MOLEKULARNI
EVOLUCE



NEUTRALNI TEORIE
MOLEKULARNI EVOLUCE

Wright, 1920’s: drift neutralnich alel v malych populacich
— teoreticky zaklad

Od 50. a 60. let kumulace genetickych a molekularnich dat



1) primarni sekvence proteinu

Sanger 1955: sekvence inzulinu

1960’s: sekvence dalsich aminokyselin

— divergence mezi druhy, rychlost evoluce
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2) elektroforéza proteinu

— vnitrodruhovy polymorfismus - ALBUMIN
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sekvence AA a-fetézce hemoglobinu 6 druht obratlovcu:

Human Mouse Chicken Newt Carp
14 z
Hemoglobin
i - B, subunit
oy subunit "._
Heme groups
W g 2 ._.',' ’
By subunit Y- ’ i.,—\b \‘# oy subunit X



Table 5.1. Pairwise Amino Acid Sequence Differences in a Chain of Hemoglobin in Five
Vertebrate Species

Mouse Chicken Newt Carp Shark
Human 16 35 62 68 79
Mouse 39 63 68 79
Chicken 63 72 83
Newt 74 84
Carp 85

Note: Each entry represents the number of amino acid positions at which the two species differ in this protein.
The columns are ordered by evolutionary relatedness such that the species at the top of any column is equally
distant in evolutionary time from all species listed to its left.



sekvence AA a-fetézce hemoglobinu 6 druht obratlovcu:
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Human Mouse

Chicken Newt Carp

prestoze kapr a zralok
morfologicky podobnéjsi,
zralok je stejné vzdalen
od kapra jako od Clovéka
Y Z

= rozdily v AA se kumuluji
konstantné v Case bez ohledu
na fenotypovou evoluci

XY =XZ




Proportion of amino acid differences

... do té doby presvédceni, ze fenotypova a molekularni variabilita
musi odrazet zmény prostfedi nebo Sifku ekologické niky
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duplikace globint na a a § podjednotku — potom nezavisla evoluce

srovnani rozdild mezi o a
B globinem: evoluce bezi
konstantnim tempem

R -

Pocet rozdild aminokyselin
N
)
|

Clovék kapr ptakopysk  Zralok

Zuckerkandl a Pauling (1962, 1965): molekularni hodiny



Pozor: molekularni hodiny nejsou metronom!

5 nezavislych realizaci Poissonova (mutacniho) procesu:
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Poisson distribution (At=12)
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Napf. jestlize k mutaci dojde v priméru jednou tydné (tfeba u viru chfipky nebo
HIV), pak za 12 tydnu bude oCekavany pocet mutaci 12.

ALE: 95 % linii bude mit mezi 6 a 18 mutacemi.



Molekularni hodiny ,netikaji“ u ruznych skupin stejné

napr. kytovci < ,sudokopytnici“< primati < mysoviti hlodavci
u primatu opice Nového svéta > opice Starého svéta > ,lidoopi“ > Clovék

ptaci:

0.10 - o
. g
L]

0.08 - o
go.us— ]
s Lol T
B ' P
2 0.04 - ' _ |
a _‘i;__!_ i
0.02 : 4T o AN mE
T b ==
i?%*%;'?': -+ i
0.00 - ©
T T T T T T T T 1T :Ig —
w0 w (=] w E w w w Wl W o w
B s ::c 55 fE5oEoE
EEEERRERRRED
a g 3 g s (S o



Rozdily v rychlosti ,tikani“ hodin

velikost téla? generacni doba?
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Rozdily v rychlosti ,tikani® hodin

velikost populace? ... souvisi s velikosti tela
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Rozdily v rychlosti ,tikani® hodin

% Sequence difference / MY

Mass (kg)

Nedokaze ale vysvetlit, proC substitucni rychlost
obecné vysSi u teplokrevnych organismu



Rozdily v rychlosti ,tikani® hodin

metabolismus?

mutacni (a tim i substitucni) rychlost dana predevsim rychlosti
metabolismu (rychlejsi metabolismus = vyS$Si oxidativni stres)
= mensi druhy = rychlejsi metabolismus = rychlejsi hodiny

Vysveétluje, proc teplokrevni maji vyssi
substitucni rychlost nez studenokrevni

vyjimky: napr. ptaci maji na svou
velikost nizkou substitucni
rychlost
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Rozdily v rychlosti ,tikani® hodin
délka zivota?

Dlouhovéke druhy si vyvinuly mechanismy, jak se branit oxidativnimu
stresu = meéneé mutaci = nizsi substitucni rychlost

Gillooly et al. (2005): hodiny vztazeny na jednotku
metabolické energie adjustovaneé na hmotnost

Pri zméne funkce genu nebo po jeho duplikaci se meni
rychlost hodin



K ¢emu jsou ham molekularni hodiny?

Napf.: Kdy zil spoleCny predek gorily a Cloveka?




sekvence DNA gorily sekvence DNA Clovéka

Jak ale zjistime Cas?

|
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modern

humans
. MAACLACTTATCTOCTCOTTUCEA]Y
U — chimps TALCACTAGCIGAATEALCTOONS
I — ASTTOTIN GATGAMGGAITADTTL
ACTCITTATTIGAMRACAGAAGARS
CACAGMCATGACT T A TTITC m
GAMCCATCCOTGTICOTCIATGAD
tati # genetic differences chimp-human ﬁ 7 - 6 million years ago
mutation _ Earliest biped fossils
rate

2 x 6.5 million years since
common ancestor

{2 because there are
6.5 million years
af evolution
alang both branches)




Kalibrace pomoci pfimych odhadu mutacni rychlosti?

sekvence z rodokmenu

rodic: AAGCTTCATAAGTTTCCAG
potomek: AAGCTTCTTAAGTTTCCAG

ALE: v nékterych pfipadech (napf. mtDNA) rychlejSi evoluce na
na kratSich evoluCnich skalach = time dependence of molecular evolution

spontanni
mutacéni rychlost

frekvence
substituci alel

Odhadnuta rychlost

Cas



kromé letalnich
mutaci ~

mutacni rychlost ~ rychiost
substituci alel
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neutralni lokusy
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Subramanian & Lambert: Time Dependency of Molecular Evolutionary Rates? Yes and No
(Genome Biology and Evolution, 2011)



Kromé mezidruhove divergence (sekvence AA) i

vnitrodruhova variabilita (elektroforéza proteinu)

do 60.-70. let 2 skoly:



Thomas Henry Morgan, Hermann J. Muller: ,klasicka skola”

inbredni kmeny D. melanogaster, var. ovliviiujici morfologické znaky
(barva ocCi, struktura kfidelni zilnatiny)

— variabilita omezena

T.H. Morgan H.J. Muller


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8f/Thomas_Hunt_Morgan.jpg

Alfred Sturtevant, Theodosius Dobzhansky: ,rovnovazna skola“

prirodni populace octomilek, struktura prouzkt obfich chromozomu
(chrom. inverze)
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/b/be/Theodosius_Dobzhansky,.jpg

Oboje pozorovani — vysokou uroven vnitrodruhové variability
a rychlou a konstantni evoluci mezi druhy
(molekularni hodiny) — se snazi vysvetlit
neutralni teorie molekularni evoluce

Motoo Kimura (1968)
J.L. King a T.H. Jukes (1969)

M. Kimura

Kimura ukazal, Zze evoluce neutralnich genu nezavisi
na velikosti populace — jak je to mozné?

Duavodem to, Ze NT nepojednava jen o driftu, ale o rovnovaze mezi
driftem a mutaci




Primérna doba fixace nové mutace
= 4N,

1,0 -

Frekvence alel
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Pramérny interval mezi fixacemi
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° Generace
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frekventovang;si 2

mutace g
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delSi interval mezi fixacemi:
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Pravdépodobnost fixace nové mutace
=1/(2N,)

Pramérny pocet neutralnich mutaci
= 2N

Frekvence substituce (nahrazeni jedné
alely za jinou v populaci):

11(2Ng) x 2N = p1.

= rychlost neutralni evoluce
nezavisla na N, ale jen na u

Frekvence alel

b)

Frekvence alel

Frekvence alel

Generace

Generace



Z toho plyne, ze

drift je dulezitym evolu¢nim mechanismem nejen v malych,
ale i ve velkych populacich

ProC v populacich tak velky polymorfismus?

Kimura: protoze jsou alely neutralni, trva mnoho generaci, nez nova
mutace dospéje k fixaci — béhem té doby je populace nutné
polymorfni = pfechodny polymorfismus

Casto b&hem prechodu k fixaci dojde v dané alele k dal$i mutaci =
v dostatecné velké populaci bude v kazdém okamziku velke
mnozstvi variability.

Populace je v rovnovaze driftu a mutace



vétSinou jen 1 alela
v populaci

0,5

Frekvence alel

rychla fixace

)Z rychla eliminace

0,0 =

soucasna existence 10

Generace

nevyhodné mutace

nékolika alel
~—

0,5

Frekvence alel

\U neutralni alela

se fixuje
nahodné

0.0

Generace



Rovnovazna heterozygotnost:

mutace: model nekonecnych alel (infinite-alleles model) — kazdou mutaci
vznika zcela nova alela

v tomto modelu identity by descent (IBD) = identity by state (IBS)
(stejna alela nemuze vzniknout 2x nezavisle)

k vypoctu pravdépodobnosti autozygotnosti (viz Inbreedingova efektivni
velikost populace [Drift I, snimky 6 a 7]) pfidame mutaci

jedina moznost, jak byt IBD nebo IBS = zadna mutace: (1 — )
2 gamety = (1— ) x (1= ) = (1 — p)?
= prum. Pr. [IBD v gen. f] = Pr. [IBD s driftem] x Pr. [0 mutaci v obou gametach]:

F(t) = [% + (1 _ %) F(t — 1)] (1 — u)?



Casem rovnovaha drift-mutace — drift zvySuje IBD, mutace sniZuje

v realnych populacich misto N > N_¢

~ 1
F =~
AN, 1 + 1

Rovnovazna pramérna Pr. IBD = oekavana homozygotnost pfi

nahodném oplozeni = oCekavana rovnovazna heterozygotnost
H=1-F

0= 4N, 1 = pomeérna sila mutace () ve vztahu k driftu (1/N_g):



Vztah mezi rovhovaznou ocekavanou heterozygotnosti podle
modelu nekonecnych alel a pomeéru rychlosti neutralnich mutaci
a genetického driftu ()

|

H=a(6+1)

Heterozygotnost

0= 4NeF:U



Mutacni rychlost podle neutralni teorie:

Velka Cast mutaci Skodlivych/letalnich (— eliminace selekci)
obcCas pozitivni (— eliminace selekci), zbytek neutralni:

striktné
neutralni

mirné skodlive
a efektivné neutralni

frekvence

silné Skodlivé
a letalni

prospésné

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
fithess



Frekvence

o
o

©
»

o
w

o
[N

RNA virus

0.4 0.6
Fitness

1.0

o o o o
N w B [6)]

Frekvence

o
—_—

kvasinka

0.3 0.5
Fitness

0.6

0.8

0.9



Mutacni rychlost podle neutralni teorie:

Rozdilna mutaéni rychlost ruznych proteinu:

140 |
w
g
o 5 o
o o)) OQ
,C_) 8 ‘?\Qvé\
8 9
» u
(]
=
3 80
(@]
o
(@]
©
2 60 .
£ hemoglobin
© v v
5 funkéné
g 401 dulezitéjsi
5
© °

20 | o

0 | | | | | | |
0 100 200 300 400 500 600 700

Millions of years since divergence



Rozdilna mutacni rychlost riznych proteinu:

0,1
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Mutacni rychlost podle neutralni teorie:

Rozdilna evoluéni rychlost na riznych ¢astech proteinu (vazebna mista
x strukturni oblasti)

Pf.: indol-3-glycerolfosfat syntetaza (IGPS)

aktivni misto

Rozdilna evolué&ni rychlost na jednotlivych FERIHGIR: ~RiEger KRSl

mistech kodonu _ o _
Nimrod et al., Bioinformatics (2004)

Problem: toto predpovida i teorie selekce!!



Mutacni rychlost podle neutralni teorie:

Substitution Number Percent

Rozdilna evolucni rychlost Total in first position 183 100
na jednotlivych mistech kodonu

Missense 166 91

Nonsense 9 5

Total in second position 183 100

Missense 176 96

Nonsense 7 4

Total in third position 183 100

Missense 50 27

Nonsense 7 4

mutacni rychlost na jednu bazi je konstantni

X ruzna mira omezeni méni rychlost neutralnich mutaci

Problem: toto predpovida i teorie selekce!!



Problemy neutralni teorie:

70.-80. léta: problém s dukazem NT — absence dat

problem odhadu N_.

problém odhadu (normalni) mutacni rychlosti — jesté horsi pro frekvenci
neutralnich mutaci!

— moznost nastaveni hodnot 1 a N tak, aby bylo mozno vysvetlit
jakoukoli rychlost mezidruhoveé evoluce nebo vnitrodruhoveé
variability za predpokladu neutrality

= NT bylo obtizné testovat — viz Fisher (1930’s): ¢im vétSi ucinek
mutace ma, tim vyssi pravdépodobnost, ze bude skodliva



Rozsah heterozygotnosti:

Predikce NT: skuteCna heterozygotnost je stejna jako oCekavana

heterozygotnost
podle NT

SkuteCna heterozygotnost
o
'

Ocekavana heterozygotnost

SkuteCna heterozygotnost nizsi, nez predpoklada NT



Rozsah heterozygotnosti v zavislosti na N,

Predikce NT: protoze i konstantni, veSkera promenlivost oCekavané
heterozygotnosti by méla byt vysvetlena efektivni velikosti populace
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Vzhledem k obrovskému rozsahu populacnich velikosti
je rozsah heterozygotnosti prilis maly



KliCcovym parametrem NT je frekvence neutralnich mutaci...

... ale co je to vlastné ,neutralni mutace"?

Tomoko Ohtova:

mirne skodlivé mutace
(slightly deleterious mutations)

jestlize [s| < 1/(2N,) bude
0 jejich osudu rozhodovat
vice drift nez selekce

striktné
L. o neutralni
mirné skodlivé
a efektivné neutralni

frekvence

silné Skodlivé
a letalni

prospésné

= Nearly neutral theory

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
fitness



100% - 100% 5 1

10% 10%

Probability of fixation
for arare allele
2
Probability of fixation
for a new allele
2

] ] hs = +0.001
0.1% - 0.1% 1
hs = -0.001 hs-~0.001 hs=0
0.01% T T i | i ia | i T 0.01% T T T T T
10 100 1,000 10,000 100,000 10 100 1,000 10,000 100,00(
Effective population size (N,) Effective population size (N,)
1,000x —
effectively neutral beneficial
D
22 100x
=8
=
- L—
£l
£3
2 1x
]
¥
ol -
o ©
g B —10)(—' 1
25
S5 _100x Jestlize 4N, s < 1,
2 | mutace je
deleterious . . L,
S R T T R AT T T efektivné neutralni
-10 =1 -0.1 -0.01 -0.001 0.001 0.01 0.1 1 10

Scaled selection coefficient (4N, hs)

Pr. fixace alely ve vztahu k Pr. fixace neutralni alely driftem




Neprima uméra mezi skodlivosti mutace a velikosti populace:

¢im se Skodlivost alely blizi nule, tim vétSi maze byt populace, ve
které se muze fixovat a naopak, ¢im je selekce proti Skodlivé
mutaci silnéjsi, tim mensi musi byt populace, aby drift hral
urcujici roli

Mirné skodlivée mutace se v malych populacich chovaji jako
efektivné neutralni

.... bliz v prednasce o selekci!

Témér neutralni teorie evoluce a rychlejsi
evoluce chromozomu X?

mensi N, pro chr. X nez pro autozomy




