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Molekularni ekologie

Map of posterior probability to belong to class 1
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Co je molekularni ekologie?

Umeéle vytvoreny obor vymezeny technickym pristupem. Na ekologické a
evolucni problémy hleda odpovéd na zakladé molekularné-genetickych dat.

Klasické problémy Molekularné-geneticka
a metody evolucni data a populacné-
ckologie genetické analyzy

(Zoologové a botanici nakoupili cyklery a sekvendtory, snalZili se je vyuZit i k
nécemu jinému nez je fylogeneticka analyza => vznikla molekuldrni ekologie)

Pracuje na ruznych urovnich variability DNA (genom, jedinec, populace,

skupina populaci, max. skupina blizce pribuznych druht)

Je to vlastné aplikovana populacni genetika — analyzuje a interpretuje
ziskana molekuldrné-geneticka data



Mezioborova disciplina




Molekularni ekologie

Molekularni

Geneticke ekologie
metody v
zoologii

Mechanismy

mikroevoluce (praktické

(teorie) postupy a

(praxe — data) interpretace
vysledkl)




Pribuzné prednasky, tj. co se zde objevi jen okrajove?

* M. Macholan - Evolucni biologie + Mechanismy
mikroevoluce

* J. Bryja, M. Macholan - Genetické metody v zoologii
e J. Zukal — Behavioralni ekologie
* S. Pekar — Ekologie populaci

* aj. (molekularni ekologie , prorusta vsude®)
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Molecular Ecology Resources !

In this journal v
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13/141 (Ecology); 46/291 (Biochemistry & Molecular Bioclogy)

Online ISSN: 1755-0998

Associated Title(s): Molecular Ecology

Molecular and Statistical Advances

These papers primarily present new techniques for collecting and analysing data for molecular ecology studies. These
submissions can also describe meaningful comparisons of statistical, computational or molecular methods, or alternatively
demonstrate the existence of important problems with current procedures.

Computer Programs

These articles typically present new computer software or substantial updates of existing programs. Authors should clearly
describe the need for the program and the rationale behind its design, as well as a summary of functions, usage and output. When
relevant, authors should present an evaluation of a program’s performance compared to existing software based on real or
simulated data. Programmers are urged to remember that ‘user-friendly’ programs are more likely to be used by the community,
and that it is helpful if programs require standard input/output file formats (e.g., Genepop or Arlequin). Submissions should include
a user manual or README file with adequate guidance for new users. Software and supporting documentation should be
accessible from a long-term server (e.g., github), but can additionally be made available at academic websites.

Permanent Genetic Resources

These articles describe the development of significant genetic resources for application to evolutionary or ecological questions.
For example, these papers could describe NGS projects in which sequenced transcriptomes, genome fractions or whole
genomes have been analyzed such that a readily usable resource is presented to the molecular ecology community. These articles
may also present data on novel applications of the standard DNA barcoding loci to a hundred or more species, where the paper
presents a readily usable resource.

+ Invited technical reviews, Opinions, etc.



ProC pouzivat molekularni metody v ekologii?

Casto nel

paternita
identifika

izolace pc

pocet mig

adaptace

Research areas of interest to Molecular
Ecology include:

« population structure and
phylogeography

* reproductive strategies

» relatedness and kin selection

» sex allocation

* population genetic theory

» analytical methods development

¢ conservation genetics

¢ speciation genetics

* microbial biodiversity

« evolutionary dynamics of QTLs

* ecological interactions

* molecular adaptation and
environmental genomics

* impact of genetically modified
organisms

loplozeni

I/té Zijicich druht

jedince

I. imunitni geny)




Obsah prednasek

1. Uvod. Co je a co neni molekuldrni ekologie? Vymezeni oboru, prekryv s jinymi
obory, stru¢na historie. Geneticka variabilita v prirodnich populacich, hlavni
pouZzivané terénni a laboratorni metody. Sbér a uchovani vzorkd, metody zjistovani
genetického polymorfismu u volné Zijicich ZivocCichl, genetické markery. (JB) -
25.2.2016

2. Geneticka identifikace. DNA barcoding a jeho problémy - species delimitation,
kryptické druhy a hybridizace, identifikace jedince a pohlavi molekularnimi
metodami, geneticky fingerprinting, genetické chiméry, CHD geny u ptakd,
chromosom Y u savcd. (JB) - 3.3.2016

3. Rekonstrukce fylogeneze - Zakladni fylogenetické principy a programy pro
analyzu DNA sekvenci. Likelihood, Bayesianské metody, koalescencni pristup. (MM)
-10.3.2016

4. Rekonstrukce fylogeneze - ekologické analyzy s vyuzitim fylogenetické
informace. Fylogenetické kontrasty a komparativni metody. (MM) - 17.3.2016



Obsah prednasek

5. Aplikace molekularnich metod v behavioralni ekologii. DNA barcoding pfri
analyzach potravy. Analyzy pribuzenskych vztaht a pdrovacich systému,
jednoduché vylouceni, categorical x fractional likelihood, prehled dostupnych
programu. Uréeni otce, matky nebo obou dvou. Minimalni pocet rodi¢l vrhu nebo
snlsky. Vzdalenéjsi pribuznost. Geneticka identifikace disperze a migrace, sex-
biased dispersal, assignment test. (JB) - 24.3.2016

6. Populacni genetika: studium genetické diverzity. Disledky Hardy-Weinbergova
pravidla, zmény alelickych frekvenci (mutace, migrace, selekce, efektivni velikost
populace, geneticky drift). (AK) - 31.3.2016

7. Populaéni genetika: analyza populaéni struktury. Wahlunduv princip, F-statistiky,
AMOVA, Bayesianské shlukovani v programu STRUCTURE. (AK) - 7.4.2016

8. Prostorova genetika. Isolation by distance, Bayesianské prostorové klastrovani -
priklady s vyuZitim dostupnych program( (Geneland, BAPs). Invazni genetika. (AK) -
14.4.2016



Obsah prednasek

9. Rekonstrukce populacni historie - zmény efektivni velikosti populace (bottleneck,
expanze), detekce "admixture", atd. ABC pristup. (AK) - 21.4.2016

10. Fylogeografie: geneticka historie rozsifeni druhu. Vyhody mitochondrialni DNA
a jeji alternativy (Y chromosom), refugia a koloniza¢ni cesty, geneticky drift vs. tok
gend, fylogeografie a koevoluce. (MM) - 28.4.2016

11. Hybridizace v pfirodé, hybridni zény. Konstrukce kliny, selekce proti hybridim,
rozdily v introgresi rlznych ¢asti genomu. (MM) - 5.5.2016

12. Ochranarska genetika. Neinvazivni genetické metody, probability of identity,
bottleneck, dusledky fragmentace populaci, evolu¢né-signifikantni jednotky,
inbreeding, "genetic rescue", lokalni adaptace, inbredni a outbredni deprese. (JB) -
12.5.2016

13. Geny a jejich biologicka funkce - pfiklady funkcnich gen( a jejich vyznam

v ekologii. Adaptivni variabilita, imunogenetika, geny a komunikace, detekce
selekce na molekularni a populacni drovni, vyuziti -omics metod v ekologii, "gene
ontology". (JB) - 19.5.2016



Vychazi z populacni genetiky
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v' Diploidni s pohlavnim
rozmnozovanim

v' Vétsinou obratlovci

v' Budou ale i néktefi bezobratli

v’ Rostliny funguiji ¢asto jinak!
Ale obcas i o nich bude rec.



http://www.terrambiente.org/fauna/Mammiferi/proboscidea/elephantidae/loxodonta_africana01_big.htm

1)
2)
3)

Ziskani genetickych dat —
viz Genetické metody v zoologii

Genotypizace — analyza genotypu

stanoveni formy urcitého useku DNA (alely, haplotypu) -
vybér daného znaku (= markeru) souvisi s Urovni genetické
variability

izolace celkové DNA z tkani
amplifikace pozadovaného useku DNA (u PCR-based metod)
studium variability daného useku (lokus)



Zpusoby ziskani DNA z volné Zi

1. destrukcni— zZivocich je usmrcen kvuli
ziskani tkani potrebnych na genetické
analyzy

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

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




lzolace DNA

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

dnes vétsinou komercni kity

velky vliv fixace vzorku



Genetické markery

Kddujici DNA (geny)
Prepisované sekvence
Geneticky kod
Ovlivnuji fenotyp
Podléhaji prirodnimu
vybéru

Narustajici vyznam v
molekularni ekologii
(transkriptomika)

Nekodujici DNA
Nefunkéni (hneznama
funkce)

Neutralni k pfirodnimu
vybéru — vétsi variabilita
Vetsina DNA u eukaryot
Pseudogeny

Repetitivni DNA



Typy genetickych markeru

* sekvence jaderné nebo organelové (mt, cp)
DNA — Sangerovo sekvenovani nebo , next-
generation sequencing”

* jaderné znaky
- dominantni (AFLP) — multi-locus markery

- kodominantni (mikrosatelity, SNPs) — single
locus markery



RUzné otazky — ruzné pristupy

Pribuznost (neutralni znaky)

— identita (stopy stejného jedince, klony) ))) )
— paternita, vzdalengjsi pribuzni " ‘
— vztah populaci (izolovanost, vyména migrant)
— fylogeografie (historie Sireni)

— hybridizace, hybridni zény

Geny pod selekci
— MHC, MUP, ABP, reprodukCni proteiny 44‘@‘@4 44 43 4
— geny pro zbarveni -
— detekce selekce - -

Finacate

Kenzin

Armendaris

Carrizozo




PCR

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

Primery — kratké oligonukleotidy komplementarni
k usekim ohraniCujicim misto naseho zajmu.

primer

DNA
templatu

P

tento usek se bude mnozit



RoboCycler Stratagene

Priklad
programu
Cykly (obvykle 20-40): 95 C 3 min
denaturace (95°C)
nasednuti primert (50-65°C ) gg g gg S
— . o S
elongace=polymerizace (72°C ) 29 C 1 min
: v v . . , 35x zpét
Nejprve vsak Casto prodluzena denaturace celkové DNA
72 C 10 min

Nakonec prodlouzena elongace



,Molekularné-genetické” metody

e analyza polymorfismu DNA
e délkovy polymorfismus (princip mikrosatelitu)

CGCACATCTCTAGCTTCGATTCAGGAA
CGCATCTCTAGCTTTGATTCAGGAA



Rozdéleni fragmentu DNA podle velikosti

e Agarosa - Hrubé rozdéleni (do rozdilu 15 bp)

* Polyakrylamid — Presnéjsi rozdéleni (4 bp)

* Sekvenator, fragmentacni analyza — nejpresné;jsi
(fluorescencné znacené PCR fragmenty, napt.
znacené primery)

=n




,Molekularné-genetické” metody

e analyza polymorfismu DNA
e sekvencni polymorfismus (princip SNPs):

CGCATCTCTAGCTTCGATTCAGGAA

CGCATCTCTAGCTTTGATTCAGGAA

genotyp diploidniho jedince: C/T




Studium variability DNA fragmentu, které se
nelisi délkou
sekvencovani (velmi dobré pro mtDNA, u nDNA problém
s odliSenim alel u heterozygotu)

SNP (,,single nucleotide polymorphism®) analyza — napt.
RFLP, SSCP, microarrays — chips, atd.

DNA s I S
i e —G
= PCR product L x %
A —0
AR, o
cloned fragment e —
dfﬁmj ©

1o N — @ CCGATCAATGCGGCAA
M AT NN laser beam

capillary
CCGATCACTGCGGCAA

electrophoresis  ~




Typy populacné-genetickych dat

mikrosatelity SNPs
EEECTNCTD N
Ind_1 170/172 133/136 Ind_1

Ind_2 168/172 133/139 Ind_2 A/T T/T
Ind_3 168/168 136/139 Ind_3 T/T C/T
SINE AFLP
RO EEma
Ind_1 Ind_1

Ind_2 +/+ +/+ Ind_2 + +

Ind_3 -/- +/- Ind_3



Typy ziskanych dat — kodominantni znaky

pocet pocet
lokusti Vzoikﬁ v Vz(i(l):lilez/ ) geografické
. . koordinat
populaci populaci, d

\ ICI/ID/EI,F//KG(IHIIIJIKILI;\;INIOIPIOIRISITIUIVIWIXIYI N[ A [A

EREER 233" o/ | @ 27 1|23 12 ¥ 25
| 2 |Allele frequency
;Lm Pop Ppip01  Ppip02  Ppipdd  Ppipdé  EF1 EF4 EF6 Paur05  NN18 NnP217  NnP219 X Y
/4 [TYN1  TYN 174 (176 128 [ 128 213 | 218 | 120 132 166 175 236 247 174 183 249) 251 287 291 205 209 140 170 48 76500 17.00750
f |5 [TYN2 TYN 167 | 167 132 | 132 207 | 207 | 130 136 169 175 230 245 132 188 247 249 287 287 205 218 166 166 48 76800 17.00750
| B [TYN3  TYN 176 | 178 128 | 128 207 207 | 130 130 169 163 O 0 134 130 249 243 283 293 209 213) 166 170 4876600 17.00750
| 7 [TYN4  TYN 180 | 180 130 | 132 | 207 | 207 | 118 124 171 173 220 243 184 190 247 243 283 285 209 214 140 166 4876600 17.00750
| B [TYN5 TYNM 174 174 128 128 207 207 128 138 179 181 241 241 182 188 247 253 0 0 205 208 188 162 4876500 17.00750
| 9 [TYN6  TTN 180 | 182 128 130 209 | 209 | 136 136 173 175 241 243 184| 186 253 253 295 326 209 213) 162 170 40.76500  17.00750
10 |[TYNZ7  TYN 174 180 128 130 215 | 215130 130 1730 173 241 241 190) 190 249 2490 285 326 209 213) 158 162 48.76500  17.00750
| 11|TYN8  TYN 174 176 128 134 207 | 221128 138 171 177 220 240 178 186 249 249 287 293 213 213) 162 166 48 76800 17.00750
|12 [TYN9  TYN 186 | 178 126 | 130 209 209 | 128 148 177 177 220 230 134 188 249 285 287 287 217 218 188 166 48 76800 17.00750
|13 |[TYN1D  TYN 167 | 178 128 130 209 209 | 132 134 171 175 243 245 184 186 245 247 285 287 205 218 188 174 4876600 17.00750
14 [TYN11  TYN 170 | 174 130 130 217 | 217 | 130 138 173 175 0 0 182 180 251 257 289 291 213 213) 166 170 4876500 17.00750
|15 |[TYN12  TYN 174 176 130 (132 0 | O | 134 134 175 177 220 220 186 186 249 251 293 297 209 209 158 162 4876500 17.00750
|16 [TYN13  TYN 166 ?5500 17.00750
9) |17 |[TYN14  TYN 162 . . . o 17.00750
pOPAsms m = genotypy, tj. velikosti fragmenti v populaci == 7w
|19 |TYN16  TYN 168 2 7ES00  17.00750
| 20 [TYN1Z  TYN 178 | 178 126 | 130 207 | 211 132 132 171 175 220 238 176/ 180 249| 255 289 283 178 209 162 166 48 76600 17.00750
|21 |TYN18  TYN 161 | 174 130 | 130 213 | 213 | 132 132 173 177 245 245 178 178 243 249 289 283 205 209 162 182 4876500 17.00750
|22 [TYN19  TYN 174 180 128 | 132 213 213 134 134 169 163 220 220 174| 182 249 243 285 285 209 213 13 131 4876500 17.00750
|23 |[TYN20 TYN 176 (176 130 (130 0 | O | 138 181 171 171 247 247 196 186 249 255 267 267 209 209 1: 166 48.76500  17.00750
|24 [TYN21  TYN 178 | 178 128 | 134 | 213 | 213 | 132 134 171 173 245 245 180 183 247 249 285 287 209 209 144 154 48 76800 17.00750
| 25 |[TYN2Z TYN 186 | 176 128 | 132 217 | 217 | 124 132 177 177 220 220 180 182 251 253 287 297 209 217 170 170 48 76800 17.00750
| 26 [TYN23 TYN 168 | 176 128 | 128 213 | 213 120 183 173 173 220 236 178 180 245 253 285 287 209 213 1584 162 4876600 17.00750
|27 |[TYN24  TYN 176 | 176 130 | 130 219 | 219 132 143 175 175 216 245 182 184 255 255 283 297 205 208 131 174 4876500 17.00750
|25 [TYN25 TYNM 177 (179 128 130 209 213 126 126 1586 173 241 241 188 188 249 255 289 297 198 213 188 166 4876500 17.00750
|29 |TYN26  TTN 177 (179 126 130 201 | 201 | 118 124 171 179 218 245 174| 184 249) 255 295 295 205 205 158 166 40.76500  17.00750
|30 |[TYN2Z  TYN 176 | 176 126 | 126 207 | 207 | 120 153 169 173 220 220 182 186 249) 255 291 291 205 209 136 162 48.76500  17.00750
\iwnzs TYN 163 | 172 128 132 219 | 219 130 130 169 175 240 243 136 183 245 253 285 283 209 213) 132 170 48 76800 17.00750
32 |TrN29 TYN 170 | 180 128 | 130 219 219 130 130 171 171 243 243 184 184 249 255 285 289 209 213 166 178 4876600 17.00740
Ewnau TYN 170 (177 124 130 215 | 215 138 138 171 177 232 236 184 186 249 253 285 291 209 208 162 174 4876600 17.00750
54 [NOV1  NOV 172 176 128 | 134 209 219 120 120 169 175 253 253 182 184 251 255 289 295 178 209 162 166 48833200 1650610
| 35 [NOVZ  NOV 178 | 178 130 | 130 209 209 | 128 132 173 173 238 243 182 184 249 251 285 287 205 208 136 170 48833200 1650610
pO 36 |NOV3  NOV 163 | 166 126 | 126 207 | 213|122 124 173 175 220 245 178| 186 247 247 285 285 205 213) 133 179 48.83320)  16.50610
| 37 [NOV4  NOV 167 | 178 128 | 134 205 | 205 | 118 124 173 177 220 220 186 183 253 255 287 289 205 213 162 166 48.83320) 1650610
| 35 [NOVS  NOW 176 | 178 128 | 130 201 | 201 | 130 130 173 177 243 245 174 184 247 249 287 293 201 209 162 170 48.83320) 1650610
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Typy ziskanych dat — sekvence DNA

,,Allgnment 9 contlg (ze stejneho jedince)
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Alignment sekvenci z ruznych jedincii — analyza
polymorfismu
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Mus B3325 Al1Z.
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