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Co je molekularni ekologie?

v/

Umeéle vytv oreny bor v&/mezeny technlckym ristupem. Na ekologické
problémy hleda odpovéd pomoci mo ekularnl h metod.

Klasicke ekologicke
problémy a metody

Molekularné-genetickée
metody

(Zoologové a botanici nakoupili cyklery a sekvendtory, snaZili se je vyuZit i k nécemu
Jinému nez je taxonomie => vznikla molekularni ekologie)

Pracuje na raznych Urovnich variability DNA (genom, jedinec, populace,
skupina populaci)

Je to vlastné aplikovanad populacni genetika



Proc¢ pouzivat molekularni metody v ekologii?

Casto nel.

paternita
identifika

izolace pc

pocet mig

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 druh

jedince




B MOLECULAR
ECOLOGY

Jeji vyznam vzrusta ...

Je prekvapivé kompaktni

Je popularni - Molecular Ecology (od 1992) — dnes 24 Cisel za
rok

ISI Journal Citation Reports® Ranking - 2008: 6/124 in Ecology;
5/39 in Evolutionary Biology; 46/276 in Biochemistry &
Molecular Biology; Impact Factor: 5.325

Vysly i jeji uCebnice
Na reseni velmi odlisSnych problému pouziva obdobné metody

Snad se dad tedy i prednaset ...

Molecular

MOLECULAR ECOLOGY | hCOlogy




Vychazi z populacni genetiky

e Slavni zakladatelé moderni syntézy, tricata léta
* Matematické modely spojujici genetiku a evolucni teorii

Sewall Wright
adaptivni krajina

Ronald
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Image:Ronald_Fisher.jpg

Obsah prednasky

* Pribuznost (neutralni znaky) ))) )
— identita (stopy stejného jedince, klony) ‘
— paternita, vzdalendji pFibuzni ‘ ﬂ\\\
— vztah populaci (izolovanost, vyména migrantu) :

— fylogeografie (historie Sireni)
— hybridizace, hybridni zony

* Geny pod selekci 4
— MHC, MUP, ABP, reprodukéni proteiny :Q‘M
— geny pro zbarveni - P :‘#




Technické vylety (omezené)

Wus musculus

Mus domesticus

Lineage V
R. amarus ‘western

Lineage Ili
R. amarus 'eastern’

banAlEy
Genetic Analysis in Fxce

\! - N
\ersion 6.
< ..Iw v, Lineage | Lineage IV

R sericeus R colchicus Lineage I

R. mendionalis




v' Diploidni s pohlavnim
rozmnozovanim

v' Vétsinou obratlovci

v Budou ale i tfeba motyli nebo
slavky

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



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

Pribuzné prednasky, tj. co se zde objevi jen okrajove?
M. Macholan, J. Bryja - Genetické metody v zoologii
M. Macholan - Evolucni biologie

e J. Zukal — Behavioralni ekologie

e S. Pekar — Ekologie populaci

* aj. (molekularni ekologie , prorusta vsude®)



Kolokvium

e /pracovani review a prezentace na urcité téma
* ProcC (problém) —Jak (metody) — Priklad

* Napr. Analyzy paternity: EPC — mikrosatelity
(CERVUS) — posun v nahledu na parovaci
systém u pévcu



Urovné variability DNA

e druh — fylogenetické analyzy (fylogeneticka

systematika, identifikace druhti — ,,barcoding”)




Urovné variability DNA

* populace — studium speciace, fylogeografie




Urovné variability DNA

e populace — populacni biologie,
ochranarska genetika)




Urovné variability DNA

 jedinec — analyzy pribuznosti (behavioralni

ekologie, napr. analyzy paternity)




Genotypizace — analyza genotypu

1)
2)
3)

stanoveni formy urcitého useku DNA (alely,
haplotypu)

izolace celkové DNA z tkani
amplifikace pozadovaného useku DNA (PCR)
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



Fixace materialu

+ -

e Cerstva tkan * formaldehyd

e Cisty EtOH * opakované

e rychlé vysuseni zamrazovani

e specialni extrakéni * rozvlhcovani suseného
pufry materialu

e zamrazeni * dalsi fixacni média

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



Genetické markery

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

Narustajici vyznam v
molekularni ekologii

Nekodujici DNA
Nefunkéni (hneznama
funkce)

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

Repetitivni DNA



NejCastéji pouzivané genetické markery

Sekvence DNA
g SNPs
Mikrosatelity
| ] Allozymes B snPs ] Microsatelites Bl AFLPs
B OMa sequencing B RAFDs 1 Minisatelites H AFLPs

Mature Reviews | Genetics



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 konzervativni vs. variabilni useky (« loci »)
* délkovy polymorfismus (princip mikrosatelitu)

CG TCTCTAGCTTCGATTCAGGAA
CG TCTCTAGCTTTGATTCAGGAA



Mikrosatelity

* VNTR (,variable number of tandem
repetitions”), SSR (,simple sequence repeats®)

 Jjednotliveé alely se lisi délkou

TTCAGG TCTCTAGCTTCGA

TTCAGG TCTCTAGCTTTGA

genotyp diploidniho jedince: 25/27



,Molekularné-genetické” metody

e analyza polymorfismu DNA
e konzervativni vs. variabilni useky (« loci »)
e sekvencni polymorfismus (princip SNPs):

CGCATCTCTAGCTT GATTCAGGAA

CGCATCTCTAGCTT  GATTCAGGAA

genotyp diploidniho jedince: C/T




Studium variability nasyntetizovaného useku

1) délkovy polymorfismus
 elektroforéza



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




Studium variability nasyntetizovaného useku

2) sekvencni polymorfismus
 sekvencovani

* SNP (,single nucleotide polymorphism®)
analyza — napr. RFLP, SSCP aj.

@
CCGATCAATGCGGCAA

@

CCGATCACTGCGGCAA




Typ ziskanych dat
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| 2 |Allele frequency
;;ID Pop Ppip01  Ppip02  Ppip04  Ppiplé  EF1 EF4 EF6 Paur05  NN18 NnP217  |NnP219
/4 [TYN1  TYN 174 176 128 | 126 | 213 | 215 120 132 1BB 175 235 247 174 188 249) 251 287 291 205 208 140/ 170 48.76500  17.00750
f | 5 [TYN2 TYN 167 167 132 | 132 207 207 130 136 188 175 230 245 132 188 247 249 287 257 205 218| 166 166 48.76500  17.00750
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Microsoft Excel - PYG_Gendlex.xls
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Obsah prednasky

e Pribuznost (neutralni znaky) -
— identita (stopy stejného jedince, klony) @%@
_ paternita, vzdalendjsi pFibuzni A\\\
— vztah populaci (izolovanost, vyména migrantu) :
— fylogeografie (historie Sireni)

— hybridizace, hybridni zony

, @ 427 *

* Geny pod selekci S Adh—p ;;‘;:
— MHC, MUP, ABP, reprodukéni proteiny :4@454 4 54,

— geny pro zbarveni v P ﬂa@:ﬁ




