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Uvod

Kratkozupcasta kadulja (Salvia brachyodon
Vandas)

- ilirsko-jadranski
stenoendem

- vrlo usko podrucje
rasprostranjenja

- tri lokaliteta:
1. Sv. llija, PeljeSac
2. Velji do, Konavle
3. Vrbanje, Mt. Orjen,
granica BiH/Crna Gora




Uvod

Kratkozupcasta kadulja (S. brachyodon
Vandas)

- U HR gotovo ugrozena,
u Crnoj gori ugrozena

- razmnozava se germinativno '/
| vegetativno (vrijezama)

e podruc_:Je_ =l mala genetiCka raznolikost?
rasprostranjenja,

klonalnost

Mogu li epigeneticke modifikacije biti
jedan od molekularnih mehanizamsa koji
omogucuju evolucijski opstanak i
fenotipsku plasticnost?




Uvod

Sto je epigenetika?

« Epigenetika opisuje fenomen u kojem
geneticki identiCne stanice ili organizmi
diferencijalno eksprimiraju svoj genom
uzrokujuci fenotipske razlike )

epigeneticke modifikacije
utjeCu na razlicitu
ekspresiju gena




Uvod: DNA metilacija

-DNA metilacija: kovalentno vezanje metilne (CH;) skupine
na 5. atom ugljika citozina
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- ne mijenja sekvencu DNA, ali utjeCe na aktivnhost gena

- nasljeduje se mitoticki, a Cesto | mejoticki

- vazna uloga u brzoj prilagodbi prirodnih biljnih populacija
dinamicnim uvjetima okolisa, Cime mogu kompenzirati relativno
spor odgovor genetickih prilagodbi



Ciljevi istrazivanja

* |straziti odnos izmedu genetiCke | epigeneticke
varijacije u endemicnoj biljnoj vrsti koja se
razmnozava klonalno:

1. usporediti razine klonalne, geneticke |
epigeneticke raznolikosti medu populacijama

2. odrediti odnos izmedu geneticke |
epigeneticke udaljenosti medu jedinkama,;

3. odrediti koliCinu epigenetiCke varijacije izmedu
geneticki identiCnih organizama



Metode

- 3 populacije/ 25 jediniki po populaciji

(1) Geneticki biljezi - mikrosateliti
- Simple Sequence Repeats (SSRS)
- ponavljajucCe jednostavne sekvence
— 8 mikrosatelita

(2) Epigeneticki biljezi - MSAP
- Methylation-Sensitive Amplified Polymorphism (MSAP)
- polimorfizam umnozenih ulomaka osjetljivin na metilaciju
— 4 kombinacije primera, > 3000 lokusa




Metode — Analiza ukupne DNA metilacije genoma

- MSAP — modifikacija AFLP-a koja se
temelji na diferencijalnoj osjetljivosti
restrikcijskih enzima na metilaciju

* izoshizomeri Hpall/Mspl (5°-CCGG-3’)
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Metode —

kodiranje stanja metiliranosti

- postoje razliCiti nacCini kodiranja stanja metiliranosti umnozenih ulomaka

(Salmon et al., 2008; Herrera i Bazaga, 2010; Vergeer et al., 2012;
Lira-Medeiros et al., 2010; Paun et al., 2010) u svrhu statisticke
analize

- Shulz et al., 2013. - Mixed scoring 2 (dosad najbolji pristup)
- kodiranje stanja metiliranosti ulomka:

1. U - nemetiliran ulomak

2. m - hemi-metilacija ("MeCG) ili metilacija (MeCG)
unutrasnjeg citozina

3. h - hemi-metilacija vanjskog citozina ("M¢cCCG)

Biljezi MSAP Stanje Metiliranost  Mixed scoring 2
EcoRi-Hpall EcoRI-Mspl ulomka u m h
1 1 I nemetiliran 1 0 0
0 1 Il HMeCG ili MeCG 0 1 0
1 0 1] HMeCCG 0 0 1
0 0 \Y) ??? 0 0 0




Rezultati: srodstveno stablo

?

©

Populacija:

O P01 Peljesac, HRV
© P02 Cavtat, HRV

O P03 Mt. Orjen, MNE

Neighbour-Joining srodstveno stablo temeljeno na Dyg, genetskoj udaljenosti i
mikrosatelitnim alelima osam lokusa 75 jedinki kratkozupCaste kadulje. VeliCina
krugova na vrhovima grana proporcionalna je broju jedinki istog genotipa.



Rezultati: dokaz klonalnosti

8 mikrosatelita / 3 populacije / 25 jedinki po populaciji
Range of P-values across different multi-locus genotypes

(MLGs)
Parameter PO1 P02 P03
Pgen 1.24 x 10" -555%x 107 9.03x10"'-3.36 x10% 8.55%x 10°-9.31 x 10*
Pgen(Fis) 3.80x101-799x107 1.39x10°-3.30x10% 4.71x10°-7.49 x10*
P.ex (1 reencounter) 3.66x108-139x10° 226x10%-8.39x10° 3.38x107-2.30x%107?

P.(Fi) (1 reencounter) 7.41x10%-2.00x 10° 3.47x108-824x10° 297 x107-1.86 x 10

sex IS

Pgen - the unique genotype probability
P <0.05 u svim slucajevima
P.., - the probabily of clonal identity

Nas set biljega ima dovoljno snage da diskriminira izmedu
klonova: moze se smatrati da identiCni genotipovi pripadaju
iIstom klonu!



Rezultati: klonalna raznolikost
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14 ;
12 ;
104
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Broj rameta (jedinki) = 25

Number of genets

16

12

11

P01

P02

P03

0.70 ;
0.60
0.50 1
0.40
0.30 1
0.20 1
0.10 1

0.00

Genotypic richness

0.625

0.458

0.417

P01

P02

P03

Simpson's complement
index

D*

1.00

0.801

0.601

0.401

0.201

0.00

0.950 0.927 0.903

P01 P02 P03

Visoka klonalna raznolikost!



Results: GENETIC DIVERSITY

Broj geneta = 16 (P01), 12 (P02), 11 (P03)

Allelic richness Observed heterozyogsity Expected heterozygosity
Nar Ho HE
6.00 ; 0.80 0.80 ;
5.00 | 0.70 1 0-70 h
0.60 0.60
b 0.50 - 0.50 -
3.00 ; 0.40 e 0.40 073
5.34 | O | |o. o
2.00 | 4.87 2 88 0.30 0.66 0.58 0.30 . s
. 0.20 0.20 -
e 0.10 - 0.10 -
0.00 . . . 0.00 . ' . 0.00 . .
P01 P02 P03 P01 P02 P03 P01 P02 P03
P|:|5'; e PBnﬂIeneck oe
P01: nije P1:0.19  nije
0.32 znaéajno P2:0.47  znpaéajno
P02: 0.59 P3: 0.77
P03: 0.22

Visoka genetiCcka raznolikost!
Sve populacije su u Hardy-weinbergovoj ravnotezi!
Nema znakova genetickog uskog grla!



Rezultati: epigenetiCka raznolikost

Shannon's information index

H

0.50 -

0.40 -

0.30 -

0.20 -

0.10 -

0.00 -

0.468

MSAP Total u-subepiloci h-subepiloci

Slican nivo epigenetiCke raznolikosti

Populacija:
] PoO1
B Po2
I Po3

0.481

m-subepiloci

kroz sve populacije i kroz sve subepilokuse!



Rezultati: geneticke vs. epigeneticke udaljenosti

1.00
0.807 All data:
r = 0.421
P < 0.01
I 7 Re=0478
-

; Excluding within-clone
comparisons:
r =0.280
P <0.01
R2=0.079

Epigenetic distance (Dice’s)

0.00 w ; ‘ « ‘
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Genetic distance (Dpsa)

Znacajna ali slaba korelacija izmedu genetickih i epigenetickih udaljenosti!
Geneticka varijabilnost objasnjava izmedu 8 i 18% epigenetiCke varijabilnosti!



Rezultati: genetiCke i epigenetiCke udaljenosti

unutar klonova, izmedu klonova i izmedu populacija

0.80 7 Marker:
O SSR
[ MSAP

0.70 -

0.60 -

0.50 -

0.40

0.30 -

Genetic/Epigenetic distance

0.20

0.10

0.00 -
P01 P02 P03 PO1 P02 P03 P01/P02 P02/P03

P01/P03
Unutar klonova Izmedu klonova Izmedu populacija

Prosjecna epigeneticka udaljenost izmedu geneticki jednakih
biljaka samo malo niza od one izmedu gneticki razliCitih biljaka!



Rezultati: epigenetiCke udaljenosti - subepilokusi

Epigenetic distance (Dice’s )

0.70 7

0.60 -

0.50 T

0.40 1

0.30 -

0.20 1

0.10 1

0.00 -

unutar klonova, izmedu klonova i izmedu populacija

MSAP markers:
B Total
[] u-subepiloci
[0 h-subepiloci
[0 m-subepiloci

Unutar klonova Izmedu klonova Izmedu populacija
SliCne razine epigenetickih udaljenosti kroz sve
subepilokuse!



Zakljucci:

endemicne populacije uskog rasporstranjenja koje se
razmnozavaju | klonalno

— visoka | klonalna i geneticka raznolikost
— u H-W ravnotezi; nema uskog genetickog grla

epigeneticka raznolikost je ujednacCenija kroz populacije nego
sto su klonalna i geneticka

znacajna ali slaba korelacija izmedu epigenetickih |
genetickih udaljenosti

relativno visoke epigeneticke udaljenosti Cak i izmedu
geneticki jednakih jedinki

epigentiCki mehanizmi doprinose u evolucijskom opstanku
ovih populacija



Epigeneticka vs. geneticka raznolikost prirodnih biljnih
populacija: Studija slu¢aja hrvatskih endemicénih kadulja
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