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‘ (A) Teorija

Charles Darwin Motto Kimura
Prirodan odabir Neutralna teorija
Evolucijske promjene su Evolucijske promjene na

uzrokovane prirodnim odabirom  molekularnoj razni uzrokovane
neutralnim procesima




Adaptivni vs. neutralni lokusi

- neutralni lokusi
pod utjecajem stohastickih procesa
- mutacije, genetski otklon i prijenos gena
odraz stanja populacije i filogenetske povijesti
u¢inak na razini cjelokupnog genoma (genome-wide effect)

- adativni lokusi
pod utjecajem deterministickog procesa
- prirodnog odabira
odraz prilagodbe na specificne okoliSne uvjete
ucinak na razini pojedinacnih lokusa (locus-specific effect)



Ucinak prirodnog odabira

- prirodan odabir dovodi do promjene u obrascima alelnih
ucestalosti izmedu populacija, te tako:

(1) znatno poveéava diferencijaciju izmedu populacija
- u sluéaju pozitivnog odabira (positive selection)
lokalno adaptivnih alela odredenih lokusa
- povelanje uCestalosti alela s povoljnim
djelovanjem na adaptaciju na specificne uvjete

(2) znatno smanjuje diferencijaciju izmedu populacija
- u slucaju

purificirajuceg odabira (purifying selection)
- smanjenje ucestalosti alela s Stetnim
djelovanjem na fenotip

ravnoteznog odabira (balancing selection)
- odrzavanje ucestalosti alela zbog veée
sposobnosti prezivljavanja heterozigotnih
jedinki u odnosu na homozigote



Parametar F,r

- indeks genetske diferencijacije izmedu populacija
- izracun parametra F;r za svaki pojedinacni lokusa
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- utvrdivanje lokusa koji pokazuju atipicne vrijednosti
parametra F.; (outlier loci)



Ciljevi istrazivanja

Koji je udio prirodnog odabira u oblikovanju sveukupne
genetske raznolikosti prirodnih populacija?

U kojim slucajevima i u kojoj mjeri dolazi do genetske
adaptacije prirodnih populacija?

Koji su najvazniji okoliSni ¢imbenici koji utjecu na genetsku
adapaciju prirodnih populacija?

Populacijska genomika
- analiza velikog broja lokusa ili genomskih regija u
svrhu utvrdivanja evolucijskih procesa koji utjecu na
genetsku raznolikost populacija

Krajobrazna genetika (Landscape genetics)
- analiza odnosa izmedu genetske raznolikosti
populacija i okoliSnih cimbenika



(B) Utvrdivanje adaptivnih lokusa

(1) Uzorkovanje
- veli broj jedinki / viSe populacija
(2) Analiza molekularnim biljezima
- uocavanje polimorfizama i na neutralnim i na adaptivnim
lokusima
- analiza jedinki pomocu viSe stotina biljega
- dominantni: AFLPs, DArTs
- kodominantni: SSRs, SNPs
- sekvence: sekvenciranje nove generacije (NGS)

(3) Utvrdivanje adaptivnih lokusa

(4) Usporedba neutralnih i adaptivnih lokusa
- utjecaj adaptivnih lokusa na vrijednosti genetskih
parametara populacija (outlier bias)
- utvrdivanje uzroka (okolisnih cimbenika) koji su doveli do
adaptacije



Metode utvrdivanja adaptivnih lokusa

(1) Frekventisticka metoda (Frequentist method)

- izracun parametra Fsr za svaki lokus izmedu analiziranih populacija

- ocekivana vrijednost parametra F;; - prosjecan F.; lokusa
ponderiran na ocekivanu heterozigotnost (Hj)

- simulacija koalescencije* (coalescent simulation) na temelju
konacnog otocnog modela** (finite island model) u svrhu
izracuna nulte raspodjele vrijednosti Fsr

- utvrdivanje signifikantnosti vrijednost £,

(2) Bayesovska metoda (Bayesian method)
- izraCunava omjer izmedu posteriornih vjerojatnosti modela
pretpostavljajuCi adaptivnost i neutralnost pojedinog lokusa

PO - posteriorni omjer vjerojatnosti modela

P r (M . ‘ D ) (posterior odds; PO)

Pr - posteriorna vjerojatnost
o M; - model koji ukljuéuje odabir
Pr(M Z‘D) M, - neutralni model
D - podaci
*pracenje rodoslovlja svakog pojedinacnog alela do skorasnjeg zajednickog pretka
**model pri kojem je izvorna populacija podijeljena na 7 populacija izmedu kojih postoji
jednaka vjerojatnost migracija (uniformna migracijska stopa)




Racunalni programi

(1) Frekventisticka metoda

- za kodominante bil jege
program FDIST (Beaumont i Nichols, 1996)
program DetSel (Vitalis et al., 2008)
program LOSITAN (Antao et al., 2008)

- za dominantne biljege
program DFDIST (Perez-Figueroa et al. (2010)
program MCHEZA (Antao i Beaumont, 2011)

(2) Bayesovska metoda
- za kodominante i dominantne biljege
program BayeScan (Foll i Gaggiotti, 2008)



Odnos izmedu genetske raznolikosti i okolisa

- krajobrazna genetika
analiza odnosa izmedu raspodjele alelnih ucestalosti i
okolisnih cimbenika mjesta prikupljanja

(1) Okolisni podaci
- kljuni za provedbu istrazivanja krajobrazne genetike
- okolisSne varijable za koje se smatra da su relevantne za
adaptaciju populacija
- podaci 6IS
- baze podataka: The Global Map Project: WorldClim
(2) Regresijska analiza
- visestruke univarijatne logisticke regresije u svrhu
testiranja povezanosti izmedu alelnih ucestalosti na lokusima
biljega AFLP i okolisnih varijabli mjesta prikupljanja
- program MatSAM (Joost et al., 2007)
- program Sampada (Stucki et al., 2014)



‘ (C) Studija slucaja: Ljekovita kadulja

iV

Uzorkovanje
25 populacija
~ 25 biljaka po populaciji
Analiza molekularnim biljezima
4 kombinacije AFLP
559 polimorfnih bil jega




Izracun genetskih parametara populacija

Metoda

Parametar
Zhivotovsky  Holsinger

Ukupna genetska raznolikost A, 0.186 Ht 0.177
Raznolikost unutar populacija A,, 0.178 Hs 0.169

Genetska diferencijacija F 0.042 gD 0.043
Koeficijent samooplodnje Fs 0.000 f 0.024

*zadan a priori

- visoka unutarpopulacijska raznolikost
- niska genetska diferencijacija (0.006-0.081)
- nizak koeficijent samooplodnje



MCHEZA: adaptivni lokusi
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Genetska diferencijacija (Fsp)

Ocekivana heterozigotnost (H;)

= Adaptivni lokusi: pozitivan odabir
0 Neutralni lokusi
m Adaptivni lokusi: purificirajuéi odabir

Adaptivni lokusi:
pozitivan odabir

Neutralni lokusi

Adaptivni lokusi:

purificirajuci odabir

Broj lokusa %

25 4.47
496 88.73
38 6.80



BayeScan: adaptivni lokusi

Adaptivni lokusi:
pozitivan odabir

prior PO 10.00
FDR 0.01
PO 19.89
log,,(PO) 1.29

:ﬂt;% Adaptivni lokusi:

N 0 | — purificirajuci odabir
T pesteriorni anjertgn®on
Broj lokusa %
m Adaptivni lokusi: pozitivan odabir 44 7.87
0 Neutralni lokusi 515 92.13
m Adaptivni lokusi: purificirajuéi odabir 0O 0.00

Genetska diferencijacija (Fsp)



Odnos izmedu genetske raznolikosti i okolisa

(1) Okolisni podaci
- 19 bioklimatskih svojstava (BIO1-BIO19)
baza podataka WorldClim Ver. 1.4
(Hijmans et al., 2005a; www.worldclim.org)
- predstavljaju sadasnje stanje (11 temp. + 8 oborine)
- na temelju zemljopisnih koordinata mjesta prikupljanja

(2) Regresijska analiza
- program MatSAM (Joost et al., 2007)
- 19 bioklimatskih svojstava / 559 biljega AFLP



MatSAM: korelirani lokusi

- svojstva su No. Bioklimatsko svojstvo Broj biljega
medusobno BIO1 Prosjecna godiSnja temperatura 2
korelirana BIO2 Prosjecni dnevni temperaturni opseg 10
. BIOS3 Izotermnost 13
- mn99l su BIO4 Sezonske promjene temperature 3
lokusi BIO5 Maksimalna temperatura najtoplijeg mjeseca 3
signifikan'mo BIO6 Minimalna temperatura najhladnijeg mjeseca 2
korelirani s BIO7 Godisnji temperaturni opseg 7
vise SVOjSTGVC( BIOS Prosjecna temperatura najvlaznijeg kvartala 8
BIO9 Prosjecna temperatura najsuseg kvartala 3
BIO10 Prosjecna temperatura najtoplijeg kvartala 2
BIO11 Prosjecna temperatura najhladnijeg kvartala 3
BIO12 GodiSnja kolic¢ina oborina 9
BIO13 Koli¢ina oborina u najvlaznijem mjesecu 4
BIO14 Koli¢ina oborina u najsusem mjesecu 21
BIO15 Koeficijent varijacije oborina 16
BIO16 Koli¢ina oborina u najvlaznijem kvartalu 5
BIO17 Koli¢ina oborina u najsuSem kvartalu 23
BIO18 Koli¢ina oborina u najtoplijem kvartalu 24

_BIO19 _KoliCina oborina u najhladnijem kvartalu 4 -

Ukupno 43




Vennov dijagram

- 15 od 24 lokusa AFLP koji

MatSAM su na temelju rezultata oba
programa (MCHEZA i
BayeScan) pod pozitivnim
odabirom je korelirani s
bioklimatskim svojstvima

vv - lokusi ukljuceni u lokalnu
adaptaciju na okolisne
v uvjete

MCHEZA BayeScan



Sto dalje?

(1) Procjena genetskih parametara populacija iskljucivo na temelju
neutralnih lokusa u svrhu analize utjecaja adaptivnih lokusa
na navedene vrijednosti (outlier bias)

- usporedba s vrijednostima dobivenima na temelju
mikrosatelitnih biljega

(2) Procjena adaptivne genetske raznolikosti populacija
- koje populacije imaju znatno vecu adaptivnu genetsku
raznolikosti? Jesu li zemljopisno blizu? Jesu li u sli¢nim
okolisnim uvjetima?

- postoji li korelacija izmedu adaptivne i neutralne genetske
raznolikosti?

(3) Epigenetika: biljezi MSAP
- neutralni vs. adaptivni epigenetski lokusi
- usporedba epigenetske raznolikosti i strukture populacija s
adaptivnom genetskom raznolikoScu



U2 Epigeneticka vs. geneti¢ka raznolikost prirodnih biljnih populacija:

Studija slu¢aja hrvatskih endemicnih kadulja
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