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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Valentina DoSen, naslova

PROCJENA EFEKTIVNE VELICINE POPULACIJE 1Z VEZANIH | NEVEZANIH
GENA

Efektivna veliCina populacije (Ne) predstavlja klju¢ni parametar u populacijskoj
genetici koji opisuje koli¢inu genetskog drifta u populaciji. Drugim rije¢ima, Ne je definirana
kao veli¢ina hipotetski idealne populacije (N) koja bi dozivjela istu koli¢inu genetske
promjene, tj. isti iznos genetskog drifta, kao realna populacija koju razmatramo. Procjena Ne
putem metode disekvilibrijuma vezanih gena (eng. "linkage disequilibrium™ - LD) sve se
¢esce koristi u procjeni parametara populacije. Medutim, ova procjena, zbog specifi¢nosti
formule, ukljucuje i markere koji nisu vezani, ve¢ se samo nalaze u korelaciji (eng. "gametic
disequilibrium"” - GD). Procjena Ne putem metode disekvilibrijuma vezanih markera (NeLD)
Cesto se koristi u populacijskoj genetici ljudi i domacih zivotinja. Suprotno, procjena Ne iz
informacije disekvilibrijuma nevezanih markera (NeGD) ¢esto se koristi u populacijskoj
genetici divljih Zivotinja.Ovim radom nastojat ¢e se odvojiti GD 1 LD 1 na taj nacin usporediti
procjene Ne s i bez GD-a.

Cilj ovog rada je procijeniti Ne programskim paketima NeEstimator i SNeP. Procjene
¢e se potom usporediti buduci da ovi programski paketi djeluju na razli¢itim algoritmima. U

radu se koriste podaci Sest populacija ovaca s ukupnim brojem od 354 jedinke.

Kljuéne rije¢i: efektivna veli¢ina populacije (Ne), genetski drift, LD (,linkage
disequilibrium®), GD (,,gametic disequilibrium®), NeEstimator, SNeP



Summary

Of the master’s thesis — student Valentina DoSen, entitled

ESTIMATION OF EFFECTIVE POPULATION’S SIZE BY LINKED UND
UNLINKED GENES

Effective population size (Ne) is a key population genetic parametar that describes the
amount of genetic drift in a population. In other words, Ne is defined as the size of a
hypothetically ideal population (N) that would experience the same amount of genetic change
(genetic drift) as the real population we are considering. Estimation of effective population
size (Ne) by the linkage disequilibrium (LD) method is increasingly used to estimation of
population’'s parameters. However, due to the specificity of the formula, this assessment also
includes markers that are not linked but only correlated (gametic disequilibrium — GD).
Estimation of Ne by disequilibrium linked marker (NeLD) method is often used in population
genetics of humans and domestic animals. On the contrary, the estimation of Ne from
disequiliubrium unlinked markers information (NeGD) is often used in genetics of wild
animals. This paper will seek to separate GD and LD and thus compare the estimates Ne with
and without GD.

The aim of this paper is to estimate Ne by programs NeEstimator and SNeP. The
estimates will then be compared because programs run on different algorithms. The paper

uses data from six sheep populations with a total of 354 individuals.

Key words: effective population size (Ne), genetic drift, linkage disequilibrium (LD), gametic
disequilibrium (GD), NeEstimator, SNeP



1. Uvod

Domestikacija domacih zivotinja oznacila je bitan korak u covjekovom demografskom i
kulturnom razvoju. Evolucijske sile, poput mutacije, selekcijskog uzgoja, adaptacije i
genetskog drifta prouzrocile su stvaranje velikog spektra razli¢itih pasmina. Iznimno je vazno
oCuvati varijabilnost svih pasmina zivotinja jer je upravo bioloska raznolikost klju¢ njihovog
odrzavanja 1 opstanka. Pozeljna svojstva mogu se selekcijom poboljsati samo ako postoji
genetska varijabilnost u populaciji. Genetski napredak za ta svojstva ovisi 0 mnogim
¢imbenicima, ukljucujuéi genetske korelacije, intenzitet selekcije, koeficijent srodstva,
mutacije i genetski drift (Groeneveld, 2010.).

Nekoliko je vrlo vaznih ¢imbenika koji odreduju brzinu evolucijskih procesa, a veli¢ina
populacije je svakako jedna od njih. Samo znanje o ukupnom broju jedinki (N) u populaciji
ipak nije dovoljno za to¢no poznavanje i razumijevanje tih evolucijskih procesa. Ako u
odredenom slucaju imamo dvije populacije jednakih veli¢ina, one mogu imati vrlo razlicite
stope genetske promjene. Tako je Wright (1931.) razvio koncept efektivne velicine populacije
(Ne) kao nalin sazimanja demografskih podataka putem kojih je moguce predvidjeti
evolucijske posljedice konacne wveli¢ine populacije. Dakle, izratunom Ne moguce je
izraCunati stopu gubitka genetske varijabilnosti.

Gotovo sav uspjeh u oCuvanju vrsta brojnih populacija danas mozemo zahvaliti napretku
molekularne genetike, ali i paralelnom razvoju nekih multidisciplinarnih grana poput ekoloske
genetike te populacijske i konzervacijske genetike. Molekularna ekologija putem molekularne
genetike bavi se ekologijom i divljim zivotinjama. Konzervacijska genetika bavi se
¢imbenicima koji utjeu na izumiranje vrsta, a populacijska genetika odnosi se na genetsku
osnove evolucije te istraZzuje frekvenciju i prezivljavanje genotipova prirodnih populacija. Sve
ove grane genetike pomazu shvacanju strukture populacija, odredivanja filogenetskih odnosa,
rjeSavanju taksonomskih pitanja te doprinose planiranju zaStite ugroZenih vrsta, a sve to sa
ciljem ocuvanja genske raznolikosti.

Genska raznolikost je, po definiciji, razlika u slijedu nukleotida u molekuli DNA. Te
razlike rezultiraju razli¢itim slijedom aminokiselina u proteinima koje ti geni kodiraju, a
kasnije ta varijacija u slijedu proizvodi morfoloske nejednakosti i utje¢e na prezivljavanje
jedinki u populaciji. Ako na lokusu u skupini koju istrazujemo postoji vise od jednog alela
onda se lokus smatra polimorfnim, a ako su sve jedinke u skupini homozigoti onda se lokus
smatra fiksiranim (Mank i sur., 2009.). Genska raznolikost nije samo ovisna o broju mutacija,

nego i o Ne, odnosno broju jedinki koje se razmnozavaju u populaciji. Prema tome, populacije
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koje imaju malu Ne obi¢no imaju nisku genetsku raznolikost. Stoga, genska raznolikost ¢ini
snazan evolucijski potencijal vrste i usko je povezana s obiljezjima vezanim za sposobnost
prezivljavanja, kao §to su rast, razvoj, otpornost na bolesti i plodnost.

Pad genske raznolikosti najes¢e pratimo kod malih i izoliranih populacija. Upravo u
slucaju inbridinga, odnosno parenja u srodstvu, populacije gube brojnost. Vec¢ina ugrozenih
populacija ima nizu gensku raznolikost od populacija koje nisu ugrozene.

Koncept Ne uveo je Sewall Wright ve¢ tridesetih godina. Efektivna veli¢ina populacije
predstavlja broj jedinki koji doprinose svojim gametama sljedecoj generaciji ili jednostavnije
receno, to je upravo broj jedinki koje sudjeluju u stvaranju potomstva (Charlesworth, 2009.).

Iz navedenog slijedi logi¢an zakljuéak da Ne zbilja predstavlja osnovni parametar u
populacijskoj genetici koji je bitan za formiranje adekvatnog programa ocuvanja ugrozenih
vrsta. U populacijskoj genetici za procjenu parametara populacije sve se ¢eSce koristi procjena
Ne metodom disekvilibrijuma vezanih gena (,,linkage disequilibrium®, tj. LD). Metoda za
procjenu Ne putem LD-a razvijena je otprilike prije 40 godina, ali u velikoj mjeri ovisi 0
dostupnosti velike koli¢ine podataka o genetskim markerima (Barbato, 2015.). Problem je $to
ta procjena, zbog specifi¢nosti formule, ukljucuje i markere koji nisu vezani, nego Sse samo

nalaze u korelaciji, a to onda nazivamo ,,gametic disequilibrium®, tj. GD.

1.1. Ciljrada

Cilj ovog diplomskog rada je usporediti procjene efektivne veli¢ine populacije putem dva
programska paketa, a to su SNeP i NeEstimator. SNeP vrsi procjenu Ne putem LD-a dok
NeEstimator to ¢ini putem GD-a. Time ¢e se usporediti trenutna efektivna veli¢ina (NeGD) s

povijesnom efektivnom veli¢inom (NeLD).



2. Razrada literature

2.1. ,Linkage“i,gametic* disekvilibrijum

,Linkage disequilibrium*, odnosno neravnoteza vezanih gena definira se kao neslucajna
povezanost izmedu alela na razlicim lokusima u zadanoj populaciji (Waples, 2010.). Moze se,
u teoriji, proizvesti pomoc¢u nekoliko faktora koji djeluju odvojeno ili zajedno, a to su
epistatska selekcija, migracija ili sluCajni drift u konacnoj populaciji. Mnoge procjene
neravnoteze veze odvijale su se, kako na laboratorijskim, tako i na prirodnim populacijama.
Dodatni podatci o neravnotezi veze vjerojatno ¢e doci izravnim istrazivanjima DNK, zatim s
mjesta restrikcijskih enzima ili direktno iz DNK sekvence (Hill, 1981.).

LD predstavlja temeljnnu ulogu u mapiranju gena, identificiranju kromosomskih regija
koje su pod selekcijom te upravljanju genetskim resursima i raznoliko$¢u. Takoder je
zanimljiv zbog ¢injenice da moze puno toga otkriti o povijesti i podrijetlu populacije jer je
raspodjela LD-a dijelom odredena povijeséu populacije. Definira se kao neslucajna
povezanost alela na razli¢itim lokusima. Ti se lokusi uvijek zajedno nasljeduju, a buduéi da se
nalaze medusobno jako blizu ,,crossing over se na takvim mjestima ne dogada.

lako se ocekuje da ¢e markeri u LD-u biti ¢vrsto povezani, precizan opseg zajednickih
haplotipova ovisi o stohastic(kom procesu koji uklju¢uje mno$tvo faktora ukljucujuci
migraciju, selekciju, mutaciju i genomske obrasce rekombinacije (Pritchard, 2001.). Ocekuje
se da ¢e LD varirati, ne samo izmedu populacije, ve¢ 1 izmedu lokusa u istoj populaciji.
Stupanj LD-a na odredenim lokusima i populaciji diktira odabir SNP markera koji ¢e biti
genotipizirani te veli¢inu uzorka potrebnog za analizu.

Dok su kod LD-a aleli na razli¢itim lokusima povezani isklju¢ivo zbog same veze (eng.
,linkage), kod gametskog disekvilibrijuma (GD) aleli mogu biti povezani kao posljedica
selekcije, genetskog drifta, mutacije i inbridinga (predavanje iz Populacijske genetike, 2017.,
prof. dr. sc. I. Curik). Selekcija, kao faktor evolucije, omoguéuje da odredene jedinke imaju
tedenciju da budu reprodukcijski uspjesnije, Sto znaci da ostavljaju viSe potomaka i svojih
gena u narednim generacijama. Naravno, dugotrajna pozitivna selekcija jednog alela u
konacnici vodi k smanjenju ucestalosti ostalih alela u populaciji. Gubitak alela ili njegova
Najvazniji faktor za drift je veli¢ina populacije; $to je populacija manja veéi je potencijal za
genetski drift. Nadalje, mutaciju definiramo kao iznenadnu nasljednu promjenu genetskog
materijala. Sve nasljedne varijabilnosti kod zivih bi¢a, 1 dobre i1 loSe, imaju izvor u

mutacijama genetskog materijala. Zatim, inbriding najjednostavnije definiramo kao parenje u
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srodstvu. Stoga, kao rezultat parenja povezanih i, posljedi¢no, sli¢nih Zivotinja, njihovi
potomci akumuliraju alele i genotipove tog pretka koji je zajednicki srodnim pojedincima.
Inbreeding dovodi do poveéanja ucestalosti homozigotnih genotipova u potomcima i
smanjenja ucestalosti heterozigotnih genotipova uz zadrzavanje frekvencija alela. Srodno
parenje prati smanjenje genetske varijabilnosti

Dakle, LD ¢e pruziti informacije iz disekvilibrijuma vezanih markera, dok ¢e GD to
uciniti iz disekvilibrijuma nevezanih markera te se kod takvih markera ne govori o vezi, nego

o0 koleraciji.

2.2. Vainost efektivne veli¢ine populacije

Efektivnu veli¢inu populacije, prema Wright-Fischeru, definiramo kao veli¢inu hipotetski
idealne populacije (N) koja bi dozivjela istu koli¢inu genetske promjene, tj. isti iznos
genetskog drifta, kao realna populacija koju razmatramo (predavanje iz Konzervacijske
genetike, 2017., prof. dr. sc. I. Curik). Idealna populacija zasnovana je na nerealnim uvjetima;
parenje je slucajno, jednak je omjer muskih i Zenskih jedinki, konstantan je broj jedinki u
obitelji, kao $to je i konstantan broj potomaka. Svrha koncepta Ne je izracunati stopu
promjene evolucijskih procesa uzrokovanu slucajnim uzorkovanjem frekvencije alela u
konac¢noj populaciji (genetski drift).

Ne takoder moze ukazati na to koliko je neka populacija ,,ranjiva® te kako neravnomjeran
broj zenskih i muskih jedinki moze mijenjati varijabilnost genetskog drifta i inbridinga. Stoga,
mala vrijednost Ne moze imati velike posljedice za samu populaciju. Smanjenje Ne upucuje
na povecanje inbridinga, pojavu genetskog drifta i smanjenje genetske varijabilnosti u
populaciji. Povecanje inbridinga za posljedicu ¢e imati promjenu u frekvenciji genotipova,
odnosno povecanje frekvencije homozigotnih genotipova uz istovremeno smanjenje
heterozigota. U velikoj populaciji u kojoj pratimo slucajno sparivanje jedinki genetski drift
neée imati znaCajan utjecaj na populaciju, ali ako je Ne mali drift ¢e snazno utjecati na
frekvenciju alela. U tom slucaju, genetski drift moze dovesti do fiksacije Stetnog alela.

Stopa mutacije i Ne odreduju razinu getekske varijabilnosti u neutralnoj ili slabo
selektiranoj populaciji. Nadalje, ucinkovitost eliminacije Stetne mutacije ili pak Sirenja
povoljne mutacije kontrolirana je vrjedno$¢u Ne i intenzitetom selekcije. Vrijednost Ne
uvelike je pod utjecajem varijabilnosti DNA sekvence, kao i stopom evolucije DNK

sekvence.



Vaznost Ne, kao evolucijskog ¢imbenika, istaknuta je saznanjima da je vrijednost Ne
Cesto znatno niza od cenzusnog broja odredene populcije. Vrste s povijesno niskom
vrijednosti Ne, poput ljudi, dokazuju smanjenje varijabilnosti i ucinkovitosti selekcije u
usporedbi s drugim vrstama. Ne takoder moze varirati kroz razli¢ita mjesta na genomu, a
razlog je vrlo vjerojatno razlika u nacinu prijenosa razli¢itih komponenti genoma (na primjer,
X kromosomi s jedne te autosomi s druge strane). Takoder, takvo variranje se moze pojaviti
kao posljedica ucinka selekcije na nekom mjestu na genomu. Vazna posljedica selekcije je
smanjenje Ne u genomskim regijama s niskom razinom genetske rekombinacije, s u¢incima

koji su vidljivi na razini molekularne sekvence.

2.1.1. Cimbenici koji utjetu na efektivnu veli¢inu populacije

. podjela na dva spola: mali broj jedinki jednog spola moze snatno smanjiti Ne

. varijacija u broju potomaka: vec¢a odstupanja u broju potomaka od oc¢ekivanoga

. inbreeding: korelacija izmedu maj¢inih i ocevih alela uzrokovana zajedni¢kim
pretkom

. nacin nasljedivanja: Ne ovisi o nac¢inu na koji se dogada prijenos alela, odnosno radi li

se 0 autosomalnom, X-vezanom, Y-vezanom prijenosu ili preko organela

. dobna struktura: u dobno strukturiranoj populaciji, Ne je znatno nizZi od cenzusnog
broja (N)
. promjene u veli¢ini populacije: periodi s malom veli¢inom populacije, odnosno

,bottle-neck* imaju nesrazmjerni u€inak na ukupnu vrijednost Ne

. prostorna struktura: Ne koja odreduje srednju vrijednost neutralne varijabilnosti unutar
lokalne populacije je ¢esto neovisna o detaljima migracijskog procesa koji povezuje
populacije. OgraniCena migracija izmedu populacija znatno povecava Ne za cijelu
populaciju, gdje visoka razina lokalnog izumiranja ima suprotan u¢inak

. genetska struktura: direktna selekcija uzrokuje smanjenje Ne na povezanim alelima,
dok uravnotezena selekcija povecava Ne na mjestima gdje su aleli usko povezani

(Hill-Robertsonov ucinak)

2.3.  Odredivanje efektivne veli¢ine populacije

Tri su glavna nac¢ina prema kojima genetski drift moZe biti modeliran u populaciji. Ovi
teorijski modeli vode do opéeg pristupa koji se moZe primjeniti u situacijama veceg bioloskog

interesa, $to pak otkriva korisnost koncepta Ne.



Wright-Fischer populacija

Kako bismo shvatili vaznost racunanja Ne, potrebno je razumjeti kako genetski drift
moze biti modeliran u jednostavnim slu¢ajevima Wright-Fisher populacije. To je populacija u
kojoj je parenje slu¢ajno, jednak je broj muskih i Zenskih jedinki, konstantan je broj jedinki u
obitelji te svi roditelji moraju imati jednaku vjerojatnost da budu roditelji. Ukoliko je Ne
razmjerno velik onda to podrazumijeva da je veliCina obitelji definirana Poisson
distribucijom. Poissonova distribucija je raspodjela vrlo rijetkih sluc¢ajnih dogadaja (kod kojih
je vjerojatnost pojavljivanja vrlo mala), a definirana je aritmetiCkom sredinom jer je njena
varijanca jednaka aritmetickoj sredini. Kada je N vrlo velik, Poissonova distribucija je
priblizava binomnoj, no razlika je u tome $to kod binomne raspodjele znamo koliko se puta
neki dogadaj pojavio, ali i1 koliko se puta nije pojavio, dok kod Poissonove raspodjele znamo

samo koliko se puta neki dogadaj pojavio

(http://www.unizd.hr/Portals/13/NASTAVNI MATERIJALI/04%20-%20Distribucije.pdf).

Populacije morskih organizama, koje polazu veliki broj jajasaca i sperme i nasumicno tvore
nove zigote, najsli¢nije su idealnoj populaciji (Charlesworth, 2009.).

Alternativni pristup, koji ima srediSnju ulogu u suvremenoj interpretaciji varijacije DNK
objasnjen je teorijom koalescentnog procesa (eng. ,,coalescent teory ). Koalescentna teorija
definirana je kao metoda rekonstrukcije povijesti uzorka alela iz populacije pratec¢i njihovo
rodoslovlje do najnovijeg zajednickog pretka. Umjesto da se pogledaju svojstva stanovniStva
u cjelini, razmatraju se odredeni aleli na genskom lokusu koji su uzorkovani iz neke
populacije. Ukoliko pratimo njigove pretke u proslosti, pokazat ¢e se da potjecu od istog
ancestralnog alela, odnosno podvrgnuti su koalescenciji (Charlesworth, 2009.).

Realniji modeli genetskog drifta

Pretpostavke Wright-Fisher populacije ne vrijede kod vecine populacija od bioloskog
interesa: gotovo sve vrste imaju dva spola, mogu postojati varijacije u reproduktivnom
uspjehu, parenje nije slucajno, generacije se preklapaju umjesto da su diskretne, veliina
populacije varira kroz vrijeme te vrste mogu biti podijeljene na lokalnu populaciju ili na
diskretne genotipove. Nadalje, potrebno je analizirati u¢inke evolucijskih sila, poput selekcije
i rekombinacije, ali i drifta.

Ne opisuje vremenski okvir genetskog drifta u ovim sloZenijim situacijama: zamijenimo
2N s 2Ne, gdje je Ne dobiven iz formule koja uzima u obzir relevantne bioloske detalje. To se

dobije raCunanjem na temelju varijance ili koeficijenta inbreedinga, no odnedavno se
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primjenjuje koalescentna teorija. Opcéenito, upotreba Ne samo daje aproksimaciju stope
genetskog drifta za znatno veliku veli¢inu populacije. To¢ni prora¢uni promjene varijance ili
frekvencije alela ili koeficijenta inbreedinga su Cesto potrebni u aplikacijama u kojima je

veli¢ina populacije jako mala ili je vremenaki okvir kratak.



Odredivanje efektivne veli¢ine populacije: opéa metoda

Koalescentna teorija pruza fleksibilnu i moénu metodu za dobivanje formule za Ne.
Ovaj pristup ukljuéuje strukturirani koalescentni proces u kojem je nekoliko odjeljaka (poput
dobi ili spola) u populaciji iz kojih aleli mogu biti uzorkovani. Aleli su prvo uzorkovani iz
jenog ili viSe odjeljka i1 vjerojatnost pomicanja alela u druge odjeljke odredena je pravilima
nasljedivanja. Pretpostavka je da aleli medu odjeljcima protjecu puno brze nego koalescencija
alela, a takva pojava se naziva brza aproksimacija vremenske skale (Charlesworth, 2009.). To
znaCi da mozemo uzorkovane alele tretirati kao da su iz stanja ekvilibrijuma. To daje op¢u

formulu za brzinu koalescencije koju je lako primjeniti na individualne slucajeve.

2.4. Genetske metode izracuna efektivne veli¢ine populacije

Poznavanje Ne posebno je vazno kada pokusavamo sacuvati malu populaciju neke vrste.
Kada je Ne mali, oCuvana populacija moze brzo izgubiti genetsku varijabilnost. Ne nema
fiksnu vezu s veli¢inom populacije te je precizna procjena dosta slozena. Dva su nacina kako
mozemo pristupiti procjeni Ne: genetski i ekoloski. Genetske metode izravno ukazuju na
genetske posljedice Ne, dok su ekoloske metode neizravne i ovise o mjerenju ekoloskih
parametara za koje je dokazano da teoretski utjeCu na Ne.

KoriStenje genetskih metoda na prvi ¢e se pogled pokazati kao najbolji nacin procjene
Ne, no postoje problemi koje je potrebno prevladati kako bi taj nacin bio prakti¢an. Jedan od
njih je potreba za dobivanjem velikih koli¢ina genetskih informacija. Ovaj problem danas nije
toliko ogranicavaju¢ zbog tehnoloskog napretka. Takoder, problem predstavlja potreba da se
uklone zbunjujuéi efekti imigracije 1 podjele stanovnistva te mogucénost da odabir djeluje na
markerima ili lokusima povezanim s markerima.

Dugoro¢ne genetske metode ukljuuju pracenje genetske promjene populacija tijekom
vremena. Jedna takva metoda ukljucuje mjerenje genetske divergencije replicirane populacije.
Metoda se oslanja na oCekivanje da se, u odsutnosti selekcije, heterozigotnost s vremenom
smanjuje jer se replike razilaze u frekvenciji gena zbog inbreedinga. S obzirom na oslanjanje
na replicirajucu populaciju, ova metoda se moZe primjeniti samo u prirodnim populacijama
pod posebnim okolnostima.

Druga metoda, koja je dosta opcenitija, je ,,temporalna“ metoda. Ona ukljucuje pracenje
promjena frekvencije gena unutar jedne populacije mjerenjem frekvencije viSe polimorfnih
markera u po¢etnom uzorku, a zatim ponavljanjem vjezbe jednu ili viSe generacija kasnije.

Takvi podaci omogucuju procjenu veli¢ine populacije koja utjeCe na varijancu. Pracenje
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odredenog broja povezanih grupa takoder moze pruziti informacije o tome ponasa li se bilo
koja regija genoma atipi¢no zbog jake selekcije. Nedostatak metode lezi u tome Sto postaje
ucinkovita tek nakon §to prode niz generacija, ali ovo je samo prolazna poteskoca dok se ne
skupi dovoljno povijesnih podataka.

Kratkorocne genetske metode koriste podatke iz jednog uzorka. Jedna takva metoda
bazira se na usporedivanju letalnih alela izmedu i unutar populacije, ali budu¢i da zahtijeva
procjenu smrtonosnih frekvencija, metoda je opcenito neprakti¢na. Predlozen je srodni pristup
koristenjem analize kromosomskih prepravki. Ova metoda je bila korisna u procjeni Ne.

Druga vrsta kratkotrajne genetske metode temelji se na odnosu izmedu LD-a i Ne.
Medutim, upotreba povezanih lokusa stvara prakticni problem procjene odnosa veze i
interpretacija rezultata je sloZena jer povijesni dogadaji mogu imati veliki utjecaj na rezultate.
Ovaj pristup ima brojne prednosti pod uvjetom da se pretpostavke mogu potvrditi. Te
pretpostavke ukljucuju saznanje da su koristeni lokusi nepovezani i potvrduju da populacija

nije podijeljena niti je podlozna znacajnoj imigraciji (Nunney, 1994.).

2.5. Efektivna veli¢ina populacije i ,linkage disequilibrium*

Neravnoteza veze (LD) moze se koristiti za procjenu vrijednosti Ne ukoliko je poznata
brzina rekombinacije. KoriStenje LD-a ima prednost u tome §to je stopa rekombinacije vise
kontrolirana od mutacijske stope, a novije vrijednosti Ne mogu se procijeniti jer
rekombinacijska stopa moze biti veca od mutacijske stope (Hayes, 2003).

Jacina disekvilibrijuma (D) izmedu alela na dva gen lokusa je definirana kao razlika
izmedu promatrane frekvencije dviju gameta i1 njezine ocekivane frekvencije, temeljene na
frekvenciji populacijskih alela. D se moZe procijeniti izravno iz gametskih frekvencija. Za
vecinu nemodelskih vrsta, medutim, dostupni su samo genotipski podaci pa se ne mogu sa
sigurnoS¢u rekonstruirati gametske frekvencije zbog dvosmislenosti koja je povezana s
dvostrukim heterozigotima. U tom se slu¢aju za procjenu parametra D najcesce Koristi
Burrowsova kompozitna delta metoda (A), Koja je jednostavna za izraCunavanje i ne ovisi 0
pretpostavci o slu¢ajnom parenju. Buduci da su D i A osjetljivi na frekvenciju alela, cesto se
koristi standardizirani oblik nejednakosti veze (r) koji se moZe protumaciti kao koeficijent
korelacije alela na razli¢itim genima. I D i r mogu biti pozitivni ili negativni pa se kvadratni
izrazi D? 1 * esto upotrebljavaju kada nas zanima razmjernost neravnoteze veze.

Pretpostavka LD metode je da je razmjer sluCajne asocijacije alela kod razlicitih lokusa
gena odreden s tri varijable, a to su Ne, broj uzorkovanih jedinki (S) i stopa rekombinacije
izmedu lokusa (c). Za vecinu prirodnih populacija rekombinacijska frakcija nece biti poznata.
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Medutim, ukoliko broj markera nije veliki ili je broj kromosoma mali, bilo bi razumno
pretpostaviti da su lokusi nepovezani (c=0.5). Mnoge prirodne populacije su se migracijama
povezale s drugim populacijama. U bilo kojem trenutku, populacija od interesa moze

IC‘

sadrzavati jedinke proizasle vise od jednog ,,gene pool*“-a (Waples, 2011.). Takva mjesavina
stvara dobro poznati Wahlundov efekt koji se oCituje kao nedostatak heterozigota u usporedbi
s o¢ekivanom frekvencijom jednog lokusa u Hardy-Weinbergu. Smjese takoder stvaraju

svojevrsni dvostruki Wahlund efekt koji je prepoznatljiv kao neravnoteza veze (Wang, 2005.).

2.6. Korekcija pristranosti za procjenu efektivne veli¢ine populacije
putem metode ,,linkage disequilibrium*-a

lako je Ne od srediS$nje vaznosti za evolucijsku i konzervacijsku biologiju, pokazalo se
nedostiznim dobiti pouzdane procjene ovog kljuénog parametra. Znanstvenici jo$ uvijek vode
raspravu o tome je li omjer Ne naspram cenzusne veli¢ine populacije ogranic¢en u odredenim
slucajevima ili granice mogu biti manje za neke vrste. Zbog poteskoca u dobivanju
odgovarajuc¢ih demografskim podataka za izraCunavanje Ne, razvijeno je nekoliko genetskih
metoda za izracun Ne. Metode koje ¢e biti spomenute u ovome radu su temporalna metoda i
metoda disekvilibrijuma vezanih gena. Temporalna metoda koristi podatke o stopi promjene
frekvencije alela izmedu uzoraka uzetih u razli¢ito vrijeme.

Metoda putem LD-a ,koji predtavlja neslucajnu povezanost alela u razli¢itim genskim
lokusima, znatno rjede se koristi u istrazivanjima. Prednost ove metode je u tome $to zahtijeva
samo jedan uzorak iz populacije, dok temporalna metoda zahtijeva najmanje dva uzorka iz
populacije. Hill (1981) je pokazao da ova metoda ima malu preciznost ukoliko se ne koriste
¢vrsto povezani lokusi i zaklju¢io da metoda ima ograni¢enu korisnost za procjenu Ne. S
druge strane, Waples (1991.) je zaklju¢io da metoda ima vecéu korist kada je Ne mala te stoga
moze biti od iznimnog znacaja za evolucijsku i konzervacijsku biologiju koje se upravo bave
malim vrijednostima Ne. Waples je takoder sugerirao da, ukoliko postoje, podaci za odredeni

broj nepovezanih lokusa mogu pruziti odgovarajucu preciznost kako bi metoda bila korisna.

2.7. Procjena ,linkage disequilibrium*“-a i efektivne veli¢ine populacije

Neravnoteza veze (D) izmedu alela na dva gen lokusa definirana je kao razlika izmedu
promatrane frekvencije gameta na dva lokusa i njezine ocekivane frekvencije temeljene na
slu¢ajnoj povezanosti i frekvenciji alela u populaciji. D se moZe procijeniti izravno iz

gametskih frekvencija, medutim, za vecinu prirodnih populacija dostupni su samo genotipski
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podaci, §to znaci da se frekvencije gameta ne mogu sa sigurnoScu rekonstruirati zbog
dvosmislenosti glede gameta koje se ujedinjuju u dvostruke heterozigote. U tom slucaju,
najcesce koristena metoda za procjenu disekvilibrijuma jest Burrowsov A jer je jednostavan

za izracun 1 ne ovisi o slu¢ajnom parenju.
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3. Programski paketi za izra¢un efektivne veli¢ine populacije

3.1. NeEstimator

Tijekom posljednjeg desetlje¢a iznimno raste zanimanje za koriStenjem genetskih
metoda u procjeni Ne. Prvenstveno, to mozemo zahvaliti napretku u razvoju molekularnih
markera i metoda ekstrakcije DNA iz prirodnih populacija. Donedavno se pri procjeni Ne
koristila temporalna metoda, $to zahtijeva najmanje dva uzorka iz iste populacije.

S obzirom na raznolikost dostupnih metoda, nastojalo se razviti softver koji na isti skup
podataka moze primjeniti visSe metoda. To se i postiglo prvotnom verzijom navedenog
programskog paketa koji je nosio naziv NeEstimator v1.4. Medutim, softveru su prethodila
najnovija dostignu¢a u metodama s jednim uzorkom, §to je ogranicavalo njegovo koriStenje.
Uslijedila je obnovljena verzija softvera pod nazivom NeEstimator v.2.0., a upravo ¢e ta
verzija biti opisana i koristena u radu.

NeEstimator je programski paket za procjenu suvremene Ne iz genetskih podataka. Pri
procjeni ovaj programski paket koristi nekoliko razli¢itih metoda i jednu ulaznu datoteku.
Ukljuéuje: a) metodu jednog uzorka (metoda temeljena na LD-u); b) metoda temeljena na
heterozigotima (,,heterozygote excess®); ¢) metoda koja se temelji na molekularnoj razini i
prati pretka (,,molecular coancestry*); d) metoda na dva uzorka (temporalna metoda).

Ta nova verzija ima fleksibilno graficko sucelje i pogodno je za simulirane skupove
podataka koji sadrze razlic¢iti broj genotipova s dva ili viSe lokusa te imaju dva ili vise alela po
lokusu. Genotipovi mogu predstavljati jednu do viSe populacija koje mogu biti uzorkovane
jednom 1ili viSe puta. NeEstimator v.2.0 takoder ima verzije za operativne sustave Windows,
MacOS i Linux.

Prednosti programskog paketa NeEstimator v.2.0 nad prijasnjom verzijom su sljedece:
1) poboljsane su metode racunanja nedostajucih vrijednosti
2) mogucénost uklanjanja rijetkih alela
3) intervali pouzdanosti za sve metode
4) mogucnost analize skupova podata s velikim brojem genetskih markera (10 000 1 viSe)

5) mogucnost serijske obrade velikog broja razli¢itih skupova podataka, a to ¢e olaksati
usporedbu unakrsnih metoda koriste¢i simulirane podatke

6) korekcija za procjene vremenske metode kada uzorkovane jedinke nisu maknute iz
populacije.

Korisniku se, svakako, omogucuje znacajna kontrola nad ulaznim podacima i sastavom,
ali i formatom ispisa.
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3.1.1. Unos podataka

NeEstimator v.2.0 prihvaca uobic¢ajene ulazne formate, odnosno GENEPOP ili FSTAT.
Korisnik odabire direktorij za odabir odgovaraju¢e ulazne datoteke. Datoteke su u
prihvatljivim formatima, a to su .TXT, .GEN 1 .DAT. Jedna ili viSe metoda za izracun Ne
mogu se izvesti istovremeno, a obi¢no se izvode na jednoj datoteci za unos podataka. Postoji
nekoliko opcija za obradu mnogih zasebnih datoteka. Ulazne datoteke mogu ukljuciti veliki
broj uzoraka. Za metode jednog uzorka (LD, ,,heterozygote excess* i ,,molecular coancestry*)
svaki se uzorak tretira kao zasebna ,,populacija“. Za temporalne metode, svaka populacija je
predstavljena s dva ili viSe uzorka uzorkovanih u razli¢ito vrijeme i odvojeni poznatim brojem
generacija. Generacije za svaki uzorak mogu biti definirane kao cijeli ili frakcijski brojevi. U
najjednostavnijim okolnostima, ulazna datoteka za temporalnu metodu sadrzavala bi dva
uzorka, odvojena brojem generacija koji definira korisnik. Temporalna metoda proizvela bi
jednu procjenu Ne na broj generacija izmedu uzoraka, dok bi metoda jednog uzorka proizvela
odvojene procjene na svaku uzorkovanu generaciju. Takoder, mogu se primjeniti naprednije
strategije uzorkovanja. Na primjer, korisnik moze odrediti da je prva populacija uzorkovana iz
generacije nula i dva, druga populacija iz generacije tri i pet, a da su preostale tri populacije
uzorkovane i1z generacije nula, Cetiri 1 pet. U ovakvom slucaju, datoteka ulaznih podataka
sadrzavala bi 13 ukupnih uzoraka, analiziranih kao pet zasebnih populacija.

Programski paket takoder omogucuje korisniku fleksibilnost u definiranju parametara
za analize. Za sve metode, korisnik moze odluciti ukloniti rijetke alele s frekvencijom ispod
kriterija kojeg odreduje korisnik, a naziva se Pcrit. Nadalje, podskupine ulaznih podataka
mogu se odabrati za analizu u grafickom korisni¢kom sucelju. Na primjer, ako datoteka
podataka sadrzi deset populacija, programski paket se moze usmjeriti samo na analizu prva
dva. Korisnik, takoder, mozZe ograniciti broj analiziranih jedinki (npr. na 10 ili 20) u svakom
uzorku. Uz to, lokusi se mogu selektivno iskljuciti odredivanjem raspona (npr. lokus 1-5 i 10-
15) ili navodenjem lokusa jedinki (npr. lokus 2, 4, 6). Za LD metodu korisnik moze birati
izmedu pretpostavki o slu¢ajnom ili monogamnom parenju. Kada ulazna datoteka sadrzi
tisuce lokusa ili veliki broj jedinki po populaciji, metode LD-a i metode prac¢enja pretka mogu
potrajati satima ili danima. Sucelje ¢e otprilike procijeniti tu mogucénost i po potrebi Ce staviti
dijaloski okvir s upozorenjem te korisnik tada moze odluciti hoce li nastaviti ili koristiti neke
opcije dostupne na sucelju za ograni¢avanje podataka. Ako korisnik odluci pokrenuti, ekran
terminala ¢e ispisati napredak u odredenim ciljevima pa korisnik moZze imati u vidu kada je

pokrenuti postupak zavrsen.
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3.1.2. Datoteke izlaznih podataka

Jedan od potencijalnih nedostataka ovog programskog paketa koji nudi viSestruke
analize su velike datoteke izlaznih podataka. NeEstimator to prevladava tako Sto stvara
jednostavnu zadanu izlaznu datoteku koja opisuje procijenjene parametre populacije za svaku
odabranu metodu analize i korisniku daje izbor odabira dodatnih i detaljnih izlaznih datoteka.
Na primjer, korisnik moze odabrati da se rezultati svake metode ispisuju u zasebnoj datoteci
koja je organizirana u pojednostavljenom formatu koji je lako analizirati i uvesti u drugi
softver. Ostale opcije ukljucuju podatke o frekvenciji na svakom lokusu i rezultate za svaki

par lokusa u LD metodi.

3.1.3. Intervali pouzdanosti

NeEstimator osigurava intervale pouzdanosti za sve metode i u nekoliko slucajeva
implementira nove i poboljSane rutine. Potencijalne pristranosti povezane sa standardnim
parametrijskim intervalima pouzdanosti za LD metodu smanjuju se primjenom metode
,mjackknife. Omogucuje korisniku utvrdivanje relevantnosti jednog ili oba intervala za
analize. Za metodu temeljenu na heterozigotima implementacija programskog paketa ispravlja
pogresku u intervalu pouzdanosti kod metode koju su predlozili Zhdanova i Pudovkin (2008.).
Nomura (2008.) nije predlozio metodu za izgradnju intervala pouzdanosti za metodu
temeljenu na pretku (eng. molecular coancestry method) te programski paket implementira
novu metodu ,jackknife“-a razvijenu posebno za tu svrhu. Vazno upozorenje je da
ucinkovitost novih metoda za intervale pouzdanosti implementirane u NeEstimator nije
ocijenjena. Konkretno, uporaba velikog broja (100 ili 1000) SNP lokusa, od kojih ¢e mnogi
biti neizbjeZno povezani, uvodi vazna pitanja koja se odnose na pseudoreplikaciju. Preciznost
procjena na temelju velikog broja lokusa moze biti znatno manja nego $to je to preporuceno

tradicionalnim metodama za racunanje intervala pouzdanosti.

3.1.4. Negativne ili beskonacne procjene efektivne velicine populacije

Sve razmatrane metode temelje se na genetskom indeksu koji ima dvije komponente:
jedna zbog genetskog drifta, a jedna zbog uzorkovanja ograni¢enog broja jedinki. Nepristrani
procjenitelji ovise o poznavanju veli¢ine uzorka (tako da ocekivana pogreSka uzorkovanja
moze biti izracunata). Stvarna koli¢ina pogreske uzorkovanja moze biti veca od ocekivane pa
je u tom sluéaju moguce da procjena Ne bude negativna. Uobicajena interpretacija u ovom

slu¢aju je da je procjena Ne beskonacna, tj. nema dokaza za varijacije u genetskim
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karakteristikama prouzrokovane ograni¢enim brojem roditelja; sve se to moze objasniti
pogreskom uzorkovanja. Ekvivalentni fenomen moze se javiti i kod nepristranim procjenitelja
genetske udaljenosti ili FST-a.

U NeEstimatoru (v2.0) navode se negativne procjene i intervali pouzdanosti su
izneseni kao ,beskonacnost“ u glavnoj izlaznoj datoteci. Medutim, u dodatnim izlaznim
datotekama stvarne negativne vrijednosti su iznesene jer negativne procjene Ne sadrze
vrijedne informacije kada je uklju¢ena harmonijska srednja vrijednost kojom se dobije ukupna

procjena Ne (npr. ako postoji nekoliko ponovljenih uzoraka iz iste populacije).

3.1.5. Rijetki aleli

NeEstimator (v2.0) pruza opcije za izbacivanje rijetkih alela za sve metode osim metode
molekularnog pretka, eng. molecular coancestry (za koje frekvencija alela nije problem),
koriste¢i iste protokole kao LDNe. Softver ve¢ prema zadanim postavkama provodi i
izvjeStava rezultate za odvojene analize koje koriste sve alele ili koji izbacuju alele s
frekvencijom ispod Pcript vrijednosti od 0.01, 0.02 i 0.05. Korisnik moze promijeniti ove
zadane postavke za implementaciju bilo koje zeljene vrijednosti PCrit. Korisnik takoder ima
mogucnost izbora dodatne izlazne datoteke koja sadrzi frekvencije alela za svaki lokus za
svaku populaciju i izvjeStava o broju alela po lokusu koji su uklonjeni jer su bili ispod

vrijednosti koju je korisnik odredio.

3.2. SNeP

Ne moze se procijeniti koriste¢i tri metodoloSke kategorije, a to su demografska
kategorija, kategorija temeljena na rodovniku i kategorija temeljena na markerima. Podaci o
rodovniku tradicionalno se koriste pri procjeni Ne stoke. Medutim, pouzdane procjene Ne
ovise o kompletnosti podataka u rodovniku. To je izvedivo kod nekih domacih populacija, ¢iji
su demografski parametri precizno promatrani za dovoljno velik broj generacija. Ipak, u
praksi, primjena ovog pristupa ostaje ograni¢ena na nekoliko slucajeva koji ukljucuju visoko
upravljane pasmine.

Jedno od rjesenja prevladavanja ogranicenja koje uzrokuje nepotpuni rodovnik je
procijeniti Ne koriste¢i genomske podatke. Nekoliko autora prepoznalo je da se Ne moze
procijeniti iz informacija 0 LD-u. LD opisuje neslucajnu povezanost alela u razli¢itim
lokusima kao funkciju rekombinacijske stope izmedu fizickih polozaja lokusa u genomu.

Medutim, potpisi LD-a mogu takoder proizlaziti iz demografskih procesa kao S$to su
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admixture* i genetski drift ili putem procesa ,,hitchhiking“. U takvim scenarijima aleli na
razli¢itim lokusima postaju povezani, ovisno o njihovoj blizini u genomu. Pod pretpostavnom
da je populacija zatvorena i panmikti¢na, vrijednost LD-a izraCunata izmedu neutralnih
nepovezanih lokusa ovisi isklju¢ivo o genetskom driftu. Ta se pojava moze upotrijebiti za
predvidanje Ne zbog poznate veze izmedu varijance u LD-u (izraCunate koriste¢i frekvenciju
alela) i Ne.

Najnoviji napretci u tehnologiji genotipizacije (koriStenje SNP-ova s desetcima tisuca
DNK sondi) omoguc¢ili su ogromne koli¢ine podataka o povezanosti gena u genomu, §to je
vazno za procjenu Ne, kako kod stoke tako i1 kod ljudi. Medutim, nedostaju softverski alati
koji omogucuju procjenu Ne putem LD-a.

SNeP predstavlja alat za procjenu Ne koriste¢i SNP podatke u cijelom genomu. Metoda
koju SNeP koristi za izraCunavanje LD-a ovisi 0 dostupnosti faznih podataka. Ovaj program
je razvijen u C++ programu i namijenjem operacijskim sustavima Windows, OSX i Linux.
Ovaj programski paket omogucéuje procjenu Ne tijekom generacija koriste¢i SNP podatke koji
su ispravljeni za veli¢inu uzorka, fazu i rekombinacijsku stopu (Barbato, 2015.).

SNeP proizvodi tri izlazne datoteke. U izlaznoj datoteci NeAll (imedatoteke.NeAll) je
predstavljeno nekoliko kolona koje su koriStene za procjenu Ne, a to su GeneAgo (broj
generacija u proslosti koje bi odgovarale vrijednosti Ne), Ne (vrijednost efektivne veli¢ine
populacije), dist (prosjecna udaljenost izmedu lokusa), r* (LD prosjek), r*SD (LD standardna
devijacija) te items (broj usporedbi koje su pridonijeli procjeni). Takva izlazna datoteka moze
se lako uvesti u Microsoft Excel, R ili drugi softver koji je u moguénosti prikazati rezultate.
Druga izlazna datoteka sadrzi nastavak NeChr (imedatoteke.NeChr), a pohranjuje podatke o
LD-u za svaku parnu usporedbu. Sadrzi zaglavlje s kolonama: CHR (kromosom na koje se
nalazi SNP), dist (udaljenost u baznim parovima izmedu SNP-ova) te r? (vrijednost LD-a).
Izlazna datoteka log (imedatotekeSNeP.log) sluzi programu kao podsjetnik na postavke opcija
koje se koriste za odredenu analizu.

Format koji je potreban za ulazne datoteke je standardni PLINK format, odnosno
datoteke ped i map. Softversko sucelje omogucuje korisniku da kontrolira sve parametre
analize, na primjer raspon udaljenosti izmedu SNP-ova. Pored toga, SNeP ukljucuje opciju

izbora MAF praga (zadano je 0.05).
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4. Materijali i metode

U radu su koristeni podaci razli¢itih pasmina ovaca genotipiziranih putem Illumina Ovine
SNP50v1 SNP c¢ipa. U analizi su obuhvacene ukupno 354 jedinke iz Sest populacija, tocnije
Merinos de Rambouillet, Australian Pool Dorset, Altamurana, Australian Merino, Santalnes i
Castellana. Populacije su grupirane u tri skupine, ovisno o broju jedinki, a svaka skupina je
sadrzavala dvije pasmine. Tako se procjena Ne radila posebno na skupini koja je sadrzavala
oko 100 jedinki, pa na skupini koja je sadrzavala oko 50 jedinki i naposlijetku na grupi koja je
sadrzavala oko 25 jedinki. Tablica 1. prikazuje tocan broj jedinki i pasminu. Procjena Ne

vrsena je putem programskih paketa SNeP i NeEstimator.

Tablica 1. Pasmine ovaca Koje su koriStene u procjeni Ne

OKVIRNA VELICINA GRUPE PASMINA TOCAN BROJ JEDINKI
Australian Poll Dorset 108
100 Merinos de Rambouillet 102
Australian Merino 50
50 Santalnes 47
Altamurana 24
25 Castellana 23
4.1. WIDDE

Svi podaci preuzeti su na internetu s baze podataka pod nazivom WIDDE. Ova baza
podataka skladisti 1 upravlja s genotipiziranim podacima. WIDDE sadrzZi javne (slobodno
dostupne) 1 privatne (zahtijevaju prijavu i lozinku) podatke, a za sada raspolaze podacima za
ovce i goveda.

Prije samog preuzimanja genotipiziranih podataka od korisnika se traZi specifikacija u
tri koraka. Prvi korak omogucuje odabir pasmina koje nas interesiraju. Klikom na njihov
naziv pruzaju se informacije o SNP ¢ipu koji je koriSten za genotipizaciju te broj jedinki
(Slikal).

Nakon valjanog odabira pasmina slijedi odabir kromosoma. Spolni kromosomi mogu se
izostaviti, kako je i u¢injeno u ovoj analizi. Dakle, za potrebe procjene Ne odabrani su samo
autosomi (Slika 1.).

U tre¢em koraku nalazi se filter kvalitete, eng. quality filtering, gdje je omogucena

primjena filtera kvalitete na pasmine koje smo odabrali. Filter ukljucuje 1) pokrivenost
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genotipizacije za jedinke 2) pokrivenost genotipizacije za markere 3) Hardy Weinbergov test
4) prag frekvencije alela koji su slabo zastupljeni. Kao $to je takoder prikazano na slici 1.,
pokrivenost genotipizacije za jedinke postavljena je na 95%, a to znaci da se izbacuje jedinka
kojoj nedostaje viSe od 5% markera. Pokrivenost genotipizacije za markere postavljena je na
80%, drugim rije¢ima, izbacuje se SNP koji je prisutan u manje od 80% jedinki. Opcija Hardy
Weinberg Equilibrium iznosi 0.00001, a frekvencija malih alela je 1%. Naposlijetku, slijedi
izvoz podataka koje preuzimamo u ped i map formatu.

Yo 5 7 Upload data to assign individuals . 3
‘ W?DDE Gl &’ View populations on a map e e Q}, Authenticate
— INDIVIDUAL SELECTION: 6 populations, 354 indi , 354 samples [¥]Tick to activate «quality filtering (may take time depending on selection size)
Select project data among 118 populations (outgroups at bottom) I

— QUALITY FILTERING:

AFS - Afshari 7] +A
AIM - Australian Industry Merino [7] B i Is"e:“""" 9"""‘3_"’;"9 m‘;e":‘ge :;" ";:’;"’r“a"k " a5 g
ALT - Atamurana [24 samples selected] - BAMAEE oS e "Ignwnr;egr iess than X3 of markers WilDe 2k to skip)
Chip: llumina OvineSNPS0v1 ; Samples: 24 Markers: Autosomes, Mtochon___ g
T o = Required genotyping coverage for markers rra)
APD - Australian Poll Dorset ©@ (108 samples selected] - Hakasiioes) ga?:g?z;':‘fpf{;‘r;; ‘:ﬁ;:snﬁ:‘;f e b
Chip: llumina OvineSNPS0v1 ; Samples; 108 ; Markers: Autosomes, Miocho... g
APN - Australian Poll Merino 7] + Tick this box to apply genotyping coverage to markers first O
APP - Appenninica 7] + (default is individuals first)
ASU - Australian Suffolk 7] +
s e s 0 e D s e i ©
ip: lumina Ovine: s v Markers for which pValue<X for at least one population wil be ignored. (Blank to kip)
Problematic individuals
Listed individuals are in your selection and were Minor allele frequency 1 %
identified as problematic (e.g. probably admixed with Markers for which MAF<X within the selected datasel wil be ignored.  (Blank to skip)
individuals from another population) in previous.
analyses, They wil be ignored unless selected. Appiy fiters
— MARKER SELECTION: 46819 markers
Selected chip(s}: llumina OvineSNPS0v1 | Abort
Export format: | PLINK. v || Export selection | @
SNPIDs
* Chromosome position on OAR3.1 assembly Tiumina v Perform PCA on selection | @
Please select chromosomes for which you want PLINK: Exports zipped PED and MAP files. See hitp://pngu.mgh.harvard.edu~purcell
markers to be included. Iplinkigata shtml for more details.

Slika 1. Odabir pasmina u bazi podataka WIDDE
Izvor: http://widde.toulouse.inra.fr/widde/widde/main.do?module=sheep
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4.1. Program SNeP

Nakon preuzimanja, ped i map datoteke su spremne za izravan unos u SNeP
programskom paketu. Programski paket se pokre¢e putem naredbenog redka pa se, nakon
pozicioniranja u radnom direktoriju, unose podaci u ped i map obliku. Sintaksa poretanja
programskog paketa glasi:

SnePvl.l.exe -ped imedatoteke.ped -map imedatoteke.map -svedf
-out.

Programski paket nije bio u moguénosti prepoznati da se u ped datoteci nalaze dvije
populacije pa ih je tretirao kao jednu. Iz tog razloga, bilo je potrebno napraviti dvije ped
datoteke od kojih je svaka sadrzavala jednu populaciju i odvojeno raditi procjenu Ne za svaku

tu populaciju.

4.2. PGDSpider

NeEstimator je programski paket koji ne prihvaca ped i map format datoteke, nego
zahtijeva pretvorbu u GENEPOP format. Pretvorba formata postignuta je programskim
paketom PGDSpider. PGDSpider je vrlo mocan alat za automatsku pretvorbu podataka za
populacijsku genetiku i genomske programe. Osim konvencionalnih populacijskih genetickih
formata, PGDSpider integrira formate u genomici koji se obi¢no koriste za pohranjivanje i
rukovanje sekvenciranih podataka sljedece generacije, eng. next generation sequencing.
Napisan je u Javi i zbog toga je neovisan o toj platformi (Lischer, 2012.). Vrlo je jednostavan
za instalaciju 1 omogucuje korisniku odabir Zeljenih postavki. Slika 2. sadrzi prikaz odabira
ulazne datoteke (ped format) te odabiremo naziv izlazne datoteke koja ¢e biti u GENEPOP
formatu. Takoder, potrebno je odabrati ,,Create/Edit SPID file*. Zatim, slijedi ucitavanje map
datoteke te odabit odredenih stavki koje prikazuje Slika 3. Zadnji korak prikazan je na Slici
4., a potrebno je specificirati 0 kojem se tipu podataka radi, odnosno odabrati SNP-ove.
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File Convert Config

Data input fil
File format: | PED v | [C:\isers\WALENTINA-\Desktop \SNeP sheep_25lshesp altped | | Selectiputfie | | L viewinputfie |
Data qutput file
File format: | GENEPOP « | |2 \sers\VALENTINA-\Desktop \DIPLOMSKI \sheep25_output. txt H Select output file | &, view output fle

SPID conversion script

... selecta file, || sekctspmfie | oropsPm fie

Log output
INFO 11:15:35 - SPID file was not saved.

Parseprogress: ||

Slika 2. Izgled programa PGDSpider
Izvor: arhiva autorice

E x
File Info
Input format: Output farmat: | GENEPOP v || Apply |
PED - Parser Questions | GENEPCP - Writer Questions |
GENEPOP (optional)
Specify which data type should be induded in the GENEPOP file (GENEPOP can only analyze one data type per file):
GENEPOP (optional)

Specify the locusflocus combination you want to write to the GENEPOP file: |

\ 7 Save and Apply H [A Save and Close H $€ cancel |

Slika 3. Izgled programa PGDSpider - tre¢i korak
Izvor: arhiva autorice
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Programski paket NeEstimator

vrijednost nije odabrana, kao §to je i vidljivo na slici.

File Run Help
INPUT Methods
(V] Linkage Disequilibrium - Model:
Direclory: | C:\Users\WALENTINA-\Desktop\SNeP\sheep_NeEstimator Browse (®) Random Mating () Monogamy
Choose File {se\mmnm ‘v] (V] ListFiles with extensions TXT, GEN, DAT only [J Heterozygote Excess
N ] Molecular Coancestry
Data Format  (®) GENEPOP () FSTAT B
(] Temporal, Plan T More Choices
Line 1 jividuals, 354 samples [after quality filtering: 6 populations, 354 individuals, 354 samples) Info s .
OUTPUT

Critical Values (ignored by Coancestry}

Directory:  C:\Wsers\WALENTINA-\Deskiop\SNeP\sheep_NeEstimator

Browse

File Name: selectionMe.td D Use Default Name (uncheck to edit)
("] main and Tabular-Format Output Files o be appended
ADDITIONAL OUTPUT FILES: (Names are preset, not editable) With Tab delimiter in the format

D Qutput File(s) in tabular format, forthetop 1 critical value(s). Name(s)

(] outputLD Burrows coefficients  averaged at Locus Pairs Name: selectionBurbd

Only for populations in range (max =50), and onlyforthetop 1 critical value(s)

D Qutput File for Frequency Data for all loci- details up to 100 loci. Name selectionLoc.tet

Only for populations in range (max = 50) Create Parameter Files
(] Outputfor missing data if any. Name: selectionNoDat bd { >>> Run Ne >>> J|

<< Add
Highlightitem to | Delete

(] For LD only: Exclude singleton alleles
(] Also run without frequency restriction

Options

[} No Output for Confidence Intervals
[_] Population range to run:
[_] Uptoindividual per pop:
[] RestrictLociby 2
Ranges:
Omitting Loci:

@ LD locus pairing across chromosomes

—

Slika 4. Prikaz programa NeEstimator

Izvor: arhiva autorice

Ped i map podaci su, nakon pretvorbe u GENEPOP format, spremni za unos u
programski paket NeEstimator. Programski paket je neovisan o platformi Java te je
jednostavan za pokretanje. Slika 5. pokazuje sve opcije koje korisnik moZe odabrati za
procjenu Ne. U ,,input® dijelu programa odabire se zeljeni direktorij, a zatim datoteka koja je
programskim paketom PGDSpider pretvorena u GENEPOP format. U ,output dijelu
potrebno je imenovati naziv izlazne datoteke te direktorij u kojem ¢e ona biti spremljena.

Prema potrebi i temi ovoga rada izabran je izraun Ne putem metode LD-a. Kriti¢na
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4.2. SAS

U programskom paketu SAS 9.4. usporedeni su i graficki prikazani dobiveni rezultati
procjene Ne putem programskog paketa SNeP. Za svih Sest populacija napravljena je regresija
te se procjena Ne mogla usporediti izmedu procjene dobivene programskim paketom SNeP i
one dobivene programskim paketom NeEstimator. Sintaksa za izraun regresije za pojedinu

populaciju glasi:

data sheep 25 alt;

infile "C:\Users\VALENTINA-
\Desktop\SNeP\populacija 25\rezultat alt\sheep alt.NeAll"
dlm='09"'x dsd firstobs=2;

input GenAgo Ne dist r2 r2SD items;

if GenAgo > 100 then delete;

run;

proc reg data = sheep 25 alt outest=rsheep 25 alt tableout
alpha=0.05;
model ne = genago;

run;

quit;

Kao $to je vidljivo u kodu, podaci su se filtrirali, odnosno izbacena su sva rjeSenja za
koje je u izlaznoj datoteci GenAgo iznosio vise od 100. Time je kod svake populacije

izbaceno 14 rjeSenja, a zadrZano 13.

evv e

iScitava vrijednost Ne, kao i interval pouzdanosti.
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5. Rezultati i rasprava

Nakon grupiranja populacija u tri grupe izvSena je procjena Ne za svaku populaciju u
svakom od programskih paketa. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 1. Iz tablice je
vidljivo kako je vrijednost Ne za svaku populaciju vec¢a od njezine cenzusne veli¢ine, 0Sim u
slu¢aju manjih populacija. Dakle, jedino populacije €iji je okviran broj jedinki 25 imaju
vrijednost Ne manju od cenzusnog broja jedinki Isto tako, iz tablice je moguce iscitati
intervale pouzdanosti. Interval pouzdanosti za SNeP programski paket dobiven je procjenom
regresije u SAS-u, dok je interval pouzdanosti za NeEstimator vidljiv u njegovoj izlaznoj
datoteci. Osim procjene Ne i intervala pouzdanosti, izlazna datoteka programskog paketa
NeEstimator korisniku daje informacije o harmonijskoj srednjoj vrijednosti uzorka,
vrijednosti neovisnih usporedbi, zatim jednu vrstu intervala pouzdanosti koji se zove ,,jack-

knife* te dobivenu i o¢ekivanu korelaciju alela na razli¢itim lokusima.

Tablica 2. Rezultati procjene Ne putem programa NeEstimator i SNeP

Okvirna Tocan  Procjena Ne IC ,jack- Procjena Interval
veli¢ina Pasmina broj putem knife“kod  Neputem pouzdanosti
grupe jedinki  NeEstimator NeEstimator ©  SNeP kod SNeP

Australian
108 79.8 63.2-103.9 129.6  272.1-300.2
100 Poll Dorset
Merinos de
_ 102 239.6 174.7-366.2 286.2 126.9-132.3
Rambouillet
Australian 46.8-160.3
) 50 76.0 131.1 112.8-1494
50 Merino
Santalnes 47 67.5 42.5-134.1 109.7 96.4-123.0
Altamurana 24 315 20.7-56.0 22.4 19.2-25.6
25 Castellana 23 31.4 19.1-65.7 17.9 14.3-21.5

“IC ,Jack-knife* — interval pouzdanosti

Razlike u procjeni Ne izmedu programskih paketa su veé na prvi pogled ocite. Razlike su
potpuno logi¢ne buduci da programski paketi djeluju na razli¢itim algoritmima.

Softver koji procjenjuje Ne putem LD-a je SNeP. Programski paket SNeP procjenjuje Ne
putem metode disekvilibrijuma vezanih markera (NeLD) te ¢e racunati povijesnu vrijednost

Ne. Takve se procjene danas Cesto kosriste u populacijskoj genetici ljudi i domacih zivotinja.
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SNeP racuna povijesnu Ne baziranu na vezi izmedu r? (prosjecna udaljenost svakog para
SNP-a), Ne i ¢ (rekombinacijska stopa). Prilikom rukovanja ovim softverom uvijerili smo se
da je jedini nedostatak softvera nemoguénost prepoznavanja populacija u ped datoteci,
odnosno dvije prisutne populacije program je tretirao kao jednu. Iz tog razloga, bilo je
potrebno fizic¢ki odvojiti populacije.

S druge strane, softver koji procjenjuje Ne putem GD-a je NeEstimator. Programski paket
NeEstimator procjenjuje Ne iz informacije disekvilibrijuma nevezanih markera (NeGD), a
takva metoda procjenjuje trenutnu Ne te se danas ucestalo koristi u populacijskoj genetici
divljih Zivotinja. NeEstimator predstavlja nadogradenu verziju programskog paketa LDNE,
koja je spomenuta u radu. Omoguéuje analizu velikog skupa podataka i za cilj ima pruziti
korisniku suvremene nepristrane procjene Ne. Procjene Ne, posebno one koje su vezane za
generacije u daljoj proslosti, snazno su pod utjecajem manipulacijskih faktora, kao §to je
MAF. Proucavajuéi sve detaljnije NeEstimator, nije se bilo teSko uvjeriti kako ovaj softver
raspolaze s raznim mogucnostima. Ukljucuje ¢ak Cetiri metode procjene Ne, a za rjesSavanje
problematike ovog rada koriStena je metoda procjene Ne putem LD-a. Ovaj programski paket
je bio vrlo koristan i prakti¢an u izracunu. Zasigurno treba naglasiti njegovu mogucnost
prepoznavanja i razdvajanja populacija. Upravo iz tog razloga, bilo je dovoljno uvesti jednu
ulaznu datoteku sa svih Sest populacija koje je softver prepoznao i za svaku od njih izracunao
Ne. NeEstimator ne¢e prihvatiti map 1 ped format ulazne datoteke, Sto ¢ak niti ne stvara
problem jer se jednostavna pretvorba formata izvrsila preko programskog paketa PGDSpider.
Format koji NeEstimator prihvac¢a je GENEPOP ili FSTAT format pa je za analizu koriSten
GENEPOP. Korisnik, takoder, moze izbrisati sve rijetke alele s frekvencijom koju po izboru
zadaje, no u slu€aju ove procjene nije koriSten niti jedan prag frekvencije rijetkih alela.
Metoda procjene putem LD-a za svih Sest populacija trajala je gotovo cijeli dan, no izgled i
jednostavnost izlazne datoteke pokazao se kao prednost. Izlazna datoteka softvera pruza
informacije o procjeni Ne za svaku populaciju. Osim efektivne veli¢ine populacije, sadrZzana
je i informacija o intervalu pouzdanosti.

Oba programska paketa su se pokazala iznimno korisnim u analizi ovoga rada. Dobivene
razlike u procjeni Ne su posljedica djelovanja na razli¢im algoritmima procjene. SNeP ce
procjenjivati Ne preko vezanih markera, dok ¢e NeEstimator procjenjivati iz informacije
nevezanih markera. Nakon dobivenih rezultata doneSeno je mis$ljenje kako niti jedan od
programa ne prati pravilnost u procjeni Ne. Jednostavnije receno, kod velikih populacija vece

su razlike u procjeni Ne dok kod malih populacija pratimo malu razliku u vrijednosti Ne
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unutar programa. Dakle, ovisno o tome koja je namjera procjene Ne; potrebno je odluditi se

izmedu ova dva programska paketa.
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. Zakljucak

Ne definirana je kao veli¢ina ,,idealne” Wright-Fischer populacije koja bi dala istu
vrijednost odredenih genetskih svojstava kao razmatrana populacija

Ne moze predvidjeti gubitak i raspodjelu genetske varijacije, vjerojatnost fiksacije
korisnih ili $tetnih alela te kondiciju i prezivljavanje malih populacija

izracun Ne putem metode LD-a prvi je puta koristena prije otprilike Cetrdeset godina te
se od tada primjenjuje, razvija i pobolj$ava

kvantitativna vrijednost procjene jako ovisi o veli¢ini uzorka, vrsti LD procjene, dok
kvalitativna vrijednost viSe ovisi o genetskim informacijama nego o manipulaciji
podataka

dostupni programski paket koji procjenjuje Ne putem LD-a je SNeP, a putem GD-a je
NeEstimator

SNeP se fokusira na procjenu povijesnih trendova Ne, dok je cilj programskog paketa
NeEstimator stvaranje suvremenih nepristranih procjena Ne.

Ne je moguce izraCunati iz slabo povezanih ili nepovezanih lokusa i iz Cvrsto
povezanih lokusa

oba programska paketa koriStena u analizi pokazala su se kao izvrsni alati u procjeni
Ne

mogucéa komplementarna analiza obje metode moze unaprijediti procjenu Ne, kako

NeLD tako i NeGD
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Zivotopis

Rodena sam 19.02.1994. u Zagrebu. Od rodenja zivim u malom gradu Hrvatska
Kostajnica, odakle su mi roditelji. U Hrvatskoj Kostajnici upisujem OS ,,Davorin Trstenjak*,
nakon koje se opredjeljujem za opéu gimnaziju. Godine 2012. upisujem Agronomski fakultet
U Zagrebu, smjer Animalne znanosti te stjeCem diplomu prvostupnice inzenjerke animalnih
znanosti. Na jesen, 2016. godine upisujem diplomski studij Genetika i oplemenjivanje
zivotinja. Ljubiteljica sam rekreativnog tréanja, gledanja filmova te kuhanja. Poznavanje

engleskog jezika procijenila bih B razinom.
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