Vyuziti molekularnich markeru
v systematice a populacni biologii
rostlin

9. Sekvenovani DNA II. — nrDNA, low-copy markery



Jaderny genom

e mnoho genu je v mnoha kopiich (multiple-copy)

e probléem s homologii — nevime, co vlastné
sekvenujeme

® napr. geny pro rRNA
e Jow-copy nebo single-copy geny
e problém s primery pro studovanou skupinu

e geny pro konkrétni proteiny — Adh, Tpi, Pgi,
phytochrome ¢, waxy (GBSSI)



rDNA

geny pro rDNA — nejrozsirenéjsi marker v systematice
mnoho tisic tandemovych repetic (1-50 tis.)
cca 10% celkové DNA

v jednom nebo nékolika malo chromosomovych
lokusech

prepisovany usek (ETS-18S-ITS1-5.85-1TS2-26S)
oddéleny intergenickym spacerem (1GS)

concerted evolution — zaruCuje intragenomickou
uniformitu opakujicich se jednotek

— pokud probiha pomalu, existuje v ramci genomu vice ruznych ITS sekvenci
(paralogli — na riznych chromozomech) — problematické uréeni
fylogeneze, pozor na hybridizaci a polyploidizaci



Struktura rDNA
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ETS — external transcribed spacer

ITS — internal transcribed spacer

|IGS — intergenic spacer (NTS — non-transcribed spacer)




ITS — internal transcribed spacer

=3 nrDM A, ITS 1 .85 nrDM A, IE-IT-'45|:.|:2- l=u nrD M 2,

18S M 5.85 %

ITS1 (200-300 bp) — vyssi délkova variabilita nez ITS2
ITS2 (180-240 bp)

velmi pouzivan ke zjisténi vztahtu mezi blizce pribuznymi rody i na
druhoveé urovni, nékdy vsak malo variabilni

maji urcitou funkci pri formovani ribozomovych podjednotek
tj. existuje neéjaké evolucni omezeni ve strukture a sekvenci

e 40% ITS2 je konzervovano mezi vSemi sekvenovanymi krytosemennymi

e 50% ITS2 je mozno alignovat na urovni Celedi a vyssi

mnohem delsi u nahosemennych, vyrazna délkova variabilita
(1550-3125 bp u Pinaceae)



ETS — external transcribed spacer

5-ETS DB
zsunibHA  nRMA - Eu nrlHA IG5 (NTS) ssu nil A

—ez 185 e 265 ——eg
e vyviji se nejméne stejné rychle jako ITS
e 258-635 bp dlouhy

e problém se sekvenovanim — chybi konzervovany
usek na 5" konci spaceru

e |long-distance PCR k namnozeni celého IGS nutna
(vyuziti univerzalnich primert z 18S a 26S DNA)

e po osekvenovani produktu od 3" konce (18S) je
mozno designovat interni primery
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e asi 1800 bp dlouha

e délkové mutace Casto jen 1 bp, v konkrétnich mistech

e tj. snadny alignment

26S rDNA

délka mezi 3375 a 3393 bp

velmi konzervovana

vyviji se 1,6-2,2x rychleji nez 18S rDNA

obsahuje konzervované useky a expanzni segmenty

konzervované useky (conserved core region) —
systematika na vyssich urovnich

expansion segments — vyviji se az 10x rychleji



Model sekundarni struktury rRNA

loop — smycka
stem — stonek

Watson-Crickovské parovani
A-U a G-C, ale casto i G-U

CBC - compensatory base
changes

(takoveé substituce, aby byla
udrzena stem struktura)

tj. baze nejsou nezavislé —
jina vaha nez loop
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cundarni struktura RNA

Zea mays U rRNA secondary structure mode
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Low-copy nuklearni markery

e geny nachazejici se v genomu pouze v
nekolika malo kopiich

e x multiple copy — stovky az desetitisice kopii
(nrDNA...)

e vyssi variabilita nez ITS i nekodujici copDNA

e problém homologie — paralogy x orthology x
homeology



Low-copy markery

Vyhody

e vysSi rychlost evoluce
sekvenci nez organelarni
genom

e pritomnost mnoha
nezavislych (nesouvisejicich)
lokusU

e biparentalni dédicnost

Nevyhody

e komplexnéjsi geneticka
struktura (genova
duplikace)

e obtiznostizolace a
identifikace ortholognich
lokusU

e pritomnost variability
vnitrodruhové,
vhitropopulacni a na urovni
jedince (heterozygosita)




Variabilita v rychlosti evoluce

(rate variation)

e synonymni substituce — 5x rychlejsi nez u coDNA genu a
20x rychlejsi nez mtDNA

e napf. vztahy v rodu Gossypium (Small et al. 1998)

e 7000 bazi nekodujici coDNA poskytlo neuplné a
slabé podporené rozliseni

e 1650 bazi AdhC — uplné a robustni rozliseni

e velké rozdily ve variabilité (rychlosti mutaci) mezi
rdznymi geny — az sedmindsobné rozdily

e tj. pro kazdou skupinu je potreba testovat vice markeru a
vybrat ty variabilni



Struktura eukaryotnich genu

5'UTR exon 1 intron 1 exon 2 intron2 exon3 3°UTR

— ] s

e 5" UTR (untranslated region) — promotory pro genovou regulaci
(konzervované), obcas obsahuji vysoce variabilni introny

e exony — vice konzervované na nesynonymnich mistech (prvni a
druha pozice kodonu), na synonymnich tretich pozicich kodonu
podobné nekodujicim dsekim

e jntrony — méneé funkcnich omezeni na urovni sekvence, ¢asto
omezena délka

e 3" UTR (untranslated region) — kontroluji zpracovani mRNA a
pridani poly-A signalu, ale jinak také casto velmi variabilni

* ruzna funkce, rtizné evolu¢ni omezeni



Mnoho nezavislych lokusu

multiple unlinked loci

e pouziti pro nezavislou rekonstrukci evoluce

e markery na ruznych chromozomech (nebo
dostatecnée daleko od sebe na jednom
chromozomu) — navzajem evolucnée nezavislé

e nesoulad mezi ruznymi markery — pouziti k
detekci napr. hybridizace, introgrese nebo
incomplete lineage sorting



Biparentalni dedicnost

e l[ow copy markery jsou méne casto subjektem
concerted evolution

e tj. jsou idealnimi kandidaty pro identifikaci
rodicovskych kombinaci predpokladanych
hybridi nebo polyploidu (pouzito v rodé
Gossypium, Paeonia, Clarkia, Elymus, Silene,
Cerastium, Bromus...)



Genove rodiny

mnohonasobné kopie homolognich genu vznikajici duplikaci

genoveé rodiny se velmi lisi ve velikosti
— single copy — GBSSI u diploidnich Poaceae
— stovky kopii — aktiny, small heat-shock proteiny

genova a genomova duplikace (a ndslednd ztrata genu) —
dynamicky a trvaly proces

charakteristika genové rodiny — specifické pro taxon (skupinu)

charakteristika genové rodiny u jedné skupiny nemusi byt
aplikovatelna na jinou

— Adh obecné — 1 az 3 lokusy

— ur. Gossypium nebo Pinus — az 7 lokusu

Spatna charakterizace genové rodiny vede k chybné

fylogenetické rekonstrukci (vzdy je nutné porovnavat orthologni
kopie!)
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Studium ortholognich sekvenci

design universdlnich primeru — produkuji vice PCR produktt
rizné délky — charakteristika genové rodiny (identifikace
poctu lokusu)

vyvinuti lokusové specifickych primert — amplifikuji pouze
orthology

evidence ortologie

e celkova sekvencni podobnost (orthology se navzajem vice podobaji
nez paralogy)

e expression pattern — orthologni sekvence sdileji stejna pattern

e  Southern hybridisation analysis — hybridizace lokusové specifickych
prob k restrikénimu pattern genomické DNA — pocet prouzku =
pocet lokusU

velkeé rozdily ve variabilité mezi jednotlivymi geny a lokusy —

nutna predbézna studie k urceni dostatecné variability



Intraspecificka variabilita

alelicka variabilita v ramci a mezi populacemi

coalescence within species - pokud se alely vyvinuly v ramci
jednoho druhu nenarusuje to spravné urceni fylogeneze, tj. je to
uzitecna variabilita pro vnitrodruhové studie — populacni,
fylogeografické apod.

deep coalescence (incomplete lineage sorting) - alelicka variabilita
presahuje hranice druhu, tj. nékteré alely jsou pribuznéjsi alelam z
jiného druhu nez nékterym alelam z toho samého druhu —
pravdépodobnéjsi u druht s vysokymi pocty jedincl v populacich
lokusy podrobené balancujici selekci (udrzuje vysokou alelickou
variabilitu) — nevhodné pro fylogenetické rekonstrukce

— napr. self-incompatibility geny u Solanaceae — alelicka
variabilita presahuje druhové a dokonce rodové hranice

také diky hybridizaci a introgresi



Rekombinace

alelicka rekombinace

rekombinace na urovni individualniho lokusu

generovani alelické variability
narusuje predpoklad bifurkatnich vztahl mezi alelami

vhasi retikulatni evoluci

neporusuje moznost spravné rekonstrukce
fylogeneze, pokud jsou alely v ramci druhu
monofyletické

nehomologni rekombinace

rekombinace mezi paralognimi lokusy
muzZe byt pouze sporadickd nebo byt specificka pro
prislusny gen



Concerted evolution

béZna u vysoce repetitivnich lokustu (nrDNA)

vyskytuje se i u low copy markeru - nehomologni
rekombinace

nevyskytuje se — sekvenovani vsech genu genové rodiny
dava tzv. orthology-paralogy tree (OP-tree)

uplna (predpoklada se u nrDNA) — sekvenovani
jakéhokoliv genu genové rodiny poskytne spravny
fylogeneticky strom

neuplna — smés ortolognich a neuplné
homogenisovanych paralognich sekvenci, tj. spravna
rekonstrukce fylogeneze je prakticky nemozna



Concerted evolution

béZna u vysoce repetitivni 100
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Gossypium A
Gossypium C
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rekombinace 93
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Gossypium D
Gossypium C
Gossypium A

Gossypium D
Gossypium C
Gossypium A

AdhA

AdhB

AdhC

nevyskytuje se — sekvenovani vsech genu genové rodiny

dava tzv. orthology-paralogy tree (OP-tree)

uplna (predpoklada se u nrDNA) — sekvenovani
jakéhokoliv genu genové rodiny poskytne spravny

fylogeneticky strom

neuplna — smés ortolognich a neuplné

homogenisovanych paralognich sekvenci, tj. spravna
rekonstrukce fylogeneze je prakticky nemozna



PCR-mediated recombination

e jn vitro nehomologni rekombinace
e zdrojem jsou
— 1. vymeéena templatu béehem PCR

— 2. nekompletné prodlouzené kopie jednoho lokusu, které
slouzi jako primery v nasledné extenzi z paralogniho lokusu

e zavisi na
— stupni podobnosti sekvenci mezi paralognimi lokusy
— univerzalité/specificité primer

— podminkach PCR (nutna optimalizace teploty annealingu,
délky produktu a doby extenze)



Procedura determinace vhodnych nuklearnich
markeru pro fylogenetické analyzy

selekce kandidatnich genu (a representativnich
taxonu) pro predbéznou studii

isolace kandidatnich genu z representativnich taxonu
urceni ortologie mezi izolovanymi sekvencemi

urceni relativni rychlosti evoluce sekvenci — vybrani
vhodného lokusu

generovani sekvenci ze studovanych taxont v daném
lokusu



Selekce kandidatnich genu

neni zadny duvod predpokladat, Zze néjaky konkrétni gen
bude univerzalné pouzitelny

neni nutné pouzivat casto sekvenované geny (Adh...)

|ze pouzit malo prozkoumané geny nebo dokonce anonymni
nuklearni lokusy

kde tedy zacit s hledanim?

vyuziti predchozich studii v dané skupiné

prohledani literatury ohledné vyuzitelnosti genu na dané
taxonomické urovni v ruznych skupinach

GenBank, EMBL... - kombinace hledani podle taxonu a
nazvu genu

BLAST search — hledani podobnych sekvenci — vyuzitelné
pro design primerd, identifikaci genové struktury (exony,
introny)...



Vyuziti single-copy genu

e fylogenetickeé studie — mohou poskytnout
dostatek variability pro uplné rozliSeni vztaht na

e studium polyploidu —,,vyklonovani“ jednotlivych
rodicovskych sekvenci a identifikace komlexniho
pattern vzniku allopolyploidt

e fylogeografie



Vztahy mezi blizce pribuznymi druhy

G acuminata

G belemutensis
G schizocalyx
G viminea

G fractiflexa
G globigera

G aphanodioica
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G rosea

G vaginans

G ternifolia
EG walkeri
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G. drakeana
-EG macrostipula

e (5 hispida
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G pauciflora
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Puvod allohexaploida
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Hledani rodicu allopolyploidu
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Malcomber S.T. (2000): Phylogeny of Gaertnera
Lam. (Rubiaceae) based on multiple DNA
markers: evidence of a rapid radiation in a
widespread, morphologically diverse genus.
Evolution 56(1):42-57
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