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Exprimované geny a
prirodni selekce
Produkty funkénich geni a

jejich vyznam v ekologickych
studiich

- N ..o \‘9\\'&.&5‘17%&
* * P = .
* * . = o
evropsky ** z M z
SOCiélniv & STERSTVO SKOLS OP Vzdélavani T \S%'
fondvCR EVROPSKA UNIE . pro konkurenceschopnost 4!4 NA B
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Evolucni ekologie

» studuje selekéni tlaky dané prostredim a evoluéni odpovédi na né
— vzhik adaptaci, tj. geneticky podminéné prizplsobeni se
prostredi

+ interakce s abiotickym prostredim




Adaptace ve vztahu k jinym jedincim
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» pohlavni vybér

(vhitrodruhové interakce)

+ predator-korist

(mezidruhové interakce)

* hostitel-parazit

(mezidruhové interakce)




Pro¢ geny v molekuldrni ekologii?

Geny maji funkCni vyznam - geneticky determinovany
polymorfismus

-> studium proximatnich mechanismu

PF.: Pro¢ je samec hyla rudého Cervené zbarven? [FASEEEES
Evolu¢ni ekologie (ultimatni_vysvétleni) - aby se libil samicim
a zplodil s nimi vice potomku

Molekuldrni ekologie (proximatni vysvétleni) - protoze
karotenoidy ziskané z potravy uklada vice do pefi a méné je
pouziva v imunitni odpovedi



Expressed DNA segments - genes

- strict nucleotide structure

+ exons and introns, START and STOP
codons etc.

* transcription + translation — phenotype

+ oligogenes - qualitative traits (f.e.
homeotic genes, Wnt ligands)



Metody studia funkéni variability

1. Sledovani kandiddatnich gent

2. Genomické pristupy (mnoho gent
najednou)
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Arizona

Korelace zbarveni
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MCIR u ¢lovéka, mamuta a dalSich

* U Cloveka zrzave vlasy a neschopnost se opalit
e Zbarveni krav, kont a pst
e Vyskyt dvou odliSnych variant u mamutt

extracellular
mammioth
allele 1
F S
A ] — axtracallular
Thr' Ala J.'I ,n:}.h ™
mammoth
allele 2
1



B Mouse Rat

C Sien Site B
=.!:=__,_._
=828:3:
_ p— -y .-
=" a®®%e
all o o s

b Urine samples from individual

wild-caught male mice

Chromosomal location

Major Urinary Proteins - komplex velmi podobnych genti

Obtizné se studuji i
. . ’ — - — lz14 -
(isoelektricka fokusace) - - - g ——
— - = - - 12 =
e ———- == e 11 E—
« Rizne¢ alely — — - == - o —
EEEeEEEEEEsEenEeElEn -Clusmr—El
« Navic rtiznd mira exprese "'.:*Hﬁil?ﬁg;!:='§=§!=§§=EE:§§§§ —
uMUP-XVI| = em e - - % ?
* — individualni profil WP ] memsIIIITIICIZL TR m.
NN RN RS E R :
v, , , . . = = ¥ F F 2 Z 2 2 ZZF Z = = Frequency
» Carovy kod jedince Wi cought iniual




Major histocompatibility complex (MHC)



Antigen-specificka imunitni odpoved

INFIKOVANY MAKROFAG

Intrac,alularni
paraziti ve
vakuolach

Eathogen

APC (DENDRITICKA BUNKA)
Antigen (bakterie)

Pohlceni
a zpracovani
antigenu



Antigen-specificka imunitni odpoved
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Antigen-specificka imunitni odpoved
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Antigen-specificka imunitni odpoved
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Antigen-specificka imunitni odpovéed
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Antigen-specificka imunitni odpoved

parazitt
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Evolucni ekologie: Kdo a jak rozpozna parazita ?
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Major histocompatibility complex (MHC)
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Major histocompatibility complex (MHC)

Oblast rozeznavajici antigen
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Funkce MHC: rozeznani a prezentace cizorodého antigenu

MHC Class | + Peptide

TAP1 TAP2

MHC Class |



Funkce MHC: rozeznani a prezentace cizorodého antigenu

MHC Class I
el Weseis makrofagy, dendritické buriky aj.
MHC Class | 'V N |

vSechny bunky s jadrem

“TAP1 TAP2

MHC Class | MHC Class Il



Bunka nabizejici antigen spusti imunitni odpoved
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Jak zjistit, ze je gen pod selekci?



Major histocompatibility complex (MHC)

Oblast rozeznavajici antigen (antigen-binding sites)

Class I Class 11



Je variabilita MHC dusledkem
prirodniho vybéru?

Pozitivni selekce - vytvoreni a udrzeni velkého mnozstvi funkcnich variant

. . Species Z
Trans-species polymorfismus

- vyhodné alelické linie

pretrvdvaji i po oddéleni
dr'Uha Limitation of

/NN
/AN

Species X Species Y




Fylogeneticka analyza MHC sekvenci
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dN/dS

Pomér nesynonymnich (d
a synonymznlich )(la’S) mu’ra/é?

Alignment sekvenci stejného genu u vice druhd
— rozdily (mutace) o . ) o
— jen nékteré mutace zmeéni aminokyselinu - degenerovany geneticky kod

Korekce (rozdilné metody, MEGA, PAML)

jen 25 % moznych zdmén nezméni aminokyselinu

nékteré typy mutaci Castéjsi o - )
zpetné a konvergentni mutace (hlavné u vice odlisnych sekvenci)

Vétsinou dN/dS <« 1, selekce eliminuje zmény, .purifying selection®
protein se nemeni

dN/ds >> 1 ,positive selection” - MHC

Rlzné ¢dsti proteinu mohou byt pod riiznou selekci



Pozitivni historicka selekce na MHC Class II

antigen-binding sites

1) Pomér nesynonymnich a dN/dS | ABS Non
synonymnich mutaci (dN/dS) na ABS
riznych pozicich MHC molekuly

| DRB 5.25 3.00
DQA 3.16 0.33

2) Detekce aminokyselin pod pozitivni
selekci - Bayesian modelling
(CodeML)
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2 | ! Sipky ukazuji ABS

5 % 1 ista identifikovand
DQA 2 .. | mista identifik
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Dukaz a mechanismus recentni selekce

* Srovnani populacné-geneticke struktury na MHC
genech a neutralnich znacich (mikrosatelity)

* Asociace MHC genu a vyskytu parazitu



1) Analyza populacné-genetické struktury

« Srovnani populacné-genetickée struktury na MHC genech a
neutralnich znacich (mikrosatelity)

migrace migrace
nahodny drift nahodny drift

‘ neutralni znaky ‘ MHC

P

migrace migrace migrace
nahodny drift nahodny drift nahodny drift

selekce selekce

N e W e W e

MHC ‘ MHC

neutralni znaky diverzifikujici selekce balancuijici selekce




Dikaz prirodniho vybéru v sou¢asnosti:
analyza popula¢né-genetické struktury

- Srovnani neutralnich znakti a MHC
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Studované lokality - 7 populaci ve

stejne fazi populacmho Cyklu Bryja et al. 2007, Molecular Ecology
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Diferenciace populaci v prubéhu ristu

denzity

Fst

0.06

0.04

0.02

0.00

*

O\

NN

N

*
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—4— msats (17 loci)
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*
Signifikantni rozdil DQA1 vs. mikrosatelity

Bryja et al. 2007, Molecular Ecology



Zavér: Typ selekce na MHC zdvisi na poCetnosti populace

Nizkd denzita Vysoka denzita
Ndrust diverzity
parazitl v disledku
disperze

Lokdlni rozdily ve
spoleéenstvech patogent

Lokalni diverzifikujici sl = e
selekce Balancujici selekce

Bryja et al. 2007, Molecular Ecology



Jaké jsou mechanismy prirodniho vybéru pro
udrzeni vysoké variability MHC?

* Hypotéza vyhody heterozygotu — maji 2x vice
alel nez homozygoti, tj. mohou rozeznavat 2x
vice patogenu

* Vyhoda vzacne alely (= selekce negativné
zavisla na frekvenci)



Vyhoda heterozygotil - maji 2x vice alel

nez homozygoti, tj. mohou rozeznavat 2x vice patogent

Clovék - rychlost vyvoje +  Dva druhy ryb -

onemocnéni HIV nebo heterozygoti maji
hepatitidy B je vyssi prezivani pri
asociovdna s MHC umelém vystaveni
heterozygotnosti virim a helmintiim

1.0

08

Pravdépodobnost vyskytu ptaci
maldrie roste s po¢tem MHC alel - £
vysokd variabilita = vysoka
pravdépodobnost preziti akutni

faze

0.6

04

0.0

MHC

*  Nejednoznacné vysledky v mnoha dalsich prikladech
*+  Teoretické modely tuto hypotézu nepodporuji ...



Vyhoda vzacné (vgyhodné) alely

Dynamicka koevoluce mezi hostitelem a parazitem (= hypotéza
.Cervené krdlovny") = selekce negativné zdvisla na frekvenci



Frekvence alely

Frekvence parazita

Vyhoda vzacné (vyhodné) alely

,vzacna alela“




Vyhoda vzacné (vgyhodné) alely

H VA NV AVANAVANYAY,
g | + Zda se byt pravdépodobne; j8i nez ,vyhoda
¢ | heterozygotd"

* Nutno prokazat, Ze skutecne dochazi k
_ . Casovym zméndm ve frekvenci alel a paraziti -
N | dlouhodobé studie neexistuji !l

Cas



Asociace MHC genu a parazitu

vaji¢ka Nematoda v trusu

0,18 4
016 cerné — infikovani
0.14 - s . . ’

bilé — neinfikovani l

0,12 +
0.10 1

0,08 4

Frequency

0.06 4

0.04 1

0.02

Gerbillurus paeba
o2 '3 "4 Y5 "B *7 "8 ‘9 10 *11 *12 *13 *14 *15 *16 *17 *18 (Harf&Sommer, Mol. Ecol. 2005)
DRB-=alleles

0.00 +

www.nafurfoto.cz

Microcebus murinus Apodemus flavicollis

(Schad et al., Evolution 2005) (Meyer-Lucht & Sommer, Mol. Ecol. 2005 )

- Velké mnozstvi testq, riziko "false positives" — vyuZziti vicerozmérnych meto
Velk stvi test ko "false positives" — vyuzit ych metod



Pr. Arvicola terrestris — hryzec vodni

anton Nozeroy (pohori
Jura, région Franche-Comté)
« 6 populaci, 3 roky

* témér kompletni parazitologicka
analyza (véetné nékterych vird)

* vicerozmérné analyzy
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Tollenaere, Bryja, et al., Journal of Evolutionary Biology (2008)
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Analyza koinercie (co-inertia analysis)

Arte-DRB-13

F2,11.7%

*Arte-DQA-03

0.6

0.51 H 1

-0.71

Arte-DQA-07

® Arte-DRB-16

=*ArtecDRB-07
Arte-DRB-11 =
*Arte-DRB-18 =Arte-DRB-06
Dupl® F1
*Het-DRB .
Arto-DRB *Arte-DQA-05 rte-DRB-15
re-DRB-09° , (c.DRB-D8, "Arte-DQA-02
Arte-DQA-06» *Het-DQA1
- *Arte-DRB-10

F2,11.7% 0.095
*Clest-Asp  |0.141110.07
Nem-Aw,_ -0.095
Cocc-Fm
*Cest-Hh
‘@ > Cest-Tt
F1
N LPUUV 17.7%
Nem-Ta
em-S *Cest-Em Cocc-Fg
LCMV
=Cest-Po
CPXV

Alely DRB-11 a DRB-15 maji antagonisticky efekt
vzhledem k Trichuris arvicolae a k celkové diverzité

parazitd

Tollenaere, Bryja, et al., Journal of Evolutionary Biology (2008)




Vybeér partnera a MHC

90. Ieta — experimenty s laboratornimi kmeny
mySi vs. sloZzeni MHC

Petri Dish
Contamning
Urine

pachove signaly jsou vyuZzivany pii
rozeznavani pribuznosti a vybéru partnera

mySi si vZdy vybiraly partnera s odliSnym
MHC

Yamazaki et al. 1976



Hypotézy pohlavniho vybéru podle MHC

Ideal: Vybér partnera se specifickym genotypem zajist'ujicim rezistenci

A) Vybér partnera s odliSnym MHC — ,,1nbreed1ng

avoildance hypothesis*

« MHC =, komplementarni geny*



Hypotézy pohlavniho vybéru podle MHC

Ideal: Vybér partnera se specifickym genotypem zajist'ujicim rezistenci

B) Vybér partnera, ktery nema parazity (tj. neni
nemocny)
« MHC = ,,dobré geny*, které lze ,,citit*




Hypotézy pohlavniho vybéru podle MHC

Ideal: Vybér partnera se specifickym genotypem zajist'ujicim rezistenci

C) Vybér nejlepsiho partnera, ktery nema parazity, ale
ma jeste ,,néco navic*

« MHC = ,,dobré geny*, umoznujici expresi sekundarnich
pohlavnich znakt

T alllna
Ekblom et al. 2005




R |
2 Gasterosteus aculeatus
*> | " Milinski et al. (2001-dosud)

Number of fish

Nedavno duplikované MHC
class IIB geny Bl o

Nejvice jedincli ma stfedni pocet alel
Sttedni pocet alel = minimum paraziti

Parasite load

,,pocitaji* vlastni pocet alel a vybiraji s1
tak aby optimizovali pocet alel u
potomstva

| 1 | | | 1 1
2 3 4 5 6 7 8 9

Vybér je ovlivnén strukturou komplexu Pocet MHC alel

MHC-peptid 7 v , G
1 25456789 JZlata stredni cesta

)‘}0 - idealni podet alel se li§i v zavislosti
na prostredi (tj. diverzité parazit()
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ELSEVIER,

Is MHC enough for understanding wildlife
iImmunogenetics?

Karina Acevedo-Whitehouse and Andrew A. Cunningham

Institute of Zoology, Regent's Park, London, NW1 4RY, UK

.Mapping and association studies have revealed that
approximately half of the genetic variability for
resistance to infection is attributable to non-
MHC genes, suggesting that MHC-independent
immune responses also undergo host-pathogen
coevolution.” Acevedo-Whitehouse & Cunningham 2006



Sledovani mnoha genu najednou
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THYMINE ~ _
t S ST~ GYTOSINE

L ——= e *—f\ ADENINE _
¢DN A e/ MRNA\ === Proteins
Transcriptio anslaticn
Genome Transcriptome Proteome
3 billion bases 20-30,000 ~100,000
genes proteins
Functional Genoryics
Proteomics

Genomics Transcriptomics
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Budoucnost genetickych metod
v ekologickém vyzkumu

. Nové postupy pri sekvenovani
DNA (..genomics")

Molecular Ecology Resources (2008) 8, 3-17 doi: 10.1111 /5.1471-8286.2007.02019.x

TECHNICAL REVIEW

Sequencing breakthroughs for genomic ecology and
evolutionary biology

MATTHEW E. HUDSON
Department of Crop Sciences, University of lllinois, Urbana, 334 NSRC, 1101 W. Peabody Blvd., IL 61801, USA



Total sequence (billion base pairs)
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100 1
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,,Zenomics era‘

Public Domain Sequence
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Cost to sequence one base (US$)
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Budoucnost genetickych metod
v ekologickém vyzkumu

2. Analysis of expression by
microarrays (..transcriptomics")

Ranz JM, Machado CA: Uncovering evoutionary patterns of gene
expression using microarrays. TREE, 21(1): 29-37



Microarray analysis of transcriptome
(~ specific DNA hybridization)

¥ AG
I o,

*

%

*

*

* (i.e. synthesized
(i.e. mix of transcripts in a oligonucleotides

form of cDNA = mRNA prepsana complementary to particular
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Sledovani exprese gentl
microarrays

» Sledovani exprese mnoha (tisice) gentl najednou
e ZaloZeno na hybridizaci

» Sleduje se rozdil vii¢i kontrole ("heterologous hybridization")

Co-hybridization
RNA preparation Labeling and signal
quantification

Experiment
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Case study: Joop Ouborg et al.

Transcriptional profiling of inbreeding depression and genetic erosion in
Scabiosa columbaria: the balance between genetic drift and selection in the
genetic erosion process.




Example: inbred
roots mall poj

Scabiosa columbaria
shoots ;—»Iarge pop

outbred

I—»cDN

‘_L,"'-’_.,'_Qi‘%-:___’_, 530.000 sequences
454 L | |t g | - in one run, leading
to ~ 40.000 ESTs
_ \
Agilent eArray
15k — 30k
Agilent Technologies 6Q_mer
S microarrays

Experiment: transcriptional profiling of inbreeding depression




Annotation of these 40.000* ESTs (,expressed

Automated programs available, like BLAST2GO (
just feed a file with the ESTs into the program, and turn it on......
1 week later you will have the results, being:

. Homology with known sequences

. Known function

The sequences may also be searched for:
EST-associated SSR markers: MISA ( )

SNP markers: SNP-mining software like PolyBayes
( )

Again by using search software, freeware

ALMOST HALF OF GENES (ESTs) ARE UNKNOWN !


http://www.blast2go.de/
http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/
http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/
http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/
http://genome.wustl.edu/tools/software/polybayes.cgi

1. Design of quantitative RealTime-PCR methods, bas
sequences

2. Design of a Scabiosa specific microarray
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Cycle
r— Thresheld Cycle Calculation
Threshold
Use Threshel:[ .03 | (£8 paldiney
Mult. # Stddev:-x JOE - E4 22,060 0,001 -~
Omit Threshuld. JOE - ES 22107 0.002 =
Baseline JOE - E6 22043 0.002
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Populus
trichocarpa x deltoides

a Malacosoma disstria vourovec
Ralph et al. 2006

cDNA microarray
e 15496 genl > % genomu

* Po 24 hodinach
1191 genti up-regulated
537 down-regulated

* Obrana: endochitinazy, inhibitory
proteaz

* Signalni funkce

» Transport, metabolismus, regulace
transkripce



(b)

Jaka je uroven exprese v ruznych tkanich?

quantitative real-time PCR

/TA

O Regulation of transcription

LT

| '. - srdecni, Cervena a bila svalovina
\ - rozdily v expresi 113, 81 a 196 genii

- rozdily jsou zplisobeny tkanoveé specifickym stupném |
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endotermie

OMetabolism

E Protein binding

OProfein bicsynthesis
OLipid metabolism

B Carbohydrate metabolism
OlA

ORegulation of cell cycle
B Ubiguitin
BMuscle development

% DORegulation af ranscriplion

OProfein folding

.. OMelabolism

OTranspart
OPFrofein bicsynthesis
OMA

Fig. 1 Percentage of total up-regulated genes identified in the
Gene Ontologies (Biological Process) of ventricle (a), red muscle
(b} and white muscle (c).
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W Mucleotide metabalic process
W Call cycle
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B Carbohidenle matabalism
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Fig. 2 Percentage of total down-regulated genes identified in the
Gene Ontologies (Biological Process) of ventricle (a), red muscle

b} and white muscle (c).
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keeping gene f-actin. (*) Significant values between means,

wscle White muscla

21 of candidate gene Hsp?D in
7y determined by quantitative
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vliv aklimatizace k
chladu (20° vs 15°C)



Zaver
Molekularni ekologie se rychle vyviji
Metody se zasadné€ vylepSuji a meni
Co platilo dnes, nemusi platit zitra

TéSme se tedy na zitiek!



