Mus musculus

ATGCCGATTACCACACAGCTAATGCC
GATTACCACACAGCTAATGCCGATTA
CCACACAGCTAATGCCGATTACCACA
CAGCTACTGATGGAAAGTCCTGCATC

J. Bryja — MU, P. Munclinger - UK




Uméle vytvoreny obor vymezeny technickym pristupem.
Na ekologickeé problémy hleda odpoveéd pomoci
molekularnich metod.

(Zoologové a botanici nakoupili cyklery a sekvendtory, snazili se je vyuZit i k
necemu jinému nez je taxonomie => vznikla molekuldrni ekologie)

Pracuje na ruznych urovnich variability DNA (genom,
jedinec, populace, skupina populaci)

Je to viastné aplikovand populacni genetika




Proc?

Problém: Molekularni metody:

zoologie, taxonomie analyza DNA
ckologie, evoluce

Kklasickeé molekularné i i
£ metody -geneticka ‘
P(D morfologicka, data
S0
=S

ckologicka,
\? bionomicka

data \

Novy rozmér poznani




Research areas of interest to Molecular
Ecology include:

+ population structure and
phylogeography
u + reproductive strategies ést k oplozeni
» relatedness and kin selection
» sex allocation
o1 + population genetic theory cu skryté ZijiCiCh
+ analytical methods development
+ conservation genetics
+ speciation genetics
» microbial biodiversity
» evolutionary dynamics of QTLs
» ecological interactions
L] X + molecular adaptation and echnyjedince
environmental genomics
» impact of genetically modified
organisms




MOLECULAR
ECOLOGY

LA

m Je prekvapiveé kompaktni
m Je popularni - Molecular Ecology (od 1992) — dnes 24 Cisel
Za rok

m [SI Journal Citation Reports® Ranking - 2006: 6/114 1n
Ecology; 5/34 in Evolutionary Biology; 55/262 1n
Biochemistry & Molecular Biology; Impact Factor: 4.825

m Vysly1jeji uCebnice
m Na feSeni velmi odlisSnych problému pouziva obdobne
metody

ﬁm@?
aﬁ"’i .

Lo . £

m Snad se da tedy i prednaset ...

Molecular
Ecology

LAILEY




m Slavni zakladatelé moderni syntézy, tficata I¢ta

m  Matematické modely spojujici genetiku a evolucni teorii

Ronald
Fisher

7
4




m Piibuznost (neutralni znaky) ” ” )
+ 1dentita (stopy stejn¢ho jedince, klony)

¢ paternita, vzdalen¢;si pribuzni

¢ vztah populaci (izolovanost, vyména migranti)
+ fylogeografie (historie Sifeni)

¢ hybridizace, hybridni zony

m Geny pod selekci
¢ MHC, MUP, ABP, reprodukcni Drotelnv
o geny pro zbarvem




PCR

Mikrosatelity
Mitochondrialni DNA
Transposony

DNA arrays

DHPLC

Fylogenetické metody




v Diploidni s pohlavnim
rozmnozovanim

v Vétsinou obratlovci

v Budou ale 1 tfeba motyli nebo
slavky

v Rostliny funguji ¢asto jinak!
Ale urcité 1 o nich bude rec.




m M. Macholan a kol. - Genetické metody v zoologii
m M. Macholan - Evolucni biologie

m J. Zukal — Behavioralni ekologie

m S. Pekar — Ekologie populaci

® 3j. (molekularni ekologie ,,prorusta vSude®)




Urovné variability DNA

m druh — fylogeneticke analyzy
(fylogeneticka systematika, identifikace druhi)




Urovné variability DNA

m populace — studium speciace,
fylogeogratie




Urovné variability DNA

m populace — populacni biologie,
ochranarska genetika)




Urovné variability DNA

m jedinec — analyzy pribuznosti

(behaviorélni ekologie, napr. analyzy paternity)




Geneticke markery

m Coding DNA (genes) ® Non-coding DNA

® transcribed sequences ® not functional (not

: known function)
m genetic code

® ncutral to natural
® phenotype

selection
® natural selection = majority of DNA in
® increasing importance eukaryotes

in molecular ecology =~ m pseudogenes
m repetitive DNA




Repetitive 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 1n length,
loci/genome) scattered throughout the genome
Microsatellites (>10* 1-6 Tandem arrays up to a few 100 bp in
loci/genome) length, scattered throughout the genome
Telomeres 4-8 Tandem arrays up to 1kb in legth, at the

ends of each chromosome

SINEs 50-500 (100-300) | Interspersed throughout the genome
(>10°/genome)
LINEs I-5k Interspersed throughout the genome

(>10%/genome)




Coding (functional) DNA

m  study of selection

®m  codon third position 1s highly redundant
and 1s not under selection

1) ribosomal DNA
2) nuclear structural (protein coding) genes
3) mitochondrial DNA




1. Ribosomal DNA

Ribosomal genes

Non-transcribed
spacer DNA

Ribosomal gene
showing internal structure

External transcribed Internal transcribed
spacer spacers (ITS)

* genes for ribosomal RNA — repeated clusters in eukaryotes
* 16S, 23S, and 5S — single copy cluster in prokaryotes
* TDNASs — phylogeny, ITS — population structure




2. Nuclear structural genes

m low individual variation — important
function (not very often used in molecular
ecology) — allozymes

m MHC variation

m SNPs — renewed interest in nuclear
structural genes




3. Mitochondrial DNA

Small

o 14 kbp (Caenorhabditis)
Wiy 50! i 42 kbp (Placeopecten)

Control region

» maternaly inherited (?)
* no recombination (?)
 phylogeography

* « numts » nuclear

» multiple copies

Saccone et al. 2001

COXII




,Molekularn¢-geneticke® metody

® analyza polymorfismu DNA
m konzervativni vs. variabilni useky (« loci »)

m sckvencni polymorfismus:

CGCATCTCTAGCTTCGATTCAGGAA
CGCATCTCTAGCTTIT GATTCAGGAA




,Molekularn¢-geneticke® metody

® analyza polymorfismu DNA

m konzervativni vs. variabilni useky (« loci »)
m sekvencni polymorfismus

m delkovy polymorfismus

CGCACATCTCTAGCTTCGATTCAGGAA
CGCATCTCTAGCTTTGATTCAGGAA




Vznik DNA polymorfismu

B mutace (transice, transverze, 1nzerce,
delece)

® rekombinace (kombinace zmén vzniklych
mutacemi, duplikace a delece pi1
rekombinacnich chybach)

B transpozice

m = general molecular biology




Genotypizace — stanoveni genotypu

m stanoveni formy urcitecho useku DNA
(alely, haplotypu)

1) 1zolace celkove DNA z tkani

2) amplifikace pozadovan¢ho useku DNA
(PCR)

3) studium variability dan¢ho useku (lokus)




Izolace DNA

® rozmanity biologicky material — musi
obsahovat bun¢cna jadra nebo
mitochondrie s nedegradovanou DNA

® dnes vétSinou komercni kity

m velky vliv fixace vzorku




- zivoCich je usmrcen
kvlli ziskani tkani potfebnych na
genetické analyzy

- Zivocich
je odchycen a je mu odebrdn
vzorek tkané nebo krve

- zdroj DNA je
.zanechan za zivoCichem” a je
ziskan bez potreby odchytu,
manipulace ¢i dokonce pozorovani




Fixace materialu

+ -

m Cerstva tkan m formaldehyd

m Cisty EtOH m opakovan¢

m rychlé vysuSeni zamrazovani

m specialni extrakéni m rozvlhCovani susen¢ho
pufry materialu

® zamraZeni m dalsi fixacni media

= specialni metody pro 1zolaci ze subrecentniho
materialu (mamuti, hmyz v jantaru, neandrtalci apod.)




olymerase hain reaction

(Jak z malo DNA udelat hodne)




Amplifikace DNA — PCR

Druh Velikost genomu Pocet
(bp) chromozomui (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




m 7 celkové DNA si namnozime jen usek, ktery nas zajima.
m Co se bude mnozit? To ur¢i primery.

= Primery — kratké oligonukleotidy komplementarni
k iseklim ohranicujicim misto naseho zajmu.

primer AGGGGACGTACACTCAGCTTT
templat TCCCCTGCATGTGAGTCGAA

primer

DNA

templatu . I
: primer

tento usek se bude mnozit




(obvykle 95°C)

pii se oddéli komplementarni vliakna DNA

Pri ochlazeni dojde k reasociaci




pridané v nadbytku kmitaji diky Brownové pohybu

Ne¢které se dostanou do blizkosti komplementarnich mist




primery piisednou rychlej
nez dojde k vzajemne reasociaci dlouhych viadken DNA
(obvykle 50 - 65°C) — ,,annealing*

V tseku mezi primery zlstanou vlakna DNA oddélena




Primery jsou prodluzovany piidavanim nukleotidi
podle sekvence templatu (obvykle 72°C — optimum pro 7aq polymerazu)




dojde k oddé€leni templatu a nové vzniklych vlaken




primery piisednou na templat 1 nové vzniklé fragmenty
(,,annealing*)




Pi1 72°C dojde opét k prodluZzovani primeri a vzniku novych kopii







Ochlazeni — nasednuti primeru 72°C vznik novych fragmentu

95°C denaturace




RoboCycler Stratagene
Cycler MJ Research Cycler Eppendorf

TS ls

Priklad

programu
Cykly (obvykle 20-40): 95°C 3 min
denaturace (95°C) .
nasednuti primert (50-65°C ) ggg 28 S

— . o S
elongace=polymerizace (72°C ) 299G 1 min
: - v . . ) 35x zpét

Nejprve vsSak Ccasto prodluzena denaturace celkové DNA

72°C 10 min

Nakonec prodlouzena elongace




Co kdyz PCR nefunguje?

m  M¢nime teplotu ,,annealingu® (nejlépe pouzijeme gradient teplot,
pokud to nas cykler umi)
Vyssi teplota=vyssi specificita

®m  Meénime koncentraci Mg?* iontl
= Navrhneme nove primery

46 48 &0 B2 B4 G 525 60 62 64




Studium variability
nasyntetizovanc¢ho useku

1) délkovy polymorfismus
m clektroforéza




Rozdé€leni fragmentu DNA podle velikosti

m  Agarosa - Hrubé rozdéleni (do rozdilu 15 bp)

m  Polyakrylamid — Ptesné&;si rozdéleni (4 bp) p— i

m Sekvenator, fragmentacni analyza — nejpresné)si
(fluorescencné znacené PCR fragmenty, napt.
znacene primery)

ergideyy ()

laserovy
paprsek




Studium variability
nasyntetizovancho useku

2) sekvencni polymorfismus
m +/- analyza (elektroforeza)
®m sekvencovani

= SNP (,,single nucleotide polymorphism*)
analyza

- pouzita metoda analyzy PCR produktu zavisi na typu markeru




