Vyuziti molekularnich markeru
v systematice a populacni biologii
rostlin

7. Mikrosatelity




Co jsou mikrosatelity ?

simple sequence repeats (SSRs)
short tandem repeats (STRs)

tandemoveé repetice, kratsi nez 6 bp, zpravidla 2, 3
nebo 4 bp

~GTTCTGTCATATATATATATAT----CGTACTT..
~GTTCTGTCATATATATATATATATATCGTACTT..

alely jsou dany riznym poctem opakovani
PCR — délkovy polymorfismus



Typy mikrosatelitu

e jednoduché (simple)
..CACACACACACACACACACACA..

e slozené (compound)
..CACACACACATGTGTGTGTGTG...

e prerusovaneé (interrupted)
..CACACATTCACACATTCACA..



Repetitivni sekvence

e dinukleotidy
* nejbéznéjsi u rostlin AT opakovani
e cca kazdych 30-50 kb
e pocet jednotek je do 30

e trinukleotidy

e vyskytuji se i vexonech

® neporusuji cteci ramec

e GTG — subtelomericka lokalizace na chromozomu
e tetranukleotidy

e témér vyhradné GATA/GACA

e vyskyt pobliz centromer

e Casto slozené nebo prerusovaneé



Charakteristiky mikrosatelitu

single locus — vysoce specifickeé
casty vyskyt v genomu

rozmistény po celém genomu
vysoky polymorfismus — mnoho alel
kodominantni dédicnost

ALE — musime znat primery (tj. sekvence flanking
regions — okolnich useku)

...GTTCTGTCfATATATATATATATATATQGTACTTA...




Rozmisténi v genomu

vyskyt v celém genomu (ALE — odrazi variabilitu pouze
studovanych lokusu, tj. omezeného mnozstvi)

spise v nekodujicich oblastech

jaderné mikrosatelity
e druhové specifickeé
chloroplastové mikrosatelity
e témeér vyhradné opakovani jediné baze — napf. (T),,

e okoli (flanking regions) — méné variabilni — moznost designu
konsenzudlnich primerd



Zjisteni polymorfismu

celkova DNA

GTT@TG\TCATATATATATATCGTACTT

PCR — specificky par primeru
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Mikrosatelitové primery

specifické pro dany lokus — pouze jednou v genomu
specifické pro konkrétni druh

pro studovany druh existuji (publikované)
(napr. v Molecular Ecology Resources, drive ME Notes)
(viz také databaze na http://tomato.bio.trinity.edu)

reserse — http://botany.natur.cuni.cz/dna (Primery/Mikrosatelitové primery)
prohledani genové banky — pro modelové organismy

otestovat z pribuznych organismu (téhoz rodu), tzv. cross-
amplifikace — vétsinou bud nefunguje nebo problém s nulovymi
alelami

nutno si vytvorit (izolovat)
e klasické klonovani
e pyrosekvenovani (shotgun sequencing) + hledani reads s mikrosatelity



|zolace primeru

celkovd DNA
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lzolace primeru — pyrosekvenovani

DNA extraction

Genomic DNA (5pug)

Shotgun sequencing using Roche 454 technology
(1M16th of a plate)
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17,215 read |
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Bioinformatic detection of reads containing microsatellite repeated . : :
motifs microsatellite motifs

231 reads containing: ]
73 dinucleotides [ —
107 trinucleotides ]
51 tetranucleotides C—m
C ]
—a I — | I—

Selection of repeated motifs enabling the design of primers
(i. e., enough space on each side of the repeated motif)

24 reads containing: ]
17 dinucleotides
5 trinucleotides )

2 tetranuclectides
]

Primer design and test for polymorphism in 8 individuals

13 polymorphic microsatellite markers (2 to 4 alleles)
8 dinucleotides
4 trinucleotides

1 tetranucleotide Abdelkrim et al. 2009




Interpretace gelu

o stutter bands” — pridavné prouzky okolo
spravné dlouhého (nejintenzivnéjsiho)
— in vitro DNA slippage

o terminal transferase activity” —tendence
Tag polymerazy pridavat A na 3°-konec
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Interpretace gelu II.

stutter bands stutter bands a -A produkty
- produkty o 2, 4, 6 atd. bp kratsi - sttuter bands o 2, 4, 6 atd. bp kratsi
- nejvyssi peak nejdelsi — skutecna alela - ke kazdému prouzku i -A produkt

/~ oznacCuji skutecné alely
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Jak hodnotit tetraploidy

jako dominantni data — pritomnost/nepritomnost alel

kodominantné (vidime alely, ale jaky je genotyp?)

e tfialely —jedna z nich je dvakrat, ale ktera? (tj. hodnotime
jako 3 alely + chybéjici)

e dvé alely — kazda dvakrat nebo jedna trikrat? (tj. hodnotime
jako 2 + 2 chybéjici)

e problém — velké mnozstvi chybégjicich dat
e alternativa — pocet alel uréen z vysky/plochy peaku (?)
autopolyploidi/allopolyploidi

software umoznujici analyzu ruznych ploidnich Urovni —
SPAGeDi, TETRASAT, POLYSAT (R), BAPS, STRUCTURE...
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Vznik polymorfismu

e DNA ,slippage”
o ,sklouznuti“ DNA polymerazy pfri replikaci

e prodlouzeni nebo zkraceni o jednotku

e _unequal crossing over”

e rozsahlejSi zmeéeny

e mutacni rychlost je vysokd — 103 - 10~



Mutace mikrosatelitu

o podstaté mutaci mikrosatelitu se vi malo

rychlost se odhaduje na 103 - 10~
e |iSiseu 2,3 a4 bp opakovani

e podle typu mikrosatelitu

® ruzna u ruznych druhu ...

mutacni rychlost — balance mezi vznikem
mutaci a jejich opravou

nejcasteji — ztrata nebo ziskani jedné
jednotky



Homologie alel

identical in state (lIS)

6 ATATATATATAT / \

) ATATATATAT .— 5 ATATATATAT.

identical by descent (1BD)
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Mutacni modely

e infinite alleles model (IAM) — Kimura & Crow 1964

e mutace vytvari novou alelu danou rychlosti u
e nepovoluje homoplasie
e identicke alely jsou IBD

e stepwise mutation model (SMM) — Kimura & Ohta 1978
e nova alela vznika pridanim nebo ztratou jedné jednotky
e stejnd pravdépodobnost ztraty i pridani (u/2)
e generuje homoplasie (alely nejsou IBD, pouze IIS)
e alely o podobné délce jsou vice pribuzné

e two-phase model (TPM) — DiRienzo et al. 1994

e modifikace o 1 jednotku s pravdépodobnosti p
e modifikace o vice nez 1 jednotku s pravdépodobnosti 1-p



Nulove alely

ztrata PCR produktu mutaci v priming site

tj. podhodnoceni heterozygotu — nékteri se jevi
jako homozygoti

identifikace pouze studiem potomkU — alela neni
zdédéna

frekvence se zvysuje pouzitim heterolognich
primeru (z pribuznych druht)

frekvenci mozno odhadnout na zaklade odchylky
od H-W rovnovahy (napr. program Cervus)



Vyhodnocovani dat

e kodominantni marker — alelické vyhodnoceni (jako allozymy)
e heterozygosita (pozorovand, ocekavana)
e F-statistika (Fs, Fis)...
e vzdalenosti (mezi populacemi, jedinci)
e proporce sdilenych alel (D
e Nei’s chord distance (D,)
e Nei's standard distance (D)
e specifické koeficienty pro mikrosatelity

e R ;—analog Fe; (Slatkin 1995)
e obsahuje logiku SMM (stepwise mutation model — zaloZen na varianci v délce alel)
e odhady - p<; (Rousset 1996)
e vzdalenosti
e delta mu-(dm)?, D, (Goldstein et al. 1995)
» D, — stepwise weighted genetic distance

ps)

e software
e MICROSAT (Minch 1996)
e MSA — Microsatellite Analyser (Dieringer & Schlotterer 2003)
e RSTcalc (Goodman 1997)



Vyuziti mikrosatelitu

analyza rodiCovstvi (parentage analysis)
e urceni rodict semen (semenacku) v populacich
e outcrossing rate
identifikace klont
populacné-genetické studie
e inbreeding, odchylky od H-W rovnovahy
e genovy tok, migrace
e historie populaci, efektivni velikost populaci ...
systematika
e problematické vyuziti— homologie alel?
e pouze do Urovné blizce pribuznych druht
e nutno pouzit mnoho lokusu
e spiSe cpDNA SSRs — diky vlastnostem cpDNA...
hybridizace

e odliSeni F1 hybrid( a zpétnych hybridu (dynamika hybridizace,
introgrese)



Analyza rodicovstvi (parentage analysis)

primé urceni vzdalenosti a cetnosti Sireni
e semen —vzdalenost mezi semenem a rodicem
e pylu —vzdalenost mezi rodicovskymi pary
uspéch jednotlivych genotypu v populaci
e podil ,jedinct-otcu” na opyleni
outcrossing rate
e % semen vzniklych allogamicky
predpoklady
e genotypy vSech potencialnich rodicu (rel. nizky pocet)
e variabilni marker — mikrosatelity, AFLP



Metody parentage analysis

e vyluCovaci metodou — exclusion analysis

e nekompatibilita mezi genotypy rodicu a
predpokladaného potomka > zamitnuti hypotézy

e tj. zamitnuti vSech az na jednoho, resp. dva
e problémy — chyby ve skérovani gelu, nulové alely,
mutace
e categorical allocation
e vypocet LOD score (logarithm of the likelihood ratio)
e rodice maji nejvyssi LOD score
e vwvhoda — méneé citlivé k chybam a mutacim

e software — napr. CERVUS (Marshall et al. 1998)



ldentifikace klonu

e klon = stejny multilokusovy genotyp (tj. stejné alely ve vSech lokusech)

R,

1o

Phragmites australis v povodi Labe (Fér & Hroudova 2009)



ldentifikace klonu

e pozor na rozliSovaci schopnost markeru
e sila markeru (marker power)
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e MLG (multilocus genotype)

— pokud nalezen vice nez jedenkrat — spocitat tzv. P, tj.
pravdépodobnost, ze tento MLG mohl vzniknout nahodou pf¥i jiné
generativni udalosti — software GenClone, MLGSIM

Arnaud-Haond et al. (2005): Assessing genetic diversity in clonal organisms: Low diversity or low resolution? Combining power and

cost efficiency in selecting markers. Journal of Heredity 96:434-440
Arnaud-Haond et al. (2007): Standardizing methods to address clonality in population studies. Molecular Ecology 16: 5115-5139



Genovy tok — neprimeé urceni

Ro (23, v)

Table 2 Estimates of the total (A, ) and average within-population
(Apop) number of alleles, total (Hy) and within-population (Hg)

Go (29, y) gene diversity, and population differentiation as F4; at ten nuclear

Ma (31, w) Mo (43, py) and four chloroplast microsatellite loci in Brassica cretica
To (29, mr]h_\w__ Z
\L =5 Locus A A H, H, Fo.
100 km ,mv] Mk (24, py)
Nuclear
@ A Ol10-F11 2 1.3 0.169 0.074 0.601
- Ni4-B10 7 3.0 0.802 0.400 0.549
O9-A06 1 1.0 0.000 0.000 —*
E D - Nal2-A07 4 2.1 0.519 0.369 0.320
o— c sORA26 2 14 0.156 0.121 0.237
BN12A 6 2.1 0.721 0.271 0.634
‘ Na1l0-F06 5 1.7 0.647 0.160 0.766
Ol12-F02 20 4.0 0.851 0.436 0.556
Os ngalll 5 1.7 0.752 0.176 0.763
MB4 2 1.0 0.408 0.000 1.000
Chloroplast
ATCP28673 2 1.0 0.245 0.000 1.000
ATCP70189 1 1.0 0.000 0.000 —*
ccmpé 3 1.0 0.449 0.000 1.000
ccmp10 2 1.0 0.408 0.000 1.000

*Monomorphic locus, F; is not defined.

Edh K. et al. (2007): Nuclear and chloroplast microsatellites reveal extreme population differentiation and
limited gene flow in the Aegean endemic Brassica cretica (Brassicaceae). Mol. Ecol. 16, 4972-4983.
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Urceni fylogeneze

H. flexuasum 7
H. erectifolium
H. euclaston
H. stenostachys
H. roshevitzii
H. marinum $sp. marinum var, gussoneanum (4x)
| H., intercedens
H. pubifiorum ssp. halophilum
| H. parodii
H. patagonicum ssp. selfolium
o H. brachyantherum ssp. brachyantherum (6x)
~ H. depressum
H. procerum
H. chilense
H. brachyantherum ssp. californicum
1 H. tetraploidum
H. guatemalense
H. bogdanii .
=

H. murinum

H. maninum ssp. marinum var. gussoneanum (2x)

E H. secalinum

H. munnum ssp. murinum
ssp. glaticum

L [ Hcapense

H, marinum ssp. marinum
H. muninum ssp. leporinum (4x)
H. murinum ssp. leporinum (Bix)

America / Asia

Europe / Africa

Table 3 Haplotypes detected in the genus Hordeum using seven cpS55Rs

Hordeum
cpDNA mikrosatelity

. H. cordobense Locus
Ij__,l H. muticurm
L .- H. arizonicum i e I . I I I .
——— K. pusilum Haplotype hveppsbK hveppsbA hveprpoA hveprps12 hveptenS1 hveptenS2 hveptrnlF
e H. brachyantherum ssp. brachyantherum (4 o7 .. v 121 146 122 128 128 115 101
A (1 individual) H. bogdamii 121 14 122 148 135 102 %
G 3 . Dogaani £ 10 5
H (.,Z.;gam ssp. vulgare landraces (69) H. bra ssp. bra 4x 122 146 122 148 128 12 101
H. vulgare ssp. vulgare cultivars (101) H. bra ssp. bra 6x 121 146 116 148 128 116 99
— 1 C(25) H. bra ssp. cal 2x 121 146 122 148 128 114 9
' H. vuigare ssp. vulgare landraces (56) H. capense 121 140 118 148 135 113 101
-— E(2) H. chilenset 121 146 122 152 128 114 %
M L H() H. vulgare cluster g cordobense 121 146 126 148 128 114 103
i F1) H. depressum 121 146 122 148 128 116 %
B(7) H. erectifolinm$ 121 146 122 148 128 114 100
D ('5) H. guatemalense 121 146 122 148 128 113 a0
K {1} H. infercedens 121 145 122 148 128 116 101
J(1) H. mar ssp. mar 121 146 118 148 128 113 101
1{4) B H. mar var. gus 2x 121 146 118 148 128 112 102
H. mar var. gus 4x 120 146 122 145 128 1o 97
H. mur ssp. mur 120 140 118 148 128 112 1
. H.mur ssp. gla 121 146 118 148 128 115 101
Provan J. et al. (1999): Polymorphic chloroplast L mur ssp. ep 4x§ 121 140 118 145 128 14 101
H. parodii 121 146 122 148 128 115 102
1 H H. pat ssp. set 121 146 122 148 128 116 102
simple sequence repeats for systematic and e B e - - 1 ne -
H H . H. pub ssp. hal 121 145 122 148 128 115 102
population studies in the genus Hordeum. H oy
H. roshevitzii 121 146 122 148 128 103 100
Molecular Ecol ogy 8, 505-511. H. secalimimi 121 146 118 188 128 12 101
H. stenostachys 121 140 122 148 128 114 100
H. tetraploidum 121 146 122 148 128 115 a0



Self-(in)compatibility

e procento semen vzniklych autogamicky, tj.
pri parentage analysis byl stejny jedinec
prirazen jako prvnii druhy rodic

® outcrossing rate ®

1.0

Population outcrossing rate,
t,+2 SE

Willi Y. & Maattanen K. (2010): Evolutionary dynamics
of mating system shifts in Arabidopsis lyrata.
Journal of Evolutionary Biology 23: 2123-2131.
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Hybridizace

T. latifolia 176 176] 278 278] 176 190] 269 269 179 179] 93 93] 278 278
T. angustifolia 210 210) 286 286] 196 196) 287 287] 193 193] 101 101} 280 280
T.xglauca 180 210] 278 286] 190 196] 269 287| 179 193] 93 101] 278 280
advanced hybrid | 176 210|278 286| 190 196] 287 287|179 193] 93 101|278 280
A e
Typha angustifolia £ =
A | : = NY MN1 MN2 MN3 MNA MN5 MNB  MN7
Scatterplot (Typha US_PCoA DN 5vt114c) * — =4 . 4
T. angustifolia T. latifolia
B ® =
§ 3
S MD NY cT N W MN8 - MN1 -7 R
T. angustifolia Putative F1 hybrids ) T. latifolia
c 2
s
o species; A8 ;i s
0.2 . 0 gpecies: G = =
o species: AG =
& species; A § o
® species. L &
_0?08 o o " species AL = . » o ,
T. angustifolia F1 and BC/AG hybrids T. latifolia

Snow et al. 2010
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Populacni studie

Kameyama Y. et al. (2001): Patterns and levels of
gene flow in Rhododendron metternichii var.
hondoense revealed by microsatellite analysis.
Molecular Ecology 10:205-216




Systematicka studie

Provan J. et al. (1999): Polymorphic chloroplast
simple sequence repeat primers for systematic
and population studies in the genus Hordeum.
Molecular Ecology 8:505-511

.I " ke e i i : 4
L gt g
= e ¥ ] } B I:'; e - &
| L1 - e W B R g, Exry r
£, T i ::_Jﬁ‘,-;-i--' i '#"f

| i :. i 1:'.:-5, il . :ﬁ .r. gu ,:'3 A.‘ _IF‘ ._: * # :
TR R i L i .;r \_;r A 'Iﬁ el ¥4 i I
| :I h i "I.' j ] jl’l -'l- ..\: |IEL'£ £ i f. A, by [ 81

L b= Ll Y ) RN 7 A e T
i L JE <N Sy O R R CEET o e
1 M ST T




Literatura

Jarne P. & Lagoda P.J.L. (1996): Microsatelites, from molecules to populations and
back. Trends in Ecology & Evolution 11(10):424-429

Goldstein D.B. & Schlotterer Ch. (1999): Microsatellites. Evolution and Applications.
Oxford University Press

Provan J. et al. (2001): Chloroplast microsatellites: new tools for studies in plant
ecology and evolution. Trends in Ecology & Evolution 16(3):142-147

Lulkart G. & England P.R. (1999): Statistical analysis of microsatellite DNA data.
Trends in Ecology & Evolution 14(7):253-256

Balloux F. & Lugon-Moulin N. (2002): The estimation of population differentiation
with microsatellite markers. Molecular Ecology 11:155-165

Robinson J.P. & Harris S.A. (1999): Amplified Fragment Length Polymorphisms and
Microsatellites: A phylogenetic perspective. In: Gillet E.M.[ed.]: Which DNA Marker
for Which Purpose?
http://webdoc.sub.gwdg.de/ebook/y/1999/whichmarker/index.htm

Jones A.G. & Ardren W.R. (2003): Methods of parentage analysis in natural
populations. Molecular Ecology 12:2511-2523

Selkoe K.A. & Toonen R.J. (2006): Microsatellites for ecologists: a practical guide to
using and evaluating microsatellite markers. Ecology Letters 9: 615-629.

Guichoux E. et al. (2011): Current trends in microsatellite genotyping. Molecular
Ecology Resources 11: 591-611.



	Využití molekulárních markerů v systematice a populační biologii rostlin
	Co jsou mikrosatelity ?
	Typy mikrosatelitů
	Repetitivní sekvence
	Charakteristiky mikrosatelitů
	Rozmístění v genomu
	Zjištění polymorfismu
	Mikrosatelitové primery
	Izolace primerů
	Izolace primerů – pyrosekvenování
	Interpretace gelů
	Interpretace gelů II.
	Automatická analýza (GeneMarker)
	Jak hodnotit tetraploidy
	Tetraploidní data (Betula)
	Vznik polymorfismu
	Mutace mikrosatelitů
	Homologie alel
	Mutační modely
	Nulové alely
	Vyhodnocování dat
	Využití mikrosatelitů
	Analýza rodičovství (parentage analysis)
	Metody parentage analysis
	Identifikace klonů
	Identifikace klonů
	Genový tok – nepřímé určení
	Cynara cardunculus – 5 lokusů
	Určení fylogeneze
	Self-(in)compatibility
	Hybridizace
	Populační studie
	Systematická studie
	Literatura

