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[ Napredna molckulamo bio
srocesa ta modelu balkanskih pasternskib vesta

rocesses on Balkan trout species model
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Sa podetkom primjene istrakivanja melekula DNK u izudavanju flogenctskih i evolucionih
procesa smatralo se da ée se konaéno otkloniti sva subjekuvnost i da e ovo omogudit da na
matematicki precizan nadin konaéno rzlikujemo sve taksone medu sobom. Podetna lstrafivania
dala su veliku nadu, ali kako se uveéavas beoj proudavanih uzorka i kao se prodirivala geografska
tesitorija sa koje su podaci o istm ili srodnim orpanizmima stizali slika je postajala sve
maglovitija. Najved problem je bio u tome to svi dielovi jednog istog DNK molekula nemaju
sty breinu kojom se mijenjaju (neki dielovi DNK su jako konzervativni, dok s drugi podladni
Zestim izmjenama — mutacijama), Potedenje izmeju familija ili éak klasa kao 1 rekosntrukicja
najvierovatnijih modela evolucije | flogentskih odnosa medu njima pokazala se kao veoma
pouzdana kada se analiziraju dielovi DNK molekula koji imaju realtivno nizak nivo izmjena, pa
gu se ova istrafivanja uplivnom koncentrisala na uporedivanje éitavih i dielova nekih glavnih
gena koji ufestvuju u vadnim bichemijskim procesima. Sama pricodna selelecija koja je jedan od
glawnih ,matora™ evolutivnih procesa pokazala se kao velika prepreka za ova istraZivanja jer
veoma éesto, fak i neke manje mutacije kod vainijih gena mogu da vode ili letalnoj posledic ili je
selekcija protiv njih toliko jaka da nosioci mkvih mutacja ne ostavljaju potomstvo, im0 vodi ka
tome da se te mutacije ne prenose na sledeéu genemciju. Rjefenje je potrafeno u takozvanim
strukturnimn djelovima DMK molekuls {npe. d-loop mithondrijshe DME], to jeste djelovima
DNK molekula koji ne kodiraju nikakav protein i, koliko nam je za sada poznato, imaju ulogu
sama da povezuju pojedinadne gene unutat molekula DNK. Ova istrafivanjs pokazala su
pofemne uspiche, all kao §to je i navedeno, sa povedanjem broja uzomika i prodirivanjem
peoprafeke teritorje sistem je pokazac vellku slabost Da bi se poveéala mznolicost na
individualnom nivou u ovim istsafivanjima se kordste i visko repetatival motivi koji se nalaz u
molekulima DNE {mikesateliti) uz pomeé kejib se sa lkocom identifikuju pojedinacne jedinke i
koji su pokazali veliki potencijal za unutar i inter populaciona istraZivanja izmedu peoprafski
bliskih populacija, 4li sa povefanjem geografske teritorije njihova velika varjabilnost je samo
stvorila veliky kolifine redundantnih podataka ({takozvani fum®) kejl je prkro stvame
evolutivne dogadsie | udinio otefanim rekonstrukedju filogentskih odnosa medu njima.

0id podetka primjene ovih istrafivanja bil je jasno da bi najbolii pristap bio sekvencioniranje
komplemog genoma i njihovo poredenje, medutim Sanger tehnologia sekvencionirana je
neprikladana za ovakva istradivanja jer je potrebno uposliti velikd beoj Lud kao 1 potroit
ogromno vijeme | resurse da bi se schvencionirao samo jedan genom jedne individue, Sa
pojavem MGS tehnologije (Mext Generation Sequencing) stvoril su se uslovi za skeniranje
daleko vetep dijcla DNK (pa &ak i kompletnog) u relatvno keatkom vremenskom intervalu po
daleko nifoj cijeni 1 sa mazumnim utrofkem resursa. Medutim, opet je cijena vrlo visoka i
podrazumijeva timski rad, a skeniranje vedeg broja uzoraka je | dalje ostalo veoma problematicno
sve do pojive RADseq, dRADseq i ddRADseg prothola {restriction-site assodated DNA
sequencing i digest li double digest restriction-site assactated DNA sequencing). Ova tehinika
omoguéava takozvane skvencioniranje molekula DNK po principu saéme kada se skeniraju 1
Heaju svi sepment DINK molekula Zeljene dufine koji su nastali nakon aktivnosd jednog ili dva
restrikiciona enzima, Ovo je telatvno nova tehnika koja je ek pofela da se primjenjuje i na
istrafivanje evolutivnih procesa i rekonstrukeije fillogenije.

ddRAD tehnika | MNextGenerationSequacing tehnologija do sada nije radena u Crnoj Gon
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obzirom da se radi o reladvno novem prstupu u molekulamoj biclogiji, kao | o opremi za
subvencioniranje koja je telativno skupa § zahtijeva ozbilinu obuku za koriitenje. Za sada suseu
oblasti analize DNK razlicith taksona, kao i rekonstrokeije evoludije, populacione strukture i
filopenetske  istorije analizitanith  vesta kossuli mali djelovi DNE: strukturni  djelovi
mitohondrijske DNE, mitchondrijski i jedarni geni i mikrosatelitska DNK. Ove analize su se
bazirale tra najvise stotinjak SNP-ova (kratka polimorfna miests v DNK molekulu), dok ova
nova tehnika i tehnologija omogudavaju rad sa 5000 — 10000 SNP-ova fto nam otvara neslucene
moguénost U istradivanju, Ove istadivanje e nam dati mogucnost novog | mnogo preciznijeg
uvida u evolutivne procese, filogenetske odnose i populacionu strukmur i testiranje moguénost,
ali i ogeanitenia ove nove tehnologije u molekulano] biologiji na izsbeanom madelu - balkanske
pastrmske veste. Predlofeni model se sastofi od uzoraka sve tri filogentske linije poteine
pastemke (kompleks vesta Salmo frutéa), zatim endemiéne mekousne pastrinle (Sabwe alvurprotiri),
glavatice {Salws marmoratur) ohridske belvice (Asamtholbngma ochidand) ali i najugorkenije evropske
pastrmske viste miadice (Huebo buckd). Dakle, tema ove dokiorske disertaciie je primjens i
adaptacija ove molakularno biolofke rtehnike na prediofeni model vrsta kao i kasnija
rakonstrukdja evaltiviih procesa i filognetskih odnosa medu izabarnim CFTUima {,,Operational
taxonomic units™)

T L T U P G ot B e L M i .
U prethodnom periodu balkanske salmonide su bile predmet detalinijih DNEK istrafivanja u
kojima se kotstla Sanger tehnologija sekvencioniranja i nakon skoro 20 goding istraiivania
jeding &0 e sa sigumnoiéu mode tvrdit jeste da su precizno definisane populacije unutea sistems
uzoraka koji su analizirani, Evolutivai procesi, kao 1 pouzdanije rekonstruisanje filogenije Citavih
populaciia | organizama (a ne pojedinatnih genw), oa kraju su ostali nedokudivi jer je svako
sledede istrafivanje skoro negiralo ona prethodna, a u zavisnosti od seta ueorka 1 veliéine
geografske teritorije sa kojih su peikupljani (Bermatchez et al, 1992 Bernatchez, 2001; Berrebi et
al,, 2000 i 2013; Cortey et al, 2004; Crivelli et al., 2000; Delling et al,, 2000; Mané et al, 2006 i
2012, Medak et al.,, 2012; Todié et al., 2014 1 2016; Suinik et al., 2007, Pustveh et al,, 2014; Razpet
et al., 2007; Snoj et al., 2002 1 2009; Susnik et al,, 2004 i 2006).

Do sada ova tehnika nije primjenjivana na endemiénim pastrmskim taksonima 1 za sada postojt
samo jedno istradivanje u kejem su ove tehnike primijenjene na atlantskom lososu i potodno)
pastemei (Leitwein et al, 2017), ali je istrafivanje radeno u pravea razumijevanja organizacije
njihovog genoma. Sekvenciranje Sitavog genoma je jako skup, vremenskd i kadrovski zahtijevan
proces dok je za drage tehnike koje se bavi istraZivanjem vedh dijelova genoma poteebno da
postofi baza podatska komplemno proditane DNE dlinog organizma. Predlofena tehnika je
relativno nov koncept, ne zahtijeva da je prethodno obavieno sekvencioniranje kompletnog
genom, znacajano je brka @ §to je najbitniji - daleko je peftinija.

Istradivanja ovom metodom na ovako kompleksnom model-sistemu balkanskih endemniénih
pastrmskih taksona su prva il medu prvim talovim jee do sada ona nijesu uradena (meo#da su neka
i 1 tok, $to nama nije poznato jer ne postoje publikacije u televantnim dasopisima).

Stoga ce ova doktorska disertacija bitl pionirski poduhvat kojim ée, nadamo se, ofpodeti nove
poglavlje u primjeni ove molekularno biolofke tehnike, jer pored sekencicniranja dodatni i ne
manji izazov predstavija obrada ovako komplikovanih i obimnih podataka (ofckuje se da se
prodita od 10 do 15 miliona baznih parova genoma od svake od analiziranih individua).

FETIT o o L o T e g s L T TR S T
ST e e A R L S b e v i e

Primarni cilj ove doktorske teze bice primjena nove melekularno bicloske tehnike 1 njena
adaptaciia za_model-sistern balkanskibh pastrmskih  vrsta. Olchuje se da ée se kroz ovo
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istraZivanje orkrit, to jeste desifrovat, novi diedovi penoma pastemslkdh vrsts koji u sebi kriju
informaciju o filogenetskim odnosima i evolutivaim procesima zahvaljujudi kojima je dodlo do
ovakve adaptivae radijacije pastrmskih taksona na Balkanu. Owo je od wvelikog znadaja da se
dobije jasnija 1 blifa slika, kao i shvatanje samog procesa specijacije. Kroz ovo istraZivanje
pokuéatemo da pronademo dielove DNK molekula {1 da dizajniramo prajmere za njihovo lako
umnoavanjs zhog bududeg testiranja) kojfi su diskriminatomi na nvou OTU-a to jeste
nominalnih vesta koje postoje. Takode, felimo da sieknemo uvid §u adnose unutar Salwe frdis
kompleksa kako bi smo mogli da doprinesemo raspetljavanju™ ovog svojevesnog Gordijevog
&vara eviopske inhtiologije. I na keaju, Zelimo da kroz komplelsne analize dobijenih setova
podataka stvorimo sistem softverske analize (,pipeline™) koji bi na relativao uniforman nacin
mogao da se korist i za droga slidna istrafivanji.

Multe, to jeste polazne hipoteze ove disrtacije su:

HO), — ddRAD pristup je veoma informativan i ima velilu mogucnost usavriavanja 1 nadogradnje
kako bi se na relativno jednostavan i jeftin nadin sekvencionirac vedi dio genoma pastrmskih
Visla

HO, — Uz pomoé ove tehnike § adekvatnog kreiranja biblioseka [,DNK library™} moguce je na
NGS-u sekvencionirati veliki broj baznih parova (do 15 miliona BP po jedind) za relativno velikd
broj jedinki u jednom NGS procesu [,,tray -u*)

HO, — Ova tchnika omoguéava otkrivanje velikog broja do sada nepoznatih SNP-ova (Shont
nucleotide polymorphism) kod pastrmskib vrsta

HD, — Balkanske endemine veste iz rods Sabms imaju zsjednickog pretka od kojeg su evoluirale
u nekoliko pravaca

HO, — U okviru Salwoe fratta kompleksa vjerovatno postoje najmanje dvije dobre vrste {po
hiclofkom konceptu veste)

HO, — ddRAD tehnikom i kasafjom bicinformatickom analizom moguée je pronad dielove
DNK koji nedvosmisleno odvajaju veste medu sobom i koji su pogodni za budud batkoding

Da bi se mrai :u::iu I' realizovao i da bi se ostvaril g]anj uili::;ri planm jr,-
predvidena realizacija specifiénih dljeva koji vjedno predstavljaju i plan istrafivanja, a kojl su
navedeni u hronologkom redu.

- Prikupiti uzorke thiva jedinki vrsta koje ée se analiziran (terensko uzorkovanje)

- Tzolovanje DNK iz uzoraka tkiva (laboratorijski rad)

- Obrada DN materijala i restrkeiia materijala uz pomoé dva izabrana endonukleazna enzima

- Lignza isjcfaka DNK malekula sa adaptesima i barkodirajuéim sekvencama

- Odabir i izolacija isjeéaka Zcljene duzine (obiéne 200 - 70O baznib paEcva)

- Umnodavanje isjefaka (na PCR madin) i ajihove cbiljefavanje & indeksiranim sekvencama
specifidng dizajniranim za Tumna NG Sekvencer

- Sckvencioniranje (Eitanje) ovako pripremljenih biblioteka na Humna NG Sekevencioneru

_ Informatidka obrada i analiza dobijenih skevenci kao i dalji rad na analizi podataka iz ugla
interesvanja ove doktoeske teze.

7a ovo istrafivanje korstde se ddRADsequencing metoda {doubledigestrestriction-site
associated DNA sequencing) kao i lumna NG Sekvecner sistem koji omoguéavaju brzo i jefting
i3ditavanje” velikih setova DNIK., U kasnijoj obradi i analizi podataka koristiéemo se znanjem i
softrerskim refenfima koja su razvijena v EMBL-ovom informatitkom centru u Londonu i koja
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femo primijeniti na nad set podataka. Kako se otekuje veliki broj SNP-ova, uz pomeé ovih
softverskih paketa hidemo u moguénosti da selektujemo informativie, to jeste one koji nam
omoguéavaju dalju analizu, u pravew estvarenja zacrtanih ciljeva.

Uzorci peraja jedinki svakog od OTU-a prikupljani su prlikom terenskog istrafivanja. Ribe su
uzatkovane standardnom opremom za elekiro izlov | svakoj od individua je uzet uzorak thiva,
komad analnog persja, koji je poheanjen u tubici sa 96% etil-alkoholom w kojem se DNK ne
rastvara, Uzord jedinki koje su bili zamrznute uzeti su na ist nadin s time §to 50 od svake
individue dodatne uzimani i dielovi mifiénog thiva.

U labomstorji je izveiena izolaciin DNK metodom isoljavenja (Miller er al, 1988) da bi se
napeavili rastvori DNK #a svaku jedinku. Koncetracije DNK je izmjerena u svakom od radnih
pastvora na masini Qubit 2.0, Od svakog uzorka uzeto je 500 ng DNK, stavljeno je u reakciju sa
dva restrikcions enzima (EcoRI-HF and Mspl) i ostavlieno je na tetmo bloku preko aodi da
restrikeioni enzmi digestuju DINK.

Nakon toga izvriena je ligaciia adapters na krsjevima isjecaka koji sadeie barkodove. Puoslije
lipacije izvideno je precidéavanje isjefaka sa adapterima uz pomod CleanPCR beads na taj nacin
da v rastvoru ostanu samo isjeic dufing 200 do 700 bp, Makon ovoga izveiena je selekcija
isjedaka koji su sa jedne strane bili isjefeni EcoRI-HF, a sa druge strane Mspl enzimima, a uz
pomoé N-270 Sterptovidin Dynabeds™ . Neposredno prje selovencioniranja isjedcl su umnozend
w PCR rekaciii i obilicfeni sa jedinstvenim indeksima speifitno razvijenim za Tumna
gelovencioner (Peterson et al. 20132).

Crvako pripremiljene biblioteke su date na selovencioniranje na Illumina HiSequation 5000 madinu
kojn dira po 150 bp #a 5' i 3' strane. Svi uzorci su sekvencionirani zajedno na jednom plejtu.

Nakon ovoga podacl su obeadeni kroz softwerski , pipeline™ da bi se mogla raditi dalja analiza. U
softwesskom paketu STACS (Catchen et al, 2013) gdje fe se uraditi alignement u odnosu na
referentni penam i dalja analiza preklapajuéih sekvenci. Nakon odabira filogentski informativaih
selovenci uradice se flogenctska analiza u dlju rekonstrukeije najvjerovanije filogenije.

U softverskim paketima i korcenjem specifienib algoritama analizirade se dobijeni podaci u cilju
otkrivanja novih SMP-a kao i odredivanje djelova genoms koji su podloini evolugvnim
procesima kao i onih koji su konzervatival. Daljim uporedivaniem probademo da pronademo
dielove DNK koji se nedvosmisleno azlikuju izmedu nominalnih OTUa kako bi se definisali
prajmere za jednostavno umnozavanje ovih sepmenata.

T g

L bl LS S (BN e He e g, (P B
Kao jto smo vet pomenuli, kroz ovo istaivanje ce se nadinio ozbiljan pomak u mEumijevanju i
praktiénoj primjen molekularne biologije na evolutvanim modelima filogentski bliskih vesta,
Sagledade se puni kapacitet ove metodologije i moguée modifikacije koje éc doprinijeti
sveukuponost i svestranost analiziranih podataka i na tome zasnovanim zakljuccima. Prelazak sa
nivoa od nekoliko deseting na nivo od nckoliko hiljada SNP-ova na csnove kejib &e se radid
dalje analize samo govorl o svojevisnom kvantnotm skoku” za koji ofekujemo da se ostvari u
oo oblast. Sigurni samo da ¢e svi rezultat biti objavljent u prestiinim naucnim &gopisima jer
se radi o porpuno novom pristupu koji ce svakako da zashudi painju intermacionalne naudne
avnost.

W e g T e = e (Lo S e by iy e 1
Spisak objavljenih radova kandidata. -

Kandidat do sada nije imao objavljenih nauénih mdova. Za sledecu godinu se oéekuje prvo
E‘-"ia‘-"lih““'lﬂ na kongresu pdje de bid prezentovan dio rezultata, a mkode je planirano da se, fim
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se sprovedu kompletna istrafivanja (krajem godine}, pristupi pisanju i objavi prvog naucnog rada
iz ove dokrorske disertacije.
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