub)populaci

- Novéjsi pristupy porovnavaji rozdilné zastoupeni alel v subpopulacich vUci
primérné hodnoté pro cely studovany soubor
- Nabyva hodnot0-1
- max. hodnota 1 = uplna diferenciace = subpopulace maji zcela odlisné, fixované
alely, které jsou charakteristické pro danou subpopulaci
 0-0.05 mald diferenciace (zanedbatelnd, nejsou rozdily mezi
subpopulacemi ve frekvenci alel)
 0.05-0.15 stredni
* 0.15-0.25vysoka
 >0.25 velmi vysoka




AFLP — zpracovani dat

Summary AMOVA Table

Source df 55 MS Est.Var. %
Among Regions 2 179,809 89,904 0,618 3% A M OVA
Among

An:l[.‘rl:lgpops 9 518,864 57,652 5,704 25% Regions
e o e e 3% - Analyza Molekularni Variance
Among - Multivaria¢ni metoda popisujici
Withi i distribuci genetické variability do
Pops nekolika Urovni:

72% o e
- variabilita mezi jedinci

- variabilita mezi populacemi
- Popt. (variabilita mezi regiony,
druhy)

Kvantifikuje jaky podil celkové variability
studovaného souboru predstavuje
variabilita uvnitf populaci a mezi
populacemi.

Vystupem je mj. i CDST predstavujici
ekvivalent Fst

Software: ‘RLEQUIN
GeneAlEx, FAMD, AFLP-surv,




Postup konstrukce stromu

1. Vypocet matice genetickych vzdalenosti

2. Vlastni konstrukce stromu (volba vhodné
shlukovaci metody)

3. Overeni spravnosti konstrukce (bootstraping)




Indexy genetické podobnosti/vzdalenosti

(binarni data)

] ]

I I |
I L 1
L 1 I
I I ]

Individual i A
Band Band a [r—
presence absence
1 0 b |
Individual j Band presence 1 a b c
Band absence 0 I d b I
wheren=a+b+c+d d I |

Jaccard coefficient (Jaccard 1908)

a

a+b+c

Dice coefficient (Dice 1945)

The Dice coefficient is equivalent to the Nei and Li
coefficient (Nei & Li 1979) and the Serensen coefficient
(Serensen 1948).

The Jaccard coefficient only takes into account the
bands present in at least one of the two individuals, and

2a
2a+b+c

is therefore unaffected by homoplasic absent bands
(when the absence of the same band is due to different
mutations).

Molbecular Ecology (2007) 16, 37373758

INVITED REVIEW

Comparable to the Jaccard coefficient, the Dice coefficient
gives more weight to the bands present in both
individuals. It thus lays the emphasis on the similarity
between individuals, rather than on their dissimilarity.

dai: 10,1071/ 1365294 2007 03435.x

Statistical analysis of amplified fragment length
polymorphism data: a toolbox for molecular ecologists

and evolutionists

A_BONIN D. EHRICHf and 5. MANELt

Simple-matching coefficient (Sokal & Michener 1958)

a+d _a+d

a+b+c+d n

The simple-matching coefficient maximizes the
amount of information drawn from an AFLP profile by
considering all scored loci. Double-band absence and
double band presence are given the same biological
importance, which may not be adequate in case of
frequent band absence homoplasy. This coefficient
has interesting Euclidean metric properties that allow
its use in an analysis of molecular variance (amova;
Excoffier et al. 1992).



Priklad matice genetickych vzdalenosti/podobnosti
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Metody tvorby fylogenetickych stromt

typ dat
DNA sekvence

vzdalenosti/podobnosti (nebo jiné znaky)

shlukovaci UPGMA

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean

algoritmus

neighbor-joining tree
optimalizacni minimum maximum parsimony
kritérium evolution

maximum likelihood

Bayesova analyza

UPGMA - zalozena na predpokladu, Ze stromy jsou aditivni a vSechny taxy jsou stejné vzdalené od korene. Jednad se Cisté o analyzu fenotypu, nebere
v potaz napf. rozdilnou délku evoluce.

neighbor-joining pracuje s kritériem minimalni evoluce - hleda topologii s nejmensi celkovou délkou vSech vétvi, tedy takovou, které odpovida
minimalni pocet evoluc¢nich zmén.

minimum evolution — podobny princip jako NJ, vychazi ze sekvenacnich dat

maximum parsimony - nejvice pravdépodobny strom je ten, ktery vyZzaduje nejmensi pocet evolu¢nich zmén k vysvétleni pozorovanych dat
maximum likelihood - prohledava vsechny mozné stromy a stanovuje pravdépodobnost, s jakou mohl evoluéni scénar generovat soubory znaka,
odpovidajicich vloZzenym znakdm



Metody konstrukce stromu u
distancnich dat

e UPGMA - nejjednoduzsi metoda konstrukce
fylogenetickych stromu. Jedna se Cisté o
analyzu fenotypu, nebere v potaz napf.
rozdilnou délku evoluce.

* Neighbor-joining pracuje s kritériem minimalni
evoluce - hleda topologii stromu s nejmensi
celkovou délkou vsech vétvi (odpovida
minimalni pocet evolucnich zmeén).




Priklad konstrukce UPGMA dendrogramu

Step 1 — Find the smallest entry in the distance matrix

dfij) A B C D E F
A -

5 .

C 4 4 -

D 4 4 2 -

E 7 7 7 7 -

F 5 5 5 5 6 -

G 8 8 8 8 9 5

Step 2 - Cluster taxa A and B, form a new internal node 1
Calculate the lengths of the new edges diA./)=d(B.1)=1/2 d{A.B)=1

A

Step 3 — Update the distance
G i matrix
diC I =v(diA,C) + diB.C))
=4
c
! etc...
n
E
Literatura:

2.
3.

V matici distanci najde dvojici s
nejmensi distanci a shlukne ji
dohromady.

V nasem pripadé je to AB
Vypocitd vzdalenost této
spolecné skupiny od ostatnich.

Pocita to jako aritmeticky priimér ze vzdalenosti vsech
dvojic jednoduchych OTU (druht), kde jeden ¢len dvojice
pochazi z jedné porovnavané OTU () a druhy z druhé OTU
(v nasem pripadé pouze A)

4. 7 vypoctenych genetickych
vzdalenosti vytvori novou (mensi)
matici......

OTU = operational taxonomic unit

operacné taxonomicka jednotka - druh nebo
skupina druh(l vytvarejici jednu vétev na
fenogramu ¢i kladogramu.

- Felsenstein J. (2004): Inferring phylogenies, Sinauer associates Inc, USA, 664 pp.
- http://www.docstoc.com/docs/83830686/Distance-Based-Methods-in-Phylogenetic-Tree-Building



Priklad konstrukce UPGMA dendrogramu

Step 1 — Find the smallest entry in the distance matrix

dfig) IA+Rl C ]

FiA+B)

7
5

.
=

7
5
&

&

E

6
9

F

b

Step 2 - Cluster taxa € and P, form a new internal node I/
Calculate the lengths of the new edges d/C.IT\=d(D.IT=1/2 diC,D})=1

Literatura:

Step 3 — Update the distance matrix
d{ LIN=12(d{1C)+ i 1D))
=4
d(ET) = Yo(d(E,C) + d{E.D))
=7
etc...

4. 7 vypoctenych genetickych
vzdalenosti vytvori novou (mensi)
matici.

5. Opakujeme predchozi kroky —

- Nalezneme dvojici s nejmensi distanci a
vytvorime dalsi skupinu

- Provedeme vypocet vzdalenosti této dvojice
od ostatnich.....

- Regime dalsi nové vzniklé matice, nei jsou
vSechny vzorky usporadany v dendrogramu.

- Felsenstein J. (2004): Inferring phylogenies, Sinauer associates Inc, USA, 664 pp.
- http://www.docstoc.com/docs/83830686/Distance-Based-Methods-in-Phylogenetic-Tree-Building



Priklad konstrukce UPGMA dendrogramu

4. 7 vypoctenych genetickych
vzdalenosti vytvori novou (mensi)
And so on... matici.

5. Opakujeme predchozi kroky —
A BC D A B C o

- Nalezneme dvojici s nejmensi distanci a
% oD —s vytvorime dalsi skupinu
”’ - Provedeme vypocet vzdalenosti této dvojice

od ostatnich.....
- ReSime dalsi nové vzniklé matice, nez jsou
vSechny vzorky usporadany v dendrogramu.

...until we have a rooted tree.

Literatura:
- Felsenstein J. (2004): Inferring phylogenies, Sinauer associates Inc, USA, 664 pp.
- http://www.docstoc.com/docs/83830686/Distance-Based-Methods-in-Phylogenetic-Tree-Building



Program Freelree

http://web.natur.cuni.cz/flegr/programs/freetree.htm

. — o
Help
| Distancesimiaiy maix | Aeference tee | Tiezs |
Sil | siz | si3 | sid
AFLP-Adenophora
s 1 1 1 1
izAz 1 1 i 1
A3 1 1 i 1
AT 1 1 1 1
B 1 1 1 1
16718 1 1 1 1
a7 1 1 1 1
1818 1 1 1 1
19713 1 1 1 1
20720 1 1 1 1
21721 1 1 1 1
22722 1 1 1 1
23723 1 1 1 1
B 1 1 i 1
e i 5 : 1 oo 0119 testoesci tet bt
A 1 i T 1 | 1= |
B 1 1 1 1
EE] 1 1 1 1 ot
29723 1 1 1 1
e 1 1 1 1 [ s s [sae [siz [see [sas [sain [Pust | O e e T e
51751 1 1 1 1 100000 1.00000 1.00000 100000 1.00000 1.00000 100000 1.00000 100000 OE1538 061538 061538 061538 061538 061538 061533 061538
522 1 1 1 1 103000 100000 100000 1.03000 100300 100000 100000 100000 051539 0SISH 0158 OFISH 0S1SH 0I5 05153 0150
2 L N o biowo ot e 1o a6 | 00 e v arm 0eres obem obee acte o IR
Sarst i E : o Tooonn 1 000 100000 1,000 1.00000 | 100000 100000 10000 0153 0EE3A DFISE 0153 QSIS DFISES 0£1538 0£153
—— H E : ] 100000 100000 10000 10000 100000 160000 100000 100000 OETS3R DTN DTS OE1S3 0EEN 0TS 0615 0gisi g
= : : 5 ; 00000 10000 1.00000 10000 100000 100000 10000 100000 Q1% 06193 ORI 0I5B 0EIEW 0615 06158
1.00000 1.00000 1,00000 1.00000 1.00000 1700000 1,00000 100000 01538 0F158 0E153 061538 061508 061
Ha 1 1 i 1 100000 100000 100000 100000 1,00000 1,00000 100000 1,00000 06153 DE1SE 05153 051510 06158 051538
FATR L 1 L k] 100000 1.00000 100000 100000 100000 100000 100000 1.00000 0F1538 DFI5E 0E1533 0£1538 DEI53 0E1538
100000 1.00000 1.00030 | 10000 100000 100000 100000 100000 stsm e 0R1EE 06 os15 agiEm » . . P . b
QEIEH 05158 06158 QI 0AEH 06153 0RISE 15158 0615 10000 7.00000 1 00000 | 100000 f:. = =
0515 051510 0E1SH DEISH OFISIH DS1S36 DEISH QEISN 05150 D515 100000 1,000 100000 | 1,00000 1.00000 100000 | 100000 Dot gt | Trees | |
0515 08163 06153 06153 OFIEI D516 0615 OETSI 051636 0615 10000 100000 7.00000 100000 1.03000 1,000 1.00000 Teut ropreseriaiion of the eferercl
05159 05150 0EISE 0EISH QFISH U515 O6ISE QA1 05150 0515 | LO00D 100000 1000 1000 1,000 1.00000 | 100000 IWl[Cia EMich BLvich 11C LiCn
05159 1S DE1SB DEISH OEISB DS DEISE OSSN 0SS0 DSISH 100000 100000 10000 100000 1,000 1,000 100000
05158 015 0S8 0F1SEH 0FISA SIS 0515E QFISHE 051G DFISH 100000 10000 10010 100000 100000 100000 1 cooon -
0515 081510 0615 06153 QTSI 01506 OIS QE1SN 0S1S0 051538 100000 100000 1000 100000 10CCOD 10000 o0
0519 05150 051EH 0FIH 0FISH 0SS DEISH 0EITR 0550 05198 1 | 00000 10000 1. 0000
0515 081530 0E1S6 DEISE OFISI DSISIE DFISH QEISI 05153 D515 1C000D 10000 100000 100000 100COD 100000 100000 |10G000
0515 016 0E1SE 06153 OF1EN DTG 0153 QE1SN 05168 0§15 100003 1000 100M0 100000 100CUD 100 100000 10000
002000 042420 042020 QA QA DA DA OADRS DA QAN QAT DAMZA AN QAN QA DA 0ANH 0
030505 020806 0355 0305% 026586 0906 0056 036605 0636 03056 0SW 0306 0I5 03059 0B 06 0305% 03666




Software pro vizualizaci a zakladni grafickou editaci fylogenet. stromu

program TreeView
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

Page, R. D. M. 1996. TREEVIEW: An application to display
phylogenetic trees on personal computers. Computer
Applications in the Biosciences 12: 357-358.

Taxonomy and Systematics at Glasgow

program FigTree

' TreeView
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
Tree drawing software for Apple Macintosh and Windows
&* {(and now Linux and Unix) ——
% FigTree v1.1

L b e o 3 il

o
-
~
~
»
»
L4
»
»
»



http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

Bootstraping

Ovérovani spravnosti topologie vysledného stromu

- Z datové matice je vypustén urcity znak/marker a jeho misto v matici je nahrazeno
jinym markerem.

- Provede se konstrukce nového stromu a srovnava se topologie nové vzniklého
stromu s plvodnim.

- Postup se opakuje 100-1000x.

- Cim ¢astéji dostavame stejnou topologii, tim vy$3i je vysledna statisticka podpora.

- Statisticky prtikazné hodnoty se zobrazuji na uzlech vétveni.

In traditional parameter estimation, we attach a confidence interval to indicate the uncertainty involved in the point estimate of the parameter. This has not been
possible in molecular phylogenetics, as concepts such as the variance and confidence interval are not meaningful when applied to trees. For distance, parsimony
and likelihood methods, the most commenly used procedure to assess the confidence in a tree topology estimate is the bootstrap analysma. In this approach, the
sites in the sequence alignment are resampled with replacement as many times as the sequence length, generating a bootstrap pseudo-sample that is of the same
size as the original data set. Typically, 100 or 1,000 bootstrap samples are generated in this way, and each one is analysed in the same way as the original
sequence alignment. An example that uses the maximum likelihood method is illustrated in the figure. The inferred trees from those bootstrap samples are then

tabulated to calculate the bootstrap support values. For every clade in the estimated tree, its bootstrap support value is simply the proportion of bootstrap trees that
24,65,123

include that clade . The commonly used but less satisfactory approach is to use the bootstrap trees to generate a majority-rule consensus tree, which

shows a clade if — and only if — it occurs in more than half of the bootstrap trees.

Sequence alignment Maximum likelihood tree inferred from original data
T -

| Human NENLFASFIA PTVLGLPAAV ... Human Chimpanzee

| Chimpanzee NENLFASFAR PTILGLPARV ...

| Bonobo NENLFASFAA PTILGLPAAV ... .

| Gorilla NENLFASFIA PTILGLPAAV ... mp Oorilla

|
| Bornean orangutan 'PFTT PTVLGLPAAI ...
| Sumatran erangutan 'PFIT PTVLGLFAAV ...

iGibbun SFAT PTILGLPRAV ...

‘/4\ Gibbon

|

Bootstrap Bootstrap | | Bootstrap - ;

dats sat1 lata satD G dataset 1,000 Use maximum likelihood trees
d from the bootstrap data sets to

} { l ; place support values on the

Bornean arangutan

Sumatran erangutan

NI Ma»;imum — VBT ariginal maximum likelihood tree
likelihcod likelihood likelihood
tree 1 tree 2 tree 1,000

Nature Reviews Genetics 13, 303-314 (May 2012)
Nature Revie@ 01¢3:0::1038/nrg3186



Co nam reknou stromecky:
Diverzita, divergence vs. populacni historie

. geneticka diverzita
Divergence~

strukturovanost

Vysoka

(pritomnost privatnich,
privatnich fixovanych
markerti)

vysoka nizka

- malé, izolované populace, prezivajici
dlouhodobé v refugialnich stanovistich

- prakticky absence gene-flow

- absence sex. rozmnoZovani

Nizka ~
- Malo variabilni populace, rozdily
pravdépodobné souvisi s sub-recentnim

rozsifenim na nové stanovisté, postupné se

Mezi populacemi dochdzi k vyméné x4 o q oy |
alel: vysoky genovy tok, imigrace zacina odlisovat od materske pggﬁjgclgoléf

- omezeny genovy tok mezi populacemi, které jsou jinak
relativné variabilni




Neighbour-net

http://www.splitstree.org/ SpIitsTree4 p-¢

e Zhlukovaci metoda zalozena na N-J algoritmu

* Konstrukce nezakorenénych fylogenetickych siti 0\1’7)
Nékdy prinasi detailnéjsi a prehlednéjsi informaci o vztazich mezi populacemi
— napf. interspecificka hybridizace = mezidruhové kfizeni

Figure 2. Neighbor-Network cluster analysis of the three wild Lactuca species based on EST-SSR and AFLP data (Dice coefficient of similarity,
1000 bootstraps)

L. saligna

@ L. serriola 365

O L. serriola 377
- [ ]

@ L. saligna 369 e

: O L. saligna 379

—
380-11m @ - O L. aculeata 380
M L. aculeata 367

Kitner et al. (submitted) — Gen. Res. Crop Evol. Jemelkova et al. (submitted) — Bioch Syst Ecol



Principal coordinate(s) analysis — PCoA

pro analyzu bindrnich znakd

pocet znakd muize byt vétsi nez pocet objektU
— tj. typicky pro RAPD, AFLP data...
nehierarchicka vizualizace struktury dat

vypocet matice vzdalenosti mezi objekty (Jaccard)

ordina¢ni diagram — prevedeni objektt do nového prostoru na
zakladé vzdalenosti mezi nimi a maximalizace vysvétlené
variability

— software — NTSys, FAMD, PAST, R, CANOCO, SYNTAX, ...

@ Archaea (70)
@ Bacteria (601)
@ Fungi (93)
@ Plants (24

i = @ Protista (29)
T T @ Metazoa (86)

journal.frontiersin.org



http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fgene.2013.00016/full

Bayesovské clusterovani

hledani takového rozdéleni individui do K clusteru, které je
nejvice pravdépodobné (resp. ma maximalni zaporny
logaritmus marginalni pravdépodobnosti)

vysledkem je zjisténi optimalniho poctu clusterd, tj. ,,realnych
populaci“ a rozrazeni vsech individui

MUze probihat ve dvou mddech:

mixture — kazdy jedinec do pravée jednoho clusteru/populace

admixture — pravdépodobnostni rozfazeni jedince do vice
clusteri/populaci = tj. pripoustime, Ze se jedinec svym genotypovym
profilem muze z ¢asti podobat jedinclim z rznych skupin

B s |1 4.

» Software: BAPS 6, STRUCTURE, Geneland

Fér & Kolar



BAPS 6

<
7 . = -1/ _Zalona Fraconing WAV oKumen = Fracovnih ...\
4\ DA2013-09-17_zéloha Praconiho PC\Knihovny\Dokumenty\= P ] D

BAPS 6 . B st stk s or ook b e oS b0 W0

Closing this window will end the execution of the program.
However, it is recommended that you use 'Exit’ on the ’'File’
menu of the main window or use the close-button in the upper
pright—hand corner of the main window to exit the program.

Bayesian Analysis of Population Structure

File  Di Tools  Help

Population mixture anatysis

| Clustering of individuals |

Spatial clustering of individuals ‘

| Clustering of groups of individuals |

Spatial clustering of groups ‘

| Trained clustering |

Clustering with linked loci ‘

Population admixture analysis

Admixture based on mixture clustering |

}Admixture based on pre-defined populations

Data File:
Qutput File:




Vystup z programu BAPS 6

4 D:A\2013-09-17_zdlcha Praconiho PC\Knihovny\Dokumenty\= Praco‘ml'\'programy\EAPS\:BAPSE\b...'. =Nl X

RESULTS OF INDIVIDUAL LEUVEL MIXTURE AMALYSIS:
Data file: baps—input.txt

Model: independent

Mumber of clustered individuals: 75

HWumber of groups in optimal partition: 5
Logtmarginal likelihood> of optimal partition:

Best Partition:
Cluster 12 83; 28, 23, 367 327 3¢ rozdéleni jedinct do skupin
39. 41 . 46, 48, J p
Li, 53, L8, 6A,
63, 64, 65, 66, 67, 68, 69>
£22,. 23, 24, 25, M, 1, 2. ?3. 7?4, 5
£26,. 27>
£1, 2, 3. 4. 53
{6, V. B>

in log{marginal likelihood?> if indvidual i is moved to group j:
1 2 3 4

-121.2 -1i1.1 -117.5 ]
-27.5 -184.4 -118.8 -a
-3i.2 -32.4 -73.8 -8

-115.9 -89.9 -18%.8 -a

-128.9 -114.8 -8

-428.7 —251.1

—431.3 -251.5

—486.9 - -219.5

[y o [T ]

-1688.6 -76.9
-133.2 —88.5
-28.4 -181.4

zména likelihood modelu,
pokud pfesuneme jedince i
do skupiny j

EE@® b

KL—divergence matrix in PHYLIP format:
5

e lustor 1 5.008 0.348 0.741 B.487 1.483 matice nepodobnosti mezi skupinami
2 B9.348 ©.888 BA.321 B.439? B8.717

B.741 ©.321 B.888 ©B.535% ©.434

4 B.487 @A.439 B6.535 0.080 B8.949
i .- ‘ . II |

of zizes of 18 best visited partitions and corresponding log{ml} wvalues
—4387.887%
—4389 5355
—-4398_7572
—-4392.9559
—4484 . 6186
—4486 854
—4415_8574
—4416.491
—4423 4995
—4424 _7482

Probabilities for number of clusters
B._95482
B.845177




Structure

Structure

— uzivatelsky rozdil oproti BAPS
— Structure opakované testuje rozdéleni analyzovaného souboru vzorkl do
jednotlivych skupin ..... Zpravidla 10x pro kazdé K od K=1 aZ K=n (1-10)

- Podle nastavenych parametrl a objemu zpracovavanych dat program bézi nékolik

dnu-tydn(

e [E=E=)

File Project ParameterSet Plotting View Help |
Y EVE IO
T Rests T smmayetfecmonen . = o m=

# 100-1ml_un_100 ¢ File

- 100-1mil_run_10 (k=1)

* 100-Iml_run_11 (K=2) Summary of Simulations

® 100-1mil_run_12 (K=2)

- @ 100-tmil_run_13 (k=2) Parameter Set Run Name K nP(D) VaflnP(0)] ot

# 100-1mil_run_14 (K=2)

# 100-1mil_run_i5 (K=2) 100-1mil 100-1mi_run_S5 6 [15137.0 [1786.1 10,0338 -

-~ 100-1mil_run_16 (k=2) | 100-1mil [100-imil_run_54 6 |-18639.5 88225 j0.0351

* 100-Iml_run_17 (K=2) 100-1mi 100-1mi_run_53 6 [istss 1739 l0.0355

# 100-1mil_run_i8 (K=2) 100-1mil 100-Imi_run_52 6 152795 1571.7 l0.0320

- 100-1mil_run_19 (k=2) = || [100-1mi [100-imi_run_S1 6 |-152615 1547.2 0.0317

# 100-1mil_run_i (K=1) 100-1mi 100-1mi_run 89 7 |smss

# 100-1mil_run_20 (K=2) 100-1mil 100-1mi_run_98 7 [15302.0

# 100-1mil_run_21 (k=3) [ 100-1mil [100-1mil_run_s7 7 j0.0294

# 100-Imil_run_22 (K=3) 100-1mi 100-1mi_run_66 7 l0.0286

# 100-tmil_un_23 (K=3) 100-1mi 100-1mi_run_65 7 [0.0308

# 100-1mil_run_24 (k=3) [ 100-1mil [100-1mil_run_6+ 7 |1s319.9 [1640.2 j0.0294

® 100-1mil_run_25 (K=3) 100-1mil 100-1mi_run_63 7 |-15283.6 15458 l0.0291

# 100-1mil_run_26 (K=3) }W‘ﬁ—muun,& 7 [15165.1 1822.5 0.0310

# 100-1mil_run_27 (k=3) [ 100-1mil [100-1mi_run_s1 7 [|1sa8s 1633.1 l0.0286

# 100-1mi_run_28 (K=3) 100-1mil [100-1mi_run_100 7 |-1s28s.0 1585.9 l0.0292

# 100-1mi_run_23 (K=3) 100-1mil 100-Imi_run_79 B 152078 1907.0 0.0288

® 100-1mi_run_2( [100-1mi[100-1mi_yun 78 8 1301 [1620.5 l0.0276

# 100-1mi_run_30 (K=3) 100-1mil [100-1mi_run_77 8 |-15267.2 1548.8 10.0276

# 100-1mil_run_31 (K=4) 100-1mil 100-Imi_run_76 B [15290.4 1586.6 j0.0275

# 100-Imi_run_32 (K=4) [100-1mi[100-1mi_yun 75 8 |isms16  [1707.0 l0.0275

# 100-1mi_run_33 (K=4) 100-1mil [100-1mi_run_74 8 153293 1663.6 10.0276

& 100-1mil_run_34 (K=4) }W‘ﬁ—muuus B [15337.0 1673.4 [0.0275

# 100-Imi_run_35 (K=4) [100-tmi[100-1mi_yun 63 8 |ist725  [1832.0 l0.0283

# 100-1mi_run_36 (K=4) 100-1mil [100-1mi_run_68 8 |-15297.0 1593.2 l0.0272

# 100-1mi_run_37 (K=4) 100-1mil 100-1mi_run_67 B |-15316.4 1626.1 0.0278 =

# 100-Imi_run_38 (K=4) [100-1mi[100-1mi_yun 53 s |2zmws  [1ess21 l0.0272

# 100-1mi_run_33 (K=4) 100-1mil [100-1mi_run_92 9 |15177.2 1841.9 10.0276

& 100-1mi_run_3(K=1) }W‘m—lmdgunjl 5§ [15270.9 1543.7 [0.0266

® 100-1mi_run_40 (: [100-1mi[100-1mi_run 83 s |ismss  [1763.8 l0.0265

# 100-1mi_run_1 (K=5) 100-1mil [100-1mi_run_82 9 |-1s168.0 1819.9 10.0277

~ @ 100-1mil_run_#2 (K=5 ) 100-1mil 100-1mi_run_81 @ [-15351.1 1682.7 0.0266

# 100-Imi_run_43 (k=5 [100-1mi[100-1mi_run 80 s 153180 [1635.0 l0.0266

# 100-1mi_run_4 (K=5) 100-1mil [100-1mi_run_72 9 |-15280.4 1572.7 10.0266

~@ 100-1mil_run_#5 (K=5 ) 100-1mil 100-1mi_run_71 B [15341.5 1670.3 0.0268

# 100-Imi_run_46 (K=5) ~ || [zo0-1mi 100-1mi_run_70 s |isies7 _ |i618.0 jo.0z75 2




Structure -> StructureHarvester

Rate of change of the likelihood distribution (mean) Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

StructureHarvester

— provede vyhodnoceni rozptylu vysledkd béhl programu Structure pro jednotliva K

— grafické vystupy nam pomohou pfi rozhodnuti pro jaké K se rozhodneme pfri
interpretaci vysledkd

— je bézné, Ze se neuvede vysledek pouze pro nejoptimalnéjsi K doporucené Structure,
pokud je k tomu racionalni zddvodnéni (napr. znalosti o biologii studovaného druhu)

- Dllezity je i vygenerovany ,clummp” soubor pro dané K, ktery se pouziva pro
sestrojeni finalniho grafického vystupu .... DalSi sotfware Distruct




Structure

Mean of est. Ln prob of data

L(K) (mean +- SD)

K=2

~
1
o

-> StructureHarvester

L(K)

Rate of change of the likelihoad distribution (mean)

©

Delta k

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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