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Czesc¢ slajdow jest autorstwa

prof. Mirostawa Ratkiewicza

z Uniwersytetu w Biatymstoku
ktoremu skiadam

SERDECZNE PODZIEKOWANIA
za pozwolenie na wykorzystanie jego slajdow



Wykitad 15 godzin:

5 x 3 godziny lekcyjne
zaliczenie: test pisemny (wyboru) 60% koncowej oceny

Cwiczenia 15 godzin, dwie grupy:
5 x 3 godziny lekcyjne
zaliczenie: kolokwium pisemne 40% koncowej oceny

3 x laboratorium molekularne
2 x laboratorium komputerowe

WWW,
-> Dla studentéw -> Biochemiczne i molekularne metody...



Podreczniki

« Avise: Markery molekularne, historia naturalna i ewolucja.
WUW 2008

» Freeland: Ekologia molekularna. PWN 2008
* Futuyma: Ewolucja. WUW 2008
« Brown: Genomy. PWN 2009

- Hall: tatwe drzewa filogenetyczne. WUW 2008
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Ekologia
molekularna
Joanna R. Freeland




Wyktady

Ekologia molekularna: integracja ekologii, biologii
ewolucyjnej i biologii molekularne;

Czym sg markery molekularne?

Dlaczego markery molekularne sg wazne w
badaniach ekologicznych i ewolucyjnych?

Najwazniejsze techniki molekularne

Zastosowanie technik molekularnych do
rozwigzywania problemow badawczych/uzyskiwania
informacji niedostepnych w inny sposéb



Ekologia molekularna

zastosowanie metod genetyki molekularnej do
rozwigzywania problemow badawczych z zakresu
ekologii, biologii ewolucyjnej, konserwatorskiej |
ekologii behawioralnej

termin pojawia sie na poczagtku lat 90tych XX w.
niektore techniki stosowano od potowy lat 60tych
jej szybki rozwdj dzieki opracowaniu réznorodnych
markerow molekularnych opartych na DNA

nie jest prostym zastosowaniem technik
molekularnych do ,starych” problemoéw ekologicznych



Ekologia molekularna

Zagadnienia mozliwe do badania wytacznie lub
przede wszystkim technikami molekularnymi:

analizy rodzicielstwa 1 pokrewienstwa
1dentyfikacja osobnikow

metody nieinwazyjne i slady biologiczne
sledzenie historn populacji 1 gatunkow
niezroznicowanych morfologicznie
badania genetyczne wymartych gatunkow

przyblizone lecz bardzo szybkie 1 uniwersalne metody
oceny biordéznorodnosci we wszystkich skalach



Ekologia molekularna
jest scisle powigzana z teorig ewolucji

Dane molekularne pozwolity na testowanie kluczowych
aspektow Syntetycznej Teorii Ewolucji
(Nowoczesnej Syntezy)

Przewidywania wyprowadzone z syntetycznej teorii
ewolucji stanowig podstawe wnioskowania o procesach
ekologicznych z danych molekularnych

 teoria mutacji neutralnych
« zegary molekularne

e genetyka populacji

* koalescencja

e genomika



Dlaczego techniki biologii molekularnej
stosuje sie w ekologii?

analizuje sie cechy dziedziczne, unika sie badania
cech ktore wykazujg znaczng plastycznosc
fenotypowg

sg uniwersalne — od wirusow do cztowieka

dostarczajg zazwyczaj doktadniejszych wynikow niz
tradycyjne metody i trwajg znacznie kroce|

mozliwa jest identyfikacja genow odpowiedzialnych
za obserwowane cechy i zjawiska — podstawy
genetyczne procesow ekologicznych i ewolucyjnych
techniki analizy DNA wymagajg sladowych ilosci
materiatu biologicznego — mogg byc¢ nieinwazyjne |
niedestrukcyjne



Czym sa i do czego stuza
markery molekularne?

Wykazujgce zmiennosc, dziedziczne cechy DNA, RNA
lub biatek uzyteczne w identyfikacii:

pozycji w obregbie genomu (mapy genetyczne)

komorek 1 tkanek (np. nowotworowych)

osobnikdéw (analizy rodzicielstwa, medycyna sagdowa)

populacji
e gatunkow
* jednostek ewolucyjnych wyzszego rzedu

A przez to pozwalajgce wnioskowac o przebiegu
procesow ekologicznych i ewolucyjnych



Czym sa i do czego stuza
markery molekularne?

Markery molekularne pozwalajg na uzyskanie
roznorodnych informacji biologicznych na temat:

e systemOw kojarzen organizmow
 kierunkow 1 wzorcOow migracji
 centrow roznorodnosci genetycznej gatunkow
* bioroznorodnosci (mikro)organizmow
 adaptacji na poziomie molekularnym

Wiele typow markerow molekularnych



Wybor markerow molekularnych
Sposob dziedziczenia

Po obu rodzicach:

» zlokalizowane na autosomach
Po jednym z rodzicow:

* na chromosomach pici

chromosom W u ptakow tylko po samicach
chromosom Y u ssakow tylko po samcach
e w organellach

mitochondria u zwierzat dziedzicza si¢ po matce,
niektorych roslin po ojcu
chloroplasty zazwyczaj dziedziczg si¢ po matce



Wybor markerow molekularnych
Tempo ewolucji

W zaleznosci od badanego problemu przydatne beda
markery ewoluujgce szybko:
* 1dentyfikacja osobnikow
 analiza pokrewienstwa w grupach rodzinnych 1
populacjach
* migracje (przeptyw gendw) miedzy populacjami
W srednim tempie:
* historia okreslonego gatunku
* 1dentyfikacja jednostek zastugujgcych na ochrone
 szybka ocena bior6znorodnosci (kody kreskowe DNA)

Wolno:
» pokrewienstwa ewolucyjne wiekszych grup
* ewolucja genomow 1 cech



Wybor markerow molekularnych
Kodominacja i dominacja

Marker kodominujgcy to taki, dla ktérego mozna
okresliC petny genotyp osobnika — np. rozroznic
heterozygote od homozygoty
Bardzo uzyteczne lecz trudniejsze do uzyskania niz
dominujace
Marker dominujgcy to taki, w ktorym wystepowanie
jednego allelu maskuje inne

t.atwo dostepne, mozna badajac jednoczesnie bardzo wiele
markerow lecz nie dostarczajg tak szczegoétowych
informacji. Stabo rozwiniete metody analizy



Wybor markerow molekularnych
Mozliwosci techniczne, koszt, moda

Popularnos¢

allozynfly

fminisateflity : :
| ' mikrosatelity

1966

1980 1985 1990 1995 2000 2003

Schlotterer 2004



Wybor markerow molekularnych

Mozliwo

techniczne, koszt, moda

SCi

y

Aeindod ennejey

2020

2015

2010

2000

Seeb et al. 2011



Elektroforeza biatek — Allozymy, 1zozymy

Biatka o roznym tadunku bedg sie przemieszczac w
zelu w polu elektrycznym z rozng predkoscia.

Pierwsza technika biochemiczna szeroko stosowana w
genetyce populacji: Drosophila pseudoobscura
(Lewontin i Hubby 1966); cztowiek (Harris 1966)

CcC AB BB AA



Elektroforeza biatek — Allozymy, 1zozymy

* Nawet pojedyncze zmiany aminokwasow moga
spowodowac zmiane tadunku biatka | wptyngcC na jego
ruchliwosc elektroforetyczng. Ok. 30% podstawien
aminokwasowych powoduje wykrywalne zmiany.

* Takie rozroznialne elektroforetycznie formy danego
biatka to allele

* Nie wszystkie podstawienia nukleotydow w kodujgcej
czesci genow powodujg zmiany aminokwasow w
biatku (bo kod genetyczny jest zdegenerowany) —
podstawienia synonimowe oraz niesynonimowe

* Elektroforeza biatek wykrywa jedynie czesc¢
Zmiennosci genetycznej



Elektroforeza biatek — Allozymy, I1zozymy

Homogenat tkanki lub catego organizmu

Elektroforeza
skrobia

octan celulozy
akrylamid

Specyficzne barwienie
enzymy (kilkadziesiat)
hemoglobina
transferyny

fot. M. Ratkiewicz




Elektroforeza biatek — Allozymy, I1zozymy

Niektore enzymy kodowane sg przez kilka genow (loci),
ich produkty biatkowe mozna rozrozni¢ na zelu

Uktad prgzkow — biatko monomerowe

| Locus 3
Locus 2

Locus 1

fot. M. Ratkiewicz



Elektroforeza biatek — Allozymy, 1zozymy

Wiele enzymow jest dimerami lub tetramerami —
podjednostki kodowane przez jeden gen

Uktad prgzkow w heterozygocie — biatko dimerowe

Gel Profile of a
HETEROZYGOTE

* 1 - dimer —
: heterozygoty
* W05 =025 2 - 3-pquk0We
:1 - tetramer —
m 0505 =025 heterozygoty
5-prazkowe

OH 4.6

Mdn-1d __&_ L_& 1 |
Midh-1 ¢
Mdn-1a—» . .

= &




Elektroforeza biatek — Allozymy, 1zozymy

Zalety:
* Mozna zbada¢ stosunkowo duzo loci (30-50)

Metoda tania

Prosty sposob dziedziczenia

Opracowane narze¢dzia analizy danych

Mozna bada¢ niemal wszystkie taksony

Zastosowanie:
* Do oceny zmiennosci populacji
» Okreslanie roznic migdzy populacjami

« Badanie efektow doboru naturalnego



Elektroforeza biatek — Allozymy, 1zozymy

Wady:
* umiarkowany poziom zmiennosci

* moga byC pod wplywem doboru naturalnego (a wiele
zastosowan ekologicznych wymaga markerow
neutralnych)

 trudnosci porownywania wynikow roznych prac
 technika nie nadajgca si¢ do automatyzacji
e wymaganie Swiezej lub zamrozonej tkanki

 technika prawie zawsze destrukcyjna, dlatego trudng ja
stosowac u gatunkow rzadkich 1 chronionych



Elektroforeza biatek — Allozymy, 1zozymy

* Pierwsza technika ktéra umozliwita uzyskanie
wiarygodnych informacji na temat poziomu zmiennosci
genetyczne] w naturze

* Tysigce prac na wszystkich grupach taksonomicznych

 Trudno przecenic jej znaczenie teoretyczne |
praktyczne (teoria mutacji neutralnych, zegary
molekularne, badania adaptacji, rodzicielstwa, biologia
konserwatorska, kontrola handlu gatunkami
zagrozonymi itd.)

* Ciggle stosowane, cho¢ w bardzo duzym stopniu
zastgpione przez markery oparte na DNA



Techniki DNA

» Dajg dostep do zmiennosci na najbardziej
podstawowym poziomie

* Praktycznie nieograniczona liczba markerow
« Stosowane dla wszystkich organizmow

* Wiele rodzajow, w zaleznosci od potrzeb

» WiekszoscC opiera sie o reakcje PCR

« Zazwyczaj niedestrukcyjne

* Moga byc¢ tez nieinwazyjne

 tatwe do automatyzacji i miniaturyzacji



Typowe etapy analizy DNA

NA

e

izolacja D

-

genotypowanie namnozenie

markerow (PCR)

e okreslonych
< markerow

s s, o ——




Pobieranie prob do analiz genetycznych

Metody inwazyjne — Metody nieinwazyjne —
Duzo DNA, dobrej jakosci Mato DNA, stabej jakosci
pobranie tzw. Sladow
biologicznych pozostawionych
przez zwierz¢ w terenie

* niedestrukcyjne (pobranie (pidra, wlosy, odchody,

krwi, fragmentu tkanki, wyplowki sow)

wtosow, pi10r, lisci)

* destrukcyjne (zabicie
organizmu !)

Odpowiednie utrwalenie:
wysuszenie, zamrozenie,
alkohol, bufor, itd.



|Izolacja DNA

rozdzielenie komoérek, rozbicie/strawienie Scian

komorkowych
« homogenizacja mechaniczna
* homogenizacja w cieklym azocie
 trawienie chitynazg
 trawienie proteinazg K

liza komorek
» detergent w buforze zasadowym

oczyszczenie DNA — usuniecie biatek, lipidow, cukrow
 ckstrakcja organiczna (fenol/chloroform) lub wysalanie bialek, nast¢pnie
stragcanie DNA alkoholem
« wigzanie DNA na kolumnach wypetionych krzemionka

przechowywanie DNA

 DNA zawiesza si¢ w lekko zasadowym buforze z dodatkiem EDTA
(wychwytuje jony Mg?*) i przechowuje w +4 lub -20°C



|Izolacja DNA

* Istnieje mnostwo dostepnych komercyjnie zestawow

* wybor metody izolacji zalezy od:
e organizmu
 tkanki
 jakosci materiatu
* sposobu utrwalenia
» zadanej 1losci DNA
« zadanej jakosci DNA

 izolacja DNA mozliwa jest rowniez z materiatu kopalnego
« ok. 500 tys. lat z rdzen1 lodowych, kilkadziesiat tys. lat ze
skamieniatosci
* jedynie krotkie fragmenty — kilkadziesiat pz
* bardzo trudna, wymaga wyspecjalizowanych laboratoriow
* koniecznos¢ wielostopniowych kontroli —
kontaminacja wspotczesnym DNA



Ocena ilosci i jakosci wyizolowanego DNA

Elektroforeza w zelu agarozowym o niskim stezeniu (0.5 — 1 %)

DNA barwi sie bromkiem etydyny lub innymi, mniej toksycznymi
barwnikami fluorescencyjnymi SYBR Gold, SYBR Safe, Gel Red
itd., ktore swiecg w swietle UV

Stacked

/ bases

< Ethidium

Bromide

P Phosphate
Backbone




Ocena ilosci i jakosci wyizolowanego DNA

Pomiar spektrofotometryczny,

absorbancja przy dtugosci fali 260 nm

Czystosc: Tn“

Dla czystego DNA proporcja A260/A280 -—
wynosi 1.8 — 2.0 a A260/A230 > 2.0

Pomiar mozna dokonac juz z 1 ul roztworu e

w zakresie stezen 3 — 3000 ng/ul
mierzy wszystkie kwasy nukleinowe

Mate stezenia DNA mozna dokfadnie
oznaczyc¢ ilosciowym PCR

w czasie rzeczywistym (real-time PCR) J
lub uzywajgc barwnikow fluorescencyjnych s
we fluorymetrach

Pomiar moze byc¢ specyficzny dla dwuniciowego DNA




lle ijakiej jakosci DNA potrzeba do analiz?

* liczy sie liczba kopii genomu w izolacie
« bakteria~10°-10"bp=1-10fg (1 —10x 10" g) DNA
« komorka ludzka — ok. 6 x 10° bp = 6 pg (6 x 10-2g) DNA

« typowa izolacja ,mikro” z ssaczej tkanki (200 ul krwi, 107
komoérek, 10-25 mg tkanki) —4 — 30 ug (4 — 30 x 10°°g) DNA

« do 1 reakcji PCR potrzeba 1-100 ng ssaczego DNA , wiec
izolacja mikro wystarcza na > 1000 reakcji PCR

« dtugosc¢ fragmentow DNA uzyskiwanych standardowymi
metodami z dobrej jakosci materiatu to ~ 10 — 20 kb —
wystarczajgca do wiekszosci zastosowan

« nawet DNA mocno zdegradowany (fragmenty kilkadziesigt —
kilkaset bp) moze by¢ w niektorych sytuacjach
wykorzystywany do badan technikg PCR



Amplifikacja catych genomoéw

Jak uzyskac duzg ilos¢ DNA przy zachowaniu ,sktadu”
oryginalnego izolatu?

Namnozony DNA bedzie jedynie tak ,dobry” jak oryginat

|lzotermalna amplifikacja z wykorzystaniem polimerazy
bakteriofaga $29 i wymiany nici (strand displacement)

* losowe 6-mery jako startery
» dhugie fragmenty do 100 kb

* mozna uzyskac -
dowolng 1los¢ DNA primer

« mozliwa amplifikacja \\/ N
z 1 komorki —
« mato bledow (10°) N BN

- . -
Ea Ea -~

3!’ 5!’
Genomic DNA template

Lasken & Egholm 2003



Profilowanie DNA — genetyczne odciski palcow

Catkowity DNA tnie sie enzymem restrykcyjnym
Fragmenty rozdziela sie w zelu agarozowym — polimorfizm

dtugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP)
DNA przenosi sie na membrane i wigze do nigj
Hybrydyzacja ze znakowang sondg

(A) Transfer of DNA from gel to membrane
Paper towels

DNA Restricted
markers DNA @) l
N\ /\ ;. Nylon membrane
, 1 2 3
—4& 4  — Buffer—, Y 4 — — 4
— N . .___Gel — BT A
Agarose gel Wick Nylon membrane
Support
(B) Hybridization analysis Hybridizing
DNA probe bands
N i
Autoradiograph

Nylon membrane



Profilowanie DNA — genetyczne odciski palcow

« (Gdy jako sondy uzyjemy sekwencji minisatelitarnej, tworzgce;
w genomie wiele powtdrzen, kazdy osobnik uzyska
indywidualny wzor prgzkow

« Technika idealna dla identyfikacji osobnikow
(unikatowe profile jak odciski palcow)

* Trudna technicznie
 Wymaga duzo,
dobrej jakosci DNA
 Ma znaczenie historyczne —
pierwsza technika stosowana
do identyfikacji osobnikow
w erze przed-PCR (od 1985r.)
 Reprezentuje szerszg 2
rodzine technik RFLP . Sa
opartych na hybrydyzacji Southerna




tancuchowa reakcja polimerazy - PCR

Najwazniejsza technika ekologii molekularnej

» Pozwala uzyskac¢ ze ztozonej mieszaniny fragmentow
DNA, np. catego genomu cztowieka, miliardy kopii
scisle okreslonego fragmentu DNA

* O tym, ktory fragment bedzie namnozony decyduja
startery, krotkie (15-30 bp) jednoniciowe fragmenty
DNA o znanej sekwencji, ktore przyczepiaja sie do
matrycy DNA definiujac fragment ulegajacy
amplifikacji; startery syntetyzuje si¢ chemicznie

« Amplifikacja moze odbywac si¢ z minimalnej 1losci
wyjsciowego DNA, nawet z 1 czasteczki



PCR

51’ 31
Region to be amplified 3@? 3. First cycle products
. r 1 . 3 LT 5
gt Lt LU LLLLTLTL o, Target DNA 1Denature
1Denaturation 94°C
e y anpanannanapnny
5l||||l||l||||l||3 NNNERNNENNNRNRNS
lDNA synthesis
3,,1 | O T | 5¢
1 Cool to 50-60°C AL
. LT Second cycle products
¥ e 3 20-40 cykli
—__Primers Winsansnnnnnnnng
3,l IR E NN 5
DNA synthesis 72°C tempe ratu ra LT
. lDenature
przytgczania
starterow!!!’ i
lDNA synthesis
‘Long’ products
. . O™ Third cycle products
animacja LT

I
‘Short’ product - accumulates
in an exponential manner



PCR

Termostabilna polimeraza Taq lub podobne — bo denaturacja
dwuniciowego DNA w temp. >90°C

Amplifikacja fragmentow 100 — 5000 bp

Zastosowanie specjalnych polimeraz, amplifikacja fragmentow
do 20-50 kb

Odpowiedni dobdr starterow — muszg wydajnie amplifikowaé
DNA, wzajemna komplementarnosc, tworzenie struktur
drugorzedowych

Startery konserwatywne i specyficzne
Startery zdegenerowane

S"CTAACTGAYCGTGGATCRTG3*

S5"CTAACTGACCGTGGATCATG3™
S"CTAACTGATCGTGGATCGTG3™
S5"CTAACTGACCGTGGATCGTG3™
S"CTAACTGATCGTGGATCATG3™

Stosowanie wielu réznych starterow do amplifikacji wielu
roznych fragmentow DNA w jednej reakcji — multipleks PCR



Analiza polimorfizmu losowo
namnozonych fragmentow DNA — RAPD

« W technice uzywa sie arbitralnie wybranych starterow
PCR o dt. ok. 10 nukleotydow, niska temperatura
przytgczania starterow, ~ 40°C, namnaza sie wiele
fragmentow genomu - liczne prazki

 metoda tania | prosta
Tl
- -
ZEERE
:-:::- E - -

e Sprawdza sie obecnoscC
lub brak prazka
danej dtugosci

 markery dominujgce
trudna analiza

e Znaczna zmiennosc

* problemy z powtarzalnoscig
obecnie rzadko stosowana

-

1t e o

-
=
S
-
-
-
—_




Analiza polimorfizmu diugosci
namnozonych fragmentow DNA - AFLP

* |dea metody podobna do RFLP i RAPD, lecz stosuje sie
dodatkowo ,adaptery” oraz selektywng amplifikacje

* wysoka powtarzalnosc
« uzyskany obraz to setki
prazkow,
« zakres analizy 50 — 500 bp
* rejestrowanie obecnosci
lub braku prazka
o danej wielkosci
(system 1, O; dwa allele)
 markery dominujgce —
nie potrafimy rozroznic
heterozygot od homozygot




AFLP

1. Ciecie enzymami restrykcyjnymi i ligacja adapterow

m Vfse | restriction site
(CTAG) Mse I Adaptor Eco RI Adaptor

e [ c0 R restriction site
(GAATTC)

G AATTG

+ C AT C
\4

R

Adaptor Genomic Restriction
Sequence Sequence Site

Double digest with
Eco Rl and Msel

Mse 1 on both ends

Mse 1 on one end and
Eco RI on the other

Eco Rl on both ends

setki tysiecy fragmentow



AFLP

PCR | - preselektywna amplifikacja, nieznakowane startery
komplementarne do sekwencji adaptera wydtuzone na koncu 3
o 1 nukleotyd, 16 x redukcja liczby fragmentoéw lecz nadal zbyt
duzo

Mse I +1 Eco RI +1

——— G G meeee——

PCR Il - selektywna amplifikacja, produkt PCR | namnaza sie
starterami z dodatkowymi dwoma nukleotydami — dalsza
redukcia ztozonosci 256 x

Mse 1 +3 Eco RI +3
I— GCT TC Gee——

znakowanie tylko jednego startera powoduje ze tylko fragmenty
zawierajgce miejsce ciecia EcoRI bedg widoczne



AFLP

« Dawniej rozdzielano produkty PCR Il w zelach
akrylamidowych i uwidaczniano przez autoradiografie
lub barwienie np. srebrem

* Produkty PCR Il rozdziela sie w automatycznym
analizatorze (sekwenatorze) DNA, uzyskuje sie
Kilkadziesigt prgzkow

* Mozna wykorzystac 64 pary starterow selektywnych
— tysigce markerow AFLP dla dowolnego gatunku

UL




Automatyczny analizator (sekwenator) DNA




AFLP

Rodzaje sekwencji
« sekwencje obecne w genomie w jednej, kilku lub wielu
kopiach
 kodujace 1 niekodujace
* losowo rozmieszczone w genomie
» umiarkowanie lub wysoce zmienne

Zastosowanie
* 1dentyfikacja osobnikow
e poziom zmiennosci w populacjach
« zroznicowanie miedzypopulacyjne
 filogeneza blisko spokrewnionych gatunkow
« wykrywanie regiondw genomu warunkujacych
adaptacje



Mikrosatelity

« Wielokrotne powtorzenia 2-5 nukleotydow
* Prawdopodobnie losowo rozmieszczone w genomie

* Doskonate markery w badaniach biologicznych gdyz
wykazujg zazwyczaj ogromng zmiennosc — wiele
alleli w populacji

« Bardzo wysokie tempo mutacji (tysigce razy wyzsze
niz mutacji punktowych)

« Sposob mutacji ztozony lecz prawdopodobnie
dominuje poslizg polimerazy DNA

powtorzenie TA

-TCATGTACGTTGA\TATATATATATATATGTCCTGATGTTA

sekwencje flankujgce



Mikrosatelity

Mutacje czesto w wyniku ,poslizgu” polimerazy

a b
Increase in repeat length Decrease in repeat length T f
12 3 4 123 4 400+ \ |
—pr—p—pe—r Initiation —p—pe—pe—p 200 NV
S e St A s s A A e S S N A A A S S S ] N Ju \
1234567820910 123456788910 0 = —
Fragment length
3 4 3 4 _ r
i»-%" p— i.--%" 400 I n
: — Dissociation | , i — 200 ll ||'-|
1723456782010 1723456788010 I N AV AV
Fragment length
1 2£)_r-1] Hehybnidization| 1 2 3 4 ) \
and g g g 400 "-|I'.
s o o s < s - . e e, | s s e o e < T |11
1234567 89 10 | msalignment 12(3) 45678910 200+ J,\J"'._.\
0 - - o,
1 Fragment length
(] -
Lgf)af)aragmimenmm { 2345678010 o] |
1234567 8910 | lengthtothe 12? 45678910 200 N o)
template (=Y A V. AN

Fragment length

Ellegren 2004



Mikrosatelity

kodominujgce, prosty sposob dziedziczenia

wysoka zmiennosc — nawet kilkaset alleli na locus w
populacji, zazwyczaj kilkanascie, kilkadziesiat, na
podstawie kilku-kilkunastu loci mozliwa identyfikacja
osobnikow z praktycznie 100% pewnoscig

tatwa automatyzacja

mozna namnazac kilka-kilkanascie loci w reakcji
multiplex

latwy sposoOb wyznaczania pokrewienstwa miedzy
osobnikami

duzo narzedzi do opracowywania i analizy
statystycznej



Mikrosatelity

Krokowy model mutacji (SMM) dla mikrosatelitow

Microsatellite of lenght four

R (D
1 1

-\ 7""

Wielkos¢ nowego allelu (liczba par zasad) zalezy od wielkosci
istniejgcych alleli
Model mutacji wiekszosci mikrosatelitow jest bardziej ztozony,
,mieszany”



Mikrosatelity

Genotypowanie zazwyczaj w automatycznym analizatorze DNA
PCR ze znakowanymi fluorescencyjnie starterami — 3-4 kolory

\

standard wielkosci

ditugosé fragmentu

32 osobniki



Mikrosatelity

Genotypowanie zazwyczaj w automatycznym analizatorze DNA

kapilary

inte ywnoéé sygnat
g : ‘ g ‘n § ‘n F——_:_

PCR ze znakowanymi fluorescencyjnie starterami —

-Mﬂ}\ ]L\m,.f\hﬂ\ -

Iocus 2

M‘/// X
: . //

i lL

{111}
ADZ.fsa C8_multiplex_85C Hone 7]
0 1320 230 L) 50 60 270

A

Loab

300 310 320
L\ m!\ﬂ

3-4 kolory
m osobnik 1
- osobnik 2
: osobnik 3
’ osobnik 4

dtugosé fragmentu



Mikrosatelity - trudnosci

Startery sg specyficzne dla gatunku lub blisko
spokrewnionych gatunkdéw — trzeba je opracowywac od
nowa, a to jest dosc trudne 1 kosztowne

Z1ozony, mieszany model mutacji

Wystepowanie homoplazji (dwa allele identycznej
wielkosci, np. 120 par zasad powstate mutacji z 2
roznych alleli 118 pz przez dodanie jednego
powtorzenia, oraz ze 122 przez usuniecie jednego
powtorzenia

Allele zerowe — czyli takie ktorych nasze startery nie
namnazajg, efektem bedzie pozorny nadmiar
homozygot w stosunku do czestosci oczekiwanych z
prawa Hardy’ego-Weinberga



Allele zerowe w mikrosatelitach

allel
ACTGTGCACCTGATCTG(AT),,GTCTGTACTGATCCTA I

TGACACGTGGACTAGAC CAGACATGACTAGGAT
starter

ACTGTGCACCTGATCTG(AT),,GTCTGTACTGATCCTA f
TGACACGTGGACTAGAC CAGACATGACTAGGAT

ACTGTGCACCTGATCTG(AT) ,GTCTGTACTGATCCTA f
TGACACGTGGACTAGAC CAGACATGACTAGGAT

ACTGTGCACCTGATCTC(AT) ,,GTCTGTACTGATCCTA et
; CAGACATGACTAGGAT Z€rowy - brak amplifikaciji
TGACACGTGGACTAGAC
ACTGTGCACCTGATCTG(AT), . GTCTGTACTGATCCTA
TGACACGTGGACTAGAC CAGACATGACTAGGAT ‘/-

ACTGTGCACCTGATCTG(AT),,GTCTGTACTGATCCTA J-
TGACACGTGGACTAGAC CAGACATGACTAGGAT



Mikrosatelity

Genotypowanie z nieinwazyjnie pobranych prob
* zlej jakosct DNA moze spowodowac brak produktu w
reakcji PCR lub wywotac utrate jednego z alleli
wypadanie alleli (allelic dropout)
* koniecznos¢ powtorzen

ia) ib)

pozytywny PCR

wypadanie alleli

o]
Frobability among all PCRs

=

o

53] * - DANGER ZONE

. f 1" h Amount of template DNA per PCRO -
{one unit corresponds to the equivalentd Taberlet 1 1n (1999)

152[1158 of the DNA content of one diploid cell)



Sekwencjonowanie DNA metoda Sangera

* sekwencjonowanie przez synteze i terminacje
tancucha dideoksynukleotydami

(A) Initiation of strand synthesis  (B) A dideoxynucleotide @ ddA@ ddC@ ddNTPs - cach witha
Primer 0 0" 0— ddT @ ddG different fluorescent label

5 s 3 Template DNA 1 i
, EVEETERERRRREITINY , _O—P—O—P—O—P—U—CHE ISequencingreactions,
3 TTT S Il il Il fractionation of products
0 0 0
5 % T daT @

LA L L L LA LL Ll H H ddA .
yHEEE TN : g
E Imaging system
5 3 % Position where the ——ddc@®
T -OHof adNTP is _d:dGc@ Detector
3 TTTY replaced by -H —

Fluorescent bands
move past the detector

(B)
CACCGCATCGAAATTAACTTCCAAAGTTAAGCTTGG

(C) Strand synthesis terminates when a ddNTP is added ‘ |
| \

TTTWCMA I ||
T 'II‘“'II‘II o r\lw IIF\[M wﬂﬂ\l[\ ||HM I w H
JH I | [\M ML" u\ﬂﬂl\“
|I|||||||d|d|;|\||||||| — m———=ddA
T T T

T 09A, ddA animaCja

rr i THE ‘A’ FAMILY




Sekwencjonowanie DNA metoda Sangera

Obraz sekwenCJl DNA Z automatycznego sekwenatora

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

mmmunlnmlhnuhmln.hnmnhhmmummmhmmuhunlnhummluu




Sekwencjonowanie DNA metoda Sangera

Wymaga oczyszczonej, jednorodnej matrycy, inaczej
sekwencja bedzie nieodczytywalna

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

\“\H&\th nla\,a mh\ J m

Jezeli produkt PCR zawiera @: 0 opaagmens
Kilka roznych sekwencji trzeba
go klonowac w plazmidzie

| sekwencjonowac wiele klonow ( . )

Pracochtonne | kosztowne

Construct ecomb nant DNA molecules

Each carries a different fragment



Sekwencjonowanie DNA metoda Sangera

* W ogromnej wiekszosci zastosowan ekologiczno-
molekularnych poréwnuje sie ze sobg jedynie sekwencje
homologiczne - odpowiadajgce temu samemu odcinkowi
danego genu — idealng technikg do przygotowania takich
fragmentow jest PCR

Czasami tylko, do specjalnych probleméw wykorzystuje sie
geny paralogiczne, homologs
powstate przez — ~,
duplikacje | dywergencje

\ .
A" o A
Ve ) N ) ~
f chick use(! mousefd chick}  frog[3
-chain gene [3-chain gene
\ iupi /




Zmiennosc sekwencji DNA

* sekwencjonowanie daje dostep do dowolnej czesci
genomu

 analizujgc zmiennos¢ DNA w populacji porownujemy
miedzy osobnikami te same (homologiczne) pozycje
nukleotydowe — wyrownanie (alignment) sekwenc;ji

GETCETECEC T TOEACAGTZATET G AGTAT CACGUGETGACCGAGC T TCEEAGT GAT GO T GAGETC

dobre wyréwnanie  ...oa.illll
sekw. homo]ogiczne ....................................................

5

£
4l
(g»)

=1
2

a.
o

<

fab)

o

———

Zie Wyro’wnanie ...................................................................

A GTCATGOGC . TOGACS GTATCACGC. GTGEL, CGAGCT, . GTC. GAGTGATGCCGE, GT
sekw. hOmOlOgICZDe 4. GTCETGOGC . TCGACLGTGATET . . GUGAGTATCACGT , GTEA. . L GTGATGCTGE, GT
............. Tt e e e et e e e e e e e i e e e e e e e —
sekwenc] € CGOTTCGACAGTGATGTGGEECGAGTATCACGCGETGACCGAGC TGEETCGGAGTGATEC TGAGET:
ieh looi G. TCGTGCETS BTG, . CAAGTATCACGCG., TGAC. GAGOTG, . TOG. AGTGATGE . GAG, TC!
nienomologiczne T.TGTT.T.CT..T. TATCC, CG

L TA,.TCC,. &, . CCT.ATCC, . CACCCACC, , GTCC,. O

COTA, AGCGECGE. G T AL CALGA, | &, COCGEAS AAC, CAGE, GACT ., A, GAC, CCE




Sekwencjonowanie DNA

 rekonstrukcja filogenezy

e genomika

 filogeografia

e ocena biordznorodnosci

« ewolucja eksperymentalna

* medycyna sgdowa

 medycyna
Znaczenie sekwencjonowania ciggle rosnie a nowe metody
pozwalajg na skokowe zwiekszenie wydajnosci i zmniejszenie

kosztow — genomika personalna, ale tez ogromne perspektywy dla
badania gatunkow niemodelowych



Sekwencjonowanie Sangera

R EEEN
CTGACTTCGACAA
T ;
T

3

uzywane od ponad 30 lat reakcja )
) sekwencjonowania g8
uniwersalne znakowane A J_I_I_I_I._I_Sl_l_l_l_l_ﬁ
terminat SwEEEATE

zautomatyzowane ey T L
wysoka jakos¢ — gold standard SRR

dtuei I . ( ) elektroforeza
ugie sekwencje (>500 pz kapilarna
trudne do miniaturyzacji detekcja
fluorescencyjna v

i paralelizacji —
ograniczona wydajnos¢

TTTTTTTT

kosztowne




Sekwencjonowanie nowej generacji

Rdéznorodne technologie umozliwiajace sekwencjonowanie
setek miliondw lub miliardéw par zasad za jednym
zamachem — np. cate genomy

Mozna sekwencjonowac zlozona mieszanine DNA

Nie wymaga indywidualnego przygotowania matrycy
Zazwyczaj stosunkowo krotkie sekwencje

Obrobka i sktadanie sekwencji wymagaja dedykowanych
programoOw i duzej mocy obliczeniowej

W praktyce od 2005 roku, caty czas testowane nowe
rozwigzania



Etapy procedury

Przygotowanie matrycy

* fragmentacja i selekcja fragmentow

* przylaczenie adapterow

» selekcja jednoniciowych fragmentow
(Amplifikacja klonalna)

* potrzebna dla wzmocnienia sygnatu

* niepotrzebna w technikach sekwencjonowania
pojedynczych czasteczek

Sekwencjonowanie

* synteza nici komplementarnej przez polimeraze
DNA

» ligacja oligonukleotydéw
* rozne sposoby detekcji sygnatu



454

A A A
ligacja adapterow,
fragmentacja wybor fragmentow i
DNA
—P denetauracja
B B B

wigzanie do kulek
Jeden Fragment- Jedna Kulka

klonalnie namnozony DNA
ok 107 kopii

PCR w emulsji

h

mikroreaktory

Margulies i in. 2005



454

pirosekwencjonowanie

,._-’_T..S’( Y M Signal image

Polymerase

EEBREREEE I1'

. Annealed
2> LYo ,w/' o
Sullurylase

Lucﬂunn
DNA Capture Bead
contalning millions
of copies of a single
clonally amplified Lighl + Oxy Luciferin
fragment

Margulies i in. 2005



szkietko z wldkna optycznego
3.2 miliona studzienek dodanie enzymow

Sekwenator

odczynniki
jeden dANTP na cykl

ﬁ
>300 cykli

A ALY A ALY ACC VAL C Y AP ACC Y ACCTACC Y ALY ACCY ALCTY &s

TCAGGTGGCATTGCCGCCTGGCCTTGTGCGA

odczyty 600 - 700 bp, ok. 1 mln sekwencji, 6-7 x 10° bp Margulies i in. 2005

Metzker 2010



454

* Najstarsza technika

* Dtugie odczyty
 Stosunkowo szybka
(kilka - kilkanascie h)

» Wysoki koszt na zasade

* Problem z regionami
homopolimerowymi

WWW.454.com



lon Torrent/lon Proton

Zasada podobna do 454, lecz zamiast swiatla, mierzona jest
elektronicznie zmiana pH spowodowana przylaczeniem
nukleotydu

Zamiast ptytki z witékna optycznego, g

polprzewodnikowy ukiad scalony

Stosunkowo tani i skalowalny: e

* bez modyfikowanych nukleotydéw —
* elektroniczna detekcja sygnatu
— nie ma potrzeby obrazowania
Szybki postep, 4 generacja,
odczyty 200 bp, 1-10 Gb/analize

5|
§al
4,

:I;[|I||||:'l'|l‘ I'I'm|||i||' Qlliu ] |1|:|I"ml'1. | |!_|"n|'|I||j “.J}' u.'l'“lolj il l:%r I j'|

|
00

www.iontorrent.com



www.illumina.com

lHlumina

Amplifikacja ,mostkowa” na szkietku

b lllumina/Solexa
Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

Sample preparation
DMA (5 pg)

Temnplate
dNTPs

and
polymerase

Metzker 2010

Bridge amplification

Setki miliondw skupien, kazde >103 identycznych
(pochodzacych z jednej czasteczki) czasteczek DNA



lllumina — amplifikacja mostkowa

\ l‘ } r Ay 1 4

|| X i { | |
I |

L ASSN DTN

Startery
przytwierdzone do
szkietka

VNSNS LN

Denaturacja — matryca
przytwierdzona do
szkietka

AL

AN TANNN

Dodanie jednoniciowej
matrycy z adapterami na
koncach

A T
1

/4

by il

ANNNTZZ 7/ ANNY Y

Przylaczenie do
startera — zmiana
buforu

(% |1 | I
|
7 AN T7RNNN7

Replikacja matrycy

A
|

Y4

*

T
NNNXATZANNNY

>

Elongacja

Soldatov 2008



lllumina — amplifikacja mostkowa

Denaturacja

Denaturacja

Soldatov 2008

il

VELASSS ZHUNSYU

Przquczeme. do Elongacja
startera — zmiana

buforu
J VY ‘| I | |
7R TTRNNT B
Elongacja Po 35 cyklach >103 Odciecie jednego startera -
czasteczek skupienie klonalnych
jednoniciowych

fragmentéw DNA



lHlumina

Amplifikacja ,mostkowa” na szkietku

b lllumina/Solexa
Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

Sample preparation
DMA (5 pg)

Temnplate
dNTPs
and

polymerase

www.illumina.com

Metzker 2010

Bridge amplification

Setki miliondw skupien, kazdy >103 identycznych
(pochodzacych z jednej czasteczki) czasteczek DNA



lllumina — sekwencjonowanie
Z odwracalnymi terminatorami

a lllumina/Solexa — Reversible terminators

* Cztery dNTP w kazdym cyklu, dzialaja jako %9 og. 0,
terminator, kazdy wyznakowany innym ®s:
barwnikiem- elongacja o 1 pz comporate

nucleotides,

* Odplukanie niewykorzystanych bl
terminatorow i obrazowanie different dye

* Odciecie terminatora wraz z barwnikiem -
lanicuch gotowy na kolejnego kroku
wydtuzania

Wash, four-
colour imaging

C iy
O 20 Top: CATCGT Cleave dye €
T o G O Bottom: cccccc and terminating

groups, wash

*
Repeat cycles AT
Metzker 2010



Hlumina

Do 600 mld (6 x 10") pz w jednej analizie

Mozliwos¢ odczytu z obu stron kazdego fragmentu DNA -
czesciowa kompensacja krétkich odczytéow, np. 2 x 100 pz

1.5 -1 dni w zaleznosci o dlugosci odczytu: 36 - 100 (150) pz i od
tego czy sekwencjonowanie z jednego czy oby koncow

Najczestsze bledy - podstawienia
Najwazniejsza technika NGS

100 100 g T T

50 300 700 10380

100 100

100 100

100 100

- —

100 100

www.illumina.com



Pacific Biosciences

 Nie ma amplifikacji matrycy przed
sekwencjonowaniem - sygnatl odczytywany z
pojedynczych czasteczek DNA

* czasteczki polimerazy DNA immobilizowane w
studzienkach 100 nm - zero-mode waveguides (ZMV)

* Przylaczenie nukleotydu do tancucha DNA produkuje
btysk swiatla o okreslonej dtugosci fali, ktory jest
rejestrowny w czasie rzeczywistym — detekcja w
objetosci 102



Pacific Biosciences

Pacific Biosciences — Real-time sequencing

a Phospholinked hexaphosphate nuclectides

Epifluorescence detection TiME e

Metzker 2010



Pacific Biosciences

Dtugie odczyty > 1000 (10000) pz

Bardzo szybkie (minuty),
lecz ograniczona wydajnos¢

ZMV na jednorazowych chipach
(SMRT cells)

Wysoka czestos¢ btedow (ok. 15% dla po]edynczych
odczytéw) - ztozona analiza,
wielokrotne sekwencjonowanie,
ciggle bardzo wczesne stadium

Ztozone, wielkie i drogie
urzadzenia

www.pacificbiosciences.com



,Osobiste” sekwenatory

tansze, mniejsze wersje urzadzen dostosowane do
potrzeb pojedynczych laboratoriéw

mniejsza przepustowosc
tansze

szybsze

GS Junior MiSeq Ion Torrent
Roche (454) lumina Life Technologies



Porownanie wydajnosci

Instrument Czas Odczytow Odczyt Gpz na
analizy [h] [mln] [bp] analize

454 FLX+ 20 1 650 0.65

GS Junior 10 0.1 400 0.04

[llumina HS2000 260 3000 100+100 600

MiSeq 40 15 250+250 8

SOLiD 5500XL 190 1400 75+35 155

lon Torrent 3 4 200 0.8

Ion Proton 4 60 200 10

Pacific 0.5-2 0.01 >1000 0.01




Poréwnanie kosztow (USD)

Instrument Odczynniki/ $$$/Mpz Koszt jednostkowy
analize (% pelnej analizy)

454 FLX+ 6200 7 2000 (10%)

GS Junior 1100 22 1500 (100%)
[llumina HS2000 23500 0.04 3000 (6%)

MiSeq 1160 1 1400 (100%)
SOLIiD 5500XL 10500 0.07 2000 (12%)

Ion Torrent 750 1 1200 (100%)

Pacific 300-1700 7-38 500 (100%)




Przysztos¢ NGS?

Sekwencjonowanie dlugich fragmentow utatwitoby
asembling

Nanopory
Mapowanie optyczne
Wiele technologii moze i bedzie koegzystowac

"y

Niedringhaus i in. 2011



Koszty spadajg dramatycznie

koszty sekwencjonowania
ludzkiego genomu

www.genome.gov
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Powodz danych

*  Ogromne ilosci danych sekwencyjnych mozna uzyskac
szybko i tanio

* Waskim gardtem jest analiza oraz koszt skladowania
danych

- Swiat jest pelen w minimalnym stopniu
przeanalizowanych
danych sekwencyjnych




Analiza danych z NGS?
Tylko bioinformatyka

Sekwencjonowanie de novo - chcemy ustali¢
sekwencje nukleotydéw w genomie dotychczas
niezsekwencjonowanego gatunku - SKEADANIE
(asembling)

Resekwencjonowanie - mamy juz sekwencje genomu

danego gatunku (genom referencyjny, referencja) -
MAPOWANIE (mapping)



Danych nie da sie zobaczyc¢ - kontrola

» Konieczne automatyczne sposoby analizy jakosci
sekwencji
Basecallers — ,,nazywajq” zasady i przypisujq do nich
jakos¢

* Phred-scores QV = -10 log P; P — prawdopodobienstwo, ze
zasada zostala odczytana blednie; 10 — 1/10 ze btednie, 20 -
1/100 ze blednie, 40 - 1/10000 Ze blednie
obcinanie fragmentéw o niskich QV

4

Phred score

Position in read (bp)



Polimorfizm Pojedynczych Nukleotydow (Punktowe)
SNP - ang. Single Nucleotide Polymorphism

Polymorphism
"Paly” many "maorphe” form

o

§68E8-01-8

General T
population




Polimorfizm Pojedynczych Nukleotydow

SNP - ang. Single Nucleotide Polymorphism

W genomie cztowieka okoto 10-30 min SNPs o
czestosci > 1%

Mogg wystepowac w rejonach kodujgcych i nie
kodujgcych

Wiele z nich nie ma wptywu na zdrowie ludzi, ale
Istniejg SNP, ktore decydujg o wystgpieniu pewnych
chorob czy predyspozycii

Wiele metod badawczych w tym mikromacierze
pozwalajgce na jednorazowe genotypowanie nawet
milionow SNP

Do efektywnego genotypowania SNP niezbedna jest
znajomosc¢ kontekstu genomowego



Polimorfizm Pojedynczych Nukleotydow
SNP - ang. Single Nucleotide Polymorphism

Latarnie molecularne (Molecular Beacons)

? + - N 4

Molecular Probe Target Sequence Emission of Fluorescence

Probe Sequence

Hairpin
Fluorophore Quencher

5’-nukleaza — TagMan
Detekcja w czasie rzeczywistym
(real time PCR)




Polimorfizm Pojedynczych Nukleotydow
SNP - ang. Single Nucleotide Polymorphism

Mikrosekwencjonowanie (np. SNaPshot)

primer

5 roatrama & Wszystkie dodav_vane nukleotydy
...NNNNNAGCAACATCGCTAANNNNN... to terminatory
T | template Wydtuzanie tylko o 1 zasade
SNP site Elektroforeza znakowanego
produktu mikrosekwencjonowania
ddGTP -
Frc:h:iCTFr
Jr deUTP :L
TCGTTGTAG ddATP ——
..NNNNNAGCAACATCGCTAANNNNN... k
3800: NIQIHRHQWNHG]MQHM%@&?
2400: il
teno} o color = genotype
500: I| \ ‘m ﬂ "
n-.-—.*’\.f"‘". ' .‘"-'%.J.JLl. - J S N S | | Y . S —— L G
a B 12 149 24 30 35- 42 43 54 B0 BB 72 78 o4 a0 enotyp
Multipleks

homozygota G



Polimorfizm Pojedynczych Nukleotydow
SNP - ang. Single Nucleotide Polymorphism

Mikrosekwencjonowanie (np. MassArray)

wszystkie dodawane nukleotydy to Amplification

terminatory =
wydtuzanie tylko o 1 zasade O
w jednej reakcji namnazane i Primer Extension
mikrosekwencjonowane do 36 SNP
\/

masa produktow
mikrosekwencjonowania oznaczana T
spektrometrig masowg R
« dla kazdego SNP znamy doktadnie £=
mase mozliwych produktow reakcji
« sprawdzamy jakie masy mamy w
naszej mieszaninie -> odczytujemy
genotypy

Detection and
Ratio Analysis




Polimorfizm Pojedynczych Nukleotydow
SNP - ang. Single Nucleotide Polymorphism

Golden Gate - genotypowanie setek SNP w jednej reakcji

b gDNA /POIN ' Aigasd)

------ I__T.I'IC] N E— I__l—.l'l,q]—
ASPE and Universal 5 A{E}'Z“ llumiCode add ress
ligation PCR sequence 1
Universal Unwerﬁal
PCR sequence 2 Denature PCR sequence 3’

A

Amplifiable FY lllumiCode
template 5 \ 3’
Cy3 Universal primer 1 @———
Cy5 Universal primer 2 @———

1 PCR
[llumiCode for

PCR with A @array read-out
common o/ ’
primers . / \/5&

Faniin. 2006

4———b Universal primer P3




Polimorfizm Pojedynczych Nukleotydow
SNP - ang. Sinale Nucleotide Polymorphism

FIGURE 2: THE VERACODE BEA|

I I 1< 1] GENOMIC DNA (250 ng fo

Golden Gate

genotypowanie setek

5 o ——— SNP w jednej reakc;ji

€) Make activated DNA

o © Bind PCR produc
dye-labelled stra .
for hybridization Each lllumina WeraCode bead contains a code that allows trix

identification of the bead type. This infermation is combined
¥ [ ] with the assay readout for downstream analysis

i - A I
-

CODE IMAGE
AS01 5

P l I I I l II roosaon
CODED
© Add DNA to « 101101010000101
hybridize BEAD l

G “READ"

LASER BEAM =
/:“1 / %“ BEAD CODE/ADDRESS
<. \

41123

€) Extend, ligate

ASO = Allele-Specific Oligo
* LSO = Locus-Specific Oligo
P1, P2, P3 = Universal PCR primers
P3 Address - Ssquence unigus targsting
P1 I/a— — 3 particular bead type

. : . © Auto-call genotypes and
© Universal PCR cycle at 1536-plex @ = Untiumal3topging Roint generate reports



Polimorfizm Pojedynczych Nukleotydow
SNP - ang. Single Nucleotide Polymorphism

Infinilum HD Assay

1 iT: [

<A<l

Dostepne komercyjnie

mikromacierze D>
(np. Affymetrix, lllumina) T
pozwalajg na *
genotypowanie miliondw

SNP u organizmoéw
modelowych i cztowieka

aaaaaaa




SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)

SSCP wykorzystuje sie do wykrywania mutacji i genotypowania
fragmentéw okreslonych genow (namnozonych PCR) o jednakowej
dtugosci lecz réznigcych sie sekwencjag

File Edit View Tools Alleles Hel =]
e = ot I | A E T EF T
E@;.Lm.‘ o HHMW}; | i@hﬂw Pand $QL (05 5Q
Jednoniciowe fragmenty DNA EEE=———— = :
100-400 pz zwijajg sie w e
sposob zalezny od sekwencji, a | . Jk\ M
od sposobu zwiniecia zalezy Lo T, p
tempo ich wedrowki w zelu e
Mozna wykryC réznice 1 pz
A
Wh142_DU2_Alpdl_6Fa-5R fia apa, Nene ]
3 i E I i Whld_GUZ_Alp i SR Ea Apd IFSR Nene ]
y o

=
4
<



Wycigganie z genomu interesujacych nas
fragmentow

« Sekwencjonowanie petnych genomow ciggle zbyt drogie
* Analiza i sktadowanie danych drogie

« Czesto interesujg nas tylko niektore geny, lub czesci genomu,
np. wszystkie egzony stanowig ok.1.2% genomu cztowieka

 Mozna je wszystkie wyciggnac,
,odsiac¢” od reszty genomu —_—
stosujgc macierze zawierajgce sondy T—m—

Adapter-modified
» Te techniki wymagajg znajomosci

shotgun library
Solution
sekwencji genomu lub tej rybridizaton
jego czesci, ktérg chcemy uzyskaé ™" w@

Nastepnie uzyskane fragmenty

mozna zsekwencjonowac i ! | E Beadcamurel

Mamanovai in. 2010

Hybrid capture > 100,000 exo

@(/



Mikromacierze DNA (microarrays, DNA chips)

« Opierajg sie na hybrydyzacji znakowanego
fluorescencyjnie DNA lub RNA do fragmentow (sond)
unieruchomionych na szklanej ptytce

« Bardzo duza gestosc, nawet miliony réznych sond na
jednym szkietku

* Poczatkowo stosowane do analizy ekspresji genow

* Obecnie wiele innych zastosowan, np. genotypowanie
SNP

animacja



Techniki biologii molekularnej
sg niemal w petni zautomatyzowane

Mozliwe jest uzyskanie w stosunkowo krotkim czasie
wynikow dla setek osobnikow i kilkuset markerow
molekularnych.




Uzytecznos¢ markerow molekularnych

Identyfikacja
osobnikow

Zmiennos¢
genetyczna

Zréznicowanie
genetyczne

Przeplyw
genow
(migracje)

Filogeografia

Hybrydyzacja

allozymy AFLP mikrosatelity SNP sekwencje sekwencje
genow cpDNA i
jadrowych mtDNA
+ ++ +++ + - +
++ + +++ ++ + -
++ + +++ +++ ++ ++
+ + +++ ++ + +
+ + + ++ +++ +++
++ ++ ++ +++ +++ +++




U eukariotow wystepuja rozne genomy

Dziedz.
Struktura

Tempo
mutacji

NDNA cpDNA MtDNA(Z) MtDNA(R)
¥ 2 (), 3N 9 ¥

liniowy kolisty Kolisty Kolisty

8 2 130 1

W zaleznosci od problemu badawczego
wykorzystuje sie markery molekularne ze
wszystkich genomow



Zagadnienia (1)

* |dentyfikacja
* plci
* osobnikow (takze ze sladow)
* rodzicielstwa
e gatunkow
* ZmiennosSc genetyczna i czynniki na nig wptywajgce
® miary zmiennosci
* zmiennoS¢ a procesy populacyjne
* Przeptyw genow i struktura genetyczna populacji
* metody genetyczne badania dyspers;i

* miary struktury genetycznej 1 ich znaczenie biologiczne



Zagadnienia (2)

Genealogie genow i wnioskowanie z genealogii
* historia demograficzna
* przeplyw genow migdzy populacjami
Filogeografia
Genetyka konserwatorska — wykorzystanie markerow
molekularnych dla ochrony gatunkow

Wptyw organizmow modyfikowanych genetycznie na
ekosystemy

Badanie adaptacji na poziomie molekularnym



Identyfikacja pici

Konieczna w przypadku:

* braku dymorfizmu

* do okreslenia proporcji ptci w potomstwie
* osobnikow mtodocianych, larw, etc.

* analiz z odchodow i pozostatosci

* u zwierzgt prowadzgcych skryty tryb zycia

Markery specyficzne dla pici nie sg uniwersalne



Identyfikacja pici

Ptaki
* genetyczna identyfikacja ptci osobnikow przy braku
dymorfizmu ptciowego
* wyznaczanie pierwotnej proporcji ptci
(dla zarodkow w jajach)

Geny CHD
Fragment Intronu A genu CHD1-Z i CHD1-W

77 77 77 Z\W IWN  ZW Z\WN

start

—_—— = — 400 pz

—_ 200 pz

SAMCE SAMICE



Identyfikacja ptci
Ssaki

* genetyczna identyfikacja ptci osobnikow z
pozostawionych sladow biologicznych (np. odchody)
* przyzyciowe okreslanie ptci osobnikdw mtodocianych

Gen SRY

Mikrosatelity
na chromosomie Y

gen wystepujgcy u obu ptci Zfy/Zfx
stuzy jako kontrola pozytywna

(ze sam PCR sie udat) Sry

Bryja i Konecny 2003

3 9 3 9



Identyfikacja osobnikow

Nawet mata liczba polimorficznych loci tworzy
duzg liczbe mozliwych genotypow

n*(n+1)
4

n = liczba alleli; dla n =4 alleli, G = 100

G =

(dla 2 loci)

liczba mozliwych genotypow dla n
loci z dwoma allelami kazdy to 3”

polimorficzne markery molekularne sg idealne
dla identyfikacji osobnikow



Identyfikacja osobnikow

Rozroznianie osobnikow u organizmow klonalnych

opienka Armillaria
bulbosa,

jeden klon moze
zajmowac 15 ha, wazyc¢
10 ton i mie¢ 1500 lat;

analiza oparta na
markerach RAPD

Diploid isolates

Clone 2 Clone 1
~NOWTNNMPOm un
NNFFNNNE’)NENEEE
NN UWLWLSET TV WL LW

sk 1 £ 2 1 3 L %

S s 4 W B G5 e 4 e w

Smith i in. 1992

L h



Behawioralny a genetyczny system kojarzen

Behawioralny system kojarzen — opis na podstawie
obserwacji, ktore osobniki tgczg sie w pary i kojarzg sie

Genetyczny system kojarzen — opis na podstawie danych

genetycznych, ktore osobniki sie rozmnazajg i z kim wydajg
potomstwo

?
Behawioralny system kojarzen = Genetyczny system kojarzen

Niezbedna jest genetyczna identyfikacja rodzicow



Analiza rodzicielstwa

Kilka podejsC, najprostsze i najczesciej uzywane
* Wykluczanie
opiera sie na wykorzystaniu zasad dziedziczenia

mendlowskiego — u diploidow rodzic ma doktadnie jeden
wspolny allel z potomkiem w kazdym locus autosomalnym

* |dentyfikacja kategoryczna

Dla kazdego potencjalnego rodzica ( z puli niewykluczonych)
oblicza sie prawdopodobienstwo ze jest on rodzicem i za
rodzica uznaje sie tego o najwyzszym prawdopodobienstwie;
prawdopodobienstwo rodzicielstwa zalezy od genotypu
|dentyfikacja najtatwiejsza gdy znamy genotyp jedngo
z rodzicow (np. owoce zebrane z rosliny)

Mozna rekonstruowac genotypy rodzicow dysponujac
tylko potomstwem



Wykluczenie rodzicielstwa

&z Samples Plot

File Edit View Tools aleles Help

Plot Setting: Microsatellte Defaut . [ J B L
i o M.
we wie wers locus 1 locus 2 locus 3 locus 4
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| EPC_mm-epcl6_CO9_7-2F-MIX2 fia |7-7F-MIX2 |LaRUS | | Fy ~
100 110 120 130 140 150 160 170 180 1350 200
2000
£000 L
- odmiecC
2000
; _ : . . | M
& i | 2
| EPC_mm-epc06_D09_4 TI-NI2 S 4 TN |Lagvs | A
4100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
F000
I samica
4000
| (matka) A
0 P Py S P s - a .—— o e f = - _A J—
< | >
EPC_mm-epct6_E09_7-24 M2 fsa 724 M2 LARUS | b b,
4100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200
2000
™ piskle 1
4000 p e
2000
[ P REPUY.Y A N ) j N A L4\
< | £
EPC_mm-epcl6_FID_7-2B-NIX2 fia 72B-MTE2 LARUS | y b
100 110 120 130 140 “1a0 160 170 180 150 200
2000
000
.
| piskle 2 q
2000
o e o o o T — Py . L J— Lo ray =
< | i
< I Ed
[€12054 v 8734]



Analiza rodzicielstwa

najlepsze markery to wysoce zmienne mikrosatelity, czasem
SNP, wyjgtkowo AFLP lub allozymy

markery powinny by¢ wysoce zmienne

ich liczba powinna by¢ znaczna i zalezy od poziomu zmiennosci
poszczegolnych markerow, 5-30 mikrosatelitéw ale > 50 SNP

genotypowanie musi by¢C wiarygodne, nalezy oszacowac bfad
genotypowania i dgzyc¢ aby byt on niski

loci powinny by¢ niesprzezone

kluczowe jest odpowiednie pobranie prob w terenie, np. jak
najwieksza czesc¢ potencjalnych rodzicow

trzeba brac¢ pod uwage wtasciwosci biologiczne organizmow
(np. wielkos¢ miotu)

liczne programy komputerowe: Cervus, FAP, Pasos, Colony itd.



Rodzicielstwo poza para

wystepuje u 90% socjalnie monogamicznych (tworzgcych pary)
gatunkow ptakow

u tych gatunkoéw srednio 11% potomstwa pochodzi z kojarzen
poza parg — duza zmiennosc, rozne czynniki odpowiedzialne
potrzos (Emberiza schoeniclus)
— socjalny partner samicy nie byt
ojcem srednio 55 % pisklat,

86% gniazd zawierato mtode

z kojarzenia poza parg

od potowy lat 80tych minisatelity

obecnie mikrosatelity:
kilka, kilkanascie

wysoka skutecznosc




Identyfikacja osobnicza u cztowieka

* Sprawy kryminalne
* ldentyfikacja szczatkéw ludzkich (osoby zaginione, ofiary katastrof)
* Analiza spornego ojcostwa

LHENORSImMpSonicase”

Sprawidi, kto jest biologicznym ojcem!
Moie ojcem jestes ty?!
A moie wiasnie nim nie jeste$?!




Wybor markera

* Markery stosowane do identyfikacji cztowieka
* markery DNA jadrowego
* mikrosatelity (STR) — chromosomy autosomalne
* mikrosatelity (STR) — chromosomy pici (Y-STR, X-STR)
* markery DNA mitochondrialnego (analiza wlosow 1 kosci)
* HVI,HV2

* Materiat porownawczy w sprawie decyduje o wyborze markerow i wartosci dowodu
z badania DNA

* probka pobrana od podejrzanego/ofiary

* przedmiot osobisty nalezacy do zaginionego (np. szczoteczka do zgbow)

probki od ojca 1 matki (wszystkie markery)

tylko od matki (DNA jadrowy + mtDNA)

tylko od ojca (DNA jadrowy w tym dodatkowo Y-STR)
od dalszych krewnych - w lini matczynej, ojcowskie;j

* od syna, corki
* Badania materiatu pochodzenia zwierzecego
e cytochrom b, mikrosatelity

STR = mikrosatelity



Identyfikacja grobu Mikotaja Kopernika

W katedrze we
Fromborku znaleziono
kosci

Na podstawie czaszki
zrekonstruowano twarz

Uzyskano profil DNA z
kosci | zebow

Profil byt identyczny z
profilem witosow
znalezionych w ksigzce
ktora byta wltasnoscig
Kopernika

Bogdanowicz i in. 2009



Identyfikacja gatunkoéw i ich mieszancow

Nie ma (i nie bedzie?)
uniwersalnej definicji gatunku

Biologiczna koncepcja gatunku vs. inne definicje
np. genetyczna koncepcja gatunku
(odrebnosc¢ pul genowych)

Istnieje spora grupa gatunkow nierozrdéznialnych
morfologicznie (ang. sibling, cryptic species), a w
przypadku mikroorganizmow jest to problem
zasadniczy



Identyfikacja gatunkoéw i ich mieszancow

* poszczegolne gatunki wykazujg unikatowe cechy, ktore
majg podstawy genetyczne -> gatunki roznig sie
genetycznie

° markery diagnostyczne — takie, w ktorych dany gatunek ma
unikatowy allel (allele)

* markery diagnostyczne pozwalajg na tatwg identyfikacje
mieszancow miedzygatunkowych

mieszaniec
allel diagnostyczny G .

dla gatunku B——> &%
allel diagnostyczny "m
dla gatunku A ,




Identyfikacja gatunkoéw i ich mieszancow

* jezeli mieszance sg ptodne i krzyzujg sie z gatunkami
rodzicielskimi, mogg byC heterozygotyczne tylko w
niektorych genach markerowych

* Im wiece] markerow diagnostycznych tym lepiej; tym dalsze
pokolenia mieszancow = osobniki zawierajgce mniejsza
proporcje genow jednego z gatunkow jestesmy w stanie
wykryC

* markery przekazywane 1190 bp B T R
tylko przez jedng ptec
bozwalajg okreslic I--- —
Kierunek hybrydyzacji, 3391,3;3;;;;—- - . N
np. A x 3B 25bp A -
ale nie ©B x JA g

M{DNA 89 bp ———>



Identyfikacja gatunkoéw i ich mieszancow

Metody pozwalajgce na szacowanie, na podstawie genotypu
okreslonego dla wielu czesci genomu (np. wielu
mikrosatelitow), jaki procent genomu danego osobnika
pochodzi od kazdego z gatunkow rodzicielskich

Oparte na modelach probabilistycznych i twierdzeniu
Bayesa — np. STRUCTURE

100

1 2 3 4
Domestic cats ltalian wildcats Hungarian cats Hybrids

Lecis i in. 2006



Kody kreskowe DNA

* Standaryzowana procedura identyfikacji gatunkow
poprzez krotkie (100<dt.<1000 pz), unikatowe
sekwencje DNA

* Odpowiedni gen
* konserwatywne startery
* wystarczajgca zmiennosc

* wystepuje u wszystkich gatunkow w duzej grupie
taksonomicznej (bakterie, archeowce, rosliny, zwierzeta,

I T N
URTART 5222

8 . 5 I




Kody kreskowe DNA

Gene® Genomic location Number of sequences

Animals Plants Protists Fungi
COl-barcode® Mitochondria 195 777 520 1931 410
165-rDNA Mitochondria 41 381 221 2059 285
cyth Mitochondria 88 324 165 1920 1084
ITS1-rDNA Nucleus 12 175 57 693 68 839 56 675
ITS2-rDNA Nucleus 13 923 68 065 67 332 56 349
185-rDNA Nucleus 21 063 17 121 32 290 33 327
rbel Plastid NA® 30 663 37 328 NA

*Gene abbreviations: COI, cytochrome ¢ oxidase |; cyth, cytochrome b ITS, internal transcribed spacer; rbel, large subunit of ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/
oxygenase.

PCOI-barcode statistics are retrieved from Barcode of Life Data systems (hitp://www.barcodinglife.org). Statistics for other loci are retrieved from GenBank.

°NA, not applicable.

Hajibabei i in. 2007

* Tworzy sie baze sekwencji z rozpoznanych
taksonomicznie gatunkow

* Poréwnuje sie sekwencje z probek z bazg |
* W perspektywie automatyczne ,czytniki’ e R




Kody kreskowe DNA
NN N, .

(CONSORTIUM FOR THE BARCODE OF LIFE
e e e ST

http://barcoding.si.edu

http://www.barcodinglife.org

* Mimo poczatkowych watpliwosci udowodniono duzg
przydatnos¢ w wielu grupach taksonomicznych
(skutecznosc¢ rzedu 95 %)

* (QOgraniczeniem jest koniecznosc¢
tworzenia baz

* Ale mozna rowniez bez baz...



Sekwencjonowanie nowej generac'i
| kody kreskowe DNA | ..
- \

Hfld
[aalwt ele.

* tradycyjne sekwencjonowanie

Sangera jest drogie i pracochtonne
e gdy uzyskujemy DNA z préb T /I
Srodowiskowych *
i wykorzystujemy konserwatywne ‘;
startery PCR . + y
konieczne klonowanie — jeszcze o = )
drozsze i bardziej pracochfonne iy =
* NexGenSeq dostarcza w I
pojedynczej analizie milionow == I P
sekwencji — mozliwa bardzo szybka | ™% | T
analiza bior6znorodnosci catych r o
ekosystemow e

Valentini i in. 2009



Zastosowania kodow kreskowych DNA

* identyfikacja gatunkow, ktorych
morfologiczne rozréznienie jest trudne, np.
muchowki, niektore motyle, nicienie (mniej
niz 1% gatunkéw znanych na podstawie
opisow morfologicznych)

* identyfikacja gatunkéw na podstawie
wtosow, odchodow itp. — monitoring
zagrozonych ssakow: tygrys syberyjski,
lampart amurski

* identyfikacja organizmow z jakich
wytworzono przetworzone produkty — mieso,
skory, kawior - monitoring handlu gatunkami
chronionymi




Zastosowania kodow kreskowych DNA

* paleoekologia: analiza DNA z
rdzenia lodowego sprzed 450
tys lat. wykazata istnienie
laséw iglastych na Grenlandii

* sktad diety (a przy okazji
zmiany w wegetaciji)
wymartego leniwca lgdowego
(10 — 30 tys. lat temu) =

* skiad diety wspotczesnych &
zwierzat — analiza zawartosci
zotgdkow lub odchodow

Golden marmot Brown bear

® Asteraceae

@ Caryophyllaceae

® Cyperaceae
Fabaceae

" Poaceae

® Polygonaceae

@ Others




Genomika srodowiskowa

taksonomia DNA
Geny kodujgce rybosomalny RNA (rRNA) pozwalajg na

identyfikacje mikroorganizmow

Ogromnej wiekszosci mikroorganizmow nie da sie hodowac na
pozywkach a wiec nie wiadomo o nich praktycznie nic, ich

liczba jest nieznana

Sekwencjonuje sie glebe, wode morskg, osady morskie itd.

Na podstawie sekwencji
okreslonych fragmentéw
rRNA szacuje sie liczbe
taksonow w probach
srodowiskowych MOTU
(Molekularne Jednostki
Taksonomiczne) — progi
zroznicowania sekwencji

,Rzadka biosfera”

Number of Different OTUs

20,000

15,000

10,000 f

5,000 f

=B acteria 3%
= Bacteria 6%
me Archaea 3%
mm Archaea 6%

0 250,000 500,000 750,000
Number of Tags Sampled
Huber i in. 2007



Problemy z kodami kreskowymi |
taksonomig DNA

oparte na jednym fragmencie genomu — mozliwa
niepoprawna identyfikacja gatunkow, bo hybrydyzacja,
introgresja, niekompletne sortowanie linii

uzywanie uniwersalnych progow dywergencji do
wyznaczania MOTU moze nie odpowiadac
rzeczywistosci

zazwyczaj nieznany stosunek zmiennosci
wewnatrzgatunkowej do zmiennosci miedzygatunkowej
dtugosc fragmentow niezbednych dla identyfikacii,
tradycyjne kody kreskowe zazwyczaj > 500 bp, a
amplifikacja fragmentow zdegradowanego DNA > 150
bp czesto niemozliwa



Bazy sekwencji i ich przeszukiwanie

NCBI — GenBank

| Inne bazy

BLAST — szukanie
podobnych sekwencji

przeszukiwanie
genomow

przeszukiwanie baz
sekwencji biatek

Darmowy dostep do
sSwiatowych
zasobow genetycznych

) NCBI Blast:m010 - Mozilla Firefox
Pk Edycia ‘Widok Histoia Zaktadki Haredzia  Pomoo

g -c W | | hitp:eblast.nci nim. rih. g Blast cgi

P Descriptions
¥ Alignments T Select All

partia
Length=373

Atrand=Flus/Plus

Length=171

gtrand=Flus/Plus

- =] %]
>
|8] Cagsto odwiedzane | *§ Google translation = NCEIBLAST = NCEI HomePage TravelService - Ouery Thesaurus.com &9 My Synergy - Joumals Tl LED Deutsch-Englisch. #3¢ Gazsta.pl - potal inter
=l
Distribution of 15 Blast Hits onthe Query Sequence &
|Mnuse aver to see the defline, click to show alignments ‘
Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200
Qe ry |
| I I I [l I I
[0} 30 60 90 120 150 180
Get selected sequences Distance tree of results MEW
>l ub|4v437507.11  Andropadus virens clone 2.1.2 MHC class IT beta antigen wRlA,
ial cds
Score = 145 bits (78), Expect = 9e-32
Identities = 1547190 (B1%), Gaps = 8/190 (4%)
Query 1 GAGAAGGTGAGGTTCCTGGAGAGGTCCTTCTACAACCGTTTTGAATACGCCAGGTTCGAC 60
N N N e R S NN S e A S N AN U NN AR
Shjct 49 GAGAAGGTCAGGTTCATTGACACGTACATCTACAACCGAGTTCAGTACGCCATGTTCGAC 108
Query 61  AGCGACGTBGGGCGGTACGAGGGETTCACCCOCTTTRHG0AGAG--ARACGCCBEOCECT 116
N N N N e R RN e N A N Y|
Sbjct 109 AGCGACGTGLGGCACTACGTGGGGTTCACGCCC--TOHGOAGACAMMRATGCCCAGCACT 166
Query 119  GGRACAGCGACCCGGAATTCTTGGAACAL-AGAAAGG-CTGCGETGEACACGTACTGLCE 176
FEPELELTEE LT 1l LT
Sbjct 167 GGRACABCGACCCACAATGGATGE-AGAACAG-GCGGACTGCGGTGGACACGTACTGCCG 224
Query 177 GTACAACTAC 186
[RNRNARNNY
Sbjct 225 GTACAACTAC 234
>l ub|EFS35361.11 Erythrura gouldiae haplotype Ergols.03 MHC class IT antigen B
gere, exon Z and partial cds
Score = 122 bits (66), Expect = 4e-25
Identities = 137/170 (80%), Gaps = 10/170 (5%)
=l

Zakofczono

Tanio produkuje sie mnostwo danych genetycznych —

spora szansa ze informacje ktorych potrzebujemy sg juz w bazach —

od nich trzeba zaczgc¢



Pojecia

* locus — miejsce na chromosomie gdzie znajduje sie segment DNA, np.
dany gen, termin czesto uzywany zamiennie z gen

« allel — forma genu rozréznialna od innych form tego samego genu,

czasem uzywane tez na okreslenie kopii genu — wynika z kontekstu
* W populacji moze wystepowac wiele roznych alleli w danym locus
« diploidalny osobnik ma maksymalnie dwa rozne allele

 kopia genu — termin uzywany przy liczeniu genow, nie interesuje nas
czy kopie genow sg takie same czy rozne,
« diploidany osobnik ma dwie kopie kazdego genu autosomalnego
« w populacji N diploidalnych osobnikow jest 2N kopii kazdego genu
autosomalnego
« fenotyp — wtasciwos¢ organizmu lub ich grupy
* kolor oczu, wtosow, grupa krwi
* genotyp — typ genetyczny w jednym lub wiecej genow
* W locus A osobnik moze by¢ homozygotg A;A, lub heterozygotg A,A,
 haplotyp — segment DNA (zazwyczaj nierekombinujgcy)



Gen (locus) i allel

miejsce na chromosomie ktore zajmuje dany gen to locus

forma genu ktora znajduje sie w danym locus na konkretnym
chromosomie to allel

w kazdym locus dostajemy
jeden allel (kopie genu) od kazdege

Z rodzicéw — Allel A

wyjatki to mitochondrialny J—

DNA i chromosomy ptci v - gt Y

te allele (kopie genu) mogaq byé Gen (locus) né/\ chromo\somy
takie same (homozygota) grupe krwi ABO  homologiczne
lub rézne (heterozygota) p—n s

sktad alleli w danym locus ——— -

to genotyp I Allel B

heterozygota AB — grupa krwi AB



Pojecia

* czestosc genotypu — proporcja danego genotypu wsrod badanych
osobnikow (w badanej populacji)
* dwa allele A, i A,, gatunek diploidalny, gen autosomalny

» czestosc allelu — proporcja danego allelu wsréd wszystkich
badanych kopii genow
* dwa allele A7 i A2, gatunek diploidalny, gen autosomalny
czestos¢ homozygot plus potowa czestosci heterozygot (maja
tylko jeden allel):
p=P+1/2H,
q=Q+1/2H,q=1-p

liczba alleli (kopii genu) danego typu podzielona przez catkowitg
liczbe alleli (kopii genu) w populaciji

p =N,./2N,

q = N,,/2N



Parametry opisujace zmiennosc¢ genetyczng i
procesy ewolucyjne w populacji

czestosci alleli w badanych loci
procent loci polimorficznych (P )
srednia liczba alleli na locus (A ), bogactwo alleli (R)

srednia heterozygotycznosc obserwowana i oczekiwana
(Ho i He)

odchylenia od rownowagi Hardy’ego-Weinberga (HWE)
nierownowaga sprzezen (LD)



Procent loci polimorficznych (P )

P = liczba loci polimorficznych/catkowita liczba zbadanych loci

- parametr zalezy od kryterium polimorfizmu, jakie przyjmiemy, np. 95%

Brak zmiennosci genetycznej w 47 loci
u geparda (P =0.0)




Srednia liczba alleli na locus (A )

A = catkowita liczba stwierdzonych alleli / liczba
zbadanych loci

parametr jest podatny na wielkosc¢ proby

bogactwo alleli R to srednia liczba alleli na locus
dostosowana do liczebnosci najmniejszej proby

Najbardziej zmienne loci mogg miecC nawet
Kilkaset alleli:

* mikrosatelity
* geny zgodnosci tkankowej



Prawo Hardy’ego-Weinberga

Zaleznosc czestosci genotypow od czestosci alleli.
Dwa allele o czestosciach p (A,)iq (A,)
Czestosci genotypow:
A A, AA, AA,
p? 2pq q°
Opisuje stan braku ewolucji, czestosci bedg state
* nieskonczenie duza populacja
* losowe kojarzenie
 brak mutacji
* brak migracji
* brak doboru

Stan rownowagi populacja osiggnie po jednym
pokoleniu losowego kojarzenia

Populacje naturalne zazwyczaj bliskie rownowagi H-W
Hipoteza zerowa w genetyce populacji



Srednia heterozygotycznos$é obserwowana
i oczekiwana (Ho i He)

Ho = proporcja heterozygotycznych osobnikow w
badanej probie usredniona dla wszystkich loci

He = oczekiwana zgodnie z prawem Hardy’ego-
Weinberga proporcja heterozygotycznych osobnikow
usredniona dla wszystkich loci

A,A,: 4 osobnikiHo = 1/5=0.20

A.A,: 1 osobnik He =[2(0.9x0.1)] =0.18
A,A,: 0 osobnikow

fA;)=p=0.9

f(A,)=q=0.1



Roznorodnos¢ nukleotydow

Ro6znorodnosc¢ nukleotydow (wt) — proporcja pozycji
nukleotydowych réznigcych sie miedzy parg sekwencji
losowo wybranych z populacji — czyli srednia dla

wszystkich mozliwych porownan Jaeiemoz;Lgﬂiyeer
na pozi |e n% %ﬂydow

w

0,59 0,55

_ <] _ 1=l j=i+l 4 067 063 025
T =
n n(n—1)
5 080 084 055 046
2 2 6 080 067 038 046 059
7 084 071 050 059 063 021

8,9, 10 1,13 1,10 0,88 0,97 059 0,59 0,38

11 1,12 1,18 0,97 1,05 0,84 0,67 0,46 0,42
7T proporcja réznych 7= 0.0065= 0.65%
pozycji nukleotydowych
W porownaniu j z j



Roznorodnosc¢ haplotypow
» Oczekiwana heterozygotycznosc¢ (H) jest obliczana
z czestosci alleli
H e =1— Z pi2
=1

» Dlatego, organizm/locus nie musi byc diploidalny aby
obliczyC H.

* Dla gatunkow lub markeréw haploidalnych (mtDNA,
cpDNA, chromosom Y) H czesto nazywa sie
roznorodnoscig haplotypow (h) i moze byc
traktowana jako miara zmiennosci genetyczne;



Odchylenia od rownowagi
Hardy’ego-Weinberga (HWE)

Obserwowane Oczekiwane z H-W
A,A,: 4 osobniki p?=0.92=0.81->4.05
A,A,: 1 osobnik 2pq = 2x0.1x0.9=0.18 -> 0.9

A,A,: 0 osobnikéw qg°>=0.12=0.01->0.05
f(A;)=p=0.9

f(A,)=q=0.1

Bardzo dobra zgodnosc¢ z oczekiwaniami

Odchylenia od prawa H-W testujemy testem chi2, testem doktadnym
Fishera a najczesciej testami randomizacyjnymi



Potencjalne przyczyny odchylen od HWE

nielosowe kojarzenia

dobor

samozaptodnienie

klonalnos¢

efekt Wahlunda (traktowanie dwu populacji o réznych
czestosciach alleli jako jednej populacji, niedobor
heterozygot)

strefa kontaktu dwoch zroznicowanych form
istnienie zerowych alleli (takich ktorych nie potrafimy
zaobserwowac

Inne...



Efekt Wahlunda

Mamy dwie izolowane populacje w rownowadze H-W
roznigce sie czestosciami alleli, ale myslimy ze
pobieramy probe z jednej niepodzielonej populacji

populacja | populacja |l
p=09qg=0.1 p=019g=0.9
Proporcja heterozygot Proporcja heterozygot
2pq = 2x0.9x0.1 = 0.18 2pq = 2x0.1x0.9 = 0.18

Nasza proba
p,=0.5 qg,=0.5
Oczekiwana proporcja heterozygot
2p.9,=2x0.5x05=0.5
Obserwowana proporcja heterozygot 0.18

Pozorny niedobor heterozygot wynika z podziatu populacji
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Efektywna wielkos¢ populaciji (Ne)

» Ne jest to wielkos¢ populacji idealnej (stata wielkos¢, niezachodzgce
pokolenia, obuptciowosc, sredni sukces rozrodczy na osobnika taki sam
dla wszystkich klas osobnikéw), przy ktorej populacja tracitaby
zmiennosc¢ genetyczng w identycznym tempie, co populacja badana
» Jest ona zazwyczaj duzo mniejsza od rzeczywistej wielkosci populacji
(N) bo:

* nie wszystkie osobniki biorg udziat w rozrodzie

* duza zmiennos¢ w sukcesie rozrodczym miedzy osobnikami

 stosunek ptci wsrod osobnikdéw biorgcych udziat w rozrodzie

czesto odbiega od 1:1
* Zmiany wiellg%éci populacii z pokolenia na pokolenie

!

1 [ T T T T
0.0 0.2 0.4 06 08
N, /N

| I |
1.0
Frankham iin. 2010



Ne/N

0.5

Ne zalezy od proporcji pici

Stosunek pfci 1:1
4N N

N, =
N, +N

m

% samcow 100%



Ne zalezy od proporcji pici

Potnocny ston morski Mirounga angustirostris; haremowy system
rozrodu, zostat prawie wytepiony, mozliwe ze wtedy wszystkie
samice byty zaptadniane przez jednego lub pare samcow

Gdyby w rozrodzie brato udziat 100 samic i 1 samiec to efektywna
wielkos¢ populacji wynositaby Ne = 4x1x100/(100+1) = 4

Ne zalezy rowniez od sity doboru ptciowego

Gdy dobor ptciowy dziata silniej na jedng z ptci to efektywna
wielkosS¢ populacji czesci genomu przekazywanej przez tg ptec
jest nizsza — w tym przypadku Ne
chromosomu Y bedzie nizsza

niz Ne mtDNA




Ne zalezy od systemu kojarzen

Kot domowy — wolnozyjgce populacje Ne/N

Populacja promiskuityczna 0.42
Populacja polygyniczna 0.33

Kaeuffer et al. 2004




N, zalezy od zmian wielkosci populacji

« zmiany wielkosci populacji sg najwazniejszym
czynnikiem wptywajgcym na dtugoteminowg Ne

t
NezZl
=N,

» srednia harmoniczna wielkosci populacji w kolejnych
pokoleniach

« Srednia harmoniczna mniejsza od sredniej

arytmetycznej

Dla liczebnosci w kolejnych pokoleniach: 1000, 700, 200, 15,
100

Srednia arytmetyczna to 403 a Ne (srednia harmoniczna to 59)




Szacowanie Ne metodami molekularnymi

« ze spadku heterozygotycznosci markerow
molekularnych w kolejnych pokoleniach

« ze zmian czestosci alleli z pokolenia na pokolenie w
wyniku dziatania dryfu

« spadku roznorodnosci allelicznej

» dlugoterminowg wielkosS¢ populacji mozna szacowac
ze zmiennosci sekwencji DNA

PHILOSOPHICAL

TRANSACTIONS .
—  OF ¥ Phal. Trans. R. Soc. B (2005) 360, 1395-1409

-
THE ROYAL lf%{‘. don10.1098/rstb.2005.1682
SOCIETY - Published online 13 July 2005

Estimation of effective population sizes from data
on genetic markers

Jinliang Wang™
Institute of Zoology, Zoological Society of London, Regent’s Park, London NW1 4RY, UK



Efekt waskiego gardta (bottleneck)

CZas

Znaczny
~ spadek

w_Wwielkosci
populaciji

Page, Holmes
Molecular Evolution

Niska zmiennosc¢
mikrosatelitow u traszki
gorskiej w izolowanych
populacjach w Gorach
Swietokrzyskich

Pabijan & Babik 2006



Efekt waskiego gardta (bottleneck)

Silny dobér naturalny moze utrzymywac¢ zmiennos¢ nawet
w bardzo matych populacjach, przeciwdziata dryfowi

Lis Urocyon littoralis z wyspy

San Nicolas u wybrzezy Kalifornii
Najbardziej monomorficzne zwierze —
catkowity brak zmiennosci w
mikrosatelitach i odciskach palcow
DNA

Polimorficzne geny MHC — odpornosc
na patogeny — zmiennosc

utrzymywana przez dobor
Aguilar et al. 2004




Poziom spadku zmiennosci genetycznej zalezy od:

* stopnia redukcji liczebnosci
* czasu trwania redukcji liczebnosci
* ewentualnej imigracji osobnikow

Zubr — mimo ze odtworzono go jedynie z 12 (7) zatozycieli
zachowata sie znaczgca zmiennos¢ mikrosatelitow i MHC, waskie
gardto trwato tylko jedno pokolenie




Znaczna liczebnos¢ populacji jest niezbedna do
zachowania zmiennosci genetycznej

w krotkiej skali czasowej pozwoli to unikngc silnego dziatania
dryfu genetycznego

w dtugiej skali czasu zapewni utrzymanie potencjatu
ewolucyjnego - mozliwosci adaptacji do zmieniajgcych sie
warunkow srodowiska

do dziatania doboru naturalnego
niezbedna jest zmiennosc



Metody badania dyspersji
w populacjach naturalnych

* Metody bezposrednie (terenowe)

* Bezposrednia obserwacja przemieszczania si¢
osobnikOw w terenie

* Metody oparte na znakowaniu osobnikoOw:
obrgczkowanie, znakowanie 1 powtorny odtow (CMR)

* Telemetria

* Wykorzystanie ogrodzonych powierzchni
badawczych z monitorowanymi wyjSciami

* Metody posrednie wykorzystujgce techniki
molekularne



Problemy z metodami bezposrednimi

* Ograniczona wielkosc¢ obszaru objetego
badaniami

* Osobnikow wielu gatunkdéw nie da sie znakowac

* Niemoznosc¢ oznakowania wszystkich zwierzat na
badanym obszarze

* Trudnosci w ponownym odtowieniu osobnikow —
emigracja czy smierc

* Metody bezposrednie mierzg przemieszczanie sie
osobnikow; nie wiadomo czy sie rozmnozyt

* Rozne wyniki przy zastosowaniu réznych metod



Ktora z metod bezposrednich jest lepsza?
rozne wyniki przy zastosowaniu réznych metod

Procent zlokalizowanych swistakéw (Marmota flaviventris)
metoda CMR (biale stupki) i metoda telemetrii (stupki zakreskowane)
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SAMCE - srednia dyspersja: 0,77 km (CMR); 2,56 km (telemetria)
SAMICE - srednia dyspersja: 0,51 km (CMR); 1,44 km (telemetria)
Koenig et al. 1996



Posrednie metody badania dyspersji

* Identyfikacja migrantow i ich potomkow na
podstawie genotypow w wielu loci
(poligenotypow)

* \Wymaga, aby populacje roznity sie genetycznie,
lecz te roznice mogg bycC subtelne

* Wyniki interpretuje sie probabilistycznie

* Mozliwa identyfikacja potomkow migrantow w
kolejnych pokoleniach

e Zdolnosc¢ rozdzielcza zalezy od réznic miedzy
populacjami oraz liczby dostepnych markerow

* Markery: allozymy, mikrosatelity, AFLP, SNP



Identyfikacja imigrantow

Metody pozwalajgce na szacownie, na podstawie genotypu
okreslonego dla wielu czesci genomu (np. wielu
mikrosatelitow), jaki procent genomu danego osobnika
pochodzi z kazdej populacji

Oparte na modelach probablistycznych i twierdzeniu Bayesa
— np. STRUCTURE - stosuje sie do badania zarowno
hybrydyzacji miedzy gatunkami jak i migracji miedzy stabo
zroznicowanymi genetycznie populacjami

1.00

R 0.00

Pl

> 0.60
S 040

]
4
Domestic cats ltalian wildcats Hungarian cats Hybrids

Lecis et al. 2006

1 2



Dyspersja sezonowa

Zroznicowanie genetyczne miedzy populacjami (Fgy)
w roznych sezonach — kiedy zaszta dyspersja?

Genetyczne zroznicowanie (Fg) 1 wskaznik inbredu (Fg)

w populacjach nornicy rudej

Sezon FST FIS
Wiosna 0,012 0,011
Jesien 0,027 0,058

Borkowska & Ratkiewicz 2004

Efektywna dyspersja osobnikéw nornicy rudej zachodzi
wczesnhg wiosng - przed rozpoczeciem sezonu rozrodczego



Dyspersja zalezna od pici

wystepuje powszechnie
u ptakow zazwyczaj wywedrowujg samice
u ssakow ptcig migrujgcg bardziej sg samce

badanie dyspersji zaleznej od ptci jest wazne z
roznych powodow

* wykorzystanie przez gatunki zasobow

e zrozumienie czynnikow ksztaltujgcych strukture
genetyczng populacyi
* badania systemoOw rozrodu



Dyspersja zalezna od pici

* analiza markerow dziedziczonych po obu rodzicach
(allozymy, mikrosatelity autosomalne, AFLP, SNP
autosomailne)

* poroéwnanie samcOw 1 samic po dyspersji ale przed
rozmnazaniem

* sygnat znika u potomstwa

* poroéwnanie markerow o roznym sposobie
dziedziczenia

e porownanie markerow przekazywanych tylko przez
jedng pte¢ z markerami autosomalnymi

* porownanie markerow przekazywanych tylko przez
samice z tymi przekazywanymi tylko przez samce



Dyspersja zalezna od pici a pokrewienstwo
miedzy osobnikami

Porownanie sredniego pokrewienstwa (r)
W grupie samic i w grupie samcow

Gatunek Samice | Samce Zrédlo
Wydra kanadyjska 0,143 0,086 |Blundelli in. 2002
Lontra canadensis
Krolik | 0,185 | -0,166 |Surridge iin. 1999
Oryctolagus cuniculus
Ze¢bielek 0,049 0,260 |Balloux i in. 1998
Crocidura russula

Pteé przemieszczajaca sie
(osobniki sg mniej spokrewnione)




Dyspersja zalezna od pitci a Fg;

Poréwnanie zréznicowania genetycznego miedzy populacjami
(Fs7) wyliczonego dla markeréw autosomalnych oddzielnie dla
samic | samcow

Gatunek Samice | Samce Zrédlo
Z¢bielek 0,025 0,145 |Balloux i in. 1998
Crocidura russula
Wydra kanadyjska 0,131 0,064 |Blundelli in. 2002
Lontra canadensis
Legwan morski 0,120 0,090 |Rassmanniin. 1997
Amblyrchynchus cristalus

Pte¢ przemieszczajaca sie /

(odzwierciedla to mate zréznicowanie
genetyczne)



Dyspersja zalezna od ptci
markery o roznym sposobie dziedziczenia

MARKERY:

- mtDNA
* geny (np. SRY) lub mikrosatelity na chromosomie Y

POROWNANIA:
zmiennos¢ markerow specyficznych dla ptci (mtDNA, gen SRY)

zmiennos¢ markerow autosomalnych (allozymy, mikrosatelity)

zmiennos¢ markerow specyficznych dla samic (mtDNA)
T

zmiennos¢ markerow specyficznych dla samcow (np. gen SRY)



Markery przekazywane przez jedna ptec
a markery autosomalne

Porownanie Fqrdla mtDNA | mikrosatelitow

Gatunek mtDNA mikrosat. DNA Zrédlo
Nocek Bechsteina 0,961 0,015 Kerth iin. 2002
Myotis bechsteini (samce)

Jaguar 0,342 0,045 Eizirik i in. 2001
Pantera onca (samce)

Ryjowka aksamitna 0,030 0,103 Balloux i in. 2000
Sorex araneus (samice)

Pteé przemieszczajaca sie




Porownanie bezposrednich
i posrednich metod badania dyspersji

Metody bezposrednie
mierzg mobilnosc organizmow w czasie
trwania badan

Metody posrednie

mierzg efektywng dyspersje, tj. imigracje
zakonczong rozrodem, ktora zaszta przed
rozpoczeciem | w czasie trwania badan

Vi
%



Poréwnanie bezposrednich
| posrednich metod badania dyspersji

Procent przemieszczajgcych sie scynkow Oligosoma grande miedzy populacjami
w réznych miejscach odtowu okreslony roznymi metodami

o 40 = Metoda CMR
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Berry et al. 2004

Metoda CMR > 7 lat badan Metoda genetyczna < 3 miesiace badan




Dyspersja - podsumowanie

Bezposrednie metody wyznaczania poziomu dyspersji
majg wiele ograniczen

Markery molekularne pozwalajg identyfikowac imigrantow
oraz charakter migracji - mierzg efektywng dyspersje

Dyspersje zalezng od ptci mozna badac na wiele
sposobow

Zastosowanie markerow genetycznych oszczedza srodki i
czas pracy w terenie

Vi
%



Populacje niemal wszystkich gatunkow wykazuja
pewien stopien zréznicowania w skali lokalnej

Najprostszy powod to osiedlanie sie potomstwa w poblizu
miejsca urodzenia

Pionierskie badania Selandera i in. z lat 70.
wykazaty roznice genetyczne miedzy
subpopulacjami myszy z réznych stodoét na
tej samej farmie




Czynniki ksztaltujgce
strukture genetyczna populacji

przeptyw genow (migracje) powoduje zmniejszenie
zroznicowania, wyrownuje czestosci alleli

dryf genetyczny powoduje wzrost zréznicowania miedzy
populacjami

dobor naturalny moze powodowac wzrost jak | spadek
zroznicowania

mutacje powodujg wzrost zroznicowania



Rozny poziom zréoznicowania oczekiwany dla
roznych grup organizmow

Np. dla roslin:

- zapylanych przez osiadte owady powinnismy obserwowac
wieksze zréznicowanie miedzy populacjami i matg
zmiennos¢ wewnatrzpopulacyjng

- rosliny wiatropylne powinny wykazywac mate réznice
miedzypopulacyjne




Zdolne do dalekich dyspersji ptaki | niektore owady
powinny wykazywac¢ mate zroznicowanie w
porownaniu z np. ptazami.

L, -




Statystyki F 1 podziat populacji

Heterozygotycznosc na trzech poziomach
dla locus z dwoma allelami:

H, — obserwowana heterozygotycznosc osobnika

Hs — oczekiwana heterozygotycznosc¢ w subpopulacii
Hs =2p,q,

H; — oczekiwana heterozygotycznosc¢ w catej populacji

HT = 2poqo



Statystyki F 1 podziat populacji

wspotczynnik wsobnosci
spadek heterozygotycznosci z powodu nielosowych
kojarzen w obrebie subpopulacji




Statystyki F 1 podziat populacji
spadek heterozygotycznosci subpopulac;i

z powodu dziatania dryfu genetycznego

miara zroznicowania genetycznego
miedzy subpopulacjami

wariancja czestosci alleli
miedzy subpopulacjami




Statystyki F 1 podziat populacji

Catkowity wspotczynnik wsobnosci

Spadek heterozygotycznosci z powodu nielosowych
kojarzen w subpopulacjach oraz podziatu populacji na
subpopulacje (zroznicowania bedgcego wynikiem dryfu)




Skala Wrighta (1978) dla Fq

0.00 - 0.05: mate zroznicowanie genetyczne
0.05 - 0.15: umiarkowane

0.15-0.25: duze

0.25 - 1.00: bardzo duze

Ta skala ma sens tylko dla markerow
biallelicznych, dla innych jest mylaca, bo
maksymalne mozliwe Fq; zalezy od
zmiennosci markera



Fst @ wykrywanie genow
odpowiedzialnych za lokalne adaptacje

Dryf dziata na wszystkie
loci tak samo,

a wiec neutralne winny
miecC podobne Fq;

Spodziewamy sie

ze loci odpowiedzialne
za lokalne adaptacje
bedg miaty wyzsze Fq;

Fst

1.0 4

0.8 1

0.6 7

0.2 1

0.0 A

. -]
£ &
@ &
o
;—'; . N
, ) Ne
[=] a - o> L

Adaptive loci

ce & B L)t loc

tral

0.0

0.1

0.2

0.3 0.4 0.5 0.6

Heterozigosity
Taberlet 2007



Fst jako miara przeptywu genow

Nm = liczba migrantow na pokolenie miedzy dwoma
populacjami w rownowadze

Jezeli Nm < 1, to miedzy populacjami moga utrwali¢ sie
roznice genetyczne

Nm wyliczone w ten sposob nie pozwala odrézni¢ dawnej dywergencji od
wspotczesnej bariery dla przeptywu genow

lub

ekspansji populacji z 1 zrédta od swobodnego przeptywu genow miedzy
populacjami.

Inny sposob obliczania Nm wykorzystuje czestosci rzadkich
alleli



Zréznicowanie genetyczne populacji ryb

wzrasta od ryb stonowodnych, przez anadromiczne do
stodkowodnych - odpowiednio: 1.6, 3.7 1 29.4% - jest to efekt
zasiedlania nieciggtego srodowiska

Fragmentacja srodowisk moze prowadzi¢ do spadku zmiennosci
wewnatrzpopulacyjnej i wzrostu zroznicowania genetycznego miedzy
populacjami.




Model izolacji przez odlegtosc (IBD)

Odlegtos¢ genetyczna miedzy populacjami jest dodatnio
skorelowana z odlegtoscig geograficzng miedzy nimi

» zasieg gatunku zwykle wiekszy niz mozliwosci dyspers;i
pojedynczego osobnika

* populacje blizsze geograficznie sg rowniez genetycznie
zblizone wskutek np. filopatrii

* model ten ma zastosowanie dla populacji
charakteryzujgcych sie rownowagg miedzy dryfem a
dyspersja



Model izolacji przez odlegtosc (IBD)

Korelacja miedzy przeptywem genow a odlegtoscig geograficzng
u zaby moczarowej na pd. od Karpat,
brak takiej zaleznosci dla na pn. od Karpat

N A L -~

A 1.2 B ¢
14 3.5 -
0.8 - 31
0.6 - 25 -
= 5
0.4 w 2
k] 2 y=0.0632x + 0.5338
] 1.5
0.2 .
. .
0 ] o e
», .
0.2 0.5 - . St = 4
* * . * o *
04 0 . , . : . - .
15 1.7 19 21 23 25 27 2.9

log(geographical distance) log(geographical distance)

3.1

Rafinski & Babik 2000



Brak zaleznosci miedzy zré6znicowaniem
genetycznym a odlegtoscia geograficzng

* mate Fst miedzy wszystkimi populacjami -
niedawna ekspansja lub intensywny przeptyw
genow w chwili obecnej

* duze Fst miedzy populacjami -przewaga dryfu nad
dyspersja



Testowanie modelu izolacji przez odlegtosc¢

Fst

Roéwnowaga miedzy
dryfem a dyspersja,
zaleznosc IBD

Fst

Przewaga dyspersji nad
dryfem, brak zaleznosci IBD

Log km Hutchinson & Templeton 1999



Testowanie modelu izolacji przez odlegtosc¢

Fst

. o ° L, Przewaga dyspersji w skali
——— s lokalnej, przewaga dryfu na
. ° wiekszych odlegtosciach

Log km

Przewaga dryfu nad
dyspersjg, brak zaleznosci IBD

Fst

Log km Hutchinson & Templeton 1999



Structure

czesto trudno zdecydowac ile odrebnych genetycznie populacji
wystepuje na danym obszarze

K to zatozona liczba réznych genetycznie grup

algorytm szacuje czestosci alleli w wielu loci charakterystyczne dla
kazdej z K grup, i jednoczesnie szacuje dla kazdego osobnika jaki
procent jego genomu nalezy do kazdej z K grup (populaciji)
sprawdzamy rozne wartosci K, oceniajgc statystycznie dopasowanie
modelu do danych

w ten sposdb mozna nie tylko okreslic liczbe populacji, zaklasyfikowac
osobniki do populaciji, ale tez zidentyfikowac¢ potomkow migrantow czy
mieszance miedzygatunkowe

100
0.80
0.60
Y 0.40

8 0.20

© 0.00

1 ; 3 4
Domestic cats ltalian wildcats Hungarian cats Hybrids

Lecis i in. 2006



Rozmieszczenie srodowisk a dyspersja

» Jaszczurka Ctenophorus ornatus zyje na wychodniach
granitowych w zach. Australii W

» Niektére wychodnie otoczone buszem (Reserve), inne terenami
uprawnymi (Cleared land)

* Nie ma redukcji srodowiska — wychodnle nieprzydatne dla
rolnictwa

« 22 mikrosatelity

« Pordownanie przeptywu genow
migdzy wychodniami w Reserve £
oraz w Cleared land o

Perth




Rozmieszczenie srodowisk a dyspersja

Qutcrop  Sample size

Reserve outcrops

R1 41
R2 13
R3 14
R4 12
R5 29
R6 19
R7 20
Mean 21.1 £4.0
Cleared land outcrops
C1 16
Cc2 24
C3 15
4 19
5 12
Cé 19
Mean 17.5+1.7

o i 0.30+
Allelic richness 0.34
0.254 % e
7.8+04 0.204
6.9+05 2 %
2 0.15- 0.2

6.8 +05 § : -

w
7.6 05 T 0104 L'I._.
6.6 0.5 2 B =
7.1+04 § o054 0 I B
6.8+04 = 0.14 °
71202 0001 .

-0.054 -
51x04 e
51=+03 -0.10 Mal T E I T Mal T £ | 1 0.0 T T T T T T T
ales emales ales emales
-02 00 02 04 06 08 1.0
43+03 Reserve Cleared land L :
5.6 + 0.3 og distance (km)
5.6+ 0.4 Fig. 2 Mean pairwise relatedness and 95% confidence inter- i . . L
50403 vals (as determined by bootstrapping) between individuals Flg- 3 Relationships between ge‘n‘ehc divergence and geograph-
LU within outcrops (open squares) and between outcrops (closed ical distance for reserve (closed circles) and cleared land (open

5102 squares). drcles) outcrops (a log of 0.1 = 100 m and log of 1 = 10 km).

R1

R2 R3 R4 R5 R R7 C1 C2 C3 C4 C5 Cs Levy et al. 2010
Outcrop



Genomy organizmow zawieraja
informacje historyczne o:

wieku gatunkow
wielkosci populacji | jej zmianach
demograficznych aspektach specjacji

o historycznym i wspotczesnym przeptywie gendw miedzy
populacjami i gatunkami

tempie rekombinacji

Te informacje mozna ,,odczytac”



Genealogie genow

genealogie gendw = genealogie = Sq1 Seqz Sq3 sq4
drzewa gendw = drzewa

Pokrewienstwa miedzy
sekwencjami w probie pobranej ze
wspotczesnych populacji lub
blisko spokrewnionych gatunkow !

Genealogie istniejg zawsze ale CCTGA CGTGA ACGGT ACGGA
potrafimy je zrekonstruowac tylko
gdy jest zmiennosc¢

Proba ma genealogie nawet gdy
wszystkie sekwencje sg
identyczne!




Drzewa genow nie sg drzewami gatunkow

drzewo genu drzewo genu rézne od
identyczne jak drzewo drzewa gatunkdw,
gatunkow polimorfizm w gatunku

ancestralnym



Ksztatt genealogii genow zalezy
od demografii populaciji

Time

e Stata wielkosc
2N, Time
4N,

Waskie gardio

2N,

Time
0.4N,

0.2N, Wzrost Barton et al. 2007



Sekwencje DNA sg informatywne,
uniwersalne i wygodne

* dostepne dla wszystkich organizmow

* dostarczajg informacji genealogicznych, to znaczy mozna
ustali¢ pokrewienstwa miedzy allelami

* gdy brak danych kopalnych jedyne zrédto informac;i
genealogicznej

* gdy dostepne dane kopalne informacje z sekwencji i
skamieniatosci mozna tgczycC a takze wykorzystywac do
formutowania i testowania hipotez

Ale trzeba wiedziec jak ,odczytac”
informacje z sekwencji



Teoria koalescenciji

oby

* Rozpatrujemy genealogie pr
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Teoria koalescencji

* Zajmuje sie przesztoscig proby sekwencji
okreslonego locus

* Czas biegnie ,do tytu” — do ostatniego wspolnego przodka
proby



Koalescencja zajmuje sie przesztoscia proby

* Sledzimy historie naszej proby Prese
w miare jak linie zlewajg sie ze
sobg w przesztosci (ulegaja
koalescecji)

* tempo koalescencji zalezy od
aktualnej liczby linii (/) oraz

wielkosci populacii S X
POp ] >

* w matych populacjach
koalescencja jest szybszal I;
x

i(i—1)

4 N Past




Teoria koalescencji

* Zajmuje sie przesztoscig proby sekwencji
okreslonego locus

* Czas biegnie ,do tytu” — do ostatniego wspolnego przodka
proby

* Mozna obliczy¢ prawdopodobienstwo danej genealogii dla
danej wielkosci populacji (N)



Mozna obliczy¢ prawdopodobienstwo genealogii

dla danego N PG N) :;\II—L exp(_ui i —l)j
ale musimy znac czasy u,

nie potrafimy bezposrednio
mierzyC czasu

U
ale potrafimy mierzy¢ -\ --\--€-----------— -
dywergencje za pomocg u,
mutacji = -\ - &
a wiec zamiast N mamy
u2

ztozony parametr
© =4uN




Teoria koalescencji

* Zajmuje sie przesztoscig proby sekwencji
okreslonego locus

* Czas biegnie ,do tytu” — do ostatniego wspolnego przodka
proby

* Mozna obliczy¢ prawdopodobienstwo danej genealogii dla
danej wielkosci populacji (N)

* Teorie koalescencji wyprowadzono dla modelu Wrighta-
Fishera...



Model Wrighta-Fishera

bardzo prosty lecz uzyteczny
stata wielkosc populacji N

niezachodzgce na siebie
pokolenia

kolejne pokolenie tworzy sie
tgczac losowo allele z
efektywnie nieskonczonej puli

wszystkie mutacje sg neutralne




Teoria koalescencji

* Zajmuje sie przesztoscig proby sekwencji
okreslonego locus

* Czas biegnie ,do tytu” — do ostatniego wspolnego przodka
proby

* Mozna obliczy¢ prawdopodobienstwo danej genealogii dla
danej wielkosci populacji (N)

* Teorie koalescencji wyprowadzono dla modelu Wrighta-
Fishera...

* Ale koalescencja ,obowigzuje” dla wielu innych modeli
populacji jezeli zamiast N podstawimy N,



Koalescencja jest niezastgpiona w symulacjach

symuluje sie tylko genealogie proby, nie zas catej populacii
wystarczy mata proba (5-10 sekwencji na populacje)
demograficznych aspektach specjacji

o historycznym i wspotczesnym przeptywie gendw miedzy
populacjami i gatunkami

tempie rekombinacji

Te informacje mozna ,,odczytac”



Koalescencja jest niezastgpiona w symulacjach

* symuluje sie tylko genealogie proby, nie zas catej populacii
* wystarczy mata proba (5-10 sekwencji na populacje)



Zwiekszanie wielkosci proby niewiele daje

* kilka sekwencji zazwyczaj
reprezentuje catg gtebokosc
genealogii

n—1
p=""
n—+1

* kolejne sekwencje znajdujg sie
zazwyczaj blisko wierzchotkow,
a wiec dajg niewiele
dodatkowych informacji



Koalescencja to proces stochastyczny

* Rozne czesci genomu u S | 2
osobnikow rozmnazajgcych W LJH | = = L‘T‘-I: =
sie ptciowo majg rézne T | IR
historie L] |

* Genealogie réznych genow z |
tej samej populacji bedg sie
bardzo rézni¢ z powodow
losowych LB B Ty SRS U LT e

T% T

)

Dlatego, poniewaz zazwyczaj interesujg nas

parametry dla populacji a nie poszczegolnych

genodw, lepie] dodac wiecej gendw niz wiecej
osobnikow



Koalescencja jest niezastgpiona w symulacjach

* symuluje sie tylko genealogie proby, nie zas cate] populacii
* wystarczy mata proba (5-10 sekwencji na populacje)

* mozna symulowac wiele sytuacji i sprawdzac ktora jest
bardziej prawdopodobna — testowanie hipotez

BM
CLW
EFSF
BM
CLW
EFSF
BM
CLW
EFSF

Y. Y ‘Y vm\r\r

SRM DRM DRMiorthern Rockies SRMcCascades DRMcascades
(A)  Ascaphus montam (C) Microtus richardsoni

(B) Plethodon idahoensis (D) Salix melanopsis




Uzyskanie wartosci parametrow (np. N,)
bytoby tatwe

* gdybysmy znali prawdziwg genealogie

* moglibysmy sprawdzi¢ rézne wartosci parametrow i wybrac
ten dla ktorego nasza genealogia majwieksze
prawdopodobienstwo

k(k — 1))

1
PG| N):NHiexp(—ui y

* analogicznie do wielkosci populacji moglibysmy poznac
tempo migracji czy rekombinancji

Ale nie znamy prawdziwe] genealogii



Jak sobie poradzic¢ z niepewnoscig genealogii

Liczba mozliwych drzew jest ogromna, dla 10 taksonow ponad 10
milionoéw, dla 20 > 2.2 x 10%°

Zmiennosc¢ sekwencji w danych populacyjnych ograniczona
A wiec znaczna niepewnosc¢ co do genealogii

Rozwigzanie: wezmy pod uwage wszystkie drzewa, kazde w proporciji
odpowiadajgcej ich prawdopodobienstwu

Rownanie Felsensteina (1988) filogenetyka koalescent

Pr(Data | Param)= ) Pr(Data|G)Pr(G | Param)

Gey

Wiarygodnos¢ danych _
Jak to zrobic?



tancuchy Markova Monte Carlo

wiekszosc drzew jest bardzo mato prawdopodobna, prawie
nie bedg uwzglednione

skupiamy uwage na najbardziej prawdopodobnych
drzewach

mozna przeprowadziC takg symulacje komputerowg ktora
pobiera genealogie | wartosci parametrow z tgcznego
rozktadu genealogii i parametrow warunkowanego danymi
— algorytm Metropolis-Hastings

iIntensywne obliczeniowo: dni, tygodnie, miesigce...



Genetyka dywergencji populacji (DPG)

* blisko spokrewnione gatunki lub populacje jednego gatunku
* kiedy sie rozdzielity?

* jakie majg wielkosci populac;ji?

* jaka byta wielkos¢ populacji-przodka z ktorej powstaty?

* czy istniat miedzy nimi przeptyw gendw od czasu gdy sie
rozeszty od wspolnego przodka? w ktorym kierunku?

* efekt sortowania linii moze przypominac hybrydyzacje



6 parametrow: t, ©,, ©,, ©,, m,;, m,

MCMC pobiera proby z rozktadu:

f(Param| X,, X,,...,

Model DPG

fits =2

I

M
Present B =4Nu
j"l +
[ o—
i=tu
Past

—1s

m,
i =1l

N,
By = 4Nan

b

= cf (Param) H j

N3

AMan

(X, |G,)f

G, | Param)dG,



Historia ewolucyjna traszki zwyczajnej w Turcji

Nadachowska & Babik 2009



Historia ewolucyjna traszki zwyczajnej w Turcji

» Jakie sg wielkosci obu populacji (podgatunkow)?

 Jaka byta wielkosc¢ populacji ancestralnej?

« Czy dochodzito (nadal dochodzi) do przeptywu
genow miedzy podgatunkami?

* W ktorym kierunku?

Present 81=4Nm 2 B2 = 4Mau

Fri: =12 U
A ¢

« 9 genow
¢ model IM i tu} Na

Past

Nadachowska & Babik 2009



Historia ewolucyjna traszki zwyczajnej w Turcji

= /Zblizone dtugoterminowe
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Drzewa filogenetyczne

oba drzewa przedstawiajg doktadnie to samo
pokazujg jedynie topologie

OmooOW>»

wezt
ety gatezie

&
oOmooOw>



Drzewa filogenetyczne

na tym drzewie zaznaczono dtugosci gatezi
czyli ,ilosc ewolucji” wzdtuz kazdej gatezi

0.01

drzewo addytywne



Drzewa filogenetyczne

na tym drzewie tez zaznaczono dtugosci gatezi
lecz zatozono ze kazdy takson jest rownie odlegty
od wspolnego przodka — dtugosci gatezi pokazujg czas

oOmooOW>»

[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ []
0.14 013 0.12 0.11 0.10 0.09 0.08 0.07 0.06 0.05 0.04 0.03 0.02 0.01 0.00

drzewo ultrametryczne



Drzewa filogenetyczne

drzewa nieukorzenione, oba sg identyczne
,poczatek” lub korzen mozna umiescic
w dowolnym miejscu

> W

0.01

w0 >

0.01



Drzewa filogenetyczne

drzewa ukorzenione —
drzewa ponizej sg bardzo rozne,
bo majg korzen w innym miejscu

C
D

E

>

korzen —

0.01

N -

0 >

0.01



Drzewa filogenetyczne

Najczesciej drzewo ukorzenia sie
grupa zewnetrzng

— /
0.01

grupa zewnetrzna

korzen



Drzewa filogenetyczne

Mono-, para- i polifiletyzm

grupa monofiletyczna — obejmuje wspolnego przodka
| wszystkich jego potomkow

jedynie grupy monofiletyczne sg naturalne



Drzewa filogenetyczne

Mono-, para- i polifiletyzm

grupa parafiletyczna — obejmuje wspolnego przodka
| tylko niektorych jego potomkow



Drzewa filogenetyczne

Mono-, para- i polifiletyzm

_____

grupa polifiletyczna — gdy grupuje sie razem taksony
ktore miaty roznych przodkow



Drzewa filogenetyczne

to samo drzewo filogenetyczne mozna narysowac
na wiele sposobow

(9]

Y

1<




Drzewa filogenetyczne

to samo drzewo filogenetyczne mozna narysowac
na wiele sposobow

<
0.01]




Drzewa filogenetyczne

to samo drzewo filogenetyczne mozna narysowac

na wiele sposobow
A
B

C
D

E

O




Drzewa filogenetyczne

* obrazujg pokrewienstwa taksonow, opierajg sie na
podobienstwie

* drzewa mogg bycC ukorzenione lub nieukorzenione

* to samo drzewo mozna przedstawicC (narysowac na rozne
sposoby)

* uktad rozgatezien na drzewie to topologia

* istnieje gigantyczna liczba mozliwych topologii, dla 10
taksonéw ponad 10 milionoéw, dla 20 — 2 x 1020



Drzewa filogenetyczne konstruuje sie
z roznych typow danych

cechy morfologiczne

cechy behawioralne

cechy historii zyciowych

czestosci alleli (np. allozymy, mikrosatelity)
wzorce ciecia enzymow restrykcyjnych
sekwencje biatek

sekwencje DNA/RNA

Obecnie zdecydowanie najwazniejsze
sg sekwencje biatek i DNA



Zmiany klimatyczne w przesziosci

stopniowe ochtadzanie klimatu

w Kenozoiku

poczagtek zlodowacen Plejstocenskich

ok 2.7 - 2.4 min lat temu
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Zmiany klimatyczne w przesziosci

Cykliczne zmiany klimatu — dtugie glacjaty i krotkie interglacjaty
rozpoczety sie ok. 2.7 -2.4 min lat temu

rekonstrukcja paleotemperatury z rdzeni lodowych Antarktyki i
Grenlandii oraz z osadoéw morskich
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Zmiany klimatyczne w przesziosci

Ostatnie zlodowacenie zaczeto sie ok. 115-110 tys. lat temu

Jego najzimniejsza czesc¢, ostatnie maksimum lodowcowe (LGM)
ok. 25-15 ky temu
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Organizmy wobec zmian klimatycznych

dramatyczne zmiany klimatu mogg zajs¢ szybko, nawet
w okresach ponizej 100 lat

zmiany mogg bycC zbyt szybkie aby organizmy mogty sie
do nich przystosowac

organizmy muszg zmieniacC zasieg wraz podagzajac za
swoim srodowiskiem lub wymrzec

wahania klimatu w plejstocenie dotknety szczegolnie
gatunki klimatu umiarkowanego

ich historie w plejstocenie charakteryzowato cykliczne
rozszerzanie i kurczenie sie zasiegow



Organizmy wobec zmian klimatycznych

Populacje z potudniowych potwyspow
rozszerzaty swoj zasieg w miare

poprawy klimatu / \3 X

A w nastepnym cyklu lodowcowym populacje na potnocy
wymieraty

W efekcie populacje stale byty obecne jedynie
w refugiach — tam najwiecej zmiennosci genetyczne;



Dlaczego zwierzecy mtDNA?

* przed wprowadzeniem PCR tatwo dostepny do badan,
tworzono mapy restrykcyjne catego mtDNA,

* PCR — uniwersalne startery i sekwencjonowanie,
 brak rekombinacji,

* dziedziczony tylko po matce — genealogie linii
matczynych,

 szybkie tempo ewolucji sekwencii,

- efektywna wielkos¢ populacji (N,) nawet 4 razy
mniejsza niz dla genow jadrowych — szybkie
sortowanie linii,

* wiekszosC mutacji neutralna



Rozmieszczenie linii mtDNA a geografia

t Canada U /

Peromyscus maniculatus

Lansman et al. 1983



Ktopoty z mtDNA

» caty mtDNA to jeden ,locus”,

* filogeneza genow nie jest tym samym co filogeneza
organizmow — badanie jednego genu nie pozwala na
whnioskowanie o historii organizmow,

 dane jedynie o liniach matczynych,

* dziatanie doboru — utrwalenie sie korzystnej mutacji
catkowicie wymazuje z mtDNA informacje dotyczace
historii populacji przed utrwaleniem — selective
sweeps,

» pseudogeny jgdrowe — numtDNA, numts.



Drzewa genow nie sg drzewami gatunkow

drzewo genu drzewo genu rézne od
identyczne jak drzewo drzewa gatunkdw,
gatunkow polimorfizm w gatunku

ancestralnym



Ktopoty z mtDNA

» caty mtDNA to jeden ,locus”,

* filogeneza genow nie jest tym samym co filogeneza
organizmow — badanie jednego genu nie pozwala na
whnioskowanie o historii organizmow,

 dane jedynie o liniach matczynych,

* dziatanie doboru — utrwalenie sie korzystnej mutacji
catkowicie wymazuje z mtDNA informacje dotyczace
historii populacji przed utrwaleniem — wymiatanie
zmiennosci przez dobor (selective sweeps),

« pseudogeny jgdrowe — numtDNA, numts



Sekwencje genow jadrowych
w filogeografii
Sg niezbedne i szeroko stosowane, ale:
* trudnosci techniczne, wystepowanie rodzin gendw,
* rekombinacja — trudnosci z analiza,
 wolniejsze tempo ewolucji — niewielka ilos¢ informacji,
* trudno oceni¢ wptyw doboru,

» wieksza efektywna wielkos¢ populacji — wolniejsze
sortowanie linii.

Dlatego mtDNA jest nadal podstawowym markerem
dla wstepnej charakterystyki
wzorcow filogeograficznych u zwierzat



Filogeografia traszek zwyczajnej i karpackiej
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Filogeografia traszki zwyczajnej i karpackiej

Rozmieszczenie linii mtDNA wskazuje ze
najwazniejsze refugia znajdowaty sie w Europie Srodkowej

Babik et al. 2005



Filogeografia
porownawcza

Abies alba (silver fir)

Picea abies (Norway spruce)

4\
f e
5 ‘

Ograniczona kolon
z 2 refugiow

Fagus sylvatica (common beech)

izacja

Kolonizacja ze Wschodu
(gat. zimnolubne)

Quercus sp. (white oaks)

:- ' .l

Kolonizacja z 1 refugium

Kolonizacja z 3 refugiow



Filogeografia porownawcza

Wzorce kolonizacji z réznych refugiow
Gatunki reagowaty na zmiany klimatyczne indywidualnie

Grasshopper Hedgehog

Hewitt 2000




Dobor naturalny

Zroznicowane przezywanie i reprodukcja osobnikow zalezne od od
ich dziedzicznych (a wiec warunkowanych genetycznie) witasciwosci

Miarg ,jakosci” osobnika z punktu widzenia doboru naturalnego jest
jego dostosowanie — mierzone catozyciowym sukcesem
rozrodczym, zdolnosc do produkcji jak najwiekszej ilosci jak
najlepszej jakosci ptodnego potomstwa

Tak jak mowimy o dostosowaniu osobnika mozemy mowic o
dostosowaniu genu

Dobor naturalny to jedyny znany mechanizm wytwarzajgcy
adaptacje, whasciwosci organizmow umozliwiajgce im
przystosowanie sie do srodowiska zycia

Dobor z pewnoscig ma zasadnicze znaczenie na poziomie
organizmu, a jak jest na poziomie molekularnym?



Wykrywanie doboru w genach kodujacych biatka

* Z powodu degeneracji kodu genetycznego mamy miejsca
synonimowe i niesynonimowe

* Mozna obliczy¢ liczbe podstawien na miejsce synonimowe (dS) i na
miejsce niesynonimowe (dN): dN/dS to ®

* Przy neutralnosci oczekujemy o = 1

* o < 1 czyli niedobor podstawien niesynonimowych wskazuje na
dobdr oczyszczajgcy

* o > 1 czyli nadmiar podstawien niesynonimowych wskazuje na
dobor pozytywny

* W zdecydowanej wiekszosci biatek s J«E 0-003
obserwujemy dobdr oczyszczajgcy, > g 000
ktorego sita zalezy od stopnia Eo™
ograniczen funkcjonalnych jakim ;:é 0.001L
podlega biatko, takie ograniczenia c =2
sg niezwykle silne np. w histonach z ig“ 0.000

: 1T 101 2h1 301 401 501

Codon f’}[JSiTi{}I"I



Wykrywanie doboru w genach kodujacych biatka

* Ale nawet w biatkach ewoluujgcych pod dziataniem doboru
pozytywnego wiekszos¢ zmian aminokwasow bedzie szkodliwych —
dlatego trudno sie spodziewac ze srednia w bedzie czesto > 1 choc
znane sg takie przypadki

* Mozna identyfikowac, na podstawie analiz filogenetycznych,
poszczegolne kodony pod dziataniem doboru pozytywnego

* Dobor pozytywny moze dziataC na wiele genow lecz epizodycznie,
przez krotki czas

* Przyktadem moze by¢ gen FOXPZ2 u cztowieka

22.‘0**1’
0/ s Human
0/7 1 0/5
op —H—H—+—+—+— +—+—+—+— Chimpanzee
' 1/2 = Gorilla

-—— —— Orangulan
| 0/5
I 1
|

Rhesus

| — Bl = e e o o o — — Mouse
Enard et al. 2002



Wykrywanie doboru w genach kodujacych biatka

* Istniejg geny ewoluujgce przede wszystkim pod dziataniem doboru
pozytywnego, zwigzane sg one czesto z:

* unikaniem kojarzen krewniaczych — systemy samoniezgodnosci
u roslin

* walkg z patogenami — geny zgodnosci tkankowej (MHC)
kregowcow

* rozrodem — gatunkowo specyficzne interakcje plemnika i
komorki jajowej, biatka ptynu nasiennego Drosophila

* Allele gendéw ewoluujgcych pod dziataniem doboru pozytywnego sg
bardzo czesto rowniez pod dziataniem doboru rownowazgcego,
ktory utrzymuje w populacjach wiele bardzo starych i bardzo
roznigcych sie od siebie allel

* Takie linie alleli sg czesto starsze niz gatunKi



Dobor rownowazacy i polimorfizm transspecyficzny

Geny samoniezgodnosci u roslin zapobiegajg kojarzeniom

Krewniaczym

Rzadkie allele sg faworyzowane, wielka zmiennos¢ w populacjach
Linie alleliczne bardzo dtugo utrzymywane przez dobor
Filogeneza alleli rozni sie od filogenezy gatunkéw

Apple 52

=]

W Richman & Kohn 1999



MHC

* u kregowcow odpowiadajg za prezentacje limfocytom antygenow
wewnatrzkomorkowych, np. wirusow (MHC [) i
zewnatrzkomorkowych, jak bakterie, pierwotniaki, grzyby (MHC II)

° W wigzanie antygenow zaangazowane sg niektore pozycje
aminokwasowe (PBR, ABS), allele r6znigce sie w tych miejscach
mogag prezentowac roznorodne antygeny




MHC

Geny MHC sg wysoce zmienne w wiekszosci populacji naturalnych
Rowniez w nich czesty jest polimorfizm transspecyficzny

Za gtowne mechanizmy utrzymujgce zmiennos¢ uwaza sie dobor
zalezny od czestosci i przewage heterozygot

Niektore genotypy MHC zwigzane sg z podatnoscig a inne z
odpornoscig na choroby (np. malaria, HIV, SIV)

Zmiennos¢ MHC moze by¢ utrzymywana przez dobor nawet gdy w
wynik dziatania dryfu tracona jest w réznych czesciach genomu (lis
Urocyon littoralis)

Gatunki o niskiej zmiennosci MHC czesto wykazujg zwiekszong
podatnos¢ na choroby (gepardy, tamaryny)

Zachowanie zmiennosci MHC celem wielu programoéw
konserwatorskich
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MHC u bobra, rowniez
bardzo rézne allele
zachowane, lecz w
poszczegolnych

Cafi-DRB*02
_| | Cafi-DRB*06
Cafi DRB*07

Cafi-DRB *03

Cafi-DRB* 10
Cafi-DRB* 05

_ﬁdr Cafi-DRB*08
Cafi-DRB™* 09

Cafi-DRB*04

populacjach brak e
zmiennosci, historyczny N oecus cemions
dobodr pozytywny, I ity
ostatnio efekt waskiego o Rnaidomys punie
g a rd *a (:afi-l).li.ﬂ*ﬂ‘!REt

_I i Sheep
Sites dy, dg Z P
All 8.0(2.2) 2.3(1.2) 2.792 0.003
ABS 23.8(7.9) 45 (3.0) 2,525 0.006
Non-ABS 3.3(1.7) 1.6 (1.3) 0.894 0.187

Babik et al. 2005



Test McDonalda-Kreitmana

Jezeli ewolucja jest neutralna to te same procesy odpowiadajg za
zmiennosc¢ w obrebie gatunku i miedzy gatunkami

Dywergencja miedzy gatunkami i zmiennosc¢ w ich obrebie powinny
byC proporcjonalne do tempa mutacji neutralnych

Dane z Adh u Drosophila melanogaster, D. simulans i D. yakuba

Utrwalone Polimorficzne
Synonimowe 17 42
Niesynonimowe 14 2

O wiele wiekszy procent zmian niesynonimowych utrwalony miedzy
gatunkami, prawdopodobnie utrwalit je dobor

Nadmiar niesynonimowych polimorfizmméw sugerowatby dobor
rownowazgcy lub oczyszczajgcy, mozna je rozroznic patrzgc na
czestosci alleli



Zroznicowanie genetyczne a dobor

« Geny odpowiedzialne za lokalne adaptacje bedg
bardziej zréznicowane miedzy populacjami

* Geny pod dziataniem np. doboru rownowazgcego bedag
mniej zréznicowane
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Wymiatanie selekcyjne

e
o S E———
e B S
» Gdy pojawi sie nowa mutacja ——— |
korzystna, region chromosomu na = ——k——————— "o mien
ktorym wystgpita utrwali sie w —_——
populacji e S—
« Zmiennos¢ ktora bytg w tym regionie S
na innych chromosomach ulegnie =~
zostanie stracona e
* Allele blisko allelu faworyzowanego =t
zostang podwiezione (hithchiking) )
do wysokiej czestosci e

 Dlugosc¢ regionu wymiatania zalezy
od sity doboru i tempa rekombinacji =—r——r——r—

Nielsen et al. 2007



Wymiatanie selekcyjne

« Sygnaturg wymiatania jest lokalnie obnizona
zmiennosc | podwyzszona nierownowaga sprzezen
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Wiek korzystnych mutacji mozna okreslic

 gdy pojawia sie korzystna mutacja pojawia sie w
okreslonym ,kontekscie genomowym”

* pewien obszar genomu bedzie w nierownowadze
sprzezen (LD)

 znajgc zakres LD | tempo rekombinacji mozemy obliczy¢
wiek mutacji

++++oooo

Barton et al. 2007



Wiek korzystnych mutacji mozna okreslic
CCRS5 a odpornosc¢ na HIV

« CCRAS to mutacja receptora na powierzchni limfocytow
ktory wirus HIV uzywa by wejs¢ d komorki, delecja czyni
biatko nieaktywnym

» wysoka czestos¢ w pn. Europie, brak gdzie indziej

* by¢ moze zapewniata odpornosc na inne infekcje
(dzuma)

 poczagtkowo oszacowano wiek z LD na 700 lat

« nowe badania wskazujg ze jest starsza, ok. 3 000 lat
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Wiek korzystnych mutacji mozna okreslic
tolerancja na laktoze

* normalnie zdolnosc¢ trawienia mleka zanika u dorostych
ludzi

« wysoka czestos¢ mutacji umozliwiajgcej tolerancje laktozy
w populacjach,
do 77% w Skandynawii,

* bloki wysokiego LD
znacznie dtuzsze
w allelach z mutacjg

« wspotczynnik doboru
Kilka %

Core haplotypes with LCT-
persistence allele

Core haplotypes with LCT-

Bersaglieri et al. 2004 honpersistence aliele

LCT core region




Wykrywanie doboru pozytywnego
W genomie - podsumowanie

Silny dobor pozytywny pozostawia
slady w genomie

Ré6zne rodzaje sladow widoczne sg
przez rézny czas:

Dawno (mln lat): wysoka proporcja
zmian funkcjonalnych

Srednio dawno (setki tys lat) — spadek
zmiennosci wywolany wymiataniem
selekcyjnym

Stosunkowo niedawno (dziesigtki tys
lat) — wysoka czgstos¢ nowopowstatych
(zmienionych alleli)

Catkiem niedawno (dziesiatki tys lat) —
zroznicowanie miedzypopulacyjne
Bardzo niedawno (kilkanascie tys lat —
teraz) — dtugie haplotypy

Proporion of functional changes

& mya

Fig

Hataerozygosity/rare allelas

[ ]
High frequency derived allelas

[ ]

Population differances

1
Length of haplotypes
1
Africa
Asia
Europe
g‘ a a
; E-3 z
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. 1. Time scales for the signatures of selection. The five signatures of

selection persist over varying time scales. A rough estimate is shown of
how long each is useful for detecting selection in humans. (See fig. 51 for
details on how the approximate time scales were estimated).

Sabeti et al. 2006



Zagrozone gatunki

3% 794, 6% 10%
, 12%
699
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Mammals Reptiles
7% 8%
8%
i) 22%
70%
Amphibians Fishes

2% 4%
7%

87%

Birds

13%

19%

e
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Plants
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Genetyka konserwatorska

e Zastosowanie metod genetycznych, a szczegolnie
genetyczno-molekularnych w ochronie gatunkoéw, biocenoz |

biomow
* Dostarczenie informacji jak najlepiej wykorzysta¢ ograniczone
srodki dostepne dla dziatan ochronnych
* Heterozygotycznosc¢ a zywotnosc¢ populacji, depresja wsobna
* |dentyfikacja pokrewienstwa w programach hodowlanych

* |dentyfikacja centrow réznorodnosci genetycznej oraz
jednostek zastugujgcych na ochrone, MU, ESU

* |dentyfikacja produktow z zagrozonych gatunkow —
wymuszanie przestrzegania prawa



Genetyka konserwatorska

Forensics Taxonomic uncertainties

Understanding species
biology

Evolutionary genetics

/

Invasive species

\ / / Introgression

CONSERVATION GENETICS :
Population structure

and fragmentation

Small populations Outbreeding

s

/

/

Reproductive fitness

Genetic management

Inbreeding Loss of genetic Mutational
diversity accumulation
Extinction

\

Identify management unit

P

wild captive

N/

I

reintroduction

Genetic
adaptation to
captivity

/




Jakie pytania
sie zadaje?

Is taxonomy known"?

No

Yes

« Use molecular genetic
analysis to determine
taxonomic status and
population structure

4

Monitor population

Is population small, has it
suffered a bottleneck in the

No

past, or is it fragmented?

Yes

A 4

* Measure genetic diversity,
compare to other populations or
taxa
* Predict loss of genetic

diversity

Evaluate risk of extinction

Does population show low

No

genetic diversity or is it
predicted to be highly inbred?

r

High

risk?

4

Yes

Increase size, reduce threats,

monitor population

Yes

r

Is there evidence for inbreeding

problems?

No

Yes

Monitor population for
inbreeding depression, increase

Augment population with unrelated
individuals, increase population size and
reduce stresses and threats

population size
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Zmiennosc¢, wsobnosc¢ i ryzyko wymarcia

14 Fruit flies

* zZmiennosc genetyczna jest
niezbedna dla adaptacji

» wiekszosc¢ (80%) zagrozonych
gatunkéw ma mniejszag
zmiennosc¢ genetyczng niz

Proportion surviving
=}
o

spokrewnione z nimi gatunki e om o5 om 1
niezagrozone ’
° Wzrost WSOb”OéCl pOWOdUJe Habitatloss  Pollution Over-exploitation Exotic species

wieksze ryzyko wymarcia \\. / /

Small, fragmented

« w matych populacjach wzrasta Semoaranhic isolated populations
wsobnosé i spada zmiennosé — / \ |
genetyczna, sg one bardziej erton [ educed ] | EXTINCTION L':ré’t:'t
narazone na dziatanie \ /
czynnikow stochastycznych — T
extinction vortex survival and reproduction




Niska heterozygotycznosc¢ (czesto) szkodzi

Markery molekularne to najlepszy sposob szacowania
heterozygotycznosci (H) na poziomie catego genomu

Niskie H moze byC konsekwencjg spadkow liczebnosci — waskich
gardet

Niezwykle niska zmiennosc¢ u geparda

Wirus FIP spowodowat 50-60% Smiertelnos¢ u gepardow w niewoli
w poroéwnaniu do 1% u kota domowego

Wysoka smiertelnos¢ mtodych, liczne zaburzenia rozwojowe
Lwy z Gir Forest: niski testosteron, nienormalne plemniki
Zagrozony gotgb z Puerto Rico: mniejsza liczba jaj, pisklat, wylotow

U rybki Poeciliopsis occidentalis wszystkie badane sktadniki
dostosowania (przezywalnos¢, wzrost, ptodnosc¢ i stabilnosc
rozwojowa) okazaty sie dodatnio skorelowane ze srednig
heterozygotycznoscig allozymow



Bottlenecked

Waskie gardia populacyjne powoduja
zarowno spadek zmiennosci
jak | spadek potencjatu ewolucyjnego
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Depresja wsobna

Depresja wsobna (DW) to spadek przezywalnosci, ptodnosci lub
tempa wzrostu, obserwowany czesto w nastepstwie kojarzen
kKrewniaczych

DW jest szczegodlnie wazna w genetyce konserwatorskiej gdyz
poziom wsobnosci w matych populacjach jest czesto znaczny

Genetycznie, populacje wsobne majg obnizong heterozygotycznosc¢
(wiekszg homozygotycznosc¢)

Dwie konkurencyjne hipotezy:

*Dominacji: spadek dostosowania wywotany ujawnianiem sie
rzadkich szkodliwych alleli w stanie homozygotycznym, gatunki o
dtugiej historii wsobnosci powinny radzi€ sobie lepigj

*Naddominacji: sama heterozygotycznosc¢ w wielu loci podnosi
dostosowanie

*WWydaje sie ze dominacja wazniejsza



Depresja wsobna

Overdominance Deleterious
recessives
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Z teorii dominacji wynika
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‘czyszczenie ze szkodliwych
T mutacji’

Mammals Insects Mollusks  Plants Barton i in 2007
Organism



Depresja wsobna

* Gatunki roznia sie bardzo wrazliwoscig na kojarzenia
krewniacze (wsobnos¢)

Gatunek Koszt
wsobnoSci
Tygrys sumatrzanski (Panthera tigris <0.01
sumatrae)
Pies lesny (Speothos venaticus) 0.06
Opos krétkoogonowy (Monodelphis domestica) 0.10
Gaur (Bos gaurus) 0.12
Hipopotam kartowaty (Choeropsis liberensis) 0.33
Galago wiekszy (&alago g. crassicaudatus) 0.34
Gazela dorkas (Gazella dorcas) 0.37
Ryjoskoczek (Elephantulus rufescens) 0.41

Marmozeta lwia (Leontopithecus r. rosalia) 0.42
Lemur rudy (Lemur fulvus) 0.90

Hedrick i Miller 1992



Depresja wsobna

jest powszechna wsroéd organizmow nie
rozmnazajgcych sie przez samozaptodnienie

ma znaczgcy komponent stochastyczny

zazwyczaj jest silniejsza w warunkach stresowych
zazwyczaj jest silniejsza w populacjach dzikich niz w
niewoli

nie wystepuje u organizmow haploidalnych i w
genach w ktérych brak dominacji lub naddominacji

jej skutki w matych populacjach mozna usungc
wprowadzajgc osobniki z innych populacji (pod
warunkiem ze bedg sie kojarzyc i produkowac
potomstwo z rezydentami) — genetic rescue



Zasada 50/500 i MVP

Minimalna wielkos¢ zywotnej populacji (Minimum Viable
Population, MVP) - minimalna wielkoS¢C populacji majgcej
mozliwos¢ przetrwania i adaptacji do zmieniajgcych sie
warunkow srodowiska. MVP powinna odpowiadac efektywne;
wielkosci populacji (Ne) = 50/500

Jezeli jednak Ne = 1/10N, to N (MVP)
powinna wynosi¢ 500/5000

0.11

!

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Frankham i in. 2010



Zarzadzanie populacjami w niewoli

1000

Zazwyczaj celem
zarzgdzania jest
utrzymanie 90%
poczatkowej
ZMmiennosci
genetycznej przez |
100 lat 0

Jest to kompromis 0 / ”
wynikajgcy z
ograniczonych
zasobow

500

Population size needed




NiejJasnosci taksonomiczne

w planowaniu dziatan ochronnych bardzo pomaga
Znajomosc pokrewienstw populaciji i ich grup w
obrebie gatunkow

czasem nieznajomosc¢ taksonomii moze prowadzic
do wymarcia gatunkow -> gatunki kryptyczne

czasem wiele zasobow poswieca sie ochronie
populacji bardzo zblizonych genetycznie do innych,
niezagrozonych populacji

rozwiktanie ewentualnych niejasnosci

taksonomicznych powinno byc pierwszym krokiem w
dziataniach ochronnych — metody molekularne



MU 1 ESU

* Jednostki o znaczeniu ewolucyjnym (ang. Evolutionary Significant
Units, ESU) to populacje charakteryzujgce sie historig ewolucyjng w
znacznym stopniu odrebng od innych takich jednostek (Ryder
1986). ESU sg gtownym zrodtem historycznej (a by¢ moze rowniez
adaptacyjnej) roznorodnosci genetycznej w obrebie gatunku i jako
takie zastugujg na szczegoblng uwage w kontekscie
konserwatorskim

* Jezeli populacja wymienia z innymi na tyle mato migrantow, by
zachowac odrebnosc¢ genetyczng, bedzie niezalezna od innych
populacji takze demograficznie. Takie populacje to Jednostki
Zarzgdzania (Menagement Units, MU), jednostki nizszego rzedu niz
ESU

* Gdy, jak to sie czesto zdarza, brak danych z natury na temat
stopnia tgcznosci demograficznej populacji, lub dane takie sg
niewystarczajgce, MU mozna wstepnie zdefiniowac na podstawie
Istotnych roznic czestosci alleli w neutralnych loci markerowych, np.
mtDNA



ESU

ESU wyrodznia sie przede wszystkim metodami molekularnym, jedna
z najpopularniejszych definicji uznaje za ESU takie grupy populaciji,
ktore sg ,wzajemnie monofiletyczne pod wzgledem alleli mtDNA
oraz roznig sie istotnie czestosciami alleli w loci jgdrowych” (Moritz
1994)

MU i ESU to rézne poziomy zréznicowania genetycznego w obrebie
gatunku

Przyktad: zotw zielony

Poszczegolne kolonie legowe
stanowig MU

Populacje z réznych basenéw
oceanicznych stanowig odrebne ESU




Przestrzeganie przepisow ochronnych

W egzekwowaniu prawa o ochronie dzikich organizmow czesto
wyzwaniem jest identyfikacja biologicznego zrodta krwi, tusz, miesa,
pior lub przetworzonych produktow wyprodukowanych z zagrozonych
lub nielegalnie pozyskanych gatunkow.

Markery molekularne czesto umozliwiajg identyfikacje gatunku nawet
w trudnych sytuacjach

Od lat 70 tych allozymy stuzyty monitorowaniu okresow ochronnych i
obszarow chronionych w rybotowstwie

1986 moratorium na potowy wielu waleni

W oparciu o baze sekwencji mtDNA monitorowano przestrzeganie
prawa sprawdzajgc mieso wielorybie z targow Azji Pd-Wsch, Japonii
| Skandynawii — stwierdzono nielegalne pozyskiwanie np. humbakow
| finwali

Internetowy program nadzoru DNA waleni

1995 Ashford (Oregon) - laboratorium U.S. Fish and Wildlife Service
ktore zajmuje si¢c gtdwnie tego typu badaniami



Diagnozowanie problemow genetycznych

« Jak duza jest populacja (Ne)?

« Czy przechodzita przez waskie gardto(a)?

« Czy nastgpita utrata zmiennosci genetycznej?
* Czy jest widoczna depresja wsobna?

« Jak wyglgda rozmieszczenie geograficzne?

« Czy populacja jest pofragmentowana w takim stopniu
ze utrudniony/niemozliwy jest przeptyw genow
miedzy fragmentami?



Genetic rescue

gdy populacja jest mata
| clerpi na depresje
wsobng, translokacje
osobnikow z innych
populacji mogg bardzo
pomaoc
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Translokacje

translokacje sg bardzo pomocne w ratowaniu
populacji gingcych gatunkow
potrzeba statego monitoringu
najpierw trzeba sprawdzic:
o ktore osobniki translokowac
o 1le?
jak czesto?
skad?
jak czesto?

» kiedy przestac

monitorowanie translokacji zarowno przez
obserwacje jak i z wykorzystaniem markerow
molekularnych



Programy hodowlane (PH)

* Prowadzi sie je w niewoli dla gatunkow szczegodlnie zagrozonych
stosujgc specjalne schematy kojarzen aby zachowac¢ maksymalng
iloSC zmiennosci

* QOstatecznym celem PH jest ponowne wprowadzenie gatunku do
srodowiska naturalnego

* Stadia PH:

* stwierdzenie zagrozenia
e zatozenie populacji w niewoli

* doprowadzenie jej (ich) do
,bezpiecznych” rozmiarow

* zarzgdzanie w niewoli
* wybor osobnikow do reintrodukcji
* zarzgdzanie populacjami w naturze




Programy hodowlane (PH)

Markery molekularne pozwalajg ustali¢ pokrewienstwo osobnikow
gdy brak ksigg rodowodowych a takze skorygowac btedy w
rodowodach: ibis grzywiasty (Geronticus eremita), oryks arabski
(Oryx leucoryx)

|dentyfikacja ojcostwa w PH zurawia krzykliwego (Grus americana)

|dentyfikacja ptci szczudtaka czarnego (Himantopus
novaezelandiae) w PH rozpoczetym z zaledwie 12 ptakow

Nieinwazyjne oznaczenie pici u ostatniego osobnika ary modrej
(Cyanopsitta spixii). Okazat sie on samcem a wiec jako potencjalng
partnerke do rozrodu wypuszczono samice z niewoli




Ekologia molekularna a organizmy
zmodyfikowane genetycznie (GMO)

Potencjalny wptyw organizmow transgenicznych na
ekosystemy naturalne moze byC badany jedynie przy
wykorzystaniu technik molekularnych

Organizmy transgeniczne _
zawierajg markery pozwalajgce Fd
na szybkie i proste |
wykrywanie transgenow
(zazwyczaj real-time PCR),
ale tez zwykty PCR lub ELISA




Real Time PCR

Traditonal
PCR detection

Area of Detection .
for Real-Time. Llnear P|ateay/

: High Variability
Ethidium-Gel
i D etection
Log [DNA] -

Exponential
High precision
T AT TR IRLITATI

Cycle #

Etapy amplifikacji DNA w reakcji PCR



Real Time PCR

Plateau effect

|
=

Pomiar stezenia DNA w wyktadniczej
fazie amplifikacji pozwala precyzyjnie
zmierzyC poczatkowsg ilos¢ matrycy;
SYBR Green tgczy sie z dwuniciowym
DNA



Zalety Real Time PCR

Zwykty PCR mierzy DNA po reakcji, RT PCR w fazie
wyktadniczej amplifikacji

Wozrost fluorescenciji jest wprost proporcjonalny do
wzrostu ilosci produktu

Duzy zakres dynamiczny detekcji
Nie ma potrzeby dalszych analiz po PCR

Precyzyjny pomiar poczgtkowego stezenia, nawet
dwukrotne roznice



Ekologia molekularna a organizmy
zmodyfikowane genetycznie (GMO)

odporne na szkodniki i choroby

szybko rosngce zwierzeta hodowlane

szczepionki w pokarmie

rosliny bez toksyn (np. kawa

bezkofeinowa)

* lepszy smak i jakosc¢?

 gleba i wody wolne od pestycydow

« w ponad 1 000 000 km? pdl obsadzonych
roslinami GMO

 w USA > 80% kukurydzy, soi i bawetny

jest GM




Potencjalne zagrozenia srodowiskowe GMO

powstanie bardziej niebezpiecznych szkodnikow |
patogenow

“udoskonalenie” istniejgcych szkodnikow w wyniku
hybrydyzacji ze spokrewnionymi organizmami
transgenicznymi

szkodliwosc dla gatunkow innych niz zamierzone:
organizmow glebowych, nieszkodliwych owadow, ptakow i
Innych zwierzat

zaburzenia w funkcjonowaniu ekosystemow przez wptyw
bezposredni lub posredni na wiele ich sktadnikow

nieodwracalne zmiany w bioréznorodnosci lub
roznorodnosci genetycznej gatunkow



Mapowanie molekularne cech ilosciowych

* wiele cech o podstawowym znaczeniu dla dostosowania to
cechy ilosciowe: masa ciata, szybkos¢ wzrostu, ptodnosc,
agresywnosc itd.

* zazwyczaj odpowiedzialne za nie jest wiele genow

* analiza cech ilosciowych wykorzystuje techniki statystyczne
jak analiza wariancji, korelacja, kowariancja itd. | opiera sie
o pomiar korelacji cechy miedzy krewnymi — znajomosc
podstaw genetycznych cechy nie jest potrzebna

* analiza loci ilosciowych (QTL) pozwala na identyfikacje

fragmentow genomu w znacznym stopniu warunkujgcych
ceche ilosciowg



Mapowanie molekularne cech ilosciowych

* Interesujgce jest ile regiondw genom wptywa na
wyksztatcenie cechy

* Czy udziat ktdéregos z regionow jest wiekszy niz innych?

Doebley i in. 2006



Mapowanie molekularne cech ilosciowych

* Musimy dysponowac gestg mapg genetyczng, najczesciej opartg
na mikrosatelitach
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Barton i in 2007

* Prowadzimy dobor na okreslong ceche



Mapowanie molekularne cech ilosciowych

ksztatt skrzydta u Drosophila
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Geny warunkujace ztozone cechy —
QTL i geny-kandydaci
e Cierniki tworzg populacje stono i stodkowodne < 15 tys. lat

* W stonowodnych silnie rozwinieta miednica jest podstawag
dla kolcow brzusznych - adaptacja



Geny warunkujace ztozone cechy —
QTL i geny-kandydaci

Barton i in 2007



Geny warunkujace ztozone cechy —
QTL i geny-kandydaci

Benthic male Marine (ermale
wilh pelvis and spines

no peluis, no spines

Fy generation
males and females
with pelvis

and spines

F, male X F, female

F, peneration

7A9 '|.:'|.-'ir|'| pelvis and spines Barton i in 2007
#6 with reduced or absent



Geny warunkujace ztozone cechy —
QTL i geny-kandydaci

e Cierniki tworzg populacje stono i stodkowodne < 15 tys. lat

* W stonowodnych silnie rozwinieta miednica jest podstawag
dla kolcow brzusznych - adaptacja

* Analiza QTL wskazata region chromosomalny wyjasniajgcy
13 — 44% zmiennosci miednicy i kolcow

* W tym regionie znajduje sie gen Pitx1 wptywajgcy na
rozwoj miednicy i tylnych konczyn u myszy



Geny warunkujace ztozone cechy —
QTL i geny-kandydaci

Linkage group VI
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Barton i in 2007



Geny warunkujace ztozone cechy —
QTL i geny-kandydaci
e Cierniki tworzg populacje stono i stodkowodne < 15 tys. lat

* W stonowodnych silnie rozwinieta miednica jest podstawag
dla kolcow brzusznych - adaptacja

* Analiza QTL wskazata region chromosomalny wyjasniajgcy
13 — 44% zmiennosci miednicy i kolcow

* W tym regionie znajduje sie gen Pitx1 wptywajgcy na
rozwoj miednicy i tylnych konczyn u myszy

* Potwierdzono jego role stosujgc hybrydyzacje in situ

* Brak roznic w czesci kodujgcej — jedynie w regulacji
miejsca | poziomu ekspresji



Geny warunkujace ztozone cechy —
QTL i geny-kandydaci

pact

. ¥ .
Benthic Barton i in 2007



Mapowanie molekularne cech ilosciowych

* Analiza QTL ma liczne ograniczenia
* nie wykrywa loci o matych efektach
e zawyza efekty loci o duzych efektach

* Ma ograniczong rozdzielczosc¢ ca 20 cM ~ 20 min bp, samo
tempo rekombinacji stanowi ograniczenie, w znalezionym
regionie moze byc wiele genow

* Badanie korelacji miedzy cechg a markerami genetycznymi
w populacji moze by¢ pomocne



Genetyczne podstawy adaptacii

* przekonujgca identyfikacja
genetycznych podstaw
adaptacji jest trudna

* nalezy wykazacC zwigzek
miedzy wariantem
genetycznym (allelem),
genotypem, fenotypem i
dostosowaniem

Barrett & Hoekstra 2011



Wykrycie genow warunkujacych adaptacje

A Sticklebacks B Deer mice
Aa Armour plating in stickleback fish Ba Coat colour in deer mice
British Columbia,
Canada
Environment—phenotype
association
Marine Freshwater Rt
Ab LD mapping Bb As:sociation mapping
@ Agouti deletion
LU e O e | ST
Identifying the gene ,3u & Critical value = 0.006
or mutation < i)
Q
o @] o
Eda ®
Pasition on linkage group Position in Agouti locus

Barrett & Hoekstra 2011



Wykrycie genow warunkujacych adaptacje

Ac Gain-of-function

Test of gene function
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Eda u ciernikow — powtarzalne adaptacje

Gen Eda koduje biatko ektodysplazyne, ktore jest czasteczka

sygnatowg zaangazowang w tworzenie rozwoj struktur
ektodermalnych

u ciernika stwierdzono ze rozne linie alleliczne Eda determinujg
obecnosc¢ lub brak ptytek kostnych
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Colosimo et al. 2005



Eda u ciernikow — powtarzalne adaptacje
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Genomika w poszukiwaniu adaptacji

podejscia oparte na QTL i genach kandydatach
dostarczyty wielu informacji, ale majg ograniczenia

badanie ogolnogenomowego zroznicowania miedzy
populacjami z roznych srodowisk/roznigcych sie
cechami fenotypowymi

nie musimy miec¢ kandydatow

wykrywane regiony genomow czesto bedg niewielkie
— duzo rekombinacji w historii populacji — zawezenie
do ograniczonej liczby kandydatow

regiony wykryte metodami genomiki to jedynie —
kandydaci — potrzebna weryfikacja eksperymentalna



RAD-tagi (Restriction-site Associated DNA)

Okreslona czes¢ genomu, fragmenty sgsiadujgce z
miejscami restrykcyjnymi danego enzymu, jest
sekwencjonowana u wielu osobnikow

W zsekwencjonowanych fragmentach wykrywa sie SNP

Osobniki mozna znakowac¢ za pomocg kroétkich
sekwencji (tagow) i sekwencjonowac pule

Liczba zsekwencjonowanych fragmentow zalezy od
wielkosci genomu, zawartosci GC i uzytego enzymu

 NSsil 342 miejsc ciecia / Mpz
* Notl 1 miejsce cigcia / Mpz 1 wiele innych enzymow
Najwiecej informacji gdy dostepny genom referencyjny



RAD-tagi

A Ligate P1 Adapter to digested genomic DNA B Pool barcoded samples and shear

Genomic DNA
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RAD-tagi
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.« +ATTAGCTAGCGGGATATTTCGCT GCTCGCCTGCAGGCTAGCGCTATAGATCCAAAGGCTAGGCAAT. . .
GCTAGCGGGATATTCCGCTACAGCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCTATAGCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCT GCTCGCCTGCA
GCTAGCGGTATATTTCGCTACAGCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCTATAGCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCTATAGCTCGCCTGCA
CCGAGCGGGATATTTCGCTAChGCTCGCCTGCA
GCTAGCGGCATATTTCGCTACAGCTCACCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCTAAMGCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCTATAGCTCGCCTGCA
TGCAGGCTAGCGCTATAGATCCAAAGGCTAGG
: TGCAGGCTAGCGCTATAGATCCTAAGGCTAGG
+ TGCAGGCTAGCGCTATAGATCCAAAGGCTAGE

Hohenlohe et al. 2010



RAD-tagi (Restriction-site Associated DNA)

Okreslona czes¢ genomu, fragmenty sgsiadujgce z
miejscami restrykcyjnymi danego enzymu, jest
sekwencjonowana u wielu osobnikow

W zsekwencjonowanych fragmentach wykrywa sie SNP

Osobniki mozna znakowac¢ za pomocg kroétkich
sekwencji (tagow) i sekwencjonowac pule

Liczba zsekwencjonowanych fragmentow zalezy od
wielkosci genomu, zawartosci GC i uzytego enzymu

 NSsil 342 miejsc ciecia / Mpz
* Notl 1 miejsce cigcia / Mpz 1 wiele innych enzymow
Najwiecej informacji gdy dostepny genom referencyjny



Adaptacje do stodkowodnosci u ciernikow
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Jakie roznice w genomie?
Czy sg powtarzalne?

Zsekwencjonowany
| zZtozony genom ok. 400 Mpz

Hohenlohe et al. 2010



Adaptacje do stodkowodnosci u ciernikow

2 populacje oceaniczne

3 populacje stodkowodne
20 osobnikow na populacje
> 40 000 RAD-tagow

statystyczna ocena genotypL
w kazdej pozycji nukleotydov
> 45 000 SNP

RAD-tagi zmapowane
do genomu
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GCTAGCGGGATATTCCGCT. GCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCT. GCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCT. GCTCGCCTGCA
GCTAGCGGTATATTTCGCT. GCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCT., GCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCT. GCTCGCCTGCA
GCGAGCGGGATATTTCGCT. GCTCGCCTGCA
GCTAGCGGCATATTTCGCT. GCTCACCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCT. GCTCGCCTGCA
GCTAGCGGGATATTTCGCT. GCTCGCCTGCA

TGCAGGCTAGCGCTATAGATCCAMAGGCTAGG

. TGCAGGCTAGCGCTATAGATCCTAAGGCTAGG

v TGCAGGCTAGCGCTATAGATCCAMAGGCTAGG

{nsncingni}={1,054} = GIT
(InL =-2.35; MLE, = 0.2; LRT = 4.48)
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NGCTAGCGGGATATTTCGCTAGAGCTCGCCTGCAGGCTAGCGCTATAGATCCARAGGCTAGG
CTAGCGGGATATTTCGCTATAGCTCGCCTGCAGGCTAGCGCTATAGATCCARAGGCTAGG
nnnnnGCTAGCGGGATATTTCGCTAGAGCTCGCCTGCAGGCTAGCGCTATAGATCCTAAGGCTAGG
nnnnnGCTAGCGGGATATTTCGCTAGAGC TCGCCTGCAGGCTAGCGCTATAGATCCTAAGGCTAGG
nGCTAGCGGGATATTTCGCTATAGCTCGCCTGCAGGCTAGCGCTATAGATCCARRGGCTAGG
nnGCTAGCGGGATATTTCGCTATAGC TCGCCTGCACCC TAGCGC TATAGATCCARAGGCTAGG

Hohenlohe et al. 2010



Adaptacje do stodkowodnosci u ciernikow
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Figure 3. Depth of RAD sequencing coverage. (A) Number of RAD tags sequenced per 1-Mb sliding window across the genome. Each RAD tag
represents either 30 or 47 bp of sequence data (see Table S1). Vertical gray shading indicates Linkage Groups | through XXI, followed by all
unassembled scaffolds greater than 1 Mb in length. Not all RAD tags were sequenced in all individuals, because of both random sampling in the
sequencing process and polymorphism in the restriction enzyme recognition site. (B) Sequencing depth per RAD tag per individual from one sample
run (22 May 2009, lane 7; see Table 51). Blue dots represent the average number of reads per individual across 16 individuals sampled for each RAD
tag. The black line shows the mean depth per individual in a 1-Mb sliding window. A total of 5,597,895 barcoded and aligned sequence reads from 16
individuals were generated from this run.

doi:10.1371/journal.pgen.1000862.g003

Hohenlohe et al. 2010



Adaptacje do stodkowodnosci u ciernikow
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Figure 4. Genome-wide patterns of nucleotide diversity. Each plot shows a smoothed distribution of the statistical measure across the
genome (black lines). Colored bars above and below the distributions indicate regions of significantly elevated [pi‘-1[}'5, blue; pE'ID_?, red) and
reduced (p=10">, green) values, assessed by bootstrap resampling. Vertical shading indicates the 21 linkage groups and the unassembled scaffolds
greater than 1 Mb in length, and gold shading indicates two regions showing evidence of balancing selection as discussed in the text. (A} Nucleotide
diversity () across all five stickleback populations sampled. (B) Heterozygosity (H) across all five populations.
doi:10.1371/journal.pgen.1000862.g004

Hohenlohe et al. 2010



Adaptacje do stodkowodnosci u ciernikow
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znajduje sie tam wiele genow

. Figure 5. Evidence for balancing selection on Linkage Group Ill.
ZaangazowanyCh W Walke Z Population genetic measures plotted along Linkage Group lil. (A)

Nucleotide diversity (n) and (B) heterozygosity (H) across all five (blue),

. the three freshwater (red), and the two oceanic (green) populations. (C)

patoge n a m | Population differentiation (Fsr) between oceanic and freshwater (blue),
among freshwater (red), and between oceanic (green) populations.
Colored bars indicate significant (p:—‘-'ID_S} regions of elevated (above
the plots) or reduced (below the plots) values of each statistic for the
corresponding set of populations. Vertical yellow shading indicates the
region of putative balancing selection used for candidate gene
annotation.
doi:10.1371/journal.pgen.1000862.9005

Hohenlohe et al. 2010



Adaptacje do stodkowodnosci u ciernikow
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aptacje Arabidopsis do metali ciezkich

» Arabidopsis lyrata — populacje na glebach
ormalnych i z wysokg zawartoscig metali ciezkich

« Kitore geny odpowiadajg za adaptacje do wysokiego
ezenia metali ciezkich?

« Znany, niewielki (ok. 200 Mb) genom
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Turner et al. 2010



Adaptacje Arabidopsis do metali ciezkich

« Z kazdej populaciji po 25 roslin, z kazdej taka sama ilos¢ DNA

* Te mieszanine zsekwencjonowano technikg lllumina dla kazdej
populacji osobno do pokrycia sr. 10x w kazdej populacji

« Takie pokrycie pozwoli wykry¢ allele (SNP) ktorych czestosci
roznig sie mocno miedzy populacjami

« Jezeli te same SNP wystgpig w obu parach to bedg dobrymi
kandydatami na zwigzek z adaptacjg

* znaleziono ok. 80 genow-kandydatow,
wsrod nich wiele zaangazowanych
w detoksyfikacje metali ciezkich
oraz transport wapnia i magnezu

* zZmiennosc trzech genow kandydatow

zbadano w populacjach szkockich
pokazujgc podobne zréznicowanie

Turner et al. 2010



Przysztosc¢ ekologii molekularnej?

» dostepnosc
markerow bedzie
coraz tatwiejsza

* mniej ograniczen
technicznych

* szybsze analizy
laboratoryjne

e trudniejsza analiza |
sktadowanie danych
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Czas angazowany w etapy projektu

Projektowanie i

eksperymentu
Zbiér prét g
- O Sekwencjonowanie
Przygotowanie do i Sangera
sekwencjonowania u Nowe technologie
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