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Co je molekularni ekologie?

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

Klasické problémy Molekuldrné-geneticka
a metody evolucni data a populacné-
ckologie geneticke analyzy

(Zoologové a botanici nakoupili cyklery a sekvendtory, snazili se je vyuzit i k
nécemu jinému neZ je fylogeneticka analyza => vznikla molekularni ekologie)

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

skupina populaci, max. skupina blizce pribuznych druhu)

Je to vlastné aplikovana populacni genetika — analyzuje a interpretuje
ziskana molekularné-geneticka data
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Mechanismy
mikroevoluce

(teorie)

Molekularni ekologie
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metody v
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ROX - Size standard 326.66 bp
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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 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?

ecological, evolutionary, and population genomics
population structure and phylogeography
landscape genomics

community ecology and coevolution

reproductive strategies
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speciation and hybridization
microbial biodiversity
evolutionary dynamics of QTLs
ecological interactions
molecular adaptation and environmental genomics
impact of genetically modified organisms



Obsah prednasek

1. Uvod. Co je a co neni molekuldrni ekologie? Vymezeni oboru, prekryv s jinymi
obory, stru¢na historie. Geneticka variabilita v pfirodnich populacich, hlavni
pouzivané terénni a laboratorni metody. Sbér a uchovani vzorkd, metody zjistovani
genetického polymorfismu u volné Zijicich Zivocich(, genetické markery. (JB) -
4.10.2018

2. Geneticka identifikace. DNA barcoding a jeho problémy - species concepts a
species delimitation, kryptické druhy a hybridizace, identifikace jedince a pohlavi
molekularnimi metodami, geneticky fingerprinting, genetické chiméry, CHD geny u
ptakd, chromosom Y u savci. (JB) - 11.10.2018

3. Populaéni genetika: studium genetické diverzity. Dasledky Hardy-Weinbergova
pravidla, zmény alelickych frekvenci (mutace, migrace, selekce, efektivni velikost
populace, geneticky drift). (AK) - 18.10.2018

4. Populacni genetika: analyza populaéni struktury. Wahlundtv princip, F-statistiky,
AMOVA, Bayesianské shlukovani v programu STRUCTURE. (AK) - 25.10.2018



Obsah prednasek

5. Prostorova genetika. Isolation by distance, Bayesianské prostorové klastrovani -
priklady s vyuzitim dostupnych programi (Geneland, BAPs). Invazni genetika.
Rekonstrukce populaéni historie - zmény efektivni velikosti populace (bottleneck,
expanze), detekce "admixture", atd. ABC pristup. (AK) - 1.11.2018

6. Rekonstrukce fylogeneze - Zakladni fylogenetické principy a programy pro
analyzu DNA sekvenci. Likelihood, Bayesidanské metody, koalescenéni pristup. (MM)
-8.11.2018

7. Rekonstrukce fylogeneze - ekologické analyzy s vyuzitim fylogenetické
informace. Fylogenetické kontrasty a komparativni metody. (MM) - 15.11.2018

8. Fylogeografie: geneticka historie rozsireni druhu. Vyhody mitochondrialni DNA a
jeji alternativy (Y chromosom), refugia a kolonizacni cesty, geneticky drift vs. tok
genu, fylogeografie a koevoluce. (MM) - 22.11.2018

9. Hybridizace v pfirodé, hybridni zony. Konstrukce kliny, selekce proti hybriddm,
rozdily v introgresi rlznych ¢asti genomu. (MM) - 29.11.2018



Obsah prednasek

10. Aplikace molekularnich metod v behavioralni ekologii. DNA barcoding pfi
analyzach potravy. Analyzy pfibuzenskych vztaht a parovacich systémd,
jednoduché vylouceni, categorical x fractional likelihood, prehled dostupnych
programu. Uréeni otce, matky nebo obou dvou. Minimalni pocet rodi¢d vrhu nebo
snlsky. Vzdalenéjsi pribuznost. Geneticka identifikace disperze a migrace, sex-
biased dispersal, assighment test. (JB) - 6.12.2018

11. Ochranarska genetika. Neinvazivni genetické metody, probability of identity,
bottleneck, disledky fragmentace populaci, evoluéné-signifikantni jednotky,
inbreeding, "genetic rescue", lokdlni adaptace, inbredni a outbredni deprese. (JB) -
13.12.2018

12. Geny a jejich biologicka funkce - priklady funkcnich gen( a jejich vyznam v
ekologii. Adaptivni variabilita, imunogenetika, geny a komunikace, detekce selekce
na molekuldrni a populaéni drovni, vyuziti -omics metod v ekologii, "gene
ontology". (JB) - 20.12.2018



Matematické modely spojujici genetiku a evolucni teorii @@

Vychazi z populacni genetiky
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v" Diploidni s pohlavnim
rozmnozZzovanim

v' Vétsinou obratlovci

v' Budou ale i néktefi bezobratli

v’ Rostliny funguji ¢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 zijicich zivocichu

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

2. nedestrukcni (invazivni) — zivocCich 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 ¢i dokonce
pozorovani




lzolace DNA

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

dnes vetsSinou komercni kity

velky vliv fixace vzorku



Genetické markery

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

Narustajici vyznam v
molekularni ekologii
(transkriptomika)

Nekodujici DNA
Nefunkcni (neznama
funkce)

Neutralni k prirodnimu
vybéru — vetsi variabilita
VetsSina DNA u eukaryot
Pseudogeny

Repetitivni DNA



Typy genetickych markeru

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

e 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, vzdalenéjsi pribuzni " ‘
— vztah populaci (izolovanost, vyména migrant()
— fylogeografie (historie Sireni)

— hybridizace, hybridni zony

Geny pod selekci
— MHC, MUP, ABP, reprodukcni proteiny
— 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 — kratkeé oligonukleotidy komplementarni
k usekum 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 38 s
— . o S
elongace=polymerizace (72°C ) 75 & 1 min
: v v . . i 35x zpét
Nejprve vsak Casto prodluzena denaturace celkove DNA
72 C10 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)

e Polyakrylamid — Presnéjsi rozdéleni (4 bp)

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

-

B —— -
2 e eeoe eee
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,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

Sangerovo sekvencovani (velmi dobré pro mtDNA, u
NnDNA problém s odliSenim alel u heterozygotu)

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

E"‘ —3‘ = *‘5.-.--.—.».—3-:-.*-_-\_- - e e
“:_. — __L{_‘..' ’ .

DNA o = .A_ﬂ_L#
—® — =

- PCR product ﬁ -1.7 - ’,4 ue I -
- Tom o o ]

cloned fragment B 1“ 4 - _‘ér} @r g l -

d‘ﬁtOJ (T

M Il i — m CCGATCAATGCGGCAA
NI VT AT YL laser beam
ALYV ATV AY Y AA LAAL AN i : - @

capillary
CCGATCACTGCGGCAA

electrophoresis




,High-throughput sequencing”

1. Sample Prep 2. Cluster generation on flow cell
(1-5 days) (1.5 day)

¥ | —*-‘ — “WHW/

Ligate adapters Clonal Single molecular Array M i n I O N

4. Data Analysis l'
(days-months) 3. Sequencing and imaging
(2-3 days)

lllumina




Typy populacné-genetickych dat

mikrosatelity SNPs
RO XN
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

Ind_1 Ind_1

Ind_2 +/+ +/+ Ind_2 + +

Ind_3 -/- +/- Ind_3
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|30 TYN27 TYN 176 176 126 128 207 207 120 153 169 173 220 MSh... 265 291
|31 TYN28  TYN 168 172 128 132 219 219 130 130 163 175 249 eiar 253 285
|32 TYN29 TYN 170 180 128 130 218 219 130 130 171 171 243 266 286
|33 TYN30 TYN 170 177 124 130 215 215 138 138 171 177 232 Nexus... 253 285
|34 NOV1  NOV 172 176 128 134 209 219 120 120 169 175 253 Phylp... 255 289
|35 NOV2  NOV 178 | 178 130 | 130 | 208 209 128 132 | 173 173 238 - 251 285
|36 NOV3  NOV 163 165 126 | 126 | 207 213 122 124 173 175 220 e b 247| 288
|37 NOV4  NOV 167 178 128 134 205 205 118 124 173 177 220 SPAGEDL. . 265 287
|38 NOV5  NOV 176 178 128 130 201 201 130 130 173 177 243 — 249 287
5 /NOVE  NOV 176 178 126 | 1301 208 | 215 | 128 | 134 | 166/ 173] 0 or—rowr—rowr—e=a 245 287

htto://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/



P PYG - Poznamkovy blok

Soubot  Cprawy  Forméak  Zobrazeni  Mapovéda

Ppipol
Ppip0z
PRip0d
Ppip0&
EF1
EF4
EFS
PaurQs
MML1E
MAPZ17
MAPZ15

Fop3,

4]

1820
1111
2022
2424
1818
2426
1824
1819
0222
1122
1418
1820
1020
0722
0220
1222
2222
06ls
1524
2020
2222
02109
1220
2020
2123
2123
2020
1216
1424
1421

1620
2222
0809
1122
2022
2022
1414
1818
2020
1820
0220
2020
2024
2024
1624
la2l
lalé
1420
2024
1620
1220
2222

2125
1620
1818
1823

0505
Q707
0505
0&a07
0505
0506
0506
0508
0406
0506
0606
0607
0407
0505
0507
0505
0408
0606
0507
0a06
0508
0507
0505
0606
0506
0406
0405
0507
0506
0306

0508
0606
0404
0508
0506
0406
0508
0505
0405
0505
0406
0206
0&a07
05009
0507
0a07
0506
0507
0405
0508
0505
0506

0407
0405
0205
0406

0800
0505
0505
0505
0505
0606
0909
0512
0606
0606
1010
Q000
0910
1111
0606
0910
0507
0808
0808
Q000
0808
1010
0808
1111
0608
0202
0505
1111
1111
0909

0611
0606
0508
0404
0202
0609
Q000
0710
0208
0808
Q707
0505
1010
0202
02035
1010
0508
0909
1111
0611
0609
0808

0000
0609
0910
1010

0511
1013
1010
0407
0014
1313
1010
0914
09lo
1112
1014
1212
0621
0915
04059
1112
1111
1111
1212
1420
1112
0711
0521
1119
0808
0407
0521
1010
1010
1414

05035
0911
0607
0407
1010
0912
1111
1111
1021
0800
0909
0500
1212
1515
1115
0921
1010
1010
0910
0406
0909
1010

0606
1414
1010
0308

d_'Startl @O mEe oS

0308 1321
0508 0920
0505 0000
0607 04109
1011 1717
0708 1719
Q707 1717
0609 0416
0909 0409
0608 1920
0708 0000
0809 0404
0505 0415
0705 0404
0910 0404
0708 1919
0608 0414
0709 2020
0505 0404
0606 2121
0607 2020
0909 0404
0707 0413
QB0 0220
0207 1717
0610 0320
0507 0404
0508 2222
0606 1919
0609 1113

0508 2323
0707 14159
0708 0420
0705 0404
0709 1920
0307 0000
0709 2020
0708 2020
0606 0412
0709 0319
0909 0304
0307 0517
0307 19820
0206 0420
0208 0420
0609 2222
0607 0517
0708 0416
0507 1921
0511 0319
0809 1717
0608 1915

0606 0000
0708 1418
0307 0505
0810 1420

0200
0600
0710
0710
06009
0708
1010
0408
0709
0708
0610
0808
0408
0406
0406
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0305
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0206
[ef={ele]
0500
0506
0405
Q607
Qo009
0207
06009
0809
0707
0708

Q607
0607
0408
0809
0207
Q707
0208
0709
0a07
0710
Q808
0308
[ef={ele]
0307
07009
0708
0306
0710
0709
0610
0208
0708

04059
0203
0609
0208

? & Doruendp...

Title Tine:"Genotype Tile for Pipistrellus data”
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0505
0505
0508
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Q707
0506
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0508
0205
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0508
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0607
0307
Q808
0508
0508
0508
0307
0508
0507

0608
0506
0404
0708
0405
0303
0307
0305
0305
0407
0208
0105
0407
0508
0205
Q707
0509
0506
0105
0506
0708
0307
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0405
0411
0303

0608
0606
0400
0405
Q000
1014
0514
0609
0606
0506
0708
091l
0606
0505
0514
Q707
Q707
Q707
0505
0606
0506
0611
0506
0411
0711
1010
Q808
0507
0507
0508

0710
0506
0505
0607
0609
06086
06086
0606
0606
Q000
1617
0ol4
0505
Q707
Q707
1415
0608
0506
0607
0610
0606
0506

0406
0505
0410
0809

) GMZ_lectures

1214
1219
1416
1417
1214
1416
1416
1616
1819
1219
1616
1414
1416
0212
1616
1214
0214
1214
1416
1414
1414
1418
1416
1214
0ola
1212
1214
1416
1416
1414

0214
1214
1214
1214
1014
1214
1012
1316
1212
1212
1112
1014
1414
1414
1214
1416
1117
1214
1014
0212
1416
1114

1616
1015
1115
1212

) GenepopPYG

0513
1212
1213
0512
1011
1113
1011
1112
1012
1014
1213
1011
1113
1212
1214
1113
1112
1118
010l
o112
0&0o
1313
0oll
0114
1012
1012
0411
0213
1216
1114

1112
0413
0317
1112
1113
1112
1212
1213
1012
0212
0213
0213
1213
1112
1215
1113
1215
oe12
0812
0211
0412
0210

0513
1011
1112
0712

Genepop file format —
jednoduchy ASCI kod (.txt)

- jednotlivé alely pro dany
lokus jsou sefazeny podle
velikosti a oCislovany

- t). napt. 128/130 je
prevedeno na 10/11



Typy ziskanych dat — sekvence DNA

,Alignment” = contig (ze stejného jedince)
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Alignment sekvenci z riiznych jedinct — analyza
polymorfismu

TLaTAGTACA

............. T..C..T. ...

TR HuulTHI HH"ﬂuuﬂ"uunHH

TLATALTTT ATGATGAAATTTTGG TTATTAGGTATETGTTTAATAGTAEA
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. N=AC,G,T
V=G,A,C
D=G,AT
H=ATC
B=G,TC

" R=AG
Y=C,T
M=A,C
K=G, T
S=G,C
W=AT



lllumina fastq format

1 2 3 4 5 67 8
@HWI-ST226:253){D14wracxx: 2[{1101]:2743]:[29814][1]{n]: 0
TGCGGAAGGATCATTCTGCAATTCTCGGGTGCCAAGGAACTCCAGTCACATCACGATC TCGTATGCCGTCTTCTGCTT
GARARAAAAARRAAAAAAATTA
+
BRCFFFFFHHFFHJIIGHIHIJIIJIIJIGDCHI I IJIIIIIIGIGIHHERR) =FREIGHHEHFFFFDCEBD : QCCRC
: <CDDDDS0559<BH# 44444 ##

unigque instrument ID and run ID

Flow cell ID and lane

tile number within the flow cell lane

'x'-coordinate of the cluster within the tile

'y'-coordinate of the cluster within the tile

the member of a pair, /1 or /2 (paired-end or mate-pair reads only)

N if the read passes filter, Y if read fails filter otherwise

e o P R O [ [T S

Index sequence
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Typy ziskanych dat
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Selection: 0

View Accessory Application RNA  World Wide Web  Options
130

Positior: §1: 268, 1140 nucleatid 234

=k S hd ||

tode: | Select / Slide »

&I D oot
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Mus B3314 D3.

ddddddddddddddddddddddddddd 4 ddddddddd (dddddddd Adddddddddddd
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CTTATAGTCCAAATTCTTACAGBCTTATTCCTABCTAT.
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e Alignment Editor - [$:\Bryja_J\Od Hanky\s

1140

1141 .
1140 nue -

Sequence  Alignment

1140 nu -

1140 nu - -

1140 nu .
1140 nuc -
1140 nucl .
1140 nuel
1140 nuel -
1140 nuel -
1140 nucl .
1140 nuel
1140 nuel .
1140 nuel -
1140 nucl .
1140 nucl.
1140 nuel
1140 nuel -
1140 nuel -
1140 nucl
1140 nuel .
1140 nue

[=] [Courer Hew

Mus B33Z21 E3.
Mus B3325 Al1Z.
Mus R31ZZZ AL,
Mus RE1223 BL.
Mus RE1Z225 C1.
Mus RE1ZZ6& DI1.
Mus R31Z65 EL.
Mus R31Z63 FL.
Mus RE1270 G1.
Mus RE1Z83 HI1.
Mus RE1364% BZ.
Mus R31375 DZ.
Mus REl4ld EZ.
Mus RE1415 FZ.
Mus RE1448 HZ.
Mus R31474 A3.
Mus R3151Z B3.
Mus RE1525 C3.
Mus RE1528 D3.
Mus RE152% E3.
Mus R31530 F3.
Mus RE1531 G3.
Mus RE1546 HI.
Mus RE1547 A4,
Mus R31548 B4.
Mus R31542 C4.
Mus RE1575 D4.
Mus musculus mc -
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Tak, a co ted' s téemi daty ...



