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1. UvOD

Romi su primjer transnacionalne getkitizolirane manjinske populacije koja je
zahvaljujui socio-kulturnim osobitostima i izrazitoj zatvoasti prema okolnim wenskim
populacijama uspjela u velikoj mjeri sve do dareisigati svoju izoliranost. Potje iz Indije
(Liégeois 1989, Fraser 1992, Kendrick i Puxon 19®&sham i sur. 2001, Gusmad i sur.
2008, Kalaydjieva i sur. 2001a, Kalaydjieva i 2001b, Mendizabal i sur. 2011, Refi
Salihovi i sur. 2011, Mendizabal i sur. 2012, Moorjanii.2013), odnosno njenih
sjeverozapadnih pokrajina Dardistan i Kafiristamr®sz 1994, Hrvatii lvarci¢ 2000), a
tijekom povijesti se izvoriSna proto-romska popytacascjepkala na niz manjih grupig su
se seobeni putevi postepeno razdvojili (Kalaydjiesar. 2005). Slijedom toga sve danasnje
romske skupine dijele zajedkd porijeklo no ne i blisku proslost. Uslijed spfegih
demografskih doghaja, kao Sto su primjerice&imak utemeljitelja i dinak uskog grla, kroz
koje su prolazile pojedine grupe, njihova gefietistruktura se naeisobno razlikuje, kao i
¢imbenici koji su na nju najviSe utjecali (Frase®29Gresham i sur. 2001, Kalaydjieva i sur.
2001b, 2003, Morar i sur. 2004, Chaix i sur. 20@&pbzirom na svoju migracijsku proslost
Romi se dijele u tri glavne skupine: balkanskiSkia zapadno-europski Romi (Chaix i sur.
2004). U ovom istrazivanju analizirani su Romi Bajeoji prema migracijskoj podjeli
spadaju u vlaSke Rome i skupine balkanskih Romiazka u Republici Hrvatskoj.

Analiza mikrosatelitnih lokusa kromosoma X pruzagmwmost za dodatnu procjenu
genettke substrukturiranosti triju istrazivanih romskibpulacija zbog specifnog n&ina
nasljelivanja navedenih lokusa. Ujedno je i izuzetno dgizkazatel] i alat za utsdivanje
natina na koji su mikroevolucijski procesi utjecali nkupnu zalihu gena u istrazivanim
populacijama. Analiza neravnotezZe vezanosti genailprje potpuniji uvid u stupan;
izoliranosti istrazivanih romskih populacija u odnma druge genetski izolirane populacije.
Pomdau rezultata navedenih analiza ut®no je i koliki je udio muskog i zenskog doprinasa
ukupnoj zalihi gena u istrazivanim romskim popykatia, Sto je doprinijelo objasnjenju

demografskih karakteristika tih populacija.



Svrha istrazivanja

Istrazivanja romskih populacija doprinose razunajgu njihove demografske
proslosti, obrazaca migracija, stupnja reprodukeijzoliranosti te utwivanju cimbenika
koji su najviSe pridonijeli njihovoj danasnjoj geré&oj strukturi i razlikama, odnosno
slicnostima, izméu pojedinih romskih grupa. Najbolju sliku geri&e raznolikosti daju
opsezna istrazivanja raglih biljega, kako na uniparentalnim sustavima @handrijskoj
DNA i kromosomu Y) tako i na autosomnim kromosomirtdau svrhu, a kao dopuna
dosadasnjim istrazivanjima provedenim na romskimputecijama u Hrvatskoj, u ovom radu

provedene su analize biljega nha kromosomu X.

Ciljevi istrazivanja
Temeljni cilj disertacije je analizom 7 mikrosateih lokusa kromosoma X procijeniti
genetéku strukturu romskih populacija u Hrvatskoj kojerseiusobno razlikuju u nizu
socio-kulturnih obiljezja. Specini ciljevi su:
O utvrditi alele specitine za istrazivane populacije
O odrediti koji od istrazivanih lokusa najviSe @jena genetiku strukturu romskih
populacija obuhwgenih disertacijom
procijeniti neravnotezu vezanosti gena izin@arova mikrosatelitnih lokusa
utvrditi stupanj izoliranosti u odnosu na drugdiiame populacije svijeta
usporediti dobivene podatke s onima iz literatysgjasnjim istrazivanjima navedenih

romskih populacija

Metode istrazivanja

Za ostvarenje navedenih ciljeva koriStena je megmtetipizacije mikrosatelitnih
lokusa na kromosomu X. Mikrosatelitni lokusi suiparfni biljezi velike genetike
razli¢itosti koji se u populacijskim istrazivanjima kdesza analizu demografske proslosti
populacija i evolucijskih procesa koji su na njjeaali. Koriste&i statisttki paket Arlequin,
istraZivane populacije uspalene su pomiu testova genetke razltitosti, procijenjena je
njihova genetika struktura analizom molekularne varijance (AMOMAutvideni odnosi

izmedu populacija izraunom genetikih udaljenosti.



Opseg rada

Istrazivanje je provedeno na romskim populacijamsumim na podréju Republike
Hrvatske. Prema migracijskoj proslosti i j@mj podijeli, populacije Roma BajaSa iz
Medimurja i Baranje pripadaju viaskim Romima dok pa@mije iz grada Zagreba pripadaju
raznim skupinama balkanskih Roma. Ukupno je amalim 189 ispitanika. Za usporedbu
romskih populacija obtgenih u ovom istrazivanju s ostalim izoliranim pageijama koristeni
su podaci iz literature (Kaessmann i sur. 2002nLiaaur. 2005, Branco i sur. 2009, Varilo i
sur. 2000, Latini i sur. 2004, Katoh i sur. 200ay4ttari i sur. 2000, Angius i sur. 2002).

Polazne hipoteze

Osnovna pretpostavka od koje se polazi u istrapiv@da uslijed reproduktivne
izoliranosti i visokog stupnja endogamije romskdpplacija te njihovih socio-kulturnih
osobitosti, postoji razlika iznde istrazivanih populacija ndesobno i u odnosu na ostale
romske populacije. Uz to, zbog spediiibg n&ina nasljéivanja aekuje se smanjena
razlicitost na kromosomu X i ¥& stupanj neravoteze vezanosti gena. Ujedno zl@gitd
migracijskih stopa ¢ekuje se i razlika u muskom i Zenskom doprinosipuakiizalihi gena

populacije.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Romi

Romi su narod bez vlastite drzave, prisutan kagstracionalna manjina u brojnim
zemljama svijeta. Porijeklom su iz Indije, a u Burcesu prvobitno dosli oko 11. stadge
nakon niza seobenih kretanja po sredisnjoj Azijagler 1992). Tijekom tog putacsaali su
svoju kulturu i uglavnom ostali socio-kulturno,lgeslom toga i genetki, izolirani od
okolnih ve&inskih populacija. Danasne mozaik socio-kulturno razltih grupa koje govore
razlicitim jezicima, pripadaju razlitim religijama i Zive na zemljopisno ragiim podrwjima
(Kalaydjieva i sur. 2005).

Da bismo mogli objasniti genékie razlike i siénosti me&u mnogobrojnim romskim
skupinama, izuzetno je vazno poznavati povijesiig@ikoje su ih dovele u Europu, kao i
drustveni ustroj koji ih je odrzao u izolaciji jgrbez toga nemoga smisleno razumjeti

genettke podatke.

2.1.1. Povijesna obiljezja — porijeklo i seobe Roma

lako su Romi dugo vremena bili prisutni na tlu Bagpo njihovom porijeklu znalo se
malo, a i ta saznanja uglavnom su bila pogreSrapkianjerice zabluda da pote iz Egipta
zbogcéega su itesto nazivali Egiganima, odakle potfe i engleski naziv ,Gypsy“ odnosno
Spanjolskigitano (Fraser 1992). Tek u 18. stdjepojavile su se pretpostavke da paij&
Indije i to na temelju lingvistkih istrazivanja jezikaomani chib.U svom djelu Zigeuner in
Ungaren(...) objavljenom 1775. godine Samuel Augustini ab opiljezi pricu o
kalvinistitkom svéeniku Stefan Valiju i eSke, koji je povezao jezileskih Roma sa
sanskrtom, dakle pretpostavio da je njihova pradonzolndija, a isto je ustanovio i Johann
Christian Christoph Ridiger 1782. godine u djelor der Sprache und Herkunft der
Zigeuner aus Indien{Rombase 2004). Te pretpostavke dodatno je razrasianstvenik
Heinrich Moritz Gotlieb Grellmann 1783. godine wavdjelu ,Die Zigeunet te posebice u
disertaciji o porijeklu i prvom pojavljivanju RomaEuropi objavljenoj 1807. godine. Nakon
spoznaja o njihovoj pradomovini, Francz von Miktiisje analizirajai posuienice u
romskom jeziku 1873. rekonstruirao i seobene puRwa prije i nakon njihovog dolaska u
Europu Glika 1) (Rombase 2004, MartinavKlari¢ 2009).



Slika 1. Seobe Roma. Crnim strelicama prikazan je prvseaba, a crvenima drugi val
seoba (slika preuzeta s mrezne stranice http:aimedga.wordpress.com).

Ta prva lingvisttka istrazivanja, zasluzna za hipotezu o indijskamjgklu Roma
(Fraser 1992, Liégeois 1994) i prvu rekonstruknjjhovih seobenih putova, naknadno su
potvidena i istrazivanjima mnogih povjegara (a danas potkrijepljena i gexieim
dokazima). No povjes&ari koji su si uzeli u zadatak rasvijetliti romsgavijest nisu imali
lak posao s obzirom r@njenicu da Romi nemaju vlastitu pisanu povijesai@ydjieva i sur.
2001a) te svi zapisi 0 njihovoj proslosti pétjaz zapisaiji autori pripadaju neromskim

populacijama.

No bez obzira na izvore podataka o Romima, povgedimgvisticka istrazivanja
izvornu romsku populaciju smjestila su u Indijudgeois 1989, Fraser 1992, Fraser 1998,
Kendrick i Puxon 1998, Liégeois 1994), sjeverozaegplokrajine Dardistan i Kafiristan
(Bartosz 1994, Hrvatii lvarci¢ 2000). Rana povijest Roma, ona do 14. st., uglavjeo



nejasna, a uzroci i vremenski okvir njihovog isedjaja iz pradomovine do danas ostaju u
domeni nagdanja. Prema antropologu V. Bhalli sa Stiesta u Punjabu, za getak
seobenih kretanja i odlazak iz pradomovine krivatsane vojne invazije i unutarnji socijalni
sustav kasti (Hrvatii lvanci¢ 2000), ime se danas slaze idhea znanstvenika. Zanimljivo
je da se stini razlozi navode i u legendama zabiljezenima uskom narodu vezanim za
njihovo porijeklo Puri¢ 1988, Hrvatt i Ivanci¢ 2000).

Seobe iz Indije u Europu odigrale su se u nekolédova u razdoblju izndu 9. i 14.
stoljeta. Prve skupine ljudi koje bi mogle biti izvornenske grupe krenule su preko
Afganistana i u 9. stolfe1 dosle u Perziju. Njihov dolazak zabiljezen je ma@knadno u
nekoliko pisanih dokumenata, primjerice perzijskeigmik Ferdousi 1011. godine u ,Knjizi
kraljeva“ (2504, “Shah nameh opisuje da je Sah Bahram—Gur oko 420. godine/poz
12 000 glazbenika Lura (pretpostavljenih izvornibnik) kako bi zabavljali njegov narod
(Jovanowt 1993, Hrvatt i lvanci¢ 2000), a stine prte zabiljezili su i perzijski povjestar
Hamza Isfahani 961. godine te arapski povjeamhl-Talibi u djelu ‘History of Persian
Kings’ 1020. godine (Rombase 2004). Nakon Perzije ronsgkde nastavljaju se sve do
obala Kaspijskog jezera gdje se prvobitne seobamsedlijele u dvije velike skupine:
sjeverna je krenula prema Armeniji (kasnije Rusgijuzna uz tokove rijeka Eufrat i Tigris na
Bliski istok do Sirije i Egipta (Fraser 1992, Mahiekova i Popov 1997). Dio juZzne skupine
se odvojio i krenuo uz sjeverozapadnu Afriku pr€ibraltara u Spanjolsku — Gitani (Hrvati
I lvanci¢ 2000 ). Najvéi dio Roma ipak prolazi kroz Anatoliju te prelask@uaspora dolazi
na Balkan tj. u Europu iznde 11. i 12. stoljéa (Clebert 1967, Hrvatii lvanci¢ 2000). Prvi
zapisi o godini pojavljivanja Roma na tlu pojedizémalja prikazani su Tablici 1, no valja
imati na umu da su Romi na te prostore zasigurigb sprije nego li se pdinju spominjati u

pisanim dokumentima. Do kraja 16. sté§eRomi su se prosSirili po svim dijelovima Europe.



Tablical. Godina prvih pisanih zapisa 0 Romima u raznim dodmtima pojedinih
drzava Europe i Azije.

Zemlja Godina
Indija po ¢etak
Perzija 900.
Konstantinopol| 1068.
Anatolija 1100.
Kreta 1322.
Krf 1346.
Srbija 1348.
Dubrovnik 1362.
Moldavija 1370.
Hrvatska 1378.
Vlaska 1385.
Ceska 1399.
Basel 1414.
Brasov 1415.
Strasbourg 1418.
Njemaika 1420.
Pariz 1421.
Bologna 1422,
Rim 1423.
Barcelona 1425.
Wales 1448.
Engleska 1501.
Skotska 1505.
Poljska 15009.
Rusija 1510.
Baltik 1512.
Norveska 1544,
Finska 1597.

Po dolasku u Europu, nagielio Roma naseljava se na pofjtuBalkana gdje zive i
danas, jedan dio romske populacije nastavio j& peima zapadnoj i sjevernoj Europi, a
treci dio preSao je Dunav i naselio vlaske pokrajinasku, Moldaviju i Transilvaniju
(danasnju Rumunjsku) gdje su bili porobljeni (Mdma&ova i Popov 2001). Ropstvo je
trajalo narednih 500 godina i Rome koji dijele osle zajednike proSlosti danas nazivamo
»Vvlaski Romi. Ropstvo je ukinuto 1856. godine nak&eyga slijedi nekoliko valova seoba
Roma s tog podtija, kada se skupine vlaskih Roma&ipgu iseljavati iz bivSih rumunjskih
kneZevina odlaze uglavhom prema zapadu (Hancock 1987, Fraser 169%a i Schurr
2004, Liégeois 1994). U tim seobama u Hrvatskuesdoselili Romi Bajasi, koji govore

arhatnim rumunjskim jezikom jer tijekom ropstva nisu stnkoristiti viastiti, romski jezik



(Achim 2004, Hrvatt 2004), a uglavnom su naselili podjaiuz velike rijeke. Mnoge skupine
rasprostrle su se po ostatku Europe (Marushiaksua i2001.) dok je jedan dio populacije
otiSao i u prekooceanske zemlje (SAD, Kanadu i @vp dugotrajno razdoblje ropstva imalo
je zn&ajan utjecaj na drusStveni ustroj viaskih Roma getijgkom tog razdoblja neko
homogena populacija raspala na mnogo manjih podgkaje su se s vremenomdgte
medusobno razlikovati po &&u zZivota i obtajima. Promjene u druStvenom ustroju,derse
izrazitom endogamijom, naposljetku su dovele danpenma u njihovoj genetkoj strukturi te
kao posljedica toga danasnje grupe vlaskih Romguizraatno razliit genetéki ustroj (Chaix

I sur. 2004).

Treci val seoba Roma odvijao se tijekom 20. st@jea uzrokovan je ponajvise
ekonomskim razlozima. Naime, nakon drugog svjetskbg dolazi do iseljavanja europskog
stanovniStva pa tako i Roma u Ameriku u potrazbaim zivotom. Ovakva ekonomskim
razlozima uvjetovana iseljavanja dogodila su s®0#im godinama 20.-tog stodje tijekom
ratnih sukoba na balkanskom pogjtuza vrijeme kojih su takter mnogobrojni Romi iselili u

zemlje zapadne Europe i Ameriku (Marushiakova idR0p001, Reyniers 1995).

2.1.2. Veléina romske populacije

Danas se procjenjuje da u svijetu zZivi oko 15 mila Roma odega se naj\ue broj
nalazi u Europi (12 milijuna), tmije u jugoisténoj Europi. NajviSe Roma zivi redom u
Rumunjskoj, Bugarskoj, Spanjolskoj, MadZarskojv&étoj, Srbiji, FrancuskojCeskoj,
Makedoniji, Gekoj, Italiji, Njematkoj i Velikoj Britaniji (Slika 2), dok su prema postotku
zastupljenosti u odnosu nadiesku populaciju najzastupljeniji u sljedm drzavama:
Makedonija, Bugarska, Slo#tea, Rumunjska, Madzarska, Srbija, Turska, AlbarGjaa

gora, Moldavija, Gtka, KosovoCeska, Spanjolska, Bosna i Hercegovina.
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Slika 2. Broj Roma u Europi po drzavama (pril@igmo premalanku s
http://www.spiegel.de/, od 14. rujna 2010. godirB¥pjke predstavljaju

procjenu stvarnog broja romskog stanovniStva ugoje drzavama.

Cesto postoji veliko neslaganje izdwesluzbenih brojki i procjena stvarnog broja
romskog stanovniStva u nekoj drzavi. Razlog tomet@mimikrija, pojava da Rondesto ne
izjaSnjavaju pripadnost svom narodu na popisimaocstiaisStva zbog bojazni od diskriminacije
ili progona. U zadnje vrijeme zbog podizanja s\ijegproblemima diskriminacije i
pronalaZzenja mjera za bolje ukljuanje Roma u drustvo, to neslaganje se smanjuje.

U Hrvatskoj prema sluzbenom popisu stanovnist®iiz12 godine zivi 16 975 Roma a
nesluzbene procjene dosezu i brojku od 40 000 @wabni program za Rome Vlade
Republike Hrvatske 2003, UNDP 2005). Njihov brojaagpanijama prikazan jeTablici 2.
NajviSe Roma prisutno je u Menurskoj, Osjeko-baranjskoj, Brodsko-posavskoj,

Primorsko-goranskoj Zupaniji te Gradu Zagrebu.



Tablica 2.  Broj Roma po zupanijama u Hrvatskoj prema popian®/niStva iz 2011.
godine (izvor: Drzavni zavod za statistiku). Masrslovima otisnute su

Zupanije s velikim udjelom Roma u ukupnom brojunstanika Zupanije.

Zupanija: Ukupno: | Romi: %

Zagrebaka 317 606 258 0,08
Krapinsko-zagorska 132 892 3 0,00
Sisa&ko-moslavaka 172439 | 1463 0,85
Karlovatka 128 899 26 0,02
Varazdinska 175 951 711 0,40
Koprivni¢ko-krizevaka 115 584 925 0,80
Bjelovarsko-bilogorska 119 764 391 0,33
Primorsko-goranska 296195 | 1072 0,36
Li¢ko-senjska 50 927 21 0,04
Viroviti ¢ko-podravska 84 836 14 0,02
Pozesko-slavonska 78 034 13 0,02
Brodsko-posavska 158575 | 1178 0,74
Zadarska 170 017 12 0,01
Osjetko-baranjska 305032 | 1874 0,61
Sibensko-kninska 109 375 22 0,02
Vukovarsko-srijemska 179 521 253 0,14
Splitsko-dalmatinska 454 798 8 0,00
Istarska 208 055 858 0,41
Dubrovako-neretvanska | 122 568 11 0,01
Medimurska 113804 | 5107 4,49
Grad Zagreb 790017 | 2755 0,35
Republika Hrvatska 4284889 16975 | 0,40

2.1.3. Socio-kulturna obiljezja

Osim lingvisttara i povjesriara, slénost Roma s indijskim narodimadilosu i
etnolozi i antropolozi koji su se bavili istraziyema drustvenih obiljezja brojnih romskih
skupina. DruStvena organizacija Romérsdi je narodu Jat u Indiji. Osnovna jedinica
romskog druStva je grupa. Svaka grupa éeina je viastitom tradicijom, ofajima,
jezikom/dijalektom, religijom i zanimanjimac@sto ima i vlastita samoupravna tijela (Fraser
1992, Reyniers 1995). Mnogobrojne grupe su odvopeaeilima endogamije, pojave koja
podrazumijeva nalazenje partnera is&ljo unutar pripadnika vlastite grupe. Pojedina

grupe mogu se svrstati uégeemetagrupe — npr. Sinti u Njetkaj, Kalo u Spanjolskoj,
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Ciganos u Portugalu, Manouches u Francuskoj, Rarhals u Velikoj Britaniji (Kalaydjieva
i sur. 2001b). Najwea raznolikost grupa je na Balkanu gdje primjeriase u Bugarskoj
postoji preko 50 raalitih romskih grupa (Marushiakova i Popov 1997).

Tijekom svoje proslosti Romi su uglavnom Zivjelokaomadi sel@ se u karavanama
od mjesta do mjesta. Izuzetak je bio tijekom ropst\Rumunjskoj kad je najéebroj Roma
bio prisiljen na sjedil&ki zivot jer su kao robovi pripadali ili nekom sastanu ili mjestu te
im je stoga kretanje bilo onemagano tj. zabranjeno. Jedan dio Roma pripadao jeaviate
se je smio kretati no isklfivo unutar granica knezevina &geg podrija nije smio izai
(Rombase 2004, Fraser 1992).

Nomadski zivot uvelike je pridonictavanju kulturnog identiteta romskih grupa i
odvojenosti od okolnog ¥enskog stanovnisStva. Tijekom povijesti bilo je p&kja da se
Rome prisili na sjedikki nacin Zivota (npr. u Austro-Ugarskoj pod vladavinom rij&a
Terezije i Josipa Il. i Spanjolskoj pod vladavin&ralja Karla I11.) no oni nisu bili posve
uspjesni te se nomadskidma zivota uspio odrzati sve do danasnjih dana. |patadnjih pola
stoljeta Romi sve viSe prelaze na sjedifianatin Zivota. Prema istraZzivanju Drzavnog zavoda
za zastitu obitelji, materinstva i mladezi iz 2002dine, 51% Roma u Hrvatskoj je
~Starosjedil&ko”, 17% romskog stanovniStva se selilo unutar k#ke a ostali su doseljenici.
Terenska istrazivanja Instituta za antropologijl2605. godine do danas pokazala su da su te
brojke danas joS i ¥e — naime¢ak 88,8% ispitanih Romadeno je u mjestu gdje Zivi i
danas, kao i 69,4% njihovih roditelja (Skaduri¢ i sur. 2007). Doseljeni Romi dolaze
uglavnom iz podrga bivSe Jugoslavije, posebice Bosne i Hercego\Bnigije i Kosova.

Uz Rome su vezana i tradicionalna zanimanja kogmae naege bavili u proslosti.
Postoje 3 kategorije u koje se ta zanimanja mogstatv. 1. zanatska zanimanja 2. trgovina,
3. ples i glazba, gatanje. U 20. stéljauslijed razvoja novih tehnologija potreba za mmay
od tih zanimanja se izgubila te brojni Romi gubeizprihoda a time i identitet koji je snazno
vezan uz posao kojim se bave. Grupe su ndast, izméu ostalog, odrdene i zanimanjem
koje obavljaju Sto sedttuje i u njihovom nazivu (npr. BajaSi — rudari key vadili zlato iz
rudnika koji se nazivajbai, pocemu su i dobili naziv) (Sikindi2005, Martinow Klari¢
2009, Radosavlje¥i2010). Ipak, prilagodljivost novim okolnostima kaggu Romi tijekom
povijesticesto iskazivali, okrenula ih je novim izvorima gda i zanimanjima kao Sto su npr.

sakupljanje i prodaja otpadnog materijala (Skdriri i sur. 2007).
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2.1.4. Romi u Hrvatskoj

Romi se u povijesnim spisima na naSem pg&drapominju od 14. stol§@. Na tlu
Hrvatske prvi puta su zabiljeZzeni u Dubrovniku 13@@dine, a v&1373. postoji zapis i 0
njihovom boravku na podéu grada Zagreba. U Ménurju postoje zapisi iz 17. stofja koji
govore o0 prisutnosti Roma na tom pafjuu

Romske grupe prisutne na tlu Hrvatske pripadajem osnovnim skupinama Roma
koje se prema seobenim obrascima te dijalektimakogni/ili rumunjskog jezika koji govore
dijele na vlaske (npr. Bajagiurari, Kalderasi i dr.) i balkanske Rome (npr. LiyKaloperi,

Cergasiidr.).

a. vlaski Romi

Vlaski Romi je naziv koji obuhv@ grupe koje dijele zajedtkio razdoblje ropstva
kojemu su bile podvrgnute u bivSim rumunjskim knegama Vlaskoj, Transilvaniji i
koji su tijekom ropstva izgubili vlastiti jezik @anas govore arhaiim starorumunjskim
jezikom koji se nazivgimba d’bjas Lingvisticka istraZivanja pokazala su da u Hrvatskoj
postoje tri razliita dijalekta bajaskog jezika: erdeljski, baranpgkintenski i ludarski
muntenski (Radosavlje¥010). Bajasi iz M@murja predstavnici su erdeljskog dijalekta a
oni iz Baranje govore baranjski muntenski. Ludarskintenski govore pak Romi koji Zive na
podrutju Siska, Kutine i Slavonskog Broda. MorfoloSkanbloSka istrazivanja ovih
dijalekata pokazala su da su baranjski i ludarskntenski méusobno skini, dok se erdeljski
dijalekt od njih znaajno razlikuje (Radosavlje&#i2010). Ovim istrazivanjem obuhteni su
bajaski govornici erdeljskog i baranjskog muntemgs#éijalekta, dok govornici ludarskog
muntenskog nisu zastupljeni.

Prve vée skupine vlaskih Roma dolaze u Hrvatskd wel 7. stoljéu (tijekom
okupacije Vlaske za vrijeme austro-ugarskih ratovegseljavaju se uz nizine velikih rijeka
Save, Drave i Dunava. Bave se obradom drveta aajaze Koritari. Potomci ovih skupina
govore staro-vlaskim dijalektima romskog jezikakbiatog p@etnog vala, naredne velike
skupine vlaskih Roma (nde njima i Bajasi) dolaze na podja Hrvatske nakon potpunog
ukinu¢a ropstva u Rumunjskoj 1856. godine. Jedan dimwjifhpotomaka govori novo-
vlaske dijalekte romskog jezika dok je drugi dipatpunosti izgubio romski jezik te danas

govori arhatnim dijalektom starorumunjskog jezika (Kalaydjievaur. 2005).
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b. balkanski Romi

Osim Roma BajaSa, na podju Hrvatske zive i ostale romske skupine koje zaged
nazivamo balkanski Romi, a patjeod prvotnih doseljenika na Balkan koji su se hiase
unutar granica Otomanskog carstva u otprilike idljegu (Fraser 1992, Marushiakova i
Popov 1997, Kalaydjieva i sur. 2005). Ove skupamikuju se od bajaskih prema jeziku i
migracijskoj proslosti. Govore balkanskim dijalekt romskog jezikeomani chibi ne dijele
razdoblje ropstva s vlaskim romskim skupinama. Nak@risutnih grupa na ovim prostorima

su Lovari,Cergasi, Kaloperi, i dr.

2.1.5. DosadasSnje genékie spoznaje

Romi su relativno kasno postali zanimljivi gedatima kao predmet znanstvenih
preispitivanja, a ta prva istrazivanja bila su dstecena na pronalazak odgovora na tri
najvaznija pitanja vezana uz njih:¢slost izméu Roma i Indijaca (njihovih pretpostavljenih
predaka), povezanost s europskiniinskim populacijama te odnose izdweromskih grupa
iz razliitih zemalja Europe (Kalaydjieva i sur. 2001a, Kaligeva i sur. 2001b). Prva
populacijska serogenékia istrazivanja rdena su na serumskim proteinima i krvnim grupama
sredinom proslog stoka (npr. Beckman 1965, Galikova 1969) no u to daba posebno
uzimala u obzir socio-kulturna i migracijska ohilj@ romskih grupa te samim time nisu
mogla pruziti detaljniju genetku sliku cjelokupnog romskog naroda. Novija getieti
istrazivanja uzimaju u obzir zéake pojedinih grupa te je i osnovna jedinica tnoyim
ispitivanjima upravo (romska) grupa. Brojna istvafija objavljena do danas su pokazala da
se migracijski obrasci i mnoge epizode demografskeélosti, kao i viSestoljetno ropstvo u
bivS§im rumunjskim pokrajinama, mogu jasno vidjetgenettkom profilu“ romskog naroda
(npr. Kalaydjieva i sur. 2001).

Najnovija era genetkih istrazivanja obuhvatila je analize uniparentalnljega
(mitohondrijske DNA i kromosoma Y) kao i ragtih lokusa na autosomnim kromosomima.
Spoznaje proizasle iz tih studija potvrdile su godina staru pretpostavku lingvisira
(Liegeois 1989, Fraser 1998, Kendrick i Puxon 1988unat®é mnogobrojnosti i raznolikosti
romskih grupa, sve one patjeod izvorne indijske populacije (Gresham i suQO2MMorar i
sur. 2004, Malyarchuk i sur. 2006, Kalaydjievai.2005, Mendizabal i sur. 2012) koju
najnovija istrazivanja kromosoma Y (Rai i sur. 2Pil@jelog genoma (Moorjani i sur. 2013)
smjeStaju u podiije sjeverozapadne Indije, upravo kao i prva lingéhs i povijesna

istrazivanja.
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Osim toga, genetka istrazivanja dala su i bolji uvid u odnose roihgtopulacija s
okolnim vetinskim populacijama. Uglavnom se pokazalo da su iRonat@ odreienom
stupnju mijeSanja s okolnim &@skim stanovniStvom, ipak u najg@ mjeri uspjeli sauvati
svoju genetiku (kao i socio-kulturnu) izoliranost od &iaskih populacija. Npr. u Hrvatskoj
¢ak 50,3% Roma muskaraca nosi haplotipove kromosokgi upucuju na njihovo indijsko
porijeklo (Martinovi Klari¢ i sur. 2008) dok 26,5% i Zena i muSkaraca Roma nos
mitohondrijsku haplogrupu M koja je speéifa za indijski potkontinent (P&ré Salihovi i
sur. 2011), a sini rezultati dobiveni su i u drugim europskim drama (Mendizabal i sur.
2011, Gusmad i sur. 2008). Gexktiustroj romskih grupa prisutnih danas u Euroqeao
je i relativnu homogenost cjelokupne romske popjddmja se oditava u rijetkim
mendelskim bolestima, &ijoj je podlozi uglavnom jedna privatna mutacijadidr i sur.
2004). Homogena gengktia struktura rezultat je djelovanja genskog pomaleanéenog
toka gena iz okolnih v@nskih populacija te ¢cinka utemeljitelja pri nastajanju novih romskih
grupa Sto dovodi do nastanka izolata unutar izolagkupljanja mutacija koje su dovele do
pojave specifinih nasljednih bolesti (Kalaydjieva i sur. 20018h unaté@ homogenosti na
razini cjelokupne romske populacije, doerazlitim grupama postoji jasno izrazena
diferenciranost (Gresham i sur. 2001, Chaix i 2004, Kalaydjieva i sur. 2005). Usporedba
viSe autosomnih lokusa ukazala je na unutarnjudgitzdt romskog naroda koji je daleko vise
heterogeniji od autohtonih europskih populacijalé@gdjieva i sur. 2001a, Chaix i sur. 2004).
Jos jedna od spoznaja u koju nam je genetika rbilji uvid je i stupanj svanja (engl.
inbreeding koji se pokazao dosta velikim u odnosu na drugufacije (Malyarchuk i sur.
2006).

Osim toga, nedavna istrazivanja mitohondrijske DiNkih od europskih romskih
grupa jasno su ukazala na raité migracijske puteve i obrasce pojedinih romshpina,
konkretno na odvajanje vlaskih od balkanskih i zeqgmaeuropskih Roma koji su stigli u
Europu za vrijeme prvog seobenog vala (Mendizabat.i2011, Peti¢ Salihovt i sur.

2011). Skni rezultati dobiveni su i istrazivanjima autosomikromosoma (Novokmet i
Pawec 2007, Gusmao i sur. 2010) i mikrosatelita kroonos Y (Novokmet i Paiec 2007,
Gusmao i sur. 2008, MartinavKlari¢ i sur. 2008, Rai i sur. 2012). Istrazivanja monuieh
bolesti specifinih za romske populacije (Kalaydjieva i sur. 19B&colo i sur. 1996, Abicht i
sur. 1999) utvrdila su da se ti migracijski obrasdiazavaju i u raspodijeli mutacija i
razlicitim stopama testalosti nosioca u pojedinim romskim populacijgiMarar i sur.

2004).
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Uz sve navedene spoznaje, ogéana varijabilnost majnskih i otinskih nasljednih
linija ukazuje na to da su danasnji Romi poteklnoalog broja utemeljitelja koji su se
odvoijili od izvoriSne populacije u Indiji (Kalaydjva i Morar 2003) te se kasnije joS i dodatno
rascjepkali na mnogo ragiiih podgrupa koje su se pele metusobno razlikovati
(Kalaydjieva i sur. 2005). Upravo je stoga u getketm profilu pojedinih grupa danas
mogute uaiti procese poputdinka utemeljitelja, tinka uskog grla i djelovanja gengog

pomaka nastalog uslijed smanjenja populacije.

2.2. 1zolirane populacije

Genetéki izolirane populacije su one koje su uslijed ré&th ¢imbenika u véoj mjeri
uspjele izbjéi mijeSanje s okolnim v@nskim populacijama odnosno zadrzati svoju
odvojenost od njih. 1zoliranost moze biti posljediemljopisnih, povijesnih, ili socio-
kulturnih ¢imbenika, a utava se temeljem spedifiih i rijetkih uCestalosti alela unutar
izolata, a te sudestalosti znatno razlie od okolnih véinskih populacija. Kao posljedica
izoliranosti, unutar izoliranih populacifgsto se javljaju jako visok&estalosti in&e vrlo
rijetkih poreméaja (Jobling 2004), Sto je primjerice dobro zalideo u populaciji Finaca,
koji su jedan od primjera genghih izolata na tlu Europe (Norio 2003). I1zolirangpoillacije
pokazale su se izrazito korisnima u mnogim geéketi istrazivanjima. Omogtile su
otkrivanje mutacija koje su uzrok mnogih monogensiokovanih rijetkih bolesti (Latini i
sur. 2008), a takier su pogodne i za istrazivanje podloge komplekbolbsti (Peltonen i sur.
2000).

Zbog razltitog djelovanja evolucijskih sila tijekom njihovegslosti, u kombinaciji s
dinamikom promjena valine populacije i viemenom proteklim od osnutkalirane
populacije imaju razdit genetéki ustroj (Kimura i Maruyama 1971). No, svaka zasefe
primjer homogene populacije Sto je posljedica djaiga genskog pomaka, smanjenog toka
gena i @inka utemeljitelja. Ukoliko je populacija mala imggicki izolirana, nove mutacije u
njoj se mogu relativno brzo fiksirati uslijed djeémja genskog pomaka. To uzrokuje
nakupljanje mutacija pa su spe¢ife bolesti znatnije zastupljene u izoliranm popijdaca
(npr. Tay-Sachsova bolest u Zidova). Populacipsidti nastaju uglavnom od malog broja
utemeljitelja, a mnogi su tijekom povijesti biliizeni razdobljima naglog smanjena i naglog

poveanja populacije. Naglo i veliko smanjenje ¢&le populacije ozriamva se kao usko
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grlo, a posljedica toga moze biti gubitak getletiraznolikosti Sto moze otezati/onemaégu
prilagodbu na uvjete okoliSa tijekom vremena.

Neke od najpoznatijih izoliranih populacija svijeta populacije Finske, Saama,
AmiSa, Hutterita, Sardinije, otoka Tristan da Cunba

Finci su primjer populacijskog izolata u kojem gedificne bolesti izvrsno istrazene
(Norio 2003). Izvor tolike raznolikosti i visok&estalosti monogenskih poretaga lezi u
njihovoj karakteristinoj populacijskoj povijesti. Finski narod osnovarod malog broja
utemeljitelja, nakortega je uslijedila izolacija i naglo Sirenje kadggpulacija u 300-tinjak
godina narasla ogetvrt milijuna na viSe od 5 milijuna stanovnika. Mtodobno s
povetanjem westalosti rijetkih bolesti, neke bolesti uédgene za okolne v¥enske populacije,
uslijed izoliranosti posve su se izgubile iz finglapulacije (npr. fenilketonurija, cigtia
fibroza) (Peltonen i sur. 1999)¢tdske i maginske linije zastupljene u finskoj populaciji
pokazuju izuzetno smanjenje raznolikosti u usparedistalim europskim populacijama
(Sajantila 1996). Razlog izolacije Finaca je pongmeografske (okruzenost morem i
jezerima) i geopolitike naravi (smjestaj iznde Svedske i Rusije, zemalja s izrazito
razlicitom kulturom i jezikom).

Populacija otoka Tristan da Cunha, ,najudaljenijeg$eljenog mjesta na Zemlji,
danas broji oko 300 ljudi, a oblikovala se od bilodwaca koji su u 19. stolie naselili ovaj
otok (Kruglyak 1999). Na otoku je prisutno svegar&zimena i pet manskih linija
mitohondrijske DNA, a populacija iskazuje i visoit®pe neravnoteze vezanosti gena i
posljedice dinka uskog grla. Ovi do@aji mogu se lijepo pratiti s obzirom da postojeatjat
zapisi o rdenju, smrti, brakovima i imigracijama od samog dkaypopulacije (Roberts
1973). Genetkim istraZivanjima ustanovljeno je da je populacdijaeka nastala od svega 15
utemeljitelja (Soodyal i sur. 1997, 2003).

izraz koji se koristi za izolirane populacije kapeaju Siroku zemljopisnu rasprostranjenost, a
izoliranost su sauvale uglavnom zbog socio-kulturnih obrazaca pamas&ao primjerice
obicaja endogamije (Kalaydjieva i sur. 2001b, Joblio@4). Endogamija je pojava u kojoj
pripadnici neke populacije traze partnera iskijo unutar vlastite grup&me uspjesSno
zadrzavaju izoliranost svoje populacije. Najpogznransnacionalni izolati su populacije

Roma i Zidova.
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Zidove povezuije ista religija, jezik i tradicijaofjeklom su s Bliskog istoka, a
danasnja populacija od otprilike 14 milijuna Ziddkai razasuta posvuda po svijetu. Izrazito
su endogamni Sto je osiguralo kontinuitet émggkih i atinskih linija unutar populacije. S
obzirom na povijesne migracije dijele se na: ASkedidove, Sefarde i orijentalne ili
bliskoista:ne Zidove. Svaka od te tri grupe ima spéaifi povijest naseljavanja i raseljavanja
Sto se ¢ituje u njihovom genetkom naslj@u (Jobling 2004). U zidovskoj populaciji tader
su dobro opisani monogenski porese ¢ija pojava je, zbog velike izoliranosti, dosegla
visoke vrijednosti testalosti. Obrazac nastajanja i fiksacije monoganstireméaja jednak
je onome u Roma, gdje su neke od bolesti uzrokopamatnim mutacijama dok su druge
prisutne i u ostalim svjetskim populacijama no satmo manjim testalostima (Ostrer 2001).

2.3. Kromosom X u populacijskim istrazivanjima

Kromosom X je najstabilniji ljudski kromosom. Kodidli je veline 150 milijuna
parova baza St&ini oko 5% ukupnog ljudskog genoma.

Pogodnost lokusa za istrazivanja u populacijskapgjei ovisi o tricimbenika:
njegovoj starosti, mutacijskoj stopi i rekombinakpj stopi. U tom smislu, lokusi na
kromosomu X imaju nekoliko prednosti naspram mitudrgske DNA i kromosoma Y, do

sada najviSe koristenih za populacijska istrazegBjika 3) (Schaffner 2004).

mtDNA kromosomY  kromosom X  autosomi
veli¢ina (Mb) 0,017 60 150 3000
broj upotrebljivih lokusa 1 1 stotine tisuce
stopa mutacije (mutacija po jakovisoka visoka niska umjerena
Mb po generaciji) (1—300) (0,033) (0,015) (0,020)
stoparekombinacije (cm/Mb) 0 0 0,8 1.1
raznolikost (udio razlicitih Jakovisoka niska umjerena visoka
parova baza) (0,4%) (0,02%) (0,04%) (0,08%)
dostupni haplotipovi da da da ne
genski pomak jak jak umjeren slab
starost (godina) 100 000 100 000 750 000 1000 000
e a1 4 1

Slika 3. Usporedba pogodnosti gerd&ih biljega koriStenih u populacijskim

istrazivanjima (cM — centiMorgan, Mb — megabaza) & — mitohondrijska
DNA) (slika prilagatena prema Schaffner 2004).
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Iz slike 3 je vidljivo da kromosom X ima daleko iBiljega koji se mogu iskoristiti u
genettkim istrazivanjima. Osim toga, ima nekoliko dodatprednosti kao primjerice nisku
stopu mutacije, umjerenu raznolikost, dostupnoptdigova i dr. Stoga su se biljezi na
kromosomu X pe&eli znatnije Kkoristiti u novijim populacijskim istZzivanjima gdje su se
pokazali pogodnima za preciznije utiwanje demografske proslosti kao i getledi strukture
(npr. Pereira i sur. 2012).

Zbog specitnog n&ina nasljdivanja, do rekombinacije na kromosomu X dolazi
samo u Zena Sto z¥iala u svakoj generaciji samo 2/3 kromosoma X pidkg proces. S
obzirom da je kod zena rekombinacijska stopa nk&guta manja nego u muskaraca, genska
raznolikost na kromosomu X je uslijed toga smanj&wdatni razlog smanjenju je i
efektivna veltina populacije () kromosoma X koja iznosi % naspram autosoma, k&oli
pretpostavimo da oba spola jednako doprinose zgdiha populacije (Goldstein i Weale
2001, Kaessman i sur. 2002, Shaffner 2004).

Zbog svega navedenog, kromosom X je izrazito pagadaanalizu razlika u
doprinosu muskog i Zenskog spola ukupnoj zalihegedreéiene populacije. U romskim
grupama razlika nii spolovima nije joS dovoljno istrazena iako bi naoigjiti dodatno
pojatana uslijed specifnih socio-kulturnih obrazaca. Naime, romskidati nalazu da zena
Romkinja koja se uda za ne-Roma, mora napustiédragu dok u obrnutom siaju, ukoliko
Rom ozeni ne-Romkinju, ona biva primljenom u zajedrfFraser 1992). lako taj dfaij nije
bio uvijek u potpunosti poStivan pa su u romskeedajcu bili primani i pripadnici muskog
spola, smatra se da se to diaa vrlo rijetko, no nedavna gen#éa istrazivanja pokazala su
da je utjecaj (ne-romskog) muskog doprinosa mogdk ja&i nego Sto se do sada
pretpostavljalo samo na temelju ranijih socio-kuith istrazivanja (Pereira i sur. 2012).
Upravo lokusi kromosoma X mogu nam biti dobar ataprovjeru tih navoda.

Zbog smanjene veiine populacije, genski pomak na kromosom X djejaje nego i
na autosomne lokuse, a slabije u odnosu na mitghsk DNA i kromosom Y. Slijedom
toga, struktura populacije trebala bi biti izragama kromosomu X tj. populacije bi se
medusobno trebale viSe razlikovati u svojim kromosomihnego autosomima, Sto su
potkrijepile i dosadasnje studije nekoliko réiih populacija (Harris i Hey 1999, Jaruzelska
1999, Schaffner 2004). lako se moZda da su mitohondrijska DNA i kromosom Y
pogodniji za istrazivanje skorasnje proslosti papij zbog véih stopa mutacije i genskog
pomaka, to ponekad moze biti i otegotna okolnoainé, brze djelovanje genskog pomaka
moze znditi i brzi gubitak veza izméu populacijskih grupa Sto oteZava pronalazak njtnov

izvorisSnih populacija, pa kromosom X tu moze inmatreienu prednost u istrazivanju
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(Schaffner 2004). U istrazivanjima romskih grupa gdesadasnje analize @jpju na to da su
na meusobnu raziliitost ponajvisSe utjecali migracijski putevi koje slijedili, no da su
znaajan doprinos imali i genski pomalkiimak utemeljitelja i dinak uskog grla kao i
odreieni stupanj mijeSanja s okolnim populacijama (Kdjeywa i sur. 2001a, Kalaydjieva i
sur. 2001b, Peti¢ Salihovt i sur. 2011, Martinow Klari¢ i sur. 2008, Pokujp¢ i sur. 2008,
Mendizabal i sur. 2011, Pereira i sur. 2012,). &roln na pogodnost biljega kromosoma X
za odrdivanje koline doprinosa mikro-evolucijskih sila na r&#ibst izmetu populacija,
upravo je on izabran za istrazivanje i u ovom radu.

Osim u populacijsko-genékim istrazivanjima, kromosom X pokazao se i kaoatob
izvor podataka u raziitim bioloskim studijama. Naime, s obzirom da wsju kromosoma X
maginska linija ima veéi utjecaj na njegovu genékiu povijest, to g&ini idealnim za
prouwtavanje razlika u muskaraca i Zena, posebice raal#api mutacije i obrascima
rekombinacije. Stopa mutacije jedégeu muskih jedinki, Sto je katbvjeka posebno izrazeno,
vjerojatno zbog duljeg generacijskog razdobljaalméno velikog broja diobi kod muskaraca.
Kromosom X je jedini kromosom na kojem se rekombijaane dogda u muskaraca e
samo u Zena pa je pogodan i za istraZzivanje rekuanlpske stope u Zena (preko obrazaca
neravnoteze vezanosti gena). Osim toga, pokazpog®inim i u istrazivanjima utjecaja

prirodnog odabira na genotovjeka (Schaffner 2004).

2.3.1. Mikrosateliti

Ljudski genom izrazito je varijabilan, a njegovamalikost mogude je ispitivati preko
razlicitih polimorfnih biljega, od kojih su n&e koriSteni polimorfizmi jednoga nukleotida
(engl.Single Nucleotide Polymorphisi@NP) i mikrosateliti (engShort Tandem Repeats
STR), iako postoje i drugi oblici varijabilnostign insercije, delecije i duplikacije duzih
sljedova DNA ili cijelih kromosoma).

Mikrosatelitni biljezi su sljedovi u kojima se jadanotiv duzine do 6 parova baza
ponavlja visSe puta (Edwards i sur. 1991), a aktasaonavljanja dovoljno duga i neprekinuta
mogu posluziti kao odini genetéki biljezi za istraZivanje raznolikosti ljudskogrgama. Prvi
puta su detaljnije opisani 1985. godine (Jeffreysri 1985). Uglavnom su ravnomjerno
raspordeni po genomu ali su rijetki u kodir&jm regijama, iako postoje bolesti u kojima se
mikrosatelitna ponavljanja protezu u gensku redigg Sto su primjerice miotaima distrofija
i sindrom fragilnog X-a (Fu i sur. 1991, Aslanidisur. 1992, Rubinsztein 1999). Naziv
mikrosatelitnog biljega sadrzi podatak o kromosoralkojem se nalazi (Sifriran kao slovo D

I broj ili slovo kromosoma) i broj biljega na torndmosomu (Sifriran kao slovo S nakon
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kojeg slijedi broj) (Ruitberg i sur. 2001, Yuanurs1997), npr. DXS983 ozdava biljeg na
kromosomu Xiji broj je 983. Mikrosateliti su izrazito nestahili pokazuju visoku stopu
mutacije te za pojedini lokus moZe postojati i @aliko tistta ina&ica. Broj ponavljanja
moze varirati od 5 — 5000, a tefe je izmeu 20 i 50 (Hearne i sur. 1992).
Mikrosatelitni biljezi su isprva su bili koriStema genetiko mapiranje i otkrivanje
bolesti, a danas se naveliko koriste u populaeisstudijama, gdje omoguju bolje
razumijevanje evolucijskih procesa poput toka gemzine srdivanja u srodstvu i drugih, a

za Sto su posluzili i u ovoj doktorskoj disertaciji

2.4. NeravnoteZa vezanosti gena

Neravnoteza vezanosti gena (etigkage disequilibrium]D) definirana je kao
povezanost alela dvaju ili viSe lokusa koja nijga]na i koja se pojavljuje u postotku
razlicitome od @ekivanoga (Struna 2013). Neravnoteza vezanosti gekao pojava vazna u
evolucijskoj biologiji i populacijskoj genetici jara nju utj€u mnogobrojncimbenici, a i ona
sama utjée na brojne drug&imbenike. Ovisno o tome da li se usredaatwm na cjelokupni
genom ili samo na njegovo odeno manje podkije, neravnoteza vezanosti gena pomaze u
rasvjetljavanju populacijske proslosti i njenih z@pisnih raspodjela, kao i spoznaje o
utjecaju prirodnog odabira, mutacijskim ddgama i drugim¢imbenicima koji djeluju na
ucestalost alela tijekom evolucije. Na kojidirati ¢imbenici utj€u na neravnotezu vezanosti
gena izméu odrelenog para lokusa ili na odienom podrgju u genomu, ovisi o stopama
rekombinacije u tom podéu. U populacijskim istrazivanjima upotreba nerataie
vezanosti gena je Siroko rasprostranjena jer puuichu evolucijsku povijest populacija i

ujedno je dobar temelj za mapiranje gena (SlatRp82.

Neravnoteza vezanosti gena sedarava na viSe @&ma. Najstarija i najjednostavnija
mjera, D (Lewontin 1964), definira neravnotezu vexsi gena kao razliku iznda uaiene i
ocekivane (temeljene na &enoj westalosti alela) ¢estalosthaplotipa dvaju lokusa ukoliko
aleli nasumino segregiraju. Za dva lokusa, A (aleli A i a) {(@eli B i b), a¢ekivana
ucestalost haplotipa AB je dana kagsPPod pretpostavkom nasuime segregacije,

ocekivana destalost je produktsestalosti alela, tj.
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Pa X Ps,
gdje je R uccena @estalost alela A aguccena @estalost alela B. Lewontinova mjera za
neravnotezu vezanosti gena je stoga

D = Pag — PaPs.

Ukoliko je D zn&ajno razléit od nule (procijenjeno Fisheroviexacttestom),
kazemo da postoji neravnoteza vezanosti gena.

No iako je ova mjera privtma zbog jednostavnosti izizna, velika mana joj je
ovisnost o destalostima alela Sto usporedbe pémnjecini ogranteno uporabljivim. Bolja
mjera je D', izrédunata kao apsolutna vrijednost D podijeljena setam mogudom
vrijedno&u westalosti alela na oba lokusa. Vrijednosti koeditip D' doduSe mogu biti
poveane u malim uzorcima ili rijetki aleli mogu prou#itblazne naznake neravnoteze
vezanosti gena (Jobling 2004), Sto treba imatima prilikom upotrebe tog koeficijenta na

istrazivanim uzorcima.

Na razinu neravnoteze vezanosti genatutfocesi kao $to su prirodni odabir pod
utjecajem epistaze (englpistatic natural selectignmutacija, genski pomak, geriin
»-autostopiranje” (englgenetic hitchikinyy tok gena (enggene flo odnosno promjene u
veli¢ini populacije i podjela na subpopulacije, dégjuskog grla (enghbottleneclk,
sradivanje (englinbreeding, inverzije gena i genske konverzije (Slatkin 2008ko je
najvazniji od tihnéimbenika prirodni odabir, u nekim populacijamaugirprocesi mogu

stvoriti zn&ajnu razinu neravnoteze vezanosti gena (npr. tak)ge

Ukoliko istrazivani lokusi nisu jako blizu ili sédeija nije izuzetno jaka,
rekombinacijate imati prevladavajti utjecaj i neravnoteza vezanosti gena se tadasngia
moze zanemariti. No u nekim ghjevima sama selekcija moze péat neravnotezu
vezanosti gena. To se dagakada je prosfan fitnes jedinke haplotipa AB $enego produkt
prosje&nog fitnesa jedinki koje nosi samo haplotip A dnso haplotip B. Ukoliko se
haplotipovi A i B odrzavaju u populaciji uravnoteen selekcijom (engbalanced
selection, neravnoteza vezanosti gef@postojati neograteno u vremenu. Dapa, ukoliko
su dva lokusa u takvom odnosu, veliki blokovi kr@oma u neravnotezi vezanosti gena
mogu biti odrzavani selekcijom Sto dovodi do zadm da pojedinéni lokusi nisu prikladna
jedinica selekcije (Slatkin 2008).
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Mutacije uglavnom imaju slakiinak na promjene udestalostima alela pa tako ne
dovode niti do znatnih razina neravnoteze vezamesta. Povratne mutacije mogu uzrokovati
pojavu nesltajnih povezanosti alela na razlim lokusima, no s obzirom da se
rekombinacija dogta ce&e nego li mutacija, oné ukloniti takve povezanosti. Ipak, u
dijelovima genoma gdje ne dolazi do rekombinaaijer ( dijelovi kromosoma Y), mutacije
mogu uzrokovati neravnotezu vezanosti gena dzmekusa koja se e s vremenom

ukloniti nego povéati westalost uslijed gené€kog pomaka ili selekcije.

Genski pomak moze uzrokovati neravnotezu vezagest izméu lokusa koji su
blizu, a winak je sltan kada analiziramo mali uzorak uzet iz velike pagije. Cak i ako su
lokusi u ravnoteZzi vezanosti gena, uzorkovanje saakmliko jedinkice pokazati nesto
neravnotezZe vezanosti gena. Getkefpomak u kombinaciji sa selekcijom proizvodi t#ill-
Robertsonov &inak — selekcija koja ut§e na lokuse koji su blizu je oslabljena pod utjeogj
genetékog pomaka koji stvara male razine neravnotezengstagena koje pak, u prosjeku,
smanjuju odgovor na selekciju. Tajimak je doduSe slab kad promatramo samo dva lokusa
ali mnogo j&i kad razmatramo mnogo lokusa koji su blizu i pgdaajem selekcije (Slatkin
2008).

Tok gena mozZe uzrokovati zZtggne razine neravnoteze vezanosti gena u popuheciji
samo ako sudestalosti alela na oba lokusa raité metu populacijama. Sto je Ve ta
razlika, véa je i razina neravnoteze vezanosti gena uzrokotekoen gena. Ako je postojala
neravnoteza vezanosti gena izdimdéokusa u izvoriSnoj populaciji, tade to pridonijeti
daljnjoj nesl¢ajnoj povezanosti alela. Podjela populacije doestio smanjenja stope
rasapa (raspadanja) neravnoteze vezanosti gengeAdd gena mali, tada je stopa rasapa
neravnotezZe vezanosti gena anmea udjelom migranata. Ako je tok gena veliki, tpdeasap

neravnoteze vezanosti gena aime rekombinacijskom stopom.
Sradivanje (englinbreeding moZe usporiti rasap neravnoteze vezanosti gena je

smanjuje destalosti dvostrukih heterozigota, a upravo zbogjaxja rekombinacije u njima i

dolazi do promjene u neravnotezi vezanosti gena.
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Analiza neravnoteze vezanosti gena ima Siroku prionu populacijsko-genékim
istrazivanjima. U populacijskoj genetici pruza mégost procjene strukture populacija i
njene povijesti. Uz upotrebu prikladnih modela, moati uvid u obrasce uzoraka
rekombinacije, mutacije i prirodnog odabira i tgdmatati razumijevanje evolucije genoma.
U idelanom sldaju, moze pomé rekonstruirati demografsku i selekcijsku povijgeha. JoS
jedna Siroko rasprostranjena primjena je i analavnoteze vezanosti gena u mapiranju
kompleksnih svojstava kao i procjena starosti glelaeller 2004, Slatkin 2008).

Do rekombinacije na kromosomu X dolazi samo u Zoaangi da samo 2/3
kromosoma X prolazi taj proces u svakoj generaRgkombinacijska stopa je pokusima
potvidena kao 2/3 prosjeka za genom. Kao rezultat togaemo éekivati veu stopu
neravnoteZe vezanosti gena kaodevdijelove kromosoma koiji dijele istu gerd&ti povijest.
Taj winak poja&an je i staro& (mozda bolje r&eno mlado&u) kromosoma X jer su mia
lokusi imali manje vremena za rekombinaciju i slgen toga imaju smanjenje stope
neravnoteze vezanosti gena (Schaffner 2004). Uptnga lokusi kromosoma X odabrani su

i u ovom radu za analizu romskih populacija kopeai Hrvatskoj.
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3. ISPITANICI | METODE RADA

3.1. Ispitanici

U ovom radu koriSten je uzorak ispitanika pohranjévazi podataka Instituta za
antropologiju. Uzorci u bazi podataka prikupljenitgekom terenskih istrazivanja provedenih
u razdoblju od 2005. do 2012. godine na pogrBaranje, Mdimurja i Grada Zagreba.
Ispitanici su pripadnici romske zajednice odabraatodom sltiajnog odabira. Uzorak je
prikupljen u sklopu antropoloskih i epidemioloSkstrazivanja romskog stanovnistva kojeg
provode znanstvenici Instituta za antropologijter@nska istrazivanja provedena su u
suradniji s Hrvatskim zavodom za javno zdravstv@&ddm za nacionalne manjine Vlade
Republike Hrvatske, udrugom Romi za Rome HrvatskiEugom Roma grada Belog
Manastira, Vijgem romske nacionalne manjine Darda, Romskim kubtwmjetnékim
drustvom Darda te grado@akovcem. U sklopu navedenih istrazivanja proveedeaupjtnik o
porijeklu, uvjetima stanovanja, @m higijenskim uvjetima, zdravlju i uklgenosti u formalni
sustav obrazovanja, zdravstvene skrbi i trziSta.radkater je nakon informiranog pristanka
svakog ispitanika provedeno antropometrijsko mjgremjerenje krvnog tlaka, UZV
denzitometrija petne kosti te je organizirano dggarzoraka periferne krvi (7,5 ml) za
provaienje biokemijskih i genetkih analiza.

Uzorci periferne krvi prikupljeni su u staklene epete (10ml) s dodatkom 200
antikoagulansa (EDTA) koje su zatim pohranjene2@f€ do izdvajanja DNA. Izdvajanje
DNA, kao i sve ostale provedene analize uzoraama je u Zagrebu u Laboratoriju za
molekularnu antropologiju Instituta za antropolagiykupni uzorakine 202 odrasla
pripadnika romske nacionalne manjine muskog sfgagmskoj populaciji pripada 99
ispitanika iz Baranje i 57 iz Mimurja, dok skupini balkanskih Roma grada Zagretiyzapa
ukupno 46 ispitanika. Broj ispitanika iz pojediqgbdritja prikazan je rablici 3.1 a
podritja na kojima zive istrazivane populacije prikazamaSlici 3.1

Tablica 3.1. Veli¢ine uzoraka na kojima su analizirani mikrosateliiijezi kromosoma X.

Populacija N
Baranja 99
Medimurje| 57
Zagreb 46
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O Medimurje
© Baranja

© Zagreb

Slika 3.1. Prikaz podrgja na kojem zive tri istrazivane romske populacije.

3.2. Laboratorijske metode

Izolacija DNA provedena je metodom isoljavanja (sfili sur. 1988.). Dijelovi DNA
umnoZeni su metodom l&ane reakcije polimerazom (PCR). Provjera uspjegnost
umnoZavanja izvrSena je na agaroznom gelu. Umnaifjetovi DNA analizirani su

kapilarnom elektroforezom na dau ABIprism 3100 Genetic Analyzer.

3.2.1. Izolacija DNA iz pune Krvi

Izdvajanje DNA provedeno je metodom isoljavanjal(@dii sur. 1988.). Prikupljeni
uzorci periferne krvéuvani na —20°C prvo su otopljeni na sobnoj temperat zatim im je
dodano 3 ml pufera za hemolizu 1x. Otopina je pazlpromijeSana te inkubirana na —20°C u
trajanju od 20 minuta. Nakon toga, otopina je dgargirana 10 minuta na +4°C i 5000 rpm.
Nakon centrifugiranja, supernatant je odstranj@ogu je dodano 10 ml pufera za hemolizu
1x. Snaznim mijeSanjem talog je razmrvljen u puiarakon toga otopina je centrifugirana
10 minuta na +4°C i 4000 rpm. Supernatant je odfgraa na talog je dodano 3 ml pufera
SE-LIZA 1x te je epruveta snazno mijeSana 2 seku@tEpini je zatim dodano 200 pl
pronaze te su uzorci pazljivo promijeSani. Nakayatdodano im je 400 pl 10%-tnog SDS-a,
lagano su promijeSani te stavljeni da se inkubidsja dana na 37°C. U drugoj fazi izdvajanja
DNA, uzorcima se dodalo 1 ml zésne otopine natrij-klorida te su snazno promije$ani

vrtlogu u trajanju od 10-15 sekundi. Nakon togaentrifugirani na +4°C i 3000 rpm u
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trajanju od 10 minuta. Zatim je supernatant premeseovucistu epruvetu od 50 ml i dodano
mu je 2 volumena apsolutnog etanola (96%-tni edashmkveukupnog volumena od 15 ml.
Laganom vrtnjom epruvete na povrSinu otopine igpéiye DNA koju seistim tipsom

prenijelo u ependorficu te joj je zatim dodano B570%-tnog etanola. Nakon toga, uzorci su
centrifugirani pola minute na 1300 rpm; etanol gégon odstranjen a uzorci suSeni 3 sata u
termostatu na 37°C kako bi sav alkohol ispariosusene uzorke dodano je 250 ml
destilirane vode te su zatim ljuljani na ljuljalaredna dva dana. Nakon toga, uzorci su
pohranjeni na —20°C u Skrinju.

Reagensi upotrijebljeni u postupcima su kako stijed

Pufer za hemolizu 10fa kol&inu od 1 litre)
- 82,9 g NH4CI (155 mM)

-10 g KHCO3 (10 mM)

- 3,72 g Na2EDTA (1 mM)

pH otopine namjesti se na 7.4. Otopina se rdajgena 1x.

SE-LIZA pufer 10x(za kolginu od 1 litre)

- 12,1 g TRIS-HCI (10 mM)

- 42,83 g NaCl (75 mM)

- 89,33 Na2EDTA (24 mM)

pH otopine namjesti se na 8. Za namjesStanje ptsk@e krutina NaOH. Smjesa se sterilizira

I zatim ¢uva na sobnoj temperaturi. Otopina se raxje na 1x.

Zasitena otopina NaCl

35 g NaCl otopi se u 100 ml destilirane vode.

Pronaza- Boehringer, kataloski broj: 1459643, 5 g.
Dodati 50 ml destilirane vode na 1g pronaze. Nakga slijedi autodigestija od 2 sata na

37°C. Otopina se potom rasta ependorfice po 1mlduva na —20°C.

10%-tni SDS
- 50g SDS
- do 500ml destilirane vode

Otopina s&uva na sobnoj temperaturi.
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3.2.2. Odabir biljega

Podrije na kojem se nalaze genotipizirani markeri nadazna duljem kraku
kromosoma X i pruZza se duzinom od otprilike 6.9ticeargana (cM) ili 20.9 megabaza (Mb).
Tocéna lokacija u parovima baza (pb) objavljena je maidn Genome Map
(http://www.ensembl.org/index.html) (Kaessmannri 2002). N&Slici 3.2 prikazana je

genettka i fizicka karta istrazivanih lokusa.

Slika 3.2. Genettka (Dib i sur. 1996) i fizika (Nagaraja i sur. 1997) karta
mikrosatelitnih lokusa na podfju Xq13 kromosoma X, koriStenih u ovom

radu (slika preuzeta iz Laan i Paabo 1997).

3.2.3. Umnozavanije istrazivanih biljega i provjesgpjesSnosti umnozavanja
Za umnoZzavanije istrazivanih biljega provedenarnédaa reakcija polimerazom (engl.
Polymerase Chain ReactipRCR) zasebno za svaki lokus. Svettare reakcije polimerazom

radene su u volumenu od fibprema uvjetima opisanim Tablici 3.2.

Tablica 3.2. Reagensi i reakcijska smjesa zackmu reakciju polimerazom.

Reagensi za PCR: § reakcijska smjesa:
puferza PCR______. 1x pufer 1.5l
MgClo 2,5mM MgCl, 1.5l
pocetnical (F) . 0,2uM pocetnica 1l (F) 0.3ul
pocetnica2 (R). | 0,2uM pocetnica2 (R) . 0.3ul
dNTP. 0,1mM dNTP 0.15ul
Taq polimeraza____ | 0,05 Ul Taq polimeraza____ 0.15u
DNA 2 ngjul HO 9.1l
destilirana voda DNA 2yl

Od koristenih reagensa pufer za PCR 1x, MgCThq polimeraza bili su od
proizvadaca Solis Biodyne dNTP i sve p&etnice od tvrtkéApplied Biosystems
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Umnozavanje molekula DNA izéeno je u urdajima GeneAmp® PCR System 2700
(Applied Biosystems) i "Biometra UNO II". Uvjeti umazanja bili su sljede
95°C 5 minuta, (94C 1 minuta, 53C 1 minuta, 72C 1 minuta)x15 ciklusa, (9€ 1 minuta,
50°C 1 minuta, 72C 1 minuta)x15 ciklusa, 72 10 minuta, 4C .

Rezultati lagane reakcije polimerazom provjereni su pémelektroforeze (25 min,
60V) na 1,7%-tnom gelu agaroze koji je bojan bofgybrSafe®. Gelovi su promatrani na
UV transiluminatoru i fotografirani fotoaparatomri@e PowerShot G1.

Patetnice i fluorescentna boja kojom su o#r@e navedeni suTablici 3.3.

Tablica 3.3. Patetnice za svaki lokus i fluorescentna boja kojonozndene.
Lokus Pocetnice Boja
DXS983 DXS983F 5" GCCCCTACCTTGGCTAGTTA 3 VIC

DXS983R 5" AACCTCAGCTTATACCCAAG 3 -
DXS1225 DXS1225F 5 ATTGGCAACACAAAGGG 3 VIC
DXS1225R 5 ATCCTGGATGGAAGGACT 3 -
DXS8092 DXS8092F 5' CACCCTATGGCCTAGC 3 VIC
DXS8092R 5' ACCCAAACTTGCTCAGG 3 -
DXS8082 DXS8082F 5' TGACACCTCCAAAGGCTC 3' PET
DXS8082R 5 ACCTCCTTGGTTAAATGTATTCC 3' -
DXS8037 DXS8037F 5' AGGCAAGACATCCATTCC 3' NED
DXS8037R 5" TGACTTTGAGCGAGCAG 3' -
DXS1066 DXS1066F 5 TGATGATTCTGGATCTTGTCACTGGC 3'6-FAM
DXS1066R 5 TCTGTGAAAATTGGACTCAGGAAGC 37 -
DXS986 DXS986F 5" CCTAAGTGCTCATCATCCCA 3’ 6-FAM
DXS986R 5" AGCTCAATCCAAGTTGCTGA 3 -

Veli¢cine umnozenih produkata za svaki pojedini lokukgrane su Tablici 3.4, a
fotografije agaroznih gelova s umnozenim produktima&lici 3.3

Tablica 3.4. Velicine umnozZenih produkata za svaki pojedini lokus.
Lokus Veli¢ina umnoZenih
produkata (pb)
DXS98: 173-18¢t
DXS122¢ 194-21¢
DXS809: 263- 28¢
DXS808: 213-23:¢
DXS803: 210- 25¢
DXS106¢ 257-26¢
DXS98¢ 149-17¢
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Slika 3.3. Fotografije agaroznih gelova s umnoZenim produ&tra svaki pojedini lokus.
U gornjem lijevom uglu je ime lokusa a u donjemrdes uglu raspon velina
za pojedini lokus.
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3.2.3. Fragmentalna analiza

1,5ul produkta laane reakcije polimerazom svakog uzorka pomijeSarzajedno s
15ul formamida (Hi-Di Formamide, Applied Biosystemslyl standarda Liz-500. Uzorci su
zatim zbog denaturacije zagrijavani n@Q@35ijekom 5 minuta u udaju GeneAmp® PCR
System 2700 (Applied Biosystems), nak@ga su obiljezeni fragmenti razdvojeni su
kapilarnom elektroforezom na diggu ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) i analizirani pondo softvera GeneScan Analysis Softwire3.7 (Applied
Biosystems) $lika 3.4).

_ﬁ GeneScan 3.7 - [D4DXSsvi RM 199.fsa]
@ Fle Edt Project Sample Settngs Wiew ‘windows Help
160 200 ?40 ?80

| LN

14.50 156822 47 677 2078
242 29 42 5232 4505

B.1 12.72 106,33 (3] 475 34968

14.23 15409 31 452 3879
14.20 156,22 32 436 2802

14.52 152 56 41 262 2050

1737 250.01 419 7202 4737
1z 63 03 47 102 12156 3443
12 68 105 30 149 12z 34549
1282 109 30 323 G057 3494
12.98 11435 249 5483 3038
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Slika 3.4.  Primjer ispisa duljine fragmenata analiziranih pédmprograma GeneScan
Analysis Softwar® v3.7 nakon kapilarne elektroforeze na sekvencd&u A
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

3.2.4. Odrdivanje duzine alela mikrosatelita

Duzina umnozenih fragmenata odie@a je poméu programa Tandem (Matschiner i
Salzburger 2009).

Analiza pomdu programa GeneScan Analysis SoftWare3.7 (Applied Biosystems)
daje veltine umnozenih produkata u obliku broja s dvije dede, no statistki paketi za
analizu mikrosatelitnih podataka ne mogu analizteve unose wezahtijevaju veliine
alela u obliku cijelih brojeva. Kako bismoctm odredili duzine umnozenih fragmenata,
koristili smo program Tandem (Matschiner i Salzlanrg009). Ovaj program zaokruzuje

velicine alela dobivenih ponta programa GeneScan Analysis SoftWare.7 (Applied
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Biosystems) na cijele brojeve, kako bismo ih maghlizirati poméu ostalih statistkih
paketa. Ta&ini na n&in da preoblikuje sve wene velkine alela poméu funkcije

(preoblikovana vetina alela) = a + b x (W@na velkéina alelaj

pri ¢emu iscrpno prilagtava parametre a, b i ¢ kako bi mozebitne pogre§@stupku

zaokruzivanja vediina alela na cijele brojeve bile svedene na najmamgguu mjeru.

3.3. Statistitka obrada

Rezultati analize 7 mikrosatelitnih biljega kromosoX obraeni su pomaéu
softverskih paketa koji se koriste u populacijsfenetici, a omogtuju statisttku obradu
podataka dobivenih analizama mikrosatelitnih bdjegArlequin v.3.5.1.2 (Excoffier i
Lischer 2010), PowerMarker v.3.25 (Liu i Muse 200&0LD (Abecasis i Cookson 2000).

3.3.1. Intra-populacijske metode

Na razini razlika unutar populacija koriSteno j&aoléo statistékin metoda za
procjenu unutarnjih parametara raznolikosti svakeutacije: standardni indeksi raznolikosti
populacija (genetka raznolikost, gekivana heterozigotnost, Garza — Williamsonov irsjgk
molekularni indeksi raznolikosti populacija (sregnfijednost raztiitosti parova, koeficijent

thetg i neravnoteza vezanosti gena.

a) ucestalost alela
Ucestalost pojavljivanja i razdioba alela na istrahivn lokusima ututena je metodom
izravnog prebrojavanja gena poéncstatisttkog paketa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier i
Lischer 2010).

b) standardna genetka raznolikost — raznolikost lokusa i haplotipova
Standardna genéka raznolikost (enghgene diversity(raznolikost lokusa ili
haplotipova) izraunata je poméu statisttkog paketa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier i Lischer
2010), a definira se kao vjerojatnost da su dvéagho odabrana alela nekog lokusa
(haplotipa) méusobno raztita (Nei 1987).
Raznolikost haplotipova procijenjena je prema jetia

k
H = n a-x p_2) (Nei 1987),
n-1 i=1 |
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gdje jen broj kopija genak broj haplotipova, @ ucestalosi-tog haplotipa.
Raznolikost lokusa procijenjena je kao Neijeva [@)9@enska raznolikost korisie

sljedei algoritam

D=1->i’ (Nei 1987),

gdje jei ucestalost alela.

c) standardna genetka raznolikost — Garza—Williamsonov indeks
Garza — Williamsonov indeks iznanat je poméu statisttkog paketa Arlequin
v.3.5.1.2 (Excoffier i Lischer 2010) prema jednadzb

Kk
G-W= R+1 (Garza i Williamson 2001),

gdje jek broj alela na datom lokusu u uzorkiR g raspon veéina alela. Ovaj indeks
pokazao se osjetljivim na&mak uskog grla jer je broj alela @énio manji od raspona veéine
alela proizaslog uslijed smanjenja ¢@&le populacije u blizoj proSlosti, te stoga raspetdl|
raspona vetine alela pokazuje mjesta na kojima bi se trebalziti aleli no izgubljeni su
uslijed procesa uzrokovanim prolaskom populacigezkrsko grlo. Slijedom toga,
pretpostavlja se da je Garza — Williamsonov indgkanjen u populacijama koje su proSle

kroz usko grlo naspram zatvorenih populacija kojaju stalnu veéinu.

d) molekularna razl¢itost — srednja vrijednost raziitosti parova
Srednji broj razlika izm@u svih parova haplotipova (enghean number of pairwise
difference}je sredniji broj raztiitosti izmeiu svih parova haplotipova u uzorku, a &raat je

pomciu statisttkog paketa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier i LiscH¥10) prema jednadzbi

k
fr= ZZ p P, d; (Tajima 1983, 1993),

i=l j<i
gdje jed; procjena broja mutacija koje su se dogodile odagahja haplotipovai j, k broj

haplotipova, g ucestalost haplotipa

e) molekularna razle¢itost — koeficijent theta
U statisttkom paketu Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier i LiscH2010) ugrdeno je
nekoliko metoda za procjenjivanje populacijskogapaetratheta,d. Za mikrosatelitne

podatke, upotrebljava se formula prema radu OKienure (1973) koji su pokazali da se
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ocekivana homozigotnost u zatvorenoj populaciji satalicine prema stupanjskom

mutacijskom modelu moze izianati prema jednadzbi

1
E(HOM) = ———
N1+ 26
gdje jed = 4 Neu za diploidne ¥ = 2 Ne.u za haploidne sustave. Iz toga proizlazi da se

vrijednostd iz mikrosatelitnih podataka moze izwmati preko formule
1
6, =—"—-1
1-H)

gdje jeH ocekivana heterozigotnost procijenjena prema formuli

_n . X 2
H_n—l(l igpi)'

f) neravnoteza vezanosti gena
Analiza neravnoteze vezanosti gena (elrghkage disequilibriumLD) izvrSena je
pomciu statisttkog paketa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier i Lisch#310.) i programa
PowerMarker v.3.25 (Liu i Muse 2005), dok je zawdlizaciju rezultata koriSten program
GOLD (Abecasis i Cookson 2000).

VrijednostiD, D' i r? ratunaju se za svaki par alela na rétitin lokusima, uz pretpostavku

da je gametna faza poznata.

D je klastni koeficijent neravnoteze vezanosti gena koji mpgklon od nasunéne
povezanosti alela na ragtim lokusima (Lewontin i Kojima 1960) a izrazava greko

jednadzbe
D, =p;, — PP
gdje jep; ucestalost haplotipa koji ima aleha prvom lokusu i alglna drugom lokusu, @ i

pj su Westalosti alelai j.
D' je koeficijent neravnoteze vezanosti géjsstandardiziran preko naj¢e mogude

vrijednosti koju moze poprimitil¥j may), S 0bzirom na destalosti alela (Lewontin 1964), a

ratuna se prema jednadzbi
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ij max
gdje Djj, max poprima jednu od sljed# vrijednosti:

min(p p;, - p)d-p;)) ako je D, <0

min(d-p)p;, pA-p))) akoje  D; >0

r2 je jos jedna uobajena mjera neravnoteze vezanosti genadanparova alela na
dva lokusa, a predstavlja kvadrat koeficijenta large westalosti alela, koji moze biti
izrazen kao funkcija vrijednodil neravnoteze vezanosti genac&®R@a se prema jednadzbi
2
2 _ D
P (1_ pi)pj (1_ pj) .

Za lokuse s viSe alela, neravnoteza vezanosti gepar lokusa taina se kao

ponderirana srednja vrijednost apsolutne vrijedmestivnoteze vezanosti gena za par alela

prema jednadzbi
k
LD=2 > p.,p LD, |,
u-1 v

gdjeLD moZze predstavljati neravnotezu vezanosti genaphénov koeficijentD' ili

korelacijski koeficijent?,

3.3.2. Inter-populacijske metode

Na razini razlika izméu populacija koriStene su sljedestatisttke metode: analiza
molekularne varijance (AMOVA), genékie udaljenosti izm#u populacija exacttest
razli¢itosti populacija.

a) analiza molekularne varijance (AMOVA)

Genettka struktura populacija procijenjena je analizonmakolarne varijance
(AMOVA) na osnovi gestalosti haplotipova mikrosatelita kromosoma Xpatrebom
programa Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier i LischerlZD). Razlike izméu alelacine matrice
genettkih udaljenosti koje su iztanate prije havedenim metodama. Zajaost dijelova

varijance testirana je neparametrijskim permutkirijametodama. Analiza molekularne
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varijance u osnovi je slha ostalim metodama temeljenim na analizama vaejgenskih
ucestalosti.
Hijerarhijska analiza varijance dijeli ukupnu varigu na kovarijance zbog intra-

individualnih, inter-individualnih i/ili inter-poplacijskih razlika, $to u ovom staju zn&i da

varijanca méu populacijama iznoshég + Jbz , unutar populacija§bz, a ukupna varijanca

jednaka je&?.

ni Fsrdefiniraju se kao

2

N
p
N — R
= P For =2,
P-1 512

Ovdje se analiziraju5a2 i Fst permutacijama haplotipova izrde populacija.

b) genetke udaljenosti izm&u populacija
Genettke udaljenosti populacija iztanate su pomi programa Arlequin v.3.5.1.2
(Excoffier i Lischer 2010) na temeljuiestalosti haplotipova mikrosatelitskih lokusa na dv
natina: metodom broja razitih alela (Weir i Cockerham 1984, Michalakis i Exfiter 1996)

I metodom sume kvadrata (Slatkin 1995).

1. metoda broja raziitih alela
Ratuna se jednostavnim prebrojavanjem broja ¢ditlialela izmeiu dva haplotipa

prema jednadzbi

L
dy, =2 3,(0)
=1

gdje jedx(i) Kroneckerova funkcija, jednaka vrijednosti 1 akoagelii-tog lokusa istovjetni
za oba haplotipa, i jednaka 0 u&ju da nisu.

Kada se procjenjuju indeksi gerigge strukture, ovaj izkaun jednak je procjeni ponderiranih
vrijednosti indeksa & izratunatih na temelju svih lokusa (Weir i Cockerham4,98
Michalakis i Excoffier 1996).
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2. metoda sume kvadrata
Ratuna se zbroj kvadriranih vrijednosti ponavlj@jurazlika izmeu dva haplotipa
(Slatkin 1995) prema jednadzbi

L
— 2
dxy - Z (axi - ayi)
i=1 (Slatkin 1995),

gdje jeay broj ponavljanja mikrosatelita z&i lokus.
Kada se procjenjuju indeksi geriéie strukture, ovaj izkaun jednak je procjeni vrijednosti
Slatkinovog indeksa & (1995).

Koeficijent genetike diferenciranosti & analogan je koeficijentudrali je
prilagaien rezultatima analize mikrosatelitnih ponavidjusljedova (Slatkin 1995). 1z
koeficijenta Rt meiusobno su uspodesani parovi populacija i prosj@a razlika izméu njih

pomaiu matrice genetke udaljenosti izreunate na temelju sume kvadrata.

C) exact test
Statisttka zn&ajnost u razlici testalosti haplotipova iznde prowavanih populacija
procijenjena je statistkim paketom Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier i Lisch2010.) poméu
exacttesta koji je istovjetan Fisherovoexacttestu s 2x2 tablicom, ali broj stupaca i redova
ovisi o velgini uzorka (Raymond i Rousset 1995).
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4. REZULTATI

4.1. Intra-populacijska genettka raznolikost

Na temelju rezultata analize 7 mikrosatelitnihdg kromosoma X (DXS983,
DXS1225, DXS8092, DXS986, DXS1066, DXS8082 i DXSBPBrocijenjeni su intra-
populacijski parametri genékie raznolikosti u tri istrazivane romske populacije

4.1.1. Westalost i raznolikost alela u istrazivanim populgena

Vrijednosti Westalosti alela za svaki pojedini lokus i populadiate su tablicama u
Prilogu C. Slikovni prikaz westalosti alela za svaki pojedini lokus i populaciati su na
sljedetim slikama:Slika 4.1, Slika 4.2, Slika 4.3 Slika 4.4, Slika 4.5 Slika 4.6i Slika 4.7.
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Slika4.1. Raspodijela i éestalost svakog od alela za lokus DXS983 u tri kamns

populacije iz Hrvatske.
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Slika 4.2. Raspodijela i éestalost svakog od alela za lokus DXS1225 u trisien
populacije iz Hrvatske.
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Slika 4.3. Raspodijela i éestalost svakog od alela za lokus DXS8092 u tristen
populacije iz Hrvatske.
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Slika 4.4. Raspodijela i éestalost svakog od alela za lokus DXS986 u tri kamns
populacije iz Hrvatske.
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Slika 4.5. Raspodjela i éestalost svakog od alela za lokus DXS1066 u tristam
populacije iz Hrvatske.
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Slika 4.6. Raspodjela i éestalost svakog od alela za lokus DXS8082 u tristam

populacije iz Hrvatske.
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Slika 4.7. Raspodjela i éestalost svakog od alela za lokus DXS8037 u tristam

populacije iz Hrvatske.

Broj razlicitih alela i raspon vetina alela za svaki pojedini lokus i populaciju dani
u Tablici 4.1. Slikovni prikaz raspodiele broja alela i raspeeécine alela u istrazivanim
romskim populacijama dan jeRrilogu B. U populaciji Baranje naj¥ebroj alela zabiljezen
je na lokusu DXS986 (14 raiiih alela) kao i u populaciji Méimurja (12 razkitih alela),
dok je u populaciji Zagreba najieoroj razlicitin alela u@éen na lokusima DXS983 i
DXS8037 (na svakom od njih &eno je po 11 raalitih alela) Prilog B.1). Najveti raspon

veli¢ina alela u populaciji Baranje &en je na lokusu DXS986 (26 parova baza), kao i u
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populaciji Matimurja (28 parova baza), dok je u populaciji Zagrelhjvei raspon veliina
alela u@en na lokusima DXS983 (24 parova baza) i DXS1225&ova bazaR(ilog B.2).

Tablica 4.1. Broj alela i raspon valina po svakom od 7 lokusa u tri istraZzivane romske

populacije iz Hrvatske (n=189).

Populacija Broj razli ¢itih alela Raspon veltina alela
Lokus Baranja | Medimurje | Zagreb | Baranja | Medimurje | Zagreb
DXS983 8 5 11 14 12 24
DXS1225 9 8 10 18 14 24
DXS8092 5 3 4 8 6 6
DXS986 14 12 9 26 28 20
DXS1066 11 5 5 20 12 18
DXS8082 10 8 10 18 18 20
DXS8037 11 9 11 22 16 22

Srednja vrijednost ragiitosti parova unutar populacija prikazana jéablici 4.2;
najveta je u populaciji Zagreba (5,4285) a najmanja wipsgji Medimurja (4,7562).
Prosjé&na genetika raznolikost najmanja je u populaciji Meurja (0,6794) dok je u

populacijama iz Baranje i Zagreba podjednaka (G4110)7755).

Tablica 4.2. Parametri genatke raznolikosti u tri istrazivane romske popula¢ije189).

Srednja vrijednost Prosjeéna genettka

FopUEC]E razli ¢itosti parova raznolikost

Baranja 5,39475%/- 2,624532 | 0,770680+/- 0,415364
Medimurje 4,756266/- 2,360134 | 0,679467/- 0,373987
Zagreb 5,42857%1/- 2,667611 | 0,775510+/- 0,423238

Najveta raznolikost u Roma iz Baranje i Roma izdiheurja ua@ena je na lokusu
DXS986 (0,84469 i 0,86905), dok je kod Roma iz 2hgrnajvéu raznolikost pokazao lokus
DSX8037 (0,88153). Najnize vrijednosti raznolikastéene su na lokusu DXS8092 u sve tri
istrazivane romske populacije (0,27945 do 0,59¢0a8blica 4.3. U cjelokupnom uzorku
Roma iz Hrvatske naj¢e raznolikost pokazao je lokus DSX8037 (0,8643bajmizu lokus
DXS8092 (0,52173).
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Tablica 4.3. Raznolikost lokusa kromosoma X u tri istrazivaomske populacije iz
Hrvatske (n=189).

Populacija Ocekivana heterozigotnost Srednja Lkau_pna

Lokus Barania | Medimuri Z b | vrijednost S TUELEITE

ja edimurje agre heterozigotnost

DXS983 0,77203 0,73183 0,867600,79049 | 0,06974 0,78695
DXS1225 | 0,75755 0,69862 0,840880,76569 | 0,07148 0,79483
DXS8092 | 0,59600 0,27945 0,43322 0,43622 | 0,15830 0,52173
DXS986 | 0,84469 0,86905 | 0,80836| 0,84070 | 0,03054 0,85225
DXS1066 | 0,80724 0,62343 0,718930,71654 | 0,09193 0,78273
DXS8082 | 0,77478 0,69486 0,878p50,78256 | 0,09184 0,77997
DXS8037 | 0,84245 0,85902 | 0,88153| 0,86100 | 0,01962 0,86435

U Tablici 4.4 prikazane su vrijednosti modificiranog Garza-Vdittisonovog indeksa
koji je osjetljiv na smanjenje populacije uslijedgddaja uskog grla ili velikog mortaliteta.
Vrijednosti Garza-Williamsonovog indeksa iznose0g8il 815 za populaciju Manurja do
0,44839 za populaciju Baranje.

Tablica 4.4. Vrijednosti modificiranog Garza-Williamsonovog iekka u tri istraZzivane

romske populacije iz Hrvatske (n=189).

B Garza-Williamsonov _
Populacija modificirani indeks Srednja | o
Lokus . . vrijednost '

Baranja | Medimurje | Zagreb
DXS983 0,32000 0,20000 0,4400
DXS1225 0,33333 0,29630 0,3703 0,33333 0,03704
DXS8092 0,55556 0,33333 0,4444 0,44444 0,11111

0
7
14
DXS986 0,45161 0,38710 0,29032 0,37634 0,08118
0
9
6

0,32000 0,12000

DXS1066 0,52381 0,23810 0,2381 0,33333 0,16496
DXS8082 0,47619 0,38095 0,4761 0,44444 0,05499
DXS8037 0,47826 0,39130 0,4782 0,44928 0,05020

Srednja 0,44839| 0,31815 | 0,39110| 0,38588 | 0,06528
vrijednost
Std. 0,08997| 0,07651 | 0,09493| 0,08714 | 0,00953

Procjena populacijskog parametra thétq go lokusu izraunata je na temelju
opazene homozigotnosti za svaku od tri romske pagal NajviSe vrijednosti koeficijenta
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theta H) uccene su na lokusu DXS8037 u Roma iz Zagreba i DX$9B6ma iz Baranje i
Medimurja. Najnize vrijednosti zabiljezene su za loB$S8092 u sve tri istrazivane romske
populacije (0,46303 do 2,56350)ablica 4.5).

Tablica 4.5. Vrijednosti koeficijenta thetaH) u tri istrazivane romske populacije iz
Hrvatske (n=189).

Populacija Theta(H) Srednja s
Lokus Baranja | Medimurje | Zagreb | Vrijednost '
DXS983 9,12129|  6,45262 | 28,0211214,53168| 1,175,816
DXS1225 8,00622 5,00485 19,248p510,75321 750,867
DXS8092 2,56350 0,46303 1,05646 1,36100 108,284
DXS986 20,22976| 28,65702 | 13,11471/ 20,66717| 778,038
DXS1066 | 12,95676¢ 3,02604 | 5,82915 7,27068 511,989
DXS8082 9,35739)  4,87004 | 33,120DpQL5,78248| 1,518,145
DXS8037 | 19,64264 24,65769 | 35,12673 26,47569| 790,051
Vﬁjféj:éit 2,32913| 1,79577 | 2,37201| 2,16564 | 0,32103

4.1.2. Westalost i raznolikost haplotipova u istraZivaninopulacijama

Nakon provedenih analiza 7 mikrosatelitnih lokusankosoma X triju romskih
populacija iz Hrvatske, procijenjena je pr@sja genetika raznolikost svih lokusa te razdioba
haplotipova.

U Tablici 4.6 prikazan je broj raztitih haplotipova u istrazivanim populacijama.
Uzorak od 189 ispitanika pripadnika triju romskibppilacija iz Hrvatske pokazuje 173
razlicita haplotipa. Kod populacije Roma iz Baranjéermo je 90 haplotipova, kod Roma iz
Medimurja 45 a kod Roma iz Zagreba 41. 9 haplotipajgedRomi iz Metimurja i Romi iz
Baranje, 8 haplotipova je prisutno u viSe od jekimygije u Meatimurju a samo jedan haplotip

je prisutan u viSe od jedne kopije u populaciji Roin Zagreba.
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Tablica 4.6. Broj haplotipova kromosoma X u tri istrazivane k@ populacije iz Hrvatske

(n=189).
Populacija ' Broj_ Zasgbni ' Pojedirj_aéne Viéest_ruke
ispitanika haplotipovi kopije kopije
Baranja 90 90 90 -
Medimurje 57 45 37 8
Zagreb 42 41 40
Ukupno 189 176 167 9

Tablica s prikazom haplotipova nalazi sBrilogu D. Najwestaliji haplotip (164-157-
260-207-236-218-271) prisutan je u 5 ispitanikMeiimurja i 1 ispitanika iz Baranje.
Haplotipovi 164-157-260-207-236-218-273, 166-150-285-246-224-265 i 162-165-260-
195-236-216-279 prisutni su u tri kopije u istraiim populacijama, dok je samo 5
haplotipova (166-157-260-213-248-218-269, 162-164-291-248-228-275, 168-157-260-
195-236-226-279, 164-153-260-191-244-228-273 i 163-258-207-236-218-271) prisutno
u dvije kopije. Svi ostali haplotipovi prisutni susamo jednoj kopiji.

Slikovni prikaz &estalosti haplotipova u tri istrazivane romske pagije dan je na
sljedetim slikama:Slika 4.8 Slika 4.9i Slika 4.1Q
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Slika 4.8.

Slika 4.9.

Slika 4.10.

0.04 0.06 0.08
| | |

0.02
|

0.00

Slikovni prikaz @estalosti haplotipova u populaciji Roma iz Baraia.osi

su pojedinani haplotipovi a na osi y njihovaiastalost.
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Slikovni prikaz @estalosti haplotipova u populaciji Roma iz ditaurja. Na

0si X su pojedinéni haplotipovi a na osi y njihovatastalost.
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Slikovni prikaz @estalosti haplotipova u populaciji Roma iz Zagrd¥a.osi x

su pojedinani haplotipovi a na osi y njihovatastalost.
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4.1.3. Neravnoteza vezanosti gena u istrazivanimyacijama

Za svaki uzorak smo pordo 7 biljega kromosoma X procijenili neravnotezu
vezanosti gena (endinkage disequilibriumLD) za svaki par lokusa. Fisherexacttest smo
upotrijebili kako bismo procijenili statisku zna&ajnost povezanosti alela izthesvih parova
lokusa a rezultati testa prikazani stiablici 4.7. Najveta razina neravnoteze vezanosti gena
uoéena je u populaciji Mémurja gdje je n&ak 19 od 21 para lokusadena zn&ajna razina
neravnoteze vezanosti gena, dok je hajmanja ram¥ena u populaciji Zagreba gdje je samo
4 para lokusa pokazalo stati&i znatajnu razinu neravnoteze vezanosti gena. Samo dea pa
lokusa (DXS986-DXS8082 i DXS1066-DXS8037) su pokaztatisttki znatajnu razinu
neravnoteZe vezanosti gena u sve tri istraZivapelpoije. Slikovni prikaz statistke
znaajnosti parova lokusa u neravnotezi vezanosti garevaku populaciju zasebno dan je na
Slici 4.4.

Tablica 4.7.

Razina zn&ajnostineravnoteze vezanosti gena za svaki par lokugaisobno

u tri istrazivane romske populacije iz Hrvatske.g¥lian slovima ozngene su

statisttki znaajne vrijednosti parova u neravnotezi vezanostagstatistiki

znaajna vrijednost p<0,0500).

Parovi lokusa

Baranja

Medimurje

Zagreb

(DXS983, DXS1225)
(DXS983, DXS8092)
(DXS1225, DXS8092
(DXS983, DXS986)

(DXS1225, DXS986)
(DXS8092, DXS986)
(DXS983, DXS1066)
(DXS1225, DXS1066
(DXS8092, DXS1066
(DXS986, DXS1066)
(DXS983, DXS8082)
(DXS1225, DXS8082
(DXS8092, DXS8082
(DXS986, DXS8082)
(DXS1066, DXS8082
(DXS983, DXS8037)
(DXS1225, DXS8037
(DXS8092, DXS8037
(DXS986, DXS8037)
(DXS1066, DXS8037
(DXS8082, DXS8037

0,560693+/- 0,002383
0,023465t+/- 0,000897
0,853960+/- 0,001120
0,001782+/- 0,000382
0,308416+/- 0,001726
0,672574+/- 0,002172
0,006238+/- 0,000480
0,112079+/- 0,001176
0,437129+/- 0,002916
0,003960+/- 0,000487
0,000000+/- 0,000000
0,159010+/- 0,001579
0,124851+/- 0,001312
0,000000+/- 0,000000
0,055842+/- 0,000980
0,008614+/- 0,000624
0,485644+/- 0,002369
0,883069+/- 0,001989
0,025842+/- 0,001628
0,000000+/- 0,000000
0,020396+/- 0,000865

0,070099+/- 0,001041
0,003267+/- 0,000546
0,710099+/- 0,002685
0,000000+/- 0,000000
0,000000+/- 0,000000
0,002673+/- 0,000442
0,007228+/- 0,000673
0,000000+/- 0,000000
0,008713+/- 0,000893
0,000000+/- 0,000000
0,000000+/- 0,000000
0,038218+/- 0,000890
0,045743+/- 0,001734
0,000000+/- 0,000000
0,000000+/- 0,000000
0,000000+/- 0,000000
0,036436+/- 0,000877
0,000891+/- 0,000285
0,000000+/- 0,000000
0,000000+/- 0,000000
0,000000+/- 0,000000

0,000000+/- 0,000000
0,732673+/- 0,002703
0,642574+/- 0,002848
0,363960+/- 0,001797
0,443861+/- 0,001456
0,420693+/- 0,003046
0,857228+/- 0,001401
0,771584+/- 0,003711
0,006733+/- 0,000673
0,153465t+/- 0,002535
0,577426+/- 0,002325
0,670396+/- 0,001423
0,718020+/- 0,002635
0,000000+/- 0,000000
0,088416+/- 0,001825
0,207822+/- 0,000896
0,157129+/- 0,000792
0,543861+/- 0,002573
0,944356+/- 0,000686
0,000000+/- 0,000000
0,091386+/- 0,001250
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Slika 4.4. Slikovni prikaz parova lokusa u neravnotezi veztingena za svaku od tri
istrazivane romske populacije iz Hrvatske (statstznatajna
vrijednost=0,0500).

Na Slici4.5 prikazana je ovisnost statidte zn&ajnosti neravnoteze vezanosti gena
(izrazene kao vrijednost p) i udaljenosti (cM) iziagojedinih mikrosatelitnih lokusa

kromosoma X unutar para u tri istrazivane romskeupecije iz Hrvatske.
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Slika 4.5. Slikovni prikaz ovisnosti statiske zn&ajnosti neravnoteze vezanosti gena
(izrazene kao vrijednost p) i udaljenosti (cM) iztagojedinih mikrosatelitnih
lokusa kromosoma X unutar para u u tri istraziviamaske populacije iz
Hrvatske. Na osi x prikazane su udaljenosti idmekusa unutar para a na osi

y vrijednosti p statistke zn&ajnosti neravnoteze vezanosti gena.
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Kako bismo procijenili opseg neravnoteze vezargesta u odnosu na fidu
udaljenost izméu biljega, vrijednosti koeficijenta D' naspram ¢iz¢ udaljenosti (Mb)
izmedu pojedinih mikrosatelitnih lokusa kromosoma X warytara u istrazivanim romskim
populacijama prikazali smo r&lici 4.6 Na slici je u@ljivo da populacije iz Zagreba i
Baranje pokazuju vrijednosti koeficijenta D'¢ugom manje od 0,5. Populacija Melurja
pokazuje vrijednosti koeficijenta D' uglavhoméeeod 0,5.

0,8
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0,6

——Baranja
0,5 ——Medimurje

0.4 ——Zagreb

0,3
0,2 -
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Slika 4.6. Usporedba opsega neravnoteze vezanosti genagmjecipg kao koeficijent D'
naspram fizike udaljenosti lokusa (Mb) iznda pojedinih mikrosatelitnih
lokusa kromosoma X unutar para u istrazivanim romgsopulacijama. Na osi
x prikazane su udaljenosti izdelokusa unutar para u megabazama a na osi y

vrijednosti koeficijenta D' neravnoteze vezanosta@

Rezultati izr&una koeficijenata neravnoteZe vezanosti gena¥a svaki biljeg i
populaciju zasebno prikazani s ablici 4.8.

Najvece vrijednosti koeficijenta D' wuene su u populaciji Mmurja za par lokusa
DXS986-DXS1066 (0,829), a najmanje vrijednosti fabéne su za par lokusa DXS1225-
DXS8092 (0,234) u populaciji Roma iz Baranje. Akedamo sve parove lokusa za svaku
populaciju, najvée vrijednosti koeficijenta D' uene su u Roma iz Ménmurja a najmanje u

Roma iz Baranje. Najve vrijednosti koeficijenta’ructene su u populaciji Mémurja za par

47



lokusa DXS983-DXS8092 (0,118) dok su najmanje zdgkausa DXS8092-DXS1066
(0,004) u populaciji Baranje. Ako gledamo sve partbkusa za svaku populaciju, vrijednosti
koeficijenta r2 najvée su za parove lokusa u Roma izditeurja a najmanje za parove

lokusa u Roma iz Baranje.

Tablica 4.8. Vrijednosti koeficijenata D' i¥rza svaki par lokusa rd@sobno u tri istraZivane

romske populacije iz Hrvatske.

Koeficijent / D" o
Parovi lokusa Baranja | Medimurje | Zagreb | Baranja | Medimurje | Zagreb

DXS983-DXS1225 0,352 0,472 0,67( 0,014 0,045 0,088
DXS983-DXS8092 0,287 0,846 0,386 0,018 0,118 0,011

DXS983-DXS986 0,477 0,576 0,538 0,026 0,049 0,0p2
DXS983-DXS1066 0,473 0,473 0,422 0,024 0,063 0,018
DXS983-DXS8082 0,535 0,608 0,574 0,043 0,073 0,0p2
DXS983-DXS8037 0,440 0,610 0,641 0,028 0,056 0,0p5
DXS1225-DXS8092 0,234 0,256 0,577 0,010 0,005 0,03b
DXS1225-DXS986 0,417 0,541 0,559 0,014 0,031 0,0p7
DXS1225-DXS1066 0,369 0,452 0,370 0,018 0,030 0,016
DXS1225-DXS8082 0,360 0,403 0,537 0,011 0,020 0,02
DXS1225-DXS8037 0,295 0,507 0,605 0,009 0,023 0,026
DXS8092-DXS986 0,341 0,737 0,46( 0,012 0,045 0,0p4
DXS8092-DXS1066 0,211 0,524 0,575 0,004 0,082 0,106
DXS8092-DXS8082 0,378 0,595 0,366 0,023 0,055 0,016
DXS8092-DXS8037 0,219 0,641 0,594 0,006 0,040 0,038
DXS986-DXS1066 0,462 0,829 0,44( 0,019 0,094 0,0R9
DXS986-DXS8082 0,752 0,858 0,736 0,069 0,090 0,076
DXS986-DXS8037 0,469 0,713 0,473 0,015 0,057 0,018
DXS1066-DXS8082 0,447 0,592 0,587 0,022 0,089 0,040
DXS1066-DXS8037 0,450 0,579 0,597 0,017 0,061 0,045
DXS8082-DXS8037 0,450 0,715 0,655 0,015 0,069 0,030

Vrijednosti koeficijenta D' vizualizirane su potwprograma GOLD (Abecasis i
Cookson 2000) i prikazane sdikama 4.5 4.6 4.7. Iz slika je udljivo da su najvée
vrijednosti neravnoteze vezanosti gena prisutnepulaciji Roma iz Mdimurja, dok su u

populacijama Baranje i Zagreba te vrijednosti nize.
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Slika 4.5. Prikaz razine neravnoteZe vezanosti gen&uarate prema koeficijentu D' za
istrazivane biljege u populaciji Roma iz Baranjeidsljenostima izmi
lokusa (prikazanim u Mb). Boje odrazavaju vrijedin&eeficijenta D' (crvena

boja = najvée vrijednosti, tamnoplava boja = najmanje vrijedi)os
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Slika 4.6. Prikaz razine neravnoteZe vezanosti gen&uarate prema koeficijentu D' za
istrazivane biljege u populaciji Roma iz Meurja, s udaljenostima iznda
lokusa (prikazanim u Mb). Boje odrazavaju vrijedin&eeficijenta D' (crvena

boja = najvée vrijednosti, tamnoplava boja = najmanje vrijedios
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Slika 4.7. Prikaz razine neravnoteZe vezanosti gen&uarate prema koeficijentu D' za

istrazivane biljege u populaciji Roma iz Zagrebadaljenostima izmiu
lokusa (prikazanim u Mb). Boje odrazavaju vrijedin&eeficijenta D' (crvena

boja = najvée vrijednosti, tamnoplava boja = najmanje vrijedios
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4.2. Inter-populacijska genettka raznolikost
Na temelju rezultata analize 7 mikrosatelitnihdglh kromosoma X (DXS983,
DXS1225, DXS8092, DXS986, DXS1066, DXS8082 i DXSBP@rocijenjeni su inter-

populacijski parametri za istrazivane romske pogijda

4.2.1. Genetlka struktura analizom varijance (AMOVA)

Za istrazivane populacije izianata je i inter-populacijska gen#da raznolikost na
temelju koeficijenata genéke diferenciranosti & i Rsr.

Rezultati genetke raznolikosti utwteni metodom raztitog broja alela pomau
koeficijenta kst prikazani su Urablici 4.9. Rezultati analize molekularne varijance
(AMOVA) pomocu koeficijenta kt pokazuju najmanju diferenciranost na lokusu DXS983
(0,00878) a najwai na lokusu DXS8092 (0,08519). Ukupna geitketidiferenciranost iznael

tri istrazivane populacije na temelju koeficijeifig iznosi 4,123%.

Tablica 4.9. Koeficijent genetike diferenciranosti & za svaki lokus (AMOVA) u tri

istrazivane populacije zajedno (n=189).

Lokus Fst p-vrijednost
DXS983 0,00878 0,08798
DXS1225 0,07800 0,00000
DXS8092 0,08519 0,00000
DXS986 0,02685 0,03128
DXS1066 0,07450 0,00000
DXS8082 0,02080 0,05767
DXS8037 0,01268 0,03421
\?rri?eddnriaost 0,04123

Genetéka raznolikost izréunata je i poméu koeficijenta Ry, prilagaienog za
mikrosatelitne lokuse, &ji rezultati su prikazani 0Tablici 4.10. Rezultati analize
molekularne varijance (AMOVA) ponta koeficijenta Rt pokazuju najmanju
diferenciranost na lokusu DXS8037 (-0,00057) a&aj\na lokusu DXS983 (0,16741).
Ukupna genetka diferenciranost izna tri istraZivane populacije na temelju koeficignt
Rstiznosi 4,735%.
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Tablica 4.10. Koeficijent genetike diferenciranosti & za svaki lokus (AMOVA) u tri

istrazivane populacije zajedno (n=189).

Lokus Rsr p-vrijednost
DXS983 0,16741 0,00098
DXS1225 0,03819 0,03910
DXS8092 0,04865 0,00098
DXS986 0,00993 0,32063
DXS1066 0,13830 0,00000
DXS8082 -0,01548 0,75367
DXS8037 -0,00057 0,08407
ey oouras

IzvrSena je i usporedba rezultata diferencirartasstrazivane romske populacije

dobivenih preko razitih biljega (mikrosatelitni lokusi kromosoma X diz&rani u ovom

radu, mikrosatelitni lokusi na autosomnim kromoso@ai kromosomu Y iz Pokup: 2011).

Iz rezultata je vidljivo da vrijednosti koeficijetaaFst i Rst za lokuse na kromosomima X ne

pokazuju zn&jno odstupanje, dok je kod autosomnih i biljeg&menosomu Y ta razlika

velika (Slika 4.8). Koeficijent Fst za sva tri sustava biljega ne razlikuje se pumndjadnosti,

dok je razlika u koeficijentu & izmeiu biljega kromosoma X i onih na autosomnim

kromosomima i kromosomu Y izrazito velika.

postotak (%)

kromosom X

autosomni kromosomi kromosomY

OFst

ORst

Slika 4.8. Usporedba diferenciranosti istrazivanih romskipuydacija izrazena preko

koeficijenata Fst i Rst iz€anatih iz razkitih vrsta podataka (kromosom X,

kromosom Y i autosomni kromosomi). Mikrosatelitoklisi kromosoma X

analizirani su u ovom radu, a mikrosatelitni lokngiautosomnim

kromosomima i kromosomu Y su iz Pokup2012.
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4.2.2. Genetlke udaljenosti izmau istrazivanih populacija
a) genetike udaljenosti temeljene néastalosti alela u istrazivanim populacijamas(}-
Pomcau rezultata analize 7 mikrosatelitnih lokusa krooma X preko koeficijenta
Fst procijenjena je i matrica gen&tih udaljenosti izméu tri istrazivane populacije u
Hrvatskoj. Najmanju genéku udaljenost pokazuju Romi iz Baranje i Romi ig#&ba
(0,03137) a najwas Romi iz Metimurja i Romi iz Baranje (0,06021T &blica 4.11). Sve
vrijednosti genetikih udaljenosti izraunate preko koeficijentagl-pokazale su se statiski
zna&ajnima. Slikovni prikaz geneékih udaljenosti izréunatih preko koeficijentadr izmedu

tri istrazivane romske populacije prikazan jeStigi 4.9,

Tablica 4.11. Genettke udaljenosti (k7) izme&du tri istrazivane romske populacije (n=189)

(ispod dijagonale) i razina statiste zn&ajnosti (iznad dijagonale).

¥ Baranja Medimurje Zagreb
ol (n=90) (n=57) (n=42)
Baranja 0,00000+- 0,00000+-
(n=90) 0,0000 0,0000
Medimurje 0,00000+-
(n=57) 0,06021 0,0000
Zagreb
(n=42) 0,03137 0,05608

statistiki znatajna razina genetke udaljenosti p<0,05

Matrix of pairwise Fs;

0.05

Baranja
L

— 0.03

Medimurije

— 0.02

— 0.01

Zagreb

—— 0.0

Baranja Medimurje Zagreb

Slika 4.9. Slikovni prikaz genetkih udaljenosti (Er) izmedu tri istrazivane romske

populacije (n=189).
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U Tablici 4.12 prikazane su srednje vrijednosti ré&bsti izmeiu parova populacija
utvrdene metodom ragiitog broja alela (Ey). 1z dobivenih rezultata se mozecitoda su
genettki najslicnije populacije Roma iz Baranje i Roma iz Zagrelbd{484) a najmanju

slicnost pokazuju Romi iz Baranje i Romi iz Mmurja (0,33190).

Tablica 4.12. Srednje vrijednosti razlitosti (Fst) izmeiu parova populacija triju istrazivanih

romskih populacija iz Hrvatske (n=189).

Populacija B(?]rzagz)j)a Me(‘:i:”;%rje Z(?EZZ?
aig%f;ia 5,40741 5,58651
(Mnsgi?r)nurje 0,33190 5,38972
(Zni%rze)b 0,17484 0,29731

iznad dijagonale — srednje vrijednosti rétisti izmeatu populacija (PiXY)
ispod dijagonale — korigirane srednje vrijesthoazliitosti (PiXY-(PiX+PiY)/2)

b) geneitke udaljenosti izraunate metodom sume kvadratg{R

Matrica genetikih udaljenosti izméu tri istrazivane populacije u Hrvatskoj
procijenjena je i preko koeficijentasiR Prema njemu, najmanju geré&ti udaljenost
pokazuju Romi iz Baranje i Romi iz Zagreba (0,02088ajvéu Romi iz Metimurja i Romi
iz Zagreba (0,08015)ablica 4.13. Vrijednosti genetkih udaljenosti izraunate preko
koeficijenta Rtizmeiu Roma iz Zagreba i Roma iz Baranje nisu se pokastalisttki
zna&ajne. Slikovni prikaz geneékih udaljenosti izraunatih preko koeficijenta & izmedu tri

istrazivane romske populacije prikazan jeStiai 4.10Q
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Tablica 4.13. Genettke udaljenosti (&) izmedu tri istrazivane romske populacije (n=189)

Slika 4.10.

(ispod dijagonale) i razina statiste zn&ajnosti (iznad dijagonale).

¥ Baranja Medimurje Zagreb
Populacija (n=90) (n=57) (n=42)
Baranja 0,01758+- 0,05957+-
(n=90) 0,0039 0,0087
Medimurje 0,00098+-
(n=57) 0,04081 0.0010
Zagreb
(n=42) 0,02093 0,08015

statistiki znatajna razina genetke udaljenosti p<0,05
Matrix of pairwise Fgp
S, |
£
]
m
2,
5
E - oS
H
=
2
lt-ﬂ .
N
—— 0.00

I
Baranja

Slikovni prikaz genetkih udaljenosti (Ry) izmedu tri istrazivane romske

T
Medimurje Zagreb

populacije (n=189).
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U Tablici 4.14 prikazane su srednje vrijednosti rdizbsti izmeiu parova populacija
utvrdene metodom sume kvadratas{R Iz dobivenih rezultata se mozecitoda su genetki
najslicnije populacije Roma iz Baranje i Roma iz Zagred@4447) a najmanju ghost

pokazuju Romi iz Mé&murja i Romi iz Zagreba2g,20162.

Tablica 4.14. Srednje vrijednosti raziitosti (Rst) izmedu parova populacija triju

istrazivanih romskih populacija iz Hrvatske (n=189)

. Baranja | Medimurje Zagreb
Populacija (n=90) (n=57) (n=42)
Baranja 305,93684 | 322,92275
(n=90)

Medimurje 12,29721 357,13952
(n=57)

Zagreb

- 6,04447 28,20162

iznad dijagonale — srednje vrijednosti réitisti izmeiu populacija (PiXY)
ispod dijagonale — korigirane srednje vrijesthoazlgitosti (PiXY-(PiX+PiY)/2)

4.2.3. Exact test populacijske radiliosti na istrazivanim populacijama

Kako bismo utvrdili da li uistinu postoje statiéti znaajne razlike izméu populacija
na temelju destalosti haplotipova kromosoma X provedeaxacttest razlike méu
populacijama a dobiveni rezultati prikazani stiablici 4.15. Vrijednostiexacttesta ukazuju
da postoji statistki znatajna razlika izméu populacija Roma iz M#murja s obje druge
dvije populacije (Baranja i Zagreb), dok izémeRoma iz Baranje i Roma iz Zagreba razlika

na temelju gestalosti haplotipova nije stati®i znatajna.

Tablica 4.15. P vrijednostiexacttesta razlike mi& populacijama na temeljestalosti

haplotipova kromosoma X.

Populacija Baranja Medimurje
Medimurje 0,00065+/-0,0007
Zagreb 0,56912+/-0,0271 0,00008+/-0,0000

statistiki znatajna vrijednost p<0,05
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4.3. Usporedba istrazivanih romskih populacija i o&lih izoliranih populacija

Tri istrazivane romske populacije uspdeee su s drugim izoliranim populacijama za
koje postoje podaci prema broju alela, geikeiirazli¢itosti i razini neravnoteze vezanosti
gena. Podaci iz literature dostupni su za popuapgverne Europe (Saami, Finci), populacije
juzne Europe i Sredozemlja (populacije otoka S#edirkorzike) te populacije srediSnje
Azije i dalekog istoka (Uriankai, Zakchin, Khalkkhoton, Japanci) (Katoh i sur. 2002,
Zavatarri i sur. 2000).

Prema broju alela na istrazivanim lokusima tri tska romske populacije se nawe
lokusa ne razlikuju zrgajno od drugih izoliranih populacij&lika 4.11). Na lokusu
DXS8092 pokazuju maniji broj alela nego ostale raole populacije, dok na lokusima
DXS983 i DXS8037 pokazuju nesto visi broj réitih alela u odnosu na druge izolirane
populacije za koje postoje podaci (podaci o ost@lopulacijama preuzeti iz Katoh i sur.
2002).

O Uriankai

O Finska

[ Sami

@ Baranja

@ Medjimurje
| Zagreb

DXS983 DXS986 DXS88092 DXS8082 DXS1225 DXS88037

Slika 4.11. Slikovni prikaz broja alela na pojedinim mikroddatem lokusima kromosoma
X u razliitim izoliranim populacijama (podaci za narode Wkai, Saami i

Finci preuzeti iz Katoh i sur. 2002).
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Usporedba genete raznolikosti tri hrvatske romske populacije tadi& izoliranih
populacija za koje postoje podaci pokazala je daase£ini lokusa istrazivane populacije ne
razlikuju zn&ajno od drugih izoliranih populacij®lika 4.12. Izuzetak je samo lokus
DXS8092 koji u hrvatskim populacijama pokazuje matjpanj genetke raznolikosti nego

u drugih izoliranih populacija (podaci o ostalimpotacijama preuzeti iz Katoh i sur. 2002).

1 —
0!9 7] T ] —] 1
08 | M
0.7 1
0.6 -
0.5 -
0.4
0.3 -
0.2 -
0.1 -

OUriankai

OFinska

O Sami

— O Baranja

: B Medjimurje

B Zagreb

DX8983 DXS986 DX88092

DXSSU i DXSIZS | DXSSO? i
Slika 4.12.  Slikovni prikaz genetke raznolikosti na pojedinim mikrosatelitnim lokons
kromosoma X u razitim izoliranim populacijama (podaci za narode Wkai,

Saami i Finci preuzeti iz Katoh i sur. 2002).

Prema razini neravnoteze vezanosti gena za paspit&vanih mikrosatelitnih lokusa,
tri hrvatske romske populacije se dosta razlikwjismwo s kojom ih se izoliranom populacijom
usporguje (Tablica 4.16. Razina neravnoteZe vezanosti gena u populagijidiz
Medimurja najslénija je onoj utvdenoj kod naroda Saami i populacije sela Gavoi,zalaia
unutar populacije otoka Sardinije, dok u odnospapulaciju Finaca i cjelokupnu populaciju
otoka Sardinije ima znatno #&razinu neravnoteze vezanosti gena. PopulacijaaRbm
Zagreba ima razinu neravnoteze vezanosti genadmjglonoj kod populacija Finaca i
cjelokupne populacije otoka Sardinije, Sto&malativno nisku. Populacija Roma iz Baranje
ima razinu neravnoteze vezanosti gena r&ajifli onoj u naroda Uriankai (podaci o populaciji
sela Gavoi preuzeti izavattari i sur. 2000, podaci o ostalim populacgapneuzeti iz Katoh i sur.
2002)
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Tablica 4.16. Statisttka zn&ajnost neravnoteze vezanosti gena kod parova lakusalEitim izoliranim populacijama na temeljgestalosti

haplotipova kromosoma X.

Udaljenost

Parovi lokusa (cM) Uriankai* | Finci* | Saamk |Sardinija* | Gavoi' | Japanci* | Khalkh* | Khoton* | Zakchin* | Baranja | Medimurje | Zagreb
DXS8092-DXS983 1,6 0,154 0,314| 0,000 0,876 | 0,000 | 0,065 0,318 0,051 0,796 | 0,023 0,003 0,733
DXS8082-DXS983 1,7 0,922 0,565| 0,000 0,142 0,245| 0,096 0,556 0,002 0,970 0,000 0,000 0,577
DXS1225-DXS983 2 0,773 0,63 | 0,000 0,169 | 0,017 | 0,151 0,165 0,000 0,449 0,561 0,070 0,000
DXS8037-DXS983 2 0,019 0,683 0,300 0,036 0,000, 0,342 0,449 0,000 0,521 0,009 0,000 0,208
DXS986-DXS983 15 0,835 0,829 0,000 0,825 | 0,003 | 0,071 0,407 0,011 0,210 0,002 0,000 0,364

DXS8082-DXS8092 0,1 0,017 0,044 0,000 0,319 | 0,000| 0,014 0,910 0,000 0,300 0,125 0,046 0,718

DXS1225-DXS8092 0,4 0,047 0,283 0,000 0,921 | 0,000 | 0,004 0,105 0,000 0,211 0,854 0,710 0,643

DXS8037-DXS8092 0,4 0,025 0,18 0,000 0,285 | 0,000 | 0,294 0,000 0,086 0,000 0,883 0,001 0,544

DXS8092-DXS986 0,1 0,021 0,331 0,000 0,125 | 0,000 | 0,003 0,161 0,000 0,004 0,673 0,003 0,421
DXS1225-DXS8082 0,3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000| 0,159 0,038 0,670
DXS8037-DXS8082 0,3 0,000 0,238 0,012 0,63 0,004 | 0,353 0,008 0,000 0,001 | 0,020 0,000 0,091
DXS8082-DXS986 0,2 0,001 0,092 0,000 0,322 | 0,000 | 0,000 0,001 0,000 0,004 | 0,000 0,000 0,000
DXS8037-DXS1225 0 0,000 0,836 0,091 0,71 | 0,008 | 0,301 0,000 0,000 0,000 | 0,486 0,036 0,157
DXS1225-DXS986 0,5 0,019 0,393 0,000 0,166 | 0,000 | 0,002 0,000 0,000 0,098 0,308 0,000 0,444
DXS8037-DXS986 0,5 0,046 0,62 0,000 0,302 | 0,003 | 0,179 0,150 0,035 0,190 0,026 0,000 0,944
Ukupno parova u LD-u 11/15 | 2/15 | 13/15 2/15 |14/15| 6/15 6/15 13/15 6/15 7115 13/15 2/15

vrijednosti otisnute podebljanim slovioen&avaju statistiku zn&ajnost na razini p<0,05
* podaci iz Katoh i sur. 2002; + podaciZavattari i sur. 2000



Slikovni prikaz ovisnosti statistke zn&ajnosti neravnoteze vezanosti gena (izrazene
kao vrijednost p) i udaljenosti (cM) iz pojedinih mikrosatelitnih lokusa kromosoma X

unutar para u razlitim izoliranim populacijama dan je r&lici 4.13

1.0
® s
- & Sardinija
[ |
& A
A " Finci
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Slika 4.13.  Slikovni prikaz ovisnosti statislke zn&ajnosti neravnoteZze vezanosti gena
(izrazene kao vrijednost p) i udaljenosti (cM) iztagojedinih mikrosatelitnih
lokusa kromosoma X unutar para u r&#iin izoliranim populacijama. Na osi
x prikazane su udaljenosti izdwelokusa unutar para a na osi y vrijednosti p

statisttke zn&ajnosti neravnoteze vezanosti gena.
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Usporedne vrijednosti koeficijenta D' prikazaneustablici 4.17, iz koje je vidljivo

da su u romskim populacijama istrazivanim u ovodurarijednosti koeficijent®' znatno

vec¢e nego u populaciji Korzike za koju postoje litewrai podaci (atini i sur. 2008).

Tablica 4.17. Vrijednosti koeficijenta D' za parove istrazivamofkusa u razliitim izoliranim

populacijama. Vrijednosti ve od 0,5 su otisnute masnim slovima.

PEI%E/Li“I?J(I:(iEJeSE ndbaljenii; Bozio* | Niolo* | Corte* | obala” | Baranja | Medimurje | Zagreb
DXS983-DXS1225| 8,734 2,0 0,541 | 0,303 | 0,349| 0,173 0,352 0,472 0,670
DXS983-DXS8092, 4,674 1,6 0,336 0,260 0,263 0,301 280, 0,846 0,386
DXS983-DXS986 | 9,902 1,5 0,35/ 0,213 0,419 0,296 70,4 0,576 0,538
DXS983-DXS8082 8,896 1,7 0,404 0,209 0,249 0,209,535 0,608 0,574
DXS983-DXS8037, 4,67% 2,0 0,333 0,136 0,236 0,313 44@, 0,610 0,641
DXS1225-DXS8092 4,059| 0,4| 0,382 0,551 | 0,309 | 0,401| 0,234 0,256 | 0,577
DXS1225-DXS986| 1,168 0,% 0,602 | 0,284 | 0,501 | 0,253 0,417 0,541 0,559
DXS1225-DXS8082 0,161| 0,3| 0,727 | 0,760/ 0,622 0,636 0,360 0,403 0,537
DXS1225-DXS8037 4,059| 0,0 0,541 | 0,379 | 0,422 0,313 0,295 0,507 0,605
DXS8092-DXS986| 5,227 0,14 0,360 0,275 0,358 0,292 34D, 0,737 0,460
DXS8092-DXS8082 4,221| 0,1 0,433 0,362 0,326 0,318 0,378 0,595 0,366
DXS8092-DXS8037 0,000| 0,4| 0,418 0,342 0,359 0,3%0 0,219 0,641 0,594
DXS986-DXS8082 1,006 0,2 0,526 | 0,368 | 0,370, 0,237 0,752 0,858 0,736
DXS986-DXS8037, 5,227 0,5 0,438 0,329 0,340 0,126 469, 0,713 0,473
DXS8082-DXS8037 4,220 0,3| 0,393 0,505 | 0,318 | 0,305 0,450 0,715 0,655

* " podaci iz Latini i sur. 2008
* populacije iz planinskih podtya Korzike
* populacije iz obalnih gradova Korzike
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NaSlici 4.14prikazana je usporedba opsega neravnoteze vezganatprocijenjenog
kao koeficijent D' naspram fidie udaljenosti (Mb) izm#u pojedinih mikrosatelitnih lokusa
kromosoma X unutar para u izoliranim populacijaraastrazivane romske populacije iz
Baranje, Mdimurja i Zagreba i do sada istrazene izolirane papje za koje postoje podaci u
literaturi. Iz slike je udljivo povetanje odnosno smanjenje vrijednosti koeficijenta D'

neravnotezZe vezanosti gena natkraudaljenostima.

Bozio
——Niolo
== Corte

——obala

——Baranja

——Medimurje

\
/j === Zagreb

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Slika 4.17. Usporedba opsega neravnoteze vezanosti genagmjecipg kao koeficijent D'
naspram fizike udaljenosti lokusa (Mb) iznda pojedinih mikrosatelitnih
lokusa kromosoma X unutar para u r&#iin izoliranim populacijama. Na osi
X prikazane su udaljenosti izihelokusa unutar para (Mb) a na osi y

vrijednosti koeficijenta D' neravnoteze vezanosta@
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5. RASPRAVA

Genetika struktura romskih populacija u Hrvatskoj

Temeljni cilj ove doktorske disertacije bio je pijeaiti genettku strukturu romskih
populacija u Hrvatskoj koje se agsobno razlikuju u nizu socio-kulturnih obiljezggmaiu
analize neravnoteze vezanja iztuenikrosatelitnih lokusa smjestenih u poguuXgl3.3
kromosoma X. Mikrosatelitni lokusi u ovom podjuivet se dugi niz godina ustaljeno koriste
za odrdivanje vrijednosti neravnoteze vezanosti gena thkanalizirani podaci na
istraZzivanim populacijama Roma omagiju i usporedbu s drugim populacijskim izolatima
(npr. Bellis i sur. 2008, Angius i sur. 2002, Ladaabo 1997). Ujedno, prema rezultatima
intra- i inter-populacijskih analiza triju istrazmih romskih populacija mozemo donijeti i
odraeiene zakljgke o njihovom genetkom ustroju i méusobnoj genetkoj razlicitosti s

obzirom na pripadnost odtenoj migracijskoj kategoriji i jeZnoj skupini.

Osnova drustvenog ustroja romskih populacija jgogrkoja po svojim socio-
kulturnim zn&ajkama nalikuje zatvorenim endogamnim skupinamaskiti zajednica
naroda Jat (Fraser 1992). Naime, druStveni usthogliji odrazava se u sustavu kasti koje su
nevidljivim kulturoloskim granicama podijeljene thesobom. Do danas su se uspjele odrzati
u tom obliku zahvaljujéi obi¢aju endogamije koji je joS uvijek duboko ukorijemje
indijskom drustvu. Slijedom toga mnogobrojne inki§gpopulacije pokazuju visok stupan;
strukturiranosti jer su sastavljene od rétih grupa koje je osnovao mali broj pojedinaca, a
izmedu pojedinih grupa tok gena je ogréem (Karve 1961, Basu i sur. 2003, Reich i sur.
2009). Razlike u testalostima alela iznda raznih grupa u Indiji su ¥e nego méu
populacijama u Europi te odrazavaju snaztieke utemeljitelja koji su vidljivi i danas,
upravo zahvaljujéi endogamiji (Reich i sur. 2009). S obzirom da rkenpopulacije potju
iz Indije u kojoj je na snazi kastinski sustavhoji preci zadrzali su takav druStveni ustroj te
su dosljedno tijekom stola prenosili okiaje na svoje potomke, bez obzira na kasnija
razdvajanja i cjepkanja u pojedime manje grupe. Do danasnjeg dana se zahwéljuju
¢vrstom pridrZzavanju obaja endogamije romska populacija tako uspjélavati izoliranom

od ostalih véinskih populacija, Sto je imalo i snazan utjecapfenu genetku strukturu.
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Naime, Sto je endogamija uvrijezenija u populadjgkupini, to¢e njena genetka
raznolikost biti niza. Nizom intra-populacijskihaiza u ovom radu utvrdio se stupan;
zatvorenosti svake od istrazivanih romskih popydate su svi analizirani parametri pokazali
najnize vrijednosti u populaciji Roma iz Mieurja. Prema izri&unu srednje vrijednosti
razlicitosti parova unutar populacija, nafgehomogenost pokazuje populacija Roma iz
Medimurja, a najvéu heterogenost populacija Roma iz Zagrélab(ica 4.2). Vrijednost
razlicitosti parova za populaciju Roma iz Baranje je phhia onoj dobivenoj za populaciju
Roma iz Zagreba pa moZemadirda je i ta populacija relativno heterogena. Ibigdenih
podataka proizlazi da je zaliha gena Roma izilktérja, od sve tri istrazivane populacije,
bila pod najvéim utjecajem genskog pomaka.

Ovaj nalaz u skladu je s rezultatima istrazivamjggth genskih biljega na ovim
populacijama. Analiza 15 mikrosatelitnih lokusaangitosomnim kromosomima taker je
pokazala najnizu genékiu raznolikost u populaciji iz M&murja, Sto je dodatno potieno i
analizom mikrosatelitnih lokusa na kromosomu Y (#uik¢ 2012). Analiza mitohondrijske
DNA u populaciji hrvatskih Roma BajaSa pokazalaije vrijednosti genetke raznolikosti u
Roma iz Mé@imurja nego u Roma iz Baranje (Cukrov 2009, &éisalihovt i sur. 2011). Svi
ovi rezultati govore u prilog tvrdnji da je od sieistrazivane romske populacije iz Hrvatske
najzatvorenija populacija Roma iz Meurja. Mendizabal i sur. (2012) istrazivali su
genettku strukturu europskih Roma analizir&j807 002 autosomna SNP lokusa te su
utvrdili da 76% Roma iz Hrvatske (u navedenoj gtudisu Romi iz Mdimurja) posjeduje
specifécnhu genetiku strukuru koja je s puno manjonsastalogu prisutna kod ostalih
istrazivanih romskih skupina s Balkana (Romi iz Brsite, Srbije i Gike), a uope se ne

javlja kod ostalih romskih skupina.

Kako bismo temeljem analize 7 mikrosatelitnih lakksomosoma X ispitali da li je
niska genetika raznolikost istrazivanih populacija rezultatlpsika populacije kroz usko grlo
u svojoj nedavnoj proslosti, koristili smo modifigni Garza-Williamsonov indeks. Ovaj
indeks pokazao se osjetljivim naéiniak uskog grla jer pretpostavlja da je uslijed sjaaja
veli¢ine populacije u skorasnjoj proslosti broj alelacab manji od raspona veéine alela, te
stoga raspodjela raspona vele alela pokazuje mjesta na kojima bi s&éaalazili aleli koji
su izgubljeni uslijed procesa uzrokovanih prolaskmpulacije kroz usko grlo pa stoga danas
viSe nisu prisutni u populaciji. Slijedom toga, fp@stavlja se da je Garza — Williamsonov

indeks smanjen u populacijama koje su proSle ksko grlo naspram populacija koje imaju
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stalnu veléinu. Sto je vrijednost Garza-Williamsonovog indekdida vrijednosti 1, to je
manja vjerojatnost da je populacija prosla krozougho (Pardifias i sur. 2012). Vrijednosti
Garza-Williamsonovog indeksa za istrazivane popj@aznose od 0,31815 za populaciju
Roma iz M@imurja do 0,44839 za populaciju Roma iz Baraijeblica 4.4). Dosadasnja
istrazivanja nekoliko populacija pokazala su vmjesti Garza-Williamsonovog indeksacee
od 0,82 za populacije koje, koliko je poznato, nieale naglo smanjenje populacije uslijed
ucinka uskog grla, naspram vrijednosti manjih od G&@opulacije koje su prosle kroz usko
grlo (Garza i Williamson 2001). Vrijednosti GarzaiNdmsonovog indeksa za istrazivane
populacije su izrazito niske Sto upye da su te romske populacije u svojoj prosSlagsi b
izlozene naglom smanjenju w@he populacije vjerojatnim prolaskom kroz usko grlo

| u dosadasnjim istrazivanjima, koja su se tenzehé biljezima mitohondrijske DNA,
pokazalo se da je populacija Roma izdiuteurja prosla kroz razdoblje nagle promjene
veli¢ine populacije (Peti¢ Salihovt i sur. 2011). Naime, Romi iz Ménurja imaju véi
udio westalih haplogrupa mitohondrijske DNA koje su zpgame s niskom raznolikég
haplotipova, a vrijednosti nukleotidne r&#ibsti upleuju na snazan utjecaj genskog pomaka
kao posljedice tinka utemeljitelja ili uskog grla kroz koji je prasta populacija. Opazena
smanjena geneka raznolikost koja je rezultat toga je sve do dgmatom ¢uvana

endogamijom.

Budwi da lokusi koji su bili istrazivani u ovom radu dada nisu bili analizirani niti u
jednoj romskoj populaciji u svijetu, istrazivaneppdacije iz Hrvatske nije moge
uspordivati s ostalim romskim populacijama. Ee&im, kako ove tri populacije pripadaju
dvjema razkitim migracijskim i jezénim kategorijama (Romi iz M#murja i Baranje govore
jezikomljimba d’bjag§ a Romi iz Zagreba govore jezikawmani chil), ova analiza pruzila je
dodatni uvid u méusobne odnose romskih skupina na Balkanu. S obzieio da
populacije Roma iz Mémurja i Baranje pripadaju skupini Roma BajaSa Kejdio vlaske
migracijske kategorije i ujedno govore istim jezikoza @ekivati je da su m&isobno
sli¢nije, a da populacija Roma iz Zagreba koja prengrawijskoj kategoriji pripada skupini
balkanskih Roma i jezik kojim govori je radti, pokazuje najvéu genetiku udaljenost. No
rezultati analiza 7 mikrosatelitnih lokusa kromoso¥nisu u potpunosti potvrdili ta
oc¢ekivanja. Naime, genéle udaljenosti na temelju koeficijentgifpokazuju da su
medusobno najblize populacije Roma iz Baranje i Romaagreba a najudaljenije populacije

Roma iz Baranje i Roma iz Manurja.
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Kako analizirani lokusi pripadaju skupini mikrodéteh biljegacije alele
karakterizira raztit broj ponavljajiéih jedinica, uz klasine metode koje se temelje na
koeficijentu k1, genettka struktura dodatno je analizirana i p@udoeficijenta Ry koji
uzima u obzir ponavljaju strukturu alela mikrosatelitnih lokusa (Schaff@@04). Genetke
udaljenosti na temelju koeficijentasRdjelomicno se poklapaju s rezultatima dobivenim
izratunom koeficijenta k. Naime, prema koeficijentudrpokazalo se da su i dalje
medusobno najblize populacije Roma iz Baranje i Romaagreba, a najudaljenije su pak
populacije Roma iz Mémurja i Roma iz Zagreba.

Isti meiupopulacijski odnosi dobiveni su i iztianima genetkih udaljenosti putem
koeficijenata kri Rst dobivenih na temelju analiza 15 mikrosatelitnitosomnih biljega.

Rezultati izréuna genetikih udaljenosti na temelju analiza biljega s r&tin
nasljednim svojstvima, kao i vrijednosti intrapogeijskih parametara niasobno se
podudaraju i ukazuju na & otvorenost populacije vlaskih Roma iz Baranjepyacije
balkanskih Roma Zagreba. No zbog malog broja istaaih lokusa nemogde je utvrditi je li
veca genetika slicnost izmeéu populacija vlaskih Roma iz Baranje i balkanskidmi& iz
Zagreba rezultat ndesobnog mijeSanja njihovih ,romskih* zaliha geriasé radi o stinosti
uzrokovanoj nezavisnim tokom gena iz zajédaj zemljopisno bliske, ¥aske populacije.
Medutim, rezultati izraduna genetike diferenciranosti putem koeficijenatgrf Rst dobiveni
na temelju analiza 16 mikrosatelitnih lokusa krooroa Y pokazuju najve slicnost
populacija Roma iz Baranje i Roma iz &f@urja, dok su najmanje ghe populacije Roma iz
Zagreba i Roma iz Baranje (Pokup2012), Sto je u skladu s migracijskim obrascima i

pripadnosti istrazivanih populacija raztim jezicnim skupinama.

Odnosi méu populacijama utdeni su i poméu srednje vrijednosti razitosti unutar
I izmedu parova populacija metodom r&#iog broja alela (Er) i metodom sume kvadrata
(Rst). Prema izr&unu srednje vrijednosti razitosti parova izméu populacija preko
koeficijenta kst (Tablica 4.11), najveu metusobnu skinost pokazuju Romi iz Baranje i
Romi iz Zagreba a najmanju&iost pokazuju Romi iz Baranje i Romi iz Meaurja. Isti
izracun dobiven preko koeficijentasR(Tablica 4.13 pak daje drugaju sliku populacija
koje su mdusobno najmanje ghe — prema njemu su to populacije Roma iziivherja i
Roma iz Zagreba, dok su thesobno najstinije i dalje populacije Roma iz Baranje i Roma iz
Zagreba. Uzrok toga da prema dobivenim rezultatimig bajasSke populacije riesobno ne
iskazuju najvéu slicnost mozda leZi u izrazitoj zatvorenosti populaBlfama iz Mdimurja

koja strogo slijedi pravila endogamije. Kako endaga dovodi do genetkog pomaka,
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mogute je da se u skorasnje vrijeme populacija Romaeatiturja genetiki udaljila od
skupine Roma iz Baranje, koja joj je prema migsd@j povijesti i jeziku, izvorno bliza nego
Sto je to populacija balkanskih Roma iz Zagreba. INsvjetlu novih saznanja dobivenih
analizama mikrosatelitnih lokusa kromosoma X i pgdg dosadasnjih gengkih spoznaja,
ovaj rezultat takéer moze poduprijeti pretpostavku o odvojenostitsmeopulacije joS od
onog ranog migracijskog odvajanja na pagiiBalkana u 14. stolfel. Naime, smatra se da
je u otprilike 14. stoljéu vetina romskih skupina ostala na pogtuBalkana gdje je nastavila
obitavati do danas (razne skupine danasnjih bakdaf®oma), dok su predke skupine
vlaskih Roma presle Dunav i tamo naselile bivSeunjske pokrajine Vlasku, Moldaviju i
Transilvaniju, u kojima su bile podvrgnute ropsfiHtancock 1987, Fraser 1992, lovita i
Schurr 2004). lako se pretpostavlja da su tijekopstva koje je trajalo idih 500-tinjak
godina dijelile zajedidku povijest, odvojenu od skupina balkanskih Romjaswu
meduvremenu ostali na podfju Balkana gdje su se slobodno kretali, provedstraZivanje
ukazuje na drugu mognost. Poznato je naime da dvije skupine bajaskimdkoje Zive u
Medimurju i Baranji govore razitim dijalektima starorumunjskog jezika; Romi iz
Medimurja govore erdeljskim, a Romi iz Baranje munkamsdijalektom. DijalektoloSke
razlike povezane su s vjerojatnim razlm zemljopisnim podrijetlom istrazivanih bajaskih
skupina — pretpostavlja se da su Romi iziMeirja podrijetlom s podiija Transilvanije dok
su Romi iz Baranje vjerojatno podrijetlom s paglauiMuntenije (Radosavlje¥i2010).
Uzimajwi u obzir izrazito niske vrijednosti parametaraaspopulacijske geneéte strukture,
te genetiku udaljenost populacije Roma iz Mmurja od ostalih istrazivanih romskih
populacija, moze se pretpostaviti da je tijjekomalvka u Transilvaniji u toj populaciji doslo
do djelovanja tinka uskog grla koji je smanjio njenu gegkti raznolikost, Sto se uslijed
strogih pravila endogamije odrzalo i vidljivo jenjoj i danas.

Uz sve gore navedeno treba naglasiti i da su paltdsveni ovim istraZzivanjem jos
jedni u nizu podataka koji pokazuju izrazitu slodstivomskog gen&kog nasljéa koje
ukljuéuje, uz joS do sada neodesu indijsku proto-romsku populaciju, i nepoznarace
brojnim wincima uskog grla koji su doveli do ovakove genetskukturiranosti romske
populacije u posljednjih 1000 godina od trenutkd &a napustili Indiju (npr. Mendizabal i
sur. 2012).

Uz izrazito smanjenu gensku raznolikost populaRipena iz Méimurja, i njenu
neaiekivano veliku genetku udaljenost od populacije Roma iz Baranje, é&kge zanimljiv

nalaz da Romi iz Baranje i Romi iz Zagreba imajong parametre intra-populacijske genske
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raznolikosti. Bilo je za ¢ekivati da¢e balkanski Romi iz Zagreba imati 2ago veu
genettku razlitost od Roma iz Baranje zbog svoje réiréi demografske proslosti, tijekom
koje nisu imali ogrartienja u kretanju i dodiru s ostalim romskim i ne-sim skupinama, a
¢emu su bili izloZeni vlaski Romi zbog ropstva kojembili podvrgnuti tijekom svog
boravka na podtju bivsih rumunjskih pokrajina (Rombase 2004). N Je n&in
demografska proslost istrazivanih populacija ulgeoa dobivene rezultate pokusalo se
utvrditi usporedbom rezultata analize lokusa s ¢dirzh nacinom nasljdivanja Slika 4.9).

Do danas su provedene brojne studije koje su ptkazausporedbe parametara getketi
strukture izrgunatih na temelju biljega na kromosomu X i autosibniniljega mogu dati uvid
u postojanje razlika temeljenih na spolu, a uzreklv razlgitim migracijskim i
demografskim zn@mjkama muskaraca i Zena (npr. Pereira i sur. 2&K&Xo su romske
populacije zatvorene i njihovi socio-kulturni obcaponasanja ne podrZzavaju mijeSanje s
pripadnicima drugih skuping&ak i kada su u pitanju ragite romske skupine (Fraser 1992),
usporedbom rezultata dobivenih analizom geéketstrukture romskih populacija mogu se
izvesti odrdeni zakljwci o njihovoj demografskoj proslosti s obzirom aalicite
migracijske obrasce muskaraca i Zena. Uz pretpkstda je razlika u genékoj strukturi
uzrokovana samo genskim pomakotekuje se da genéka diferenciranost iztanata iz
podataka s autosomnih lokusa iznosi % one dobigaakzom kromosoma X (Schaffner
2004.).

Koeficijenti genettke diferenciranosti dobiveni prijasnjim istraZiviama 15
mikrosatelitnih autosomnih biljega i 16 biljega krosoma Y u istih populacija iznosili su
3,1% (Fs7) 1 0,9% (Rs7), a kad su analizirani samo mikrosatelitni biljgmmosoma Y
vrijednosti su bile znatno viSe i iznosile 4,64%{R cak 15,99% (R37) (Pokugi¢ 2012).
Znatno viSe vrijednosti za haploidne mikrosatelibilgzge kromosoma Y ukazuju naja
podlozZnost tih lokusa mutacijama jer njihovo nakame kod kromosoma Y brze dovodi do
divergencije sljedova nego li je to &8 u autosomnih mikrosatelitnih biljega (Thomsauir.
2000, Gill i sur. 2001, Heyer i sur. 1997), a zlnognje efektivne valdine populacije lokusi
kromosoma Y su podlozniji djelovanju genskoga pomadoeficijenti genetike
diferenciranosti kri Rst izratunati analizom lokusa kromosoma X iznose 4,123%) (F
4,735% (Ry). Usporedbom ovih podatakavrijednostima dobivenim istrazivanjima 15
autosomnih lokusa, @avaju se vée vrijednosti za lokuse kromosoma X. Provedeneiznal
pokazale su neravnotezu vezanja u nekih od isaaiiMokusa, tako da pos@ne vrijednosti
koeficijenata genatke diferenciranosti mogu biti rezultat upravo teavaoteze (Elhaik

2012). Ramachandran i sur. (2004) pokazali su dazika u nalazu moze dia ovisno o
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broju ispitivanih lokusa. Kako je broj analizirandkusa na kromosomu X upola manji od
broja autosomnih lokusa, iz ovih rezultata nijegomio jasno da li oddeni demografski
procesi utjéu na genetiku strukturu istrazivanih populacija, /g za donosenje takvih
zakljucaka potrebno provesti analizu na@m broju lokusa na kromosomu X, a koji ne
pokazuju vezanost. Pereira i sur. (2012) su amalizokrosatelitnih i bialelnih biljega
kromosoma X kod Roma iz Portugala, koji prema nuiggkoj kategoriji pripadaju zapadnim
Romima, a u prvom migracijskom valu prosli su pégguBalkana i nastavili svoj put prema
zapadu i sjeveru Europe, ustanovili da jéiveoj muskaraca nego li Zena europskog
podrijetla uSao u romsku zajednicu. Navedeni naleai u skladu s druStvenim obrascima
ponasSanja romske zajednice koji se temelje nalprdeiu sldaju br&ne zajednice iznd
musSkarca Roma i Zene ne-Romkinje, Zena budededmu romsku zajednicu, dok u
obrnutom sldaju (Romkinja udana za ne-Roma) napusta romskuarziaje (Fraser 1998).
Zbog premalog broja lokusa i izrazite neravnotezeanja ututene izmédu nekih lokusa, ova
postavka se nije mogla ni prihvatiti ni odbacitpaeedbom biljega na kromosomu X i
biljezima na autosomima. Podaci dobiveni usporedgenettke diferenciranosti temeljene
na biljezima mitohondrijske DNA i kromosoma Y kodijé bajaske populacije pokazuju
znatno véu diferenciranost na temelju mitohondrijske DNAgaaljLEi time na véi
patrilokalni druStveni ustroj ovih zajednica (Re&fii sur. 2011), Sto je u skladu s druStvenim

obrascima ponaSanja koje slijede romske zajednice.

Svi podaci dobiveni analizama lokusa na kromosomuo¥om istrazivanju, kao i
dosadasnja istrazivanja autosomnih lokusa, kromaséimmitohondrijske DNA, upéuju na
potrebu daljnjeg istrazivanja romskih populacij&d#i se u potpunosti rasvijetlili njihovi
migracijski putevi te objasnili @i na koji su oblikovane spedifie zalihe gena pojedinih
romskih skupina. Kako je vidljivo iz ovih rezultat@azdoblje provedeno u ropstvu u bivsim
rumunjskim knezevinama nije u svim romskim skupiaasstavilo jednak genetski trag, Sto
takader ukazuje na potrebu za daljnjim istrazivanjimidkhi se u potpunosti utvrdio broj
populacija utemeljitelja koje su se oblikovalekpen ropstva u bivSim rumunjskim

kneZevinama, a Sto bi dalo potpuniji uvid u gefietistrukturu bajaskih romskih populacija.
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Usporedba Roma iz Hrvatske i ostalih izoliranih pdpacija

Kao Sto je vé ranije navedeno, pregledom literaturnih podataka naiena
istrazivanja u ovom radu ispitivanih lokusa krommsoX na drugim romskim populacijama
te je stoga nemoga dati pregled sinosti i razlika triju istrazivanih romskih populgiz
Hrvatske u odnosu na ostale romske populacijemalje tih biljega. Mdutim, biljezi
koriSteni u ovom istrazivanju dobro su istrazenide izoliranih populacija svijeta te je
moguee usporediti stupanj izoliranosti tri istrazivamenske populacije iz Hrvatske u odnosu
na njih. Metusobne usporedbed@ne su prema razini neravnoteze vezanosti gena u
istrazivanim populacijama. Demografska povijestylapije ima vaznu ulogu u oblikovanju
razine neravnoteZe vezanosti gena. Sto je popalsizjija dijelovi kromosoma Kkoji ostaju
nepromijenjeni izméu dvije generacije zbog veg broja rekombinacijskih dodaja sve su
kra¢i, dok u populacijskim izolatima, zbog djelovanngkog pomaka, uzrokovanog
specifinim demografskim, socio-kulturnim ili zemljopisninaajkama, dolazi do izraZenije

neravnoteze vezanosti gena (Laan i Paabo 1997).

Postoje brojni radovi u kojima je istrazivano kal@neravnotezu vezanosti gena
utjecu ¢imbenici povezani s demografskim posebnostima @miel pa su tako Zavattari i
sur. (2000) istrazivali obrasce neravnoteze vezagesa unutar velike otvorene populacije
Ujedinjenog kraljevstva, izolirane populacije Saiph i sardinijskog subizolata iz sela Gavoi.
U subizolatu su pronasli izrazito p@amje neravnoteze vezanosti genéaga se moglo
zakljwiti da je demografska povijest populacije gaao utjecala na razinu neravnoteze
vezanosti gena u toj maloj seoskoj populaciji. Mmognija istrazivanja vesu pruzila
empirijske dokaze da male i demografski stabilneupexcije poput naroda Saami pokazuju
vedi stupanj neravnoteze vezanosti gena nego velipelpoije koje su sklone naglim
pove&anjima svog broja (Laan i Paabo 1997). Ujedno suaim radu Zavattari i sur. (2000)
pokazali da su obrasci neravnoteze vezanosti gedasobno izrazito stni pacak i kod
populacija koje imaju zriajno razléitu demografsku povijest, kao Sto su to primjerice
populacija Finaca, populacija otoka Sardinije ieggni uzorak populacija Amerikanaca i
Europljana. Autore tih istraZivanja zanimalo jelidée subizolat pokazati ztajno razlit

obrazac neravnoteze vezanosti gena @& gpvorene populacije. Kako bi izmjerili
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neravnotezu vezanosti gena u uzorku iz sela Ggeoiptipizirali su 73 muskarca za dva
podrwija na kromosomu X, Sto je ukfivalo i 6 od 7 mikrosatelitnih lokusa istrazivanit
ovom radu. U populaciji iz sela Gavoi, subizolagdespopulacije otoka Sardinije, razine
neravnoteZe vezanosti gena na pogrxXql3 kromosoma X pokazale su izrazito visoke
vrijednosti, te jeak 19 od ukupno 21 para lokusa pokazalo st&étistnatajnu neravnotezu
vezanosti gena. Tome je pridonijela maladrel populacije koja se odrzavala n&rstij
razini tijekom svoje povijesti i bila kigancimbenik u tako izrazitom poanju razine
neravnoteZe vezanosti gena uzrokovanog djelovag@rmkog pomaka. Usporedbom
ispitivanih lokusa s onima istrazenim u ovom radu istrazivane populacije hrvatskih
Roma, mogta je me@usobna usporedba na temelju 15 parova lokusa. Reézudkazuju da
najsliéniju razinu neravnoteze vezanosti gena pokazujizsl#h iz sela Gavoi (14 od 15
parova je u neravnotezi vezanosti gena) i pop@d@gma iz Mdimurja (13 od 15 parova je
u neravnotezi vezanosti gena).0\&e prije pokazalo da je populacija iz difaurja pod
zna&ajnim utjecajem genskog pomaka Sto je vjerojatkoder bio kljucancimbenik u
nakupljanju visoke razine neravnoteze vezanosi gerspram ostalih romskih populacija u

Hrvatskoj kod kojih je ta razina niza.

Neravnoteza vezanosti gena na poprXql3 kromosoma X istrazivana je i u
populacijama dalekoistoe Azije (Katoh i sur. 2002). U istraZivanje suehilkljucene
populacije s raztitom demografskom povijés; japanska i populacija naroda Khalkh uzeti
su kao predstavnici populacija koje su imale n&glenje tj. rast svog stanovnistva, dok su
nasuprot njima populacije naroda Khoton, Urianktzakchin populacijski izolattija
veli¢ina je uglavnom stabilna i nema velikog i nagloggianja/smanjenja broja stanovnika.
Razina neravnoteze vezanosti gena u prve dvijéwetaotvorene populacije (japanskoj i
Khalkh) koje su imale razdoblje naglog populacigkasta pokazala se istom ili vrlocslom
onoj u prije istrazenim populacijama Finske, mijesgameitko-europskog uzorka i
populacije otoka Sardinije (Zavattari i sur. 20D8an i Paabo 1997) dok se razina
neravnoteze vezanosti gena u tri izolirane popa@roda Khoton, Uriankhai i Zakchin
pokazala puno viSom. Ovi podaci u skladu su s §jjm istrazivanjima te su talker
potvrdili da su japanske i populacije naroda Khgtkilgodne za istrazivangi je cilj to¢no
odredivanje polozaja gena u podlozi kompleksnih svojgtamonogenskih porentgja, a
izolirane populacije naroda Khoton, Uriankhai i £ain za pdetno odrdivanje polozZaja

gena ukljgenih u pojavu kompleksnih bolesti. Usporedbom strazivane romske
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populacije u Hrvatskoj, pokazalo se da n&sju razinu neravnoteze vezanosti gena
pokazuju narodi Khoton (13 od 15 parova u neravotezanosti gena) i Uriankhai (11 od
15) s onom utvddenom u populaciji Roma iz Menmurja (13 od 15), dok su razine neravnoteze
vezanosti gena u populaciji Roma iz Baranje (7 ®dslicnije onima udenim u populaciji
Japana (6 od 15) i naroda Khalkh (6 od 15) i Zakh¢h od 15) Tablica 4.16. Populacija
Roma iz Zagreba najva slicnost po razini neravnoteze vezanosti gena pokazoggeSanim
amertko-europskim uzorkom (1 od 15), Fincima (2 od 1pdpulacijom otoka Sardinije (2
od 15). Kad usporedimo demografske povijesti odloda s onime Sto trenutno znamo o
romskim populacijama u Hrvatskoj, ove usporedbguntakako mnogo smisla. Naime,
populacija naroda Khoton danas broji svega oko g@adnika, turskog je porijekla, a od
12. stoljéa naseljava unutrasnjost Mongolije. Tijekom svajeifesti nije bila pod utjecajem
izrazitog toka gena, a veéinu je uglavnom odrzavala stalnom (Katoh i sur.20&ve to su
pokazatelji koji govore o izuzetno zatvorenoj p@umiji, u kojoj pripadnici nalaze partnere
unutar nje, bas kao 5to je to&ji s populacijom Roma iz Mémurja (Skaré-Juri i sur.
2007), tako da se endogamijom odrzava zaliha gejsajé& odraz one prisutne u populaciji
osnivaa. Japanska populacija i narod Khalkh su ,starefirane populacije koje su prosle
razdoblje naglog rasta; populacija Japana je u 2@0ha od 600 000 ljudi narasla na 130
milijuna, dok je narod Khalkh naj¢a etntka grupa u Mongoliji i danas ima oko 1,8 milijuna
pripadnika. Obje populacije ungtevojoj velcini ne pokazuju naznake velikog priljeva gena
iz drugih populacija (Katoh i sur. 2002). &la razina neravnoteze vezanosti gena ovih
populacija s populacijom Baranje mogla bi ukaziva¢injenicu da je populacija Baranje u
odnosu na populaciju Méenurja imala naglo pov@nje broja svojih pripadnika ili je pak viSe
otvorena prema ostalim romskim (bajaskim) poputesg s kojima izmjenjuje btae

partnere, na 5to ukazuju i nasa dosadasnja istrgai¢Skar-Jurié i sur. 2007). Zanimljivo je
da je razina neravnoteze vezanosti gena u popuRamja iz Zagreba dosta niska (2 od 15) te
je najsltnija velikim izoliranim populacijama kao Sto su jpdgrija Finske (2 od 15) i
populacija otoka Sardinije (2 od 15). Ovasbst takder bi mogla biti naznakom da su
balkanski Romi na pod&u Hrvatske (i Balkana) zapravo manje rascjepkapojedine male

i medusobno odvojene endogamne grupe te jéunmgima dosSlo do izrazitijeg toka gena nego
li je to slwaj meiu skupinama viaskih Roma. Taj je nalaz u skladpadje&u u kojoj su
skupine vlaskih Roma bile porobljene i svrstanazne kategorije robova koji su imali i
razlicita ograntenja u smislu slobodnog kretanja (a time i slobgdodabira partnera), dok
su se za to vrijeme skupine balkanskih Roma slobddetale podréjem Balkana, a izmjena

genetskog materijala nie njima bila je uvjetovana samo njihovim druStvemuravilima.
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Postoje raziiiti izracuni neravnoteze vezanosti gena, ali koeficijenjello danas
najuvrijeZeniji pokazatelj jane neravnoteznog vezanja. Prema dosadasnjim podaci
vrijednosti koeficijenta D' manje od 0,5 (Reichurs2001) ili 0,33 (Abecasis i sur. 2001)
pokazuju da ne postoji z&gna neravnoteza vezanosti gena unutar popul&pyeske
populacije istrazivane u ovom radu usgivane su i s izoliranim europskim populacijama za
koje su bile dostupne vrijednosti koeficijenta ®se pokazalo kako su u izolatima otoka
Korzike (Latini i sur. 2008) vrijednosti koeficijeanD' znatno manje nego li u ovdje
istrazivanim romskim populacijamadblica 4.17).

U istrazivanim romskim populacijama vrijednosti kogenta neravnoteze vezanosti
gena izrdunate su na viSe tiaa ciji se rezultati ne poklapaju u potpunosti. digdm kako
¢imbenici kao veltina uzorka i broj rijetkih alela uije na neke od tih koeficijenata,
nepodudarnosti u rezultatima stekivane. Naime, prema statiio; znaajnosti neravnoteze
vezanosti gena iznde parova istrazivanih lokusa, populacija Roma igréaa pokazuje
najmanju razinu neravnoteze vezanosti gena, dgle@aj€i vrijednosti koeficijenta D' to
slucaj za populaciju Roma iz Baranje. Tdko, populacija Roma iz Zagreba pokazuje
izuzetno visoke vrijednosti koeficijenta D', bliaaima populaciji Roma iz M&murja. No, to
se moze objasniti razlikama u vtii uzorka o kojima ovise rezultati Fisherovexacttesta,
dok su vrijednosti koeficijenta D' korigirane u @il na veliinu uzorka kako bi se
medusobno mogli uspodévati uzorci razl€itih veli¢ina. Stoga u objaSnjavanju razine
neravnoteZe vezanosti gena svakako treba uzetziuatn izréuna kako bi se tmo
procijenila razina neravnoteZe vezanosti gena umataulacije. Gledajti oba izr&una, i
dalje je vidljivo kako je neravnoteza vezanostigeajvéa u populaciji Roma iz Mémurja,

dok je u populacijama Baranje i Zagreba tékoznatna ali ne i toliko izrazena.

Neravnoteza vezanja iz lokusa na kromosomu X istraZivana je i u popilaci
portugalskin Roma, na@itim kako su koristeni drugi lokusi od onih korigite u ovom radu,
populacije se ne mogu izravno usptvati. Pereira i suradnici (2012) su utvrdili péaae
vrijednosti neravnoteze vezanosti gena u romskelpojpe u odnosu na ¢asku portugalsku
populaciju, te pretpostavljaju da je zajetka djelovanje genskog pomaka i toka gena iz

vecinske zemljopisno bliske populacije dovelo to ptamga tih vrijednosti. Stino se moze
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tvrditi i za vrijednosti neravnoteze vezanosti gerta istrazivane romske populacije u

Hrvatskoj koje pokazuju ziajno razlEite vrijednosti.

Razina neravnoteze vezanosti genacimnata na oba ovdje prikazanaima, u tri
istrazivane populacije ztajno je razkita te dodatno ukazuje na thesobnu potpunu
odvojenost tri navedene populacije i raétlstupanj toka gena iz zemljopisno bliskih
vecinskih populacija. Naime, ukoliko su se ove popijazaista odvojile jos u 14. stofe na
podrutju Balkana, ¢ekivano je d&e u narednih nekoliko stotina godina, uslijed catzh
¢imbenika koji su djelovali na svaku od njih, nakudovoljno razlika koje su danas vidljive
u njihovim genetikim profilima. Stalne razlike koje se izdweromskih populacija u
Hrvatskoj pojavljuju u molekularno-gengkim analizama, ukljéujuci i rezultate dobivene u

ovom istrazivanju, podupiru upravo takav povijestenarij.
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6. ZAKLJU CAK

U ovom radu izvrSena je analiza 7 mikrosatelitokulsa kromosoma X na ukupno
189 pripadnika triju romskih populacija iz Hrvatsikéa temelju dobivenih rezultata moZzemo

izvesti sljedée zakljke.

1. intra-populacijske analize gengte strukture

a. Najveta homogenost uena je u populaciji Roma iz M&nurja, a najvéa
heterogenost u Roma iz Zagreba.

b. Populacija Roma iz M#murja pokazuje najmanji broja alela nawe lokusa,
najnize paremetre gengke razltitosti, te najnizu dekivanu heterozigotnost u
najveteg broja lokusa.

c. Najniza vrijednost modificiranog Garza-Williamsomgvindeksa ugena je u
Roma iz M@imurja Sto pokazuje da je&mak utemeljitelja bio najsnazniji u
ovoj populaciji u usporedbi s ostale dvije istratie romske populacije.

d. U triistraZzivane romske populacijedemo je ukupno 176 razltih
haplotipova. U populaciji Baranje svi haplotipovii Bu u pojedinanim
kopijama, dok je u populaciji Migmurja 37 haplotipova bilo u pojedi&iam
kopijama a 8 u viSestrukim kopijama. U populacgigfeba 40 haplotipova
zastupljeno je pojedigaim kopijama, a samo 1 je zastupljen dva puta.
Najucestaliji haplotip je 164-157-260-207-236-218-27wian kod 5
ispitanika iz Méimurja i 1 ispitanika iz Baranje.

e. Rezultati analize neravnoteze vezanosti gena pgkatzuje stupan;
neravnotezZe vezanosti gena néjuwepopulaciji Roma iz M@murja (13 od 15
parova lokusa), a najmaniji u populaciji Roma izi&ég (2 od 15 parova

lokusa).

2. inter-populacijske analize gen#éte strukutre
a. Ukupna genetka diferenciranost za sve tri istrazivane popuai@nosi
4,123% (k1) odnosno 4,735% &).
b. Prema koeficijentu & najslicnije su populacije iz Baranje i Zagreba a
najmanje su stne populacije iz Baranje i Mémurja. Prema koeficijentu &
najslicnije su takder populacije iz Baranje i Zagreba a najmanje snel

populacije iz Mdimurja i Zagreba.
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c. Vrijednostiexacttesta ukazuju na postojanje statistznatajne razlike
izmedu populacije iz Méimurja s obje druge populacije (Baranja i Zagreb),
dok razlika izméu populacija Baranje i Zagreba nije statistznatajna.

d. Usporedba koeficijenata diferenciranosti &naatih iz biljega s raalitim
natinom nasljé@ivanja upwéuje na podjednak doprinos muskaraca i zena
ukupnoj zalihi gena.

e. Usporedba s ostalim izoliranim populacijama je zaka da je genska
razlicitost na istrazivanim lokusima u populaciji Meurja slicha onoj u jako
izoliranim i malim stabilnim populacijama dok suputacije Baranje i Zagreba
viSe otvorene toku gena.

f. Vrijednosti neravnoteZzne vezanosti gena ukazujpagaulacija Mdimurja po
stupnju izoliranosti iskazanom kroz neravnoteZuawesti gena spada u
skupinu izrazito izoliranih populacija, dok su ptamije Baranje i Zagreba

manje izolirane.

Rezultati provedenih analiza ukazuju na magranu odvojenost i ndeisobnu
izoliranost sve tri istrazivane romske populaaijeat@ pripadnosti populacija Roma iz

Medimurja i Roma iz Baranje istoj migracijskoj, sodakurnoj i jezenoj skupini.
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8. PRILOZI

Prilog A. Popis kratica koriStenih u disertaciji.

PCR — ladana reakcija polimerazom (eng§lolymerase Chain Reactipn
STR — mikrosatelitni billeg (engBhort Tandem Repgat

LD — neravnoteZa vezanosti gena (etigkage disequilibrium

Std. — standardna devijacija

cM — centimorgan

Mb — megabaza
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Prilog B. Slikovni prikaz raspodiele idestalosti svakog od alela za 7 istrazivanih lokusa
u tri romske populacije iz Hrvatske.

Brojalela
W Baranja
B Medimurje
m Zagreb
DX5983  DX51225 DXS8092 DXS086  DXS1066 DXS8082 DXS8037
Lokus
Slika B.1. Broj razlicitih alela po lokusu po populaciji.
Raspon veli¢ina alela
30
25
W Baranja
20 . .
B Medimurje
W Zagreb

Velitina alela
= &

n

DXS5083 DXS1225 DXS8092 DXS08¢ DXS1066 DXS8082 DXS8037
Lokus

Slika B.2. Raspon veéiina alela po lokusu po populaciji.

89



Prilog C. Raspodiela i éestalost alela za 7 istrazivanih lokusa u tri roeng&pulacije
iz Hrvatske (n=189).
Prilog C.1. Raspodjela i éestalost alela za lokus DXS983.
Baranja Medimurje Zagreb
Alel | Ucéestalost s.d. Alel | U¢estalost s.d. Alel | Uéestalost s.d.
144 | 0.047619 | 0.03325¢
146 | 0.02381 0.02381
152 | 0.02381 0.02381
154 | 0.011111 0.011111 154 | 0.047619| 0.03325€
156 | 0.111111 | 0.033313 156 0.035088 | 0.02458¢ 156 | 0.071429 | 0.040221
158 | 0.066667 | 0.026441 158 | 0.047619 | 0.03325¢
160 | 0.044444 0.021844 160 | 0.119048 | 0.05057¢
162 | 0.144444 | 0.037263 162 0.315789| 0.062115 162 | 0.166667 | 0.058203
164 0.4 0.051929| 164 | 0.350877 | 0.063774 164 | 0.285714| 0.07055Z
166 | 0.188889 0.04149| 166 | 0.22807 0.05607| 166 | 0.119048 | 0.05057€
168 | 0.033333 | 0.01902¢ 168 0.070175| 0.034135 168 | 0.047619 | 0.03325¢
Prilog C.2. Raspodjela i éestalost svakog od alela za lokus DXS1225.
Baranja Medimurje Zagreb
Alel | Ucgestalost s.d. Alel | Ucestalost s.d. Alel | Uéestalost s.d.
143 | 0.02381 0.02381
147 | 0.071429 | 0.040221
151| 0.088889 | 0.03016€ 151 | 0.035088 0.024588 151 | 0.047619| 0.03325¢
153| 0.044444 | 0.021844 153 | 0.052632 0.02983¢ 153 | 0.02381 0.02381
155| 0.366667 | 0.051081 155 | 0.105263 0.04101| 155 | 0.095238 | 0.045844
157 | 0.311111 | 0.049072 157 | 0.526316 0.066723 157 | 0.238095| 0.066517
159 | 0.066667 | 0.026441 159 @ 0.070175 0.034135
161 | 0.011111 0.011111 161 0.035088 0.024588 161 | 0.142857 | 0.05464¢
163| 0.055556 0.02428, 163 | 0.087719 0.03780Z 163 | 0.285714| 0.07055Z
165| 0.044444 | 0.021844 165 | 0.087719 0.03780Z 165 | 0.047619| 0.03325¢
167 | 0.02381 0.02381
169 | 0.011111 0.011111
Prilog C.3. Raspodjela i éestalost svakog od alela za lokus DXS8092.
Baranja Medimurje Zagreb
Alel | Ucestalost s.d. Alel | Ucestalost s.d. Alel | Ucestalost s.d.
256 | 0.022222 | 0.01562%
258 0.433333 | 0.052527 258 | 0.035088 0.024588 258 | 0.166667 | 0.058203
260 | 0.466667 | 0.052882 260 | 0.842105 0.048727 260 | 0.738095 | 0.068665
262 | 0.011111 0.011111 262 | 0.047619 | 0.03325¢
264 0.066667 | 0.026441 264 | 0.122807 0.04386| 264 | 0.047619 | 0.03325¢

90



Prilog C.4. Raspodjela i éestalost svakog od alela za lokus DXS986.

Baranja Medimurje Zagreb

Alel | Ucestalost s.d. Alel | Ucéestalost s.d. Alel | Ucestalost s.d.
187 | 0.033333 | 0.01902€
189 | 0.022222 | 0.015625 189 | 0.052632 | 0.02983¢ 189 | 0.02381 0.02381
191 | 0.044444 0.021844 191 0.105263 0.04101
193 | 0.088889 | 0.03016€ 193 | 0.017544 | 0.017544 193 | 0.047619| 0.03325¢
195| 0.111111 0.033313 195 0.157895 0.048727 195 | 0.142857 | 0.05464¢
197 | 0.077778 | 0.02838S 197 | 0.035088 | 0.02458& 197 | 0.285714| 0.07055Z
199 | 0.044444 | 0.021844 199 | 0.035088 | 0.02458¢ 199 | 0.071429| 0.040221
201 | 0.011111 0.011111 201 0.017544 0.017544 201 | 0.047619| 0.03325¢
203 | 0.011111 0.011111
205| 0.022222 | 0.01562% 205 | 0.02381 0.02381
207 | 0.333333 | 0.04996¢ 207 | 0.263158 | 0.058844 207 | 0.309524 | 0.07219¢
209 | 0.133333 | 0.036033 209 | 0.157895 | 0.048727 209 | 0.047619| 0.03325¢
211 | 0.055556 0.02428| 211 | 0.070175 | 0.03413%
213 | 0.011111 0.011111 213 0.070175 0.034135

217 0.017544 0.017544
Prilog C.5. Raspodijela i éestalost svakog od alela za lokus DXS1066.

Baranja Medimurje Zagreb

Alel | Ucestalost s.d. Alel | Ucestalost s.d. Alel | U¢estalost s.d.
234 | 0.011111 0.011111
236 | 0.188889 0.04149| 236 | 0.561404 0.06631| 236 | 0.190476 | 0.06132€
238 | 0.022222 0.015625 238 0.017544 0.017544
240 | 0.022222 0.015625
242 | 0.077778 | 0.02838¢
244 | 0.222222 | 0.04406¢ 244 | 0.122807 0.04386| 244 | 0.095238 | 0.045844
246 | 0.311111 0.049072 246 0.070175 0.034135 246 | 0.452381| 0.07773Z
248 | 0.111111 | 0.033313 248 0.22807 0.05607| 248 | 0.214286| 0.06408Z
250 | 0.011111 0.011111
252 | 0.011111 0.011111
254 | 0.011111 0.011111 254 | 0.047619| 0.03325¢
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Prilog C.6. Raspodjela i éestalost svakog od alela za lokus DXS8082.

Baranja Medimurje Zagreb
Alel | Ucestalost s.d. Alel | Ucestalost s.d. Alel | Ucestalost s.d.
210 | 0.022222 | 0.015625 210 | 0.035088 | 0.024588 210 | 0.095238| 0.045844
212 | 0.022222 0.015625
214 | 0.055556 0.02428| 214 | 0.017544 | 0.017544 214 | 0.02381 0.02381
216 | 0.033333 | 0.01902¢ 216 | 0.070175 | 0.034135 216 | 0.047619| 0.03325¢
218 | 0.433333 | 0.052527 218 | 0.508772 | 0.066805 218 | 0.261905| 0.068665
220 0.1 0.0318 | 220 0.017544 0.017544 220 | 0.119048| 0.05057€
222 | 0.044444 | 0.021844 222 | 0.095238| 0.045844
224 | 0.077778 | 0.02838¢ 224 | 0.035088 | 0.024588 224 | 0.095238| 0.045844
226 | 0.122222 0.03471¢ 226 0.140351 0.046417 226 | 0.142857| 0.05464¢
228 | 0.088889 | 0.03016€ 228 | 0.175439 | 0.050825 228 | 0.095238| 0.045844
230 | 0.02381 0.02381
Prilog C.7. Raspodijela i éestalost svakog od alela za lokus DXS8037.
Baranja Medimurje Zagreb
Alel | Ucestalost s.d. Alel | Ucestalost s.d. Alel | Ucestalost s.d.
263 | 0.033333 | 0.01902¢& 263 | 0.017544 | 0.017544 263 | 0.047619  0.03325¢
265 | 0.144444 | 0.037263 265 | 0.070175 | 0.034135 265 | 0.119048  0.05057€
267 | 0.166667 | 0.039504 267 | 0.087719 | 0.03780Z 267 | 0.166667 | 0.058203
269 | 0.188889 0.04149 269 | 0.105263 0.04101| 269 | 0.238095| 0.066517
271 | 0.266667 | 0.046875 271 | 0.263158 | 0.058844 271 | 0.095238| 0.045844
273 | 0.077778 | 0.02838¢ 273 | 0.175439 | 0.050825 273 | 0.142857 | 0.05464¢
275 | 0.022222 0.015625 275 0.140351 0.046417 275 | 0.071429| 0.040221
277 | 0.011111 | 0.011111 277 | 0.035088 | 0.02458& 277 | 0.02381 0.02381
279 | 0.011111 0.011111 279 0.105263 0.04101
281 | 0.055556 0.02428 281 | 0.047619| 0.03325¢
283 | 0.02381 0.02381
285 | 0.022222 | 0.015625 285 | 0.02381 0.02381
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Prilog D. Ucestalost haplotipova kromosoma X u tri istraZivapopulacije Roma iz
Hrvatske (n=189).

Baranja Medimurje Balkan Ukupno
Broj: Haplotip (n=90) (n=57) (n=42) (n=189)

Br. U¢. Br. U¢. Br. U¢. Br. Ué.
1. | 166-161-260-211-242-220-273 1 | 0.0111 1 0
2. | 156-155-260-209-246-218-271 1 | 0.0111 1 0
3. | 164-157-260-207-236-218-271 1 | 0.0111| 5| 0.0877 6
4. | 164-155-260-207-244-218-269 1 | 0.0111 1 0
5. | 164-157-260-195-236-226-281 1 | 0.0111 1 0
6. | 158-157-258-209-244-218-269 1 | 0.0111 1 0
7. | 164-165-260-207-248-218-273 1 | 0.0111 1 0
8. | 154-151-260-195-246-226-271 1 | 0.0111 1 0
9. | 164-153-260-191-244-228-275 1 | 0.0111 1 0
10. | 164-155-260-207-234-218-281 1 | 0.0111 1 0
11. | 162-157-260-211-236-214-267 1 | 0.0111 1 0
12. | 158-155-260-197-244-226-269 1 | 0.0111 1 0
13. | 166-157-260-199-246-210-269 1 | 0.0111 1 0
14. | 164-155-258-189-246-226-269 1 | 0.0111 1 0
15. | 166-155-260-213-246-214-271 1 | 0.0111 1 0
16. | 156-155-258-207-244-218-271 1 | 0.0111 1 0
17. | 162-155-264-209-236-214-265 1 | 0.0111 1 0
18. | 158-155-260-205-248-218-273 1 | 0.0111 1 0
19. | 164-157-260-207-236-218-273 1 | 0.0111| 2| 0.0351 3
20. | 156-155-260-207-242-218-271 1 | 0.0111 1 0
21. | 162-155-262-207-244-218-269 1 | 0.0111 1 0
22. | 164-157-260-209-248-220-279 1 | 0.0111 1 0
23. | 164-157-264-191-246-226-263 1 | 0.0111 1 0
24. | 162-155-260-207-242-220-271 1 | 0.0111 1 0
25. | 168-165-258-205-242-218-277 1 | 0.0111 1 0
26. | 162-165-258-211-236-214-271 1 | 0.0111 1 0
27. | 166-155-260-195-248-226-267 1 | 0.0111 1 0
28. | 158-159-260-195-244-226-267 1 | 0.0111 1 0
29. | 158-157-260-211-244-218-271 1 | 0.0111 1 0
30. | 166-155-260-193-246-224-265 1 | 0.0111 1 0
31. | 166-157-260-195-246-224-267 1 | 0.0111 1 0
32. | 166-159-260-191-242-228-271 1 | 0.0111 1 0
33. | 162-155-260-207-238-220-285 1 | 0.0111 1 0
34. | 162-151-258-189-244-228-285 1 | 0.0111 1 0
35. | 164-153-260-211-248-218-273 1 | 0.0111 1 0
36. | 156-155-258-193-246-222-265 1 | 0.0111 1 0
37. | 160-157-264-207-238-218-269 1 | 0.0111 1 0
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38. | 156-155-260-193-246-218-271 1 | 0.0111 1 0
39. | 164-157-264-209-236-218-267 1 | 0.0111 1 0
40. | 160-163-258-197-236-216-281 1 | 0.0111 1 0
41. | 164-151-258-207-248-218-271 1 | 0.0111 1 0
42. | 164-163-260-197-252-216-271 1 | 0.0111 1 0
43. | 164-155-258-187-246-228-267 1 0.0111 1 0
44, | 164-157-258-207-236-218-269 1 | 0.0111 1 0
45, | 166-157-258-201-244-218-269 1 | 0.0111 1 0
46. | 162-155-258-193-246-222-265 1 0.0111 1 0
47. | 164-163-260-209-236-218-265 1 | 0.0111 1 0
48. | 164-163-260-197-244-226-269 1 | 0.0111 1 0
49, | 158-155-258-203-240-218-271 1 | 0.0111 1 0
50. | 164-151-258-207-248-218-267 1 | 0.0111 1 0
51. | 164-159-258-207-246-218-271 1 | 0.0111 1 0
52. | 166-157-256-207-240-218-271 1 0.0111 1 0
53. | 162-157-258-197-250-216-271 1 | 0.0111 1 0
54. | 164-169-258-187-248-228-269 1 | 0.0111 1 0
55. | 164-157-258-209-236-218-281 1 | 0.0111 1 0
56. | 164-151-258-197-246-228-269 1 | 0.0111 1 0
57. | 162-155-258-191-248-228-275 1 | 0.0111 1 0
58. | 156-155-258-195-246-222-267 1 | 0.0111 1 0
59. | 164-157-258-207-236-220-271 1 | 0.0111 1 0
60. | 162-157-258-209-236-214-265 1 | 0.0111 1 0
61. | 166-153-258-207-242-220-271 1 0.0111 1 0
62. | 164-155-258-207-246-218-273 1 | 0.0111 1 0
63. | 156-159-260-199-242-210-271 1 | 0.0111 1 0
64. | 156-157-258-207-244-218-271 1 0.0111 1 0
65. | 166-157-260-195-246-224-265 1 | 0.0111 2 0.0351 3
66. | 166-151-260-193-246-226-263 1 | 0.0111 1 0
67. | 166-155-258-193-246-224-267 1 | 0.0111 1 0
68. | 156-155-260-199-244-212-271 1 | 0.0111 1 0
69. | 168-159-258-207-246-218-265 1 | 0.0111 1 0
70. | 164-151-260-193-246-226-269 1 0.0111 1 0
71. | 166-165-260-195-246-224-265 1 | 0.0111 1 0
72. | 164-163-260-207-246-220-267 1 | 0.0111 1 0
73. | 164-159-258-207-236-218-271 1 0.0111 1 0
74. | 168-155-258-207-246-218-263 1 | 0.0111 1 0
75. | 162-155-258-187-248-228-273 1 | 0.0111 1 0
76. | 166-157-256-195-244-224-265 1 0.0111 1 0
77. | 160-157-264-207-246-220-269 1 | 0.0111 1 0
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78. | 164-151-260-209-236-226-269 1 | 0.0111 1 0
79. | 164-155-260-207-236-218-281 1 | 0.0111 1 0
80. | 164-155-260-207-244-218-267 1 0.0111 1 0
81. | 162-157-258-209-236-218-269 1 | 0.0111 1 0
82. | 164-157-258-209-244-218-267 1 | 0.0111 1 0
83. | 160-157-264-209-246-220-269 1 0.0111 1 0
84. | 164-155-258-195-244-218-267 1 0.0111 1 0
85. | 164-153-260-207-254-218-265 1 | 0.0111 1 0
86. | 164-155-258-207-244-218-267 1 0.0111 1 0
87. | 166-155-258-197-244-222-265 1 | 0.0111 1 0
88. | 156-157-260-199-244-212-271 1 | 0.0111 1 0
89. | 164-155-258-207-246-218-267 1 0.0111 1 0
90. | 166-157-258-193-246-224-265 1 | 0.0111 1 0
91. | 162-161-260-209-236-218-269 1 0.0175 1 0
92. | 164-165-260-209-236-218-26¢ 1 0.0175 1 0
93. | 162-159-264-211-244-218-271 1 0.0175 1 0
94. | 162-163-258-209-236-218-267 1 0.0175 1 0
95. | 162-159-260-211-244-218-271 1 0.0175 1 0
96. | 168-163-260-195-236-226-279 1 0.0175 1 0
97. | 166-165-260-209-238-218-267 1 0.0175 1 0
98. | 164-163-260-209-236-218-267 1 0.0175 1 0
99. | 166-157-260-213-248-218-269 2 0.0351 2
100. | 162-161-264-189-248-228-275 1 0.0175 1 0
101. | 162-163-260-207-236-218-26¢ 1 0.0175 1 0
102. | 164-157-260-209-236-218-273 1 0.0175 1 0
103. | 162-163-260-197-236-216-26¢ 1 0.0175 1 0
104. | 162-157-264-191-248-228-275 2 0.0351 2
105. | 164-153-260-193-244-228-273 1 0.0175 1 0
106. | 162-157-260-191-248-228-275 1 0.0175 1 0
107. | 166-157-260-207-236-226-271 1 0.0175 1 0
108. | 168-157-260-195-236-226-27¢ 2 0.0351 2
109. | 166-155-260-209-236-214-265 1 0.0175 1 0
110. | 156-157-260-199-244-210-271 1 0.0175 1 0
111. | 164-159-260-207-236-218-271 1 0.0175 1 0
112. | 164-157-260-207-236-226-271 1 0.0175 1 0
113. | 166-157-260-207-236-218-271 1 0.0175 1 0
114. | 162-165-260-195-236-216-27¢ 3 0.0526 3
115. | 166-155-260-213-244-218-263 1 0.0175 1 0
116. | 156-151-260-195-246-226-273 1 0.0175 1 0
117. | 164-153-260-191-244-228-273 2 0.0351 2
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118. | 162-155-260-199-248-228-275 1 0.0175 1 0
119. | 164-157-260-211-248-220-275 1 0.0175 1 0
120. | 164-157-260-211-236-218-273 1 0.0175 1 0
121. | 166-157-260-207-236-218-273 1 0.0175 1 0
122. | 164-157-260-207-236-218-267 1 0.0175 1 0
123. | 166-155-260-217-248-218-271 1 0.0175 1 0
124. | 164-157-260-209-236-218-271 1 0.0175 1 0
125. | 168-159-260-197-236-226-265 1 0.0175 1 0
126. | 166-151-260-207-236-218-271 1 0.0175 1 0
127. | 164-157-258-209-236-218-273 1 0.0175 1 0
128. | 166-157-260-213-248-218-267 1 0.0175 1 0
129. | 162-157-264-201-246-210-2771 1 0.0175 1 0
130. | 162-157-264-189-248-228-275 1 0.0175 1 0
131. | 162-155-260-189-248-226-275 1 0.0175 1 0
132. | 162-155-264-191-248-228-277 1 0.0175 1 0
133. | 166-157-258-205-244-222-263 1 |0.0238 1 0
134. | 164-157-260-193-246-222-265 1 |0.0238 1 0
135. | 166-157-260-197-246-224-265 1 0.0238| 1 0
136. | 164-157-260-197-246-222-267 1 |0.0238 1 0
137. | 164-155-260-197-244-226-273 1 |0.0238 1 0
138. | 162-161-260-193-236-226-283 1 |0.0238 1 0
139. | 164-163-260-195-246-222-267 1 |0.0238 1 0
140. | 156-155-260-195-248-230-273 1 |0.0238 1 0
141. | 164-157-260-207-246-218-267 1 0.0238| 1 0
142. | 160-157-258-207-236-224-285 1 |0.0238 1 0
143. | 164-143-260-207-246-220-267 1 |0.0238 1 0
144. | 164-163-258-207-236-218-271 2 0.0476| 2
145. | 162-161-260-197-246-224-267 1 |0.0238 1 0
146. | 152-157-258-197-246-226-26¢ 1 |0.0238 1 0
147. | 162-163-260-207-248-218-273 1 0.0238| 1 0
148. | 144-147-260-207-248-218-273 1 |0.0238 1 0
149. | 166-165-260-207-248-218-275 1 |0.0238 1 0
150. | 162-163-260-195-246-228-26¢ 1 |0.0238 1 0
151. | 168-151-264-195-248-228-26¢ 1 |0.0238 1 0
152. | 146-147-260-207-246-220-263 1 |0.0238 1 0
153. | 144-147-260-207-246-220-265 1 0.0238| 1 0
154. | 162-163-260-201-248-210-273 1 |0.0238 1 0
155. | 158-161-260-209-254-218-267 1 |0.0238 1 0
156. | 158-161-260-201-246-210-26¢ 1 |0.0238 1 0
157. | 162-163-258-209-236-214-267 1 |0.0238 1 0
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158. | 164-163-264-197-244-226-26¢ 1 |0.0238 1 0
159. | 160-163-260-197-246-220-26¢ 1 |0.0238 1 0
160. | 160-163-262-207-236-218-26¢ 1 |0.0238 1 0
161. | 160-161-260-197-246-228-275 1 |0.0238 1 0
162. | 164-163-260-197-248-220-271 1 |0.0238 1 0
163. | 168-167-260-207-246-218-275 1 0.0238| 1 0
164. | 154-155-260-197-236-216-281 1 |0.0238 1 0
165. | 156-157-260-195-236-216-281 1 |0.0238 1 0
166. | 164-165-260-199-244-210-26¢ 1 |0.0238 1 0
167. | 160-161-260-197-246-228-277 1 |0.0238 1 0
168. | 166-157-262-199-248-210-26¢ 1 |0.0238 1 0
169. | 166-155-260-197-246-224-265 1 |0.0238 1 0
170. | 156-151-260-195-246-226-271 1 |0.0238 1 0
171. | 162-153-258-207-254-218-265 1 |0.0238 1 0
172. | 164-163-260-189-246-226-26¢ 1 |0.0238 1 0
173. | 154-157-260-199-248-218-273 1 |0.0238 1 0
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