Genetske promjene uvjetovane onecis¢enjem

Valenti¢, Sonja

Undergraduate thesis / Zavrsni rad

2009

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:912477

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

STE U 2
gt\\_,'\s Z4 G

72
% £,
S %
© % . e
& Z Repository / Repozitorij:
27% E_;' Repository of the Faculty of Science - University of
2 & Zagreb
% &
< N
Op. o

\‘
Yo _ e

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:912477
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:3916
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:3916
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:3916

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO - MATEMATICKI FAKULTET
BIOLOSKI ODSJEK

GENETSKE PROMJENE UVJETOVANE
ONECISCENJEM

SEMINARSKI RAD

Sonja Valentié
Preddiplomski studij molekularne biologije

(Undergraduate Study of Molecular Biology)
Mentor: doc. dr. sc. Goran I. V. Klobucar

Zagreb, 2009.



SadrZaj

Lo UVOD auiiiiiiiiiintiitnetestsestsssssestssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssstsestsentsenssestsestsestsestsestsestsestsestsestsesssessssssssnsans 1
2. PRIRODNA VARIJABILNOST ..ccccttreerseerseessresssesssesssesssesssssssssssesssesssssssssssesssesssssssssssssssssssesssssssssssssssessssssnsss 2
3. GENETSKE PROMJENE UVJETOVANE ONECISCENJIEM .....cuiuriurirrrinsissesenessessssssssssssssssssssssssssssssees 3
3.1. DIREKTNI UCINAK ONECISCENTA ..ottt sse sttt sses s ssesssssssssesssnns 3
I B KoY Ky a1V L - Tod | S 4
TN 1N Vo [0 A RSOOSR 4
3.1.3. LOMOVI U MOIEKUIT DINAL......oienieieeieeetstete sttt sttt sttt te sttt e st sseeesestensesessennas 5
3.1.4. KromoSOmSKe i MItOLSKE ADEIACIE. ......c.eeueeuieeieieiee ettt ettt 5

3.2. INDIREKTNI UCINAK ONECISCENJA ......cooiuiimiinireieeieisesess st st sse s ssessss st ssesssssesssssssssessnnes 5

K I I € 1= 0 T=) ]I [ ] SOOI 5
K C1=10 1= ) G- To P T o] = Lo |- USSR 6

4. 1ISTRAZIVANJE GENETSKIH PROMJENA UVJETOVANIH ONECISCENJEM .7
4.1. POLIMORFNI DNA MARKERI ....octttetiitiietietetettstestee sttt stestesestesaesessessesessassesessansesessensesessensesessensesens 7
4.1.1. Pracenje promijena pomocu polimorfinih DNA MAVKE A ...........oecueievveeciiiesieeiieiesieeeieeesieesciee e sieessieenane 7

4.2. PROCIJENA ADAPTIVNIH GENA ..ottt sttt sttt te st s ste st et ste st esesbensesestensesessensesessensasens 8
4.2.1. Pracenje adaptivitii PYOMJENA . ..........ccueeeesesieesieeesiieesiieestieesitaesiteesiteesiteesataesiteesstsessteesstessbseenseaensaessseseses 8

5. ADAPTIVNE PROMUIENE | ADAPTIVNI GENI c.cueriieeeecereereercensenesessesssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssnes 10
5.1. UTVRDIVANIE GENA KANDIDATA ...ttt ettt sttt sttt nesbe s nesbesaeneens 10

TN IR o o] I Lo [T F= OSSR 10
5.1.2. IStrazivanja EKSPIESIJE JENA.......ccecuereerierieeieieiesestesttetteste e te e teetesseestessessesessessassseseessesssssenssnsassensenses 11
5.1.3. GENSKO MAPIIANJE ....veeeeueeeeeieie ettt ettt ettt et ete et e et et et e e te s bt eae e st et et e asesseabeeseeseeneensensensesseeseans 11
5.1.4. TraZenje selektivne prednosti (SEIECTIVE SWEEP).....ccvrvievieeieeieieereeesteeee ettt 12
5.1.5. PretraZivanje MULBNATA. ..........ocueriiieee ettt ettt ae ettt et esbe bt e st et et estesseaseeaeeas 12

5.2. KORISTENJE ZNANJA O ADAPTIVNIM PROMIENAMA .......oooverererereseseseeesssesss s seesassessens 13

6. OGRANICENJA GENETSKIH ADAPTACIIA c.vutiieeecesesesesesssssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenes 14
SAZETAK wcouereureureseessessessisssssessssstssassssssssssessesssssssssssssessssssssssssstssssssssssssstsstsssssssssstsstasssssessssasessssssssssssesssasses 15
SUMMARY ereerreereesseeesesssesssesssesssessssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssessasssnes 15

LITERATURA o eectnttistintestesisssss st csssessssesssssssssssssssesssnessssasessassssssssssessssessssesessesessssssssessanessssases 16




1. UvOD

Priroda 1 okoli§ se mijenjaju velikom brzinom zadnjih desetlje¢a i sve to utjece na
promjene u broju i distribuciji vrsta. Jedan od glavnih ¢imbenika onecisé¢enja okolisa je Covjek,
koji sa svojim nekontroliranim koriStenjem prirodnih resursa, zagadenjem, preusmjeravanjem
rijeCnih tokova, introdukcijom alohtonih vrsta i ispustanjem stakleni¢kih plinova uzrokuje
promjenu klimatskih uvjeta.

U takvim uvjetima opstanak neke vrste ovisi 0 njenoj ranjivosti, koja je odredena nekim
genetskim karakteristikama, i o mogucnosti tolerancije nekog nepovoljnog uvjeta. Na Stetan
antropogeni utjecaj Ziva bi¢a se prilagodavaju nekim fenotipskim promjenama koje mogu biti
izazvane mutacijama ili modifikacijama.

Pra¢enjem odgovora na klimatske promjene doslo se do zakljucka da postoje mnoge brze
genetske promjene, koje sluze da bi organizam dobio neko svojstvo kojim bi se lakse prilagodio.
Predvida se da nakupljanje takvih mutacija u pocetnim koracima uzrokuje povecanu genetsku
varijabilnost i ve¢u moguénost opstanka, ali kasnije dolazi do polagane selekcije koji eliminira
jedinke koje su podlozne mutacijama, Sto u konacnici rezultira smanjenom veli¢inom populacije
1 time smanjenom genetskom varijabilnos¢u.

U cijelu tu pricu ulazi i ekotoksikologija, ¢iji je cilj da procijeni, predvidi i sprije¢i znatna

genetska i epigenetska ostec¢enja u populaciji uzrokovana onecisé¢enjem.



2. PRIRODNA VARIJABILNOST

Prirodna genetska varijabilnost proizlazi od prirodnih promjena okoliSa i strukture
populacije. Utjecaj okoliSa se moZze pronaci u postepenim promjenama genotipa, na primjer zato
jer se jedan genotip favorizira u odredenim uvjetima. Struktura populacije opisuje odnose medu
jedinkama, subpopulacijama i cijelim populacijama (Armbruster i Schwaegerle, 1996.).

Postoji nekoliko mehanizama koji mogu utjecat na nastanak genetske varijabilnosti i ti
su:

- Genetska adaptacija ili selekcija (koje rezultiraju adaptiranim kompleksima gena)

- Pleotropija (pojava da jedan gen utjece na nekoliko svojstava) i vezanost (Sto znaci da se geni
ne rekombiniraju nasumicno)

- Mutacije (koje su rijetke i uglavnom Stetne, ali mogu dovest do nastanka alela kojeg ce
prirodna selekcija favorizirati)

- Geneticki drift (nasumi¢ne promjene u frekvenciji gena)

- Tok gena (ili migracija gena) predstavlja premjeStanje pojedinih alela iz jedne u drugu
populaciju kao posljedica migracije jedinki)

- Crossingover (rezultira u nastanku novih alela ili novih kombinacija alela)

- Hibridizacija (nastanak novih sorti)



3. GENETSKE PROMIJENE UVJETOVANE ONECISCENJEM

Osim prirodnih genetskih varijabilnosti postoje i promjene u genima, koje su uzrokovane
kroni¢nim utjecajem antropogenih ili nekih drugih egzogenih sila. Antropogena onecis¢enja
mogu izazvati razli¢ite u¢inke na izloZzenu populaciju, stvaraju¢i promjene u strukturi populacija
i nacina funkcioniranja ekosustava (Parker i sur., 1999.).

U zadnjih 30 godina ekotoksikologija se razvila kao disciplina koja daje teoretski uvid i
razli¢ite mehanizme kojima mozemo to¢no procijeniti promjene koje uzrokuju povecanje
ekoloskog rizika (Baird i sur., 1996; Chapman, 2002.). Ovisno o stupnju i trajanju oneci$éenja,
promjene u strukturi populacija i funkcioniranja ekosustava mogu teoretski nastati kao rezultat
eliminacije osjetljivih vrsta kroz direktni toksi¢ni efekt, zamjenu tih vrsta manje osjetljivima,
promjenama u hranidbenom lancu, fizioloskoj prilagodljivosti i selekciji genetski nasljedne
tolerancije (Rosenberg i Resh, 1993.; Barbour i sur., 1999.)

Izlaganje oneciS¢ivacu moze dovesti do genetskih promjena kroz tri glavna procesa:
mutacije, genetski drift i genetska adaptacija. Direktni utjecaj ukljucuje pogubne mutacije i neke
manje Stetne mutacije koje imaju tendenciju nakupljanja (Kondrashov, 1995: Lynch i sur., 1995).
Indirektni utjecaj ukljucuju genetski drift i genetske adaptacije.

Za uspjesno pracenje genetskih promjena, kao posljedica oneciScenja, koriste se
proteinski markeri (aloenzimi), DNA i mtDNA markeri (npr. analiza RAPD i AFLP profila,
analiza mikrosatelitne DNA) (Bickham i sur., 2000.).

3.1. DIREKTNI UCINAK ONECISCENJA
Geotoksicne kemikalije, koje su primarni interes ekotoksikologa, uzrokuju direktna

oStecenja genetskog materijala. Mjerenjem jakosti odgovora na takva oSteCenja mozemo pronaci
dodatne dokaze koji se mogu iskoristiti kao odgovor na pitanje da li izlaganje mutagenima
uzrokuje i promjene u frekvenciji gena. Direktna oSteCenja genetskog materijala su tockaste
mutacije, kromosomski rearanzmani poput inverzije, delecije, adicije, DNA adukti, lomovi

DNA, te nastanak mitotskih i kromosomskih aberacija.



Sve te promjene mogu se pratiti pomocu citometrije, analizom lomova lanaca DNA,
Amesovim i Komet testovima, RAPD i mnogim drugima tehnikama (Bickham i Smolen, 1994.;
Hebert i Murdoch, 1996.; Dixon i sur., 2002.).

Evolucijski procesi potaknuti genotoksi¢nosc¢u ovise o tome jesu li pogodene somatske ili
germinativne stanice. Kada su pogodene somatske stanice moze se pronaci serija fiziopatoloskih
promjena poznata kao sindrom genotoksi¢nih bolesti (Kurelec, 1993.). Iako takva oSteCenja
mogu izazvati razne bolesti, treba voditi racuna da se ne prenose na buduce generacije te da
postoje mehanizmi popravka DNA i stani¢ne regeneracije Koji Omogucéuju izbjegavanje
dugotrajnih posljedica (Anderson i Harison, 1990.). Kada se direktni genotoksi¢ni ucinci pojave
na germinativnim stanicama novonastale promjene mogu biti nasljedne i imati bitne posljedice
na izlozenu populaciju. lako ova hipoteza nije u potpunosti testirana pretpostavlja se da ostecenja
utjeCu na smanjenje fertilnosti organizma, Sto rezultira smanjenjem populacije i u konacnici

izumiranjem (Lynch i sur., 1995.).

3.1.1. To¢kaste mutacije
Tockaste mutacije su promjene u jednoj bazi u molekuli DNA. One su uzrokovane

prvenstveno supstitucijom, a zatim inverzijom, delecijom i adicijom. Tockaste mutacije se
kategoriziraju u:
- Tranzicije - gdje je purin je zamijenjen drugim purinom ili pirimidin zamijenjen drugim
pirimidinom ( npr. A/T—-G/C) i

-Transverzije - gdje je purin zamijenjen pirimidinom i obrnuto ( npr. A/T—C/G).

Kao posljedica tockastih mutacija javljaju se ,,null“ mutacije (potpuni gubitak funkcije),
besmislene mutacije (nastanak stop kodona i nefunkcionalnih proteina), “missense” mutacije
(funkcionalan, ali ipak razli¢it protein), uvjetne (kondicionalne) mutacije (oCituju se samo u

odredenim okolnostima).

3.1.2. DNA adukti
DNA adukt je dio molekule DNA na koju je kovalentno vezana neka kancerogena

kemikalija. Dokazano je da je takva DNA pocetak nastanka kancerogenih stanica, odnosno
procesa kancerogeneze. Takve stanice se koriste kao biomarkeri u znanstvenim istrazivanjima,
jer se pomocu njih moze kvantitativno mjeriti ucinak neke kemikalije na oSteCenje molekule
DNA.



3.1.3. Lomovi u molekuli DNA

pokazatelj osteCenja DNA. Dvolanc¢ani lomovi su potencijalno letalni i jedan su od najtezih
tipova oSteCenja jer mogu dovesti do rearanzmana genoma. Sami nisu mutageni ali mogu

inducirati SOS odgovor koji moze biti mutagen.

3.1.4. Kromosomske i mitotske aberacije
Strukturne promjene kromosoma (kromosomske aberacije) nastaju zbog pogreSaka u

crossing-overu ili zbog loma kromosoma uzrokovanih raznim nepovoljnim uvjetima. Tu spadaju
kromosomski i kromatidni prekidi, kromosomski i kromatidni lomovi, dicentri¢ni i ring
kromosomi te acentri¢ni fragmenti.

U mitotske aberacije spadaju nastanak anafaznog mosta, ostaci fragmenata kromosoma,
zaostajanje cijelih kromosoma i viSepolarna anafaza koji uglavnom nastaju kao posljedica

poremecaja funkcije diobenog vretena.

3.2. INDIREKTNI UCINAK ONECISCENJA
Indirektni ucinci su populacijom posredovani procesi gdje onecis¢enje mijenja genetsku

varijabilnost populacije. Okolisni stres moZze uzrokovati promjenu u brojnim neutralnim
genetskim markerima kroz nasumic¢ni genetski drift ili migraciju gena nakon velikog smanjenja u
veli¢ini populacije i/ili promjenom genetske varijabilnosti i dobivanjem odabranih svojstava
nakon direktne selekcije (Cousyn i sur., 2001.; Van Straalen i Timmermans, 2002.).

Najbolji nac¢in da se ustanovi je li doslo do genetske varijabilnosti je mjerenjem genetskih
adaptacija koje se dogadaju kao posljedica izlaganja onecis¢ivacu. Otkriveno je da su neki geni
direktno povezani sa odgovorom na toksikante i detoksikacijskim procesom, a jedan od nacina

da se ustanove genetske promjene u populaciji je promatranje varijacija na tim lokusima.

3.2.1. Genetski drift
Genetski drift (ili kako se negdje naziva genetska slucajnost) se uglavnom odnosi na

promjene u ucestalosti alela u genskoj zalihi koje su uvjetovane slu¢ajnoséu. On se odvija kad se
nekim slucajem samo odredeni c¢lanovi populacije razmnozavaju i prenose gene u iducu

generaciju.



lako je genetski drift u principu prirodan proces, on takoder moze biti izazvan raznim
okolisnim oneciS¢enjima koji uzrokuju naglo smanjenje populacije ili nastanak barijere toku
gena (Selander i Whittam, 1983.)

3.2.2. Genetske adaptacije
Genetska adaptacija je prilagodba populacije jedinki na okoli$ tijekom nekog vremena,

ona je sposobnost mijenjanja u skladu sa zahtjevima okoliSa i ukljucuje procese korisnih
mutacija i prirodne selekcije, koji se uglavnom odvijaju tisu¢cama godina.

Genetske adaptacije takoder mogu biti rezultat promjene okoliSa, a u odgovoru na
onecis¢ivac osjetljive individue cesto placaju visoku cijenu (Selander i Whittam, 1983.). Kao
primjer se navode oStecenja reproduktivnog sustava, smanjen rast, skracivanje zivotnog vijeka,
nisko prezivljenje mladih i podloZznost raznim bolestima (Kurelec, 1993.) i sve to kao posljedica
nakupljanja mutacija (Lynch i sur., 1995.), indukcije detoksikacijskih procesa i imunosupresije
(Weeks, 1992.).

Proces genetske adaptacije se zna nazivat i mikroevolucija uzrokovana onecis¢enjem te
se moze dogoditi u nekoliko godina ili nakon nekoliko generacija umjesto da traje stolje¢ima ili
tisu¢lje¢ima (Klerks i Levinton, 1989.; Theodorakis i Shugart, 1997.). Evolucijske promjene u
populacijama koje su izlozene onecis¢enju ovise o tome kako toksi¢na tvar remeti zalihu gena
izloZene populacije.

Genetske adaptacije mogu imati za posljedicu promjenu frekvencije genotipova, selekciju
protiv podloznih genotipova, selekciju na rezistentne genotipove ili selekciju na specificne
rezistentne gene, ¢ime se neka populacija bolje prilagodava na Stetne uvjete u okolisu. Takoder
moze rezultirati u kompletno smanjenoj genetskoj varijabilnosti ako se dogodi selekcija koja ¢e

rezultirati u smanjenoj stopi heterozigotnosti (Belfiore i Anderson, 1998.)



4. ISTRAZIVANJE GENETSKIH PROMJENA UVJETOVANIH
ONECISCENJEM

4.1. POLIMORFNI DNA MARKERI
Da bi se promjene na molekuli DNA nekog organizma mogle dobro pratiti, koriste se

mnogi genetski markeri. Biomarkeri sluze za biokemijska i fizioloska mjerenja razlicitih
odgovora na izlaganje nekom onecis¢ivacu. Oni sluZze da se poveZzu promjene u frekvenciji gena
sa izlaganjem onec¢iS¢ivacu. U situaciji gdje je prisutna veca koli¢ina oneciS¢ivaca oni pomazu
otkriti o kojoj se tvari radi, na primjer pirimidinski dimeri su rezultat izlaganja UV svjetlu
(Applegate i Lay, 1988.), a DNA adukti se formiraju nakon izlaganja policikli¢cnim aromatskim
ugljikovodicima (Stein 1994.; Sadinski i sur., 1995.).

Oni ne samo da nam govore o prirodi te promjene, ve¢ nam i daju uvid na neke buduce
potencijalne promjene kojima bi populacija mogla odgovoriti na nove uvjete. Jedna od
najpopularnijih  metoda u istrazivanju su neutralni DNA markeri, od kojih je mozda
najpopularnija analiza mikrosatelitne DNA (Van Straalen i Timmermans, 2002.). Mikrosatelitna
DNA je zbog velike varijabilnosti i brze evolucije pogodna za analizu razlika izmedu srodnih
populacija i nedavnih brzih promjena geneticke strukture populacije, narocito onih uzrokovanih
okoliSnim mutagenima.

Ako govorimo u kontekstu konzervacijske biologije, ovakvi testovi nam mogu pomoci u
identifikaciji i o¢uvanju najugrozenijih vrsta, ali treba takoder voditi racuna da se razlike u

markerima u principu izrazavaju kada je ve¢ doSlo do naglog pada u populaciji.

4.1.1. Praéenje promijena pomocu polimorfnih DNA markera
Ako stresni uvjeti u okoliSu dovedu do stalnog pada u veli¢ini populacije ili dovedu do

redukcije toka gena, moze doé¢i do smanjenja u genetskoj varijabilnosti unutar neke populacije,
¢ime Ce se istovremeno povecati genetske razlike izmedu neke dvije populacije. Postoje mnogi
dokazi da se te varijabilnosti mogu dobro popratiti promjenama u neutralnim markerima, $to je
dovelo do zakljucka da bi oni bili dobri za pracenje promjena uzrokovanih okoliSnim
onecis¢enjem (Van Straalen i Timmermans, 2002.).

Medutim, kada trebamo te rezultate dobiti na prirodnim populacijama, nailazi se na

dvosmislene rezultate. Kao neki od glavnih razloga se navode Cinjenice da pad u populaciji treba
7



biti dovoljno visok da bi se vidio efekt genetske varijabilnosti, zatim da populacije moraju biti
izolirane 1 da treba voditi racuna o stopi mutacija koje ¢esto mogu uzrokovati povecanje, a ne
smanjenje genetskih varijabilnosti u nekim DNA markerima (Muller i sur., 2007.).

Iz navedenog se zakljucuje da su neutralni markeri korisni u pra¢enju ugrozenih vrsta
koji zadovoljavaju sve gore navedene uvjete.

Osim neutralnih markera moguce je pratiti promjene pomocu kvantitativnih promjena
nekog svojstva. Te promjene su lako mjerljive na pojedincu i ukazuju na promjene u brojnim
lokusima (Kruuk i Hadfield, 2007.). Medutim ta tehnika jo$ nije u potpunosti dovrsena i sklona

je pogreSkama te uvelike ovisi 0 ekoloSkim uvjetima.

4.2. PROCIJENA ADAPTIVNIH GENA
Alternativa neutralnim genetskim markerima su procijene adaptivnih gena, koji su

direktno povezani sa promjenama u okoliSu. U proslosti je bilo tesko pronaci lokuse koji bi dali
tocne odgovore kako se odvija selekcija populacija, odnosno Sto definira sposobnost prilagodbe
vrste. Tada se postavila teza da genetske promjene na takvim lokusima imaju veliku ulogu na
odredene populacije tako $to im omogucavaju zivot u uvjetima koji se mijenjaju.

Te teze su poduprte dokazima da polimorfizam samo jednog gena moze utjecati na rast i
prezivljenje nekih populacija. Primjer za to mozemo naéi u porastu prezivljenja brojnih korova,
insekata i glodavaca koji su stekli otpornost na pesticide i herbicide nekim adaptivnim
promjenama (Etterson, 2004.).

Znanstvenici u zadnje vrijeme pronalaze sve viSe setova gena u biljkama, insektima i
sisavcima koji se direktno dovode u vezu sa adaptivnim odgovorom na susu, stresne uvjete,

toksikante i temperaturni stres.

4.2.1. Pracenje adaptivnih promjena
Sto se ti¢e pracenja adaptivnih promjena pomocu seta adaptivnih markera treba

napomenuti da mu je jedna od glavnih prednosti mogucnost pra¢enja vrsta koje nisu nuzno
modelni organizmi. Koristan set adaptivnih markera ukljucuje lokuse koji doprinose, u znacajnoj
koli¢ini, genetskoj varijabilnosti nekog svojstva unutar i izmedu populacija te da ovisno o

okolisnim promjenama podlijezu promjeni frekvencije alela. Ako se pronadu takvi lokusi,



pomoc¢u promjene u frekvenciji alela moze se pratiti kako selekcija utje¢e na populaciju
(Etterson, 2004.).

Svaki lokus unutar seta lokusa trebao bi doprinositi vise od 5% i na temelju toga dijelimo
alele na one visokog i niskog uc¢inka (Hoffmann i Willi, 2008.). Iako su aleli visokog ucinka
lakSe uocljivi, oni su prvenstveno bitni u brzim ekoloSkim promjenama, dok su aleli niskog

ucinka bitniji kada je u pitanju sporija promjena okolisa (Kopp i Hermission, 2007.).



5. ADAPTIVNE PROMJENE | ADAPTIVNI GENI

S obzirom da su procijene u promjeni adaptivnih gena relativno pouzdana metoda pracenja
utjecaja onecisS¢enja na genom, a joS uvijek nisu u potpunosti popularizirana metoda odlucila sam
malo poblize obraditi tu temu. Nakon §to sam objasnila genetske adaptacije i nacin pracenja iste,
odlucila sam objasniti §to su uopce adaptivni geni, kako se pronalaze, koje metode sluze za
obradu podataka o adaptivnim promjenama i koju potencijalnu ulogu oni imaju u predvidanju

odgovora na oneci$¢enje kod raznih organizama.

5.1. UTVRBDIVANIJE GENA KANDIDATA
Set gena za koje pretpostavljamo da reagiraju na promjene u okoliSu izazivajuci

adaptivne promjene nazivaju se geni kandidati (Steiner i sur., 2007.). Da bi se pojedini gen
proglasio kandidatom mora imati odgovaraju¢i polozaj na genomu te bi trebao kodirati proteine
za koje je poznato da sudjeluju u pojedinim regulacijskim mehanizmima trazenog stanja, bilo na
temelju podataka iz literature ili rezultata prethodnih istrazivanja.

Neke od najkoristenijih metoda u pronalazenju gena kandidata su A priori kandidati,
microarray metoda, QTL mapiranje, traZzenje selektivne prednosti i trazenje mutanata.

Specifi¢ni aleli mogu se pronac¢i jednako u kodiraju¢oj i nekodirajucoj regiji, cemu
govori u prilog da na adaptivne promjene jednako utjecu regulatorne i strukturne promjene, ali i
duplikacija i gubitak gena (Steiner i Hoekstra, 2007., Chung, 2007.).

5.1.1. A priori kandidati
Geni kandidati za adoptivne promjene su Cesto o€iti iz nekih ranijih biokemijskih

istrazivanja ili su se ve¢ prije spominjali kao genetski markeri u promjenama okolisa. Neki od
primjera su fosfoglukoza izomeraza u leptira (Hanski i Saccheri, 2006.) i alkohol dehidrogenaza
(ADH) kod Drosophille melanogaster. Proucavaju¢i izoforme enzima ADH doslo se do
zakljucka da su ovisne o temperaturi. Alel ADH® se pojavljuje u veéem broju pri vi$oj
temperaturi, ¢ime cini taj gen dobrim kandidatom za pracenje odgovora na promjenu

temperature. Konzistentno sa tim zapaZzanjem je i ¢injenica da je najveca frekvencija alela ADH®
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u tropskim podruéjima, ali je takoder zapazeno da se u zadnjih dvadeset godina ukupna
frekvencija tog alela jo$ povecala (Rank i sur., 2007.).

Takoder postoje takvi primjeri kod biljaka, konkretno vrste Pinus eduli kod koje mozemo pratiti
ovisnost razli¢itih alela glicerat-dehidrogenaze (GLY) u ovisnosti o koli¢ini vlage, $to ih ¢ini
dobrim markerima za klimatske promjene. Postoje tri alela GLY, a razlika se moze vidjeti i u
fenotipu. Jedan od tri alela je ¢es¢i na suSim mjestima i u negativnoj je korelaciji sa ljetnim
padalinama. Fenotipska razlika se vidi na duzim i uzim puc¢ima te boljoj vijabilnosti i rastu na
suhim vulkanskim tlima, Sto ga ¢ini dobrim markerom za nadgledanje adaptacije vrste pri

razli¢itim koli¢inama vlage (Mitton i Duran, 2004.).

5.1.2. Istrazivanja ekspresije gena
U ovu skupinu spada DNA microarray i ostale tehnike koje prate promjene na razini

transkripcije gena (Knight, 2006.).

DNA microarray je zapravo metoda viSestruke hibridizacije na stakalcu, a ponegdje se
koristi ime bio¢ip ¢ime se sugerira visoka gustoca "podataka" na maloj povr$ini. BioCip se moze
koristiti kako na laboratorijskim tako i na prirodnim vrstama koje nisu nuzno modelni organizmi.
Metoda viSestruke hibridizacije se uglavnom Kkoristi za pracenje razlike u ekspresiji gena
razli¢itih linija iste vrste, pod utjecajem razlicitih ekoloskih uvjeta, ¢ime mozemo otkriti neke
gene koji odgovaraju na stresne uvjete. Kao primjer mozemo navesti istrazivanje koje su proveli
Knight i suradnici da bi usporedili rezultate odgovora biljke vrste Boechera holboellii na suhe i
vlazne uvjete. Na temelju cDNA — AFLP metode pokazana je razlika u fenotipskim promjenama,
ali i u ekspresiji gena dviju populacija kao odgovor na vodeni stres, odnosno susu.

Ogranicavaju¢i faktor u istrazivanjima je Sto rezultati ponekad nisu konzistentni u
razli¢itim istrazivanjima.

5.1.3. Gensko mapiranje

QTL (engl. quantitative trait loci) ili u prijevodu mjesto koli¢inskih znacajki, je genski
lokus koji je identificiran na temelju statistiCke analize slozenog fenotipa, kao npr. visina ili
masa, a koji je uglavnom uzrokovan interakcijom vise gena pod utjecajem vanjskih ¢imbenika.

QTL mapiranje moze identificirati dijelove genoma u kojima je doSlo do adaptivne

promjene. Usporedivanjem raznih modela genske ekspresije doslo se do zakljucka da su najvece
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adaptivne promjene u kontroli genske ekspresije vezane za promjene u promotorskoj regiji ili
regulatornim elementima.

Kao primjer za ovu metodu navodi se istrazivanje u kojem je ispitivan set gena MT koji
kodiraju metalotioneine. Metalotioneini su termostabilni proteini koji imaju veliki afinitet prema
kationima teSkih metala, a ujedno su i specifiéni biomarker za oneciS¢enje teSkim metalima.
Novija istrazivanja govore da su novi MT geni, strukturalne promjene i promjene u ekspresiji
povezane sa adaptacijom na okolisno onecis¢enje teskim metalima. Populacije vrste Drosophilla
melanogaster i Orchesella cincta (Janssens, 2007.) imaju otpornost na onecis¢enje teSkim
metalima, medutim kod ¢lankonoZaca je ona rezultat promjene u ekspresiji, a kod musice u
duplikaciji MT gena (Chen, 2007.; Maroni i sur., 1987.).

Jedan od najistrazivanijih primjera pomo¢u QTL mapiranja je vrijeme cvjetanja kod
vrste A. thaliana, koje je povezano sa suSom. Naime pronadeno je 28 lokusa koji utje¢u na
razliku u vremenu cvjetanja pod razli¢itim uvjetima. Cetiri lokusa pokazuju veliku ulogu, neki
lokusi su epistatski, a ostali su pokazali zamjetne uc¢inke samo u odredenim okoli$nim uvjetima

(Engelmann i Purugganan, 2006.).

5.1.4. TraZenje selektivne prednosti (selective sweep)
Selektivna prednost je redukcija ili eliminacija varijabilnosti u susjednim nukleotidima

molekule DNA kao rezultat nedavne i jake pozitivne prirodne selekcije (Storz, 2005.). Ona se

moze dogoditi kada se pojavi nova mutacija koja poveca fitnes jedinke u odnosu na populaciju.
Jedna od metoda kojima se moZe provjeriti nastanak selektivne prednosti je vezna

neravnoteza ili model divergencije. Prednost ove metode je Sto se istrazivanja mogu raditi na

prirodnim populacijama.

5.1.5. Pretrazivanje mutanata
Mutanti se mogu pretrazivati na ve¢ postoje¢im linijama prate¢i neko svojstvo ili se

mogu napraviti de novo mutanti pomo¢u kemijske mutageneze. S obzirom da su za ovakva
istraZzivanja potrebna proucavanja na nekoliko tisuca linija, ova metoda je ipak ograni¢ena na
modelne organizme (Telonis-Scott i Hoffmann, 2007.). Jedan od primjera trazenja takvih

mutanata je, na primjer trazenje novog svojstva otpornosti na insekticide.
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5.2. KORISTENJE ZNANJA O ADAPTIVNIM PROMJENAMA
lako se tokom evolucije gube neki geni ili se dogada duplikacija nekih gena, ipak je

velika vecina gena zapravo oCuvana kod srodnih organizama. To se dokazalo na usporedbi
dvanaest genoma vinske musice gdje se pokazalo da je 97.5% regije koja kodira proteine,
nasljedeno. To ima veliki znacaj jer nam omogucuje da istrazivanja na genima kandidatima neke
vrste primjenimo na neke srodne vrste. Ali isto tako je istraZivanje pokazalo da geni koji su
povezani sa odgovorom na okoliSna oneciS¢enja poput kemoreceptora, detoksikacije i obrane
evoluiraju puno brze i podlijezu promjenama duplikacije ili gubitka gena (Clark, 2007.).

Bez obzira na to Sto se pronasao nivo konzerviranosti na razini gena medu razli¢itim
vrstama istog podrijetla, odgovori na selekciju i dalje mogu biti jako nepredvidljivi jer postoji
nekoliko gena koji utje¢u na isto svojstvo.

Medutim ipak postoji mjesta za optimizam jer se, na primjer kod gena za rezistenciju na
insekticide i fungicide ipak moze pronaci odredena predvidljivost $to se tice adaptacije gena i to
¢ak 1 kod razli€itih vrsta. Radena su istrazivanja na komarcima, gdje je zakljuceno da bez obzira
Sto jedna vrsta razvija otpornost duplikacijom, a druga transpozicijom, obje mutacije pogadaju
isti gen- gen za detoksikaciju (Daborn, 2002.).

Drugi dokaz koji potvrduje tezu o predviljivosti je taj Sto je mehanizam noSenja sa
stresom u principu isti kod vecine organizama. Tu se posebno navodi primjer proteina stresa Hsp
70, koji je povezan sa odgovorom na promjene u temperaturi kod raznih organizama poput
mikroorganizama, biljaka pa sve do beskraljeznjaka i kraljeznjaka.

Kao tre¢i primjer imamo predvidljivost na nivou genetskih promjena kod
mikroorganizama, konkretno kod E.coli gdje su primjecéene iste genetske promjene na
temperaturni Sok kroz 2000 generacija, a koje su dovele do povecanja fitnesa i boljeg
prezivljenja.

I kao zadnji primjer, navode se iste promjene u adaptivnim genima ili neutralnim
markerima na potpuno razli¢ite okoliSne uvjete, §to bi znacilo da postoji konzistentni nacin

odgovora na razliCite stresne situacije kod razlicitih vrsta.
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6. OGRANICENJA GENETSKIH ADAPTACIJA

Kao $to sam vec¢ ranije spomenula, postoje ograni¢enja u adaptaciji, 0dnosno organizam
se nece konstantno mo¢i adaptirati promjenama klime i onecis¢enju.

Neki od razloga koji se spominju u ogranicavanju genetske adaptacije su povecanje broja
pseudogena i povecan gubitak odredenih razreda gena te postepeno propadanje nekih dijelova
DNA koji nisu pod izravnom selekcijom (Harrison i Gerstein, 2002.). Naime, takvi geni kodiraju
za neka svojstva koja ne mogu pridonijeti brzoj adaptaciji u blizoj buduénosti.

Kao primjer propadanja gena navodi se uzro¢nik lepre Mycobacterium leprae kojem su
geni povezani sa anaerobnom respiracijom propali, $to se povezuje sa ¢injenicom da ta bakterija
ne moze naseljavati toplije dijelove tijela. Isto tako, smanjen broj gena za detoksikaciju kod
pcela se povezuje sa ¢injenicom da su osjetljivije na brojne pesticide.

Kod c¢ovjeka takoder postoji primjer gubitka gena i to onih gena koji se povezuju sa
mogucnos$cu okusa gorkog. Naime geni za gorko nisu pod prirodnom selekcijom, jer ¢ovjek vec
duZe vremena nije u opasnosti od otrovne biljne hrane.

Propadanje DNA moze se dogoditi kada neki geni nisu pod izravnom selekcijom, kada su
se u njima nakupile brojne mutacije ili ako postoji direktna selekcija na gubitak funkcije.

Jednom izgubljena funkcija se u principu teSko ponovno uspostavlja.
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SAZETAK

Sa poja¢anim oneciS¢enjem okolisa koji uzrokuje Covjek, razni organizmi se moraju
nositi na razne nacine. Samo oneci$¢enje moze imati direktan ili indirektan utjecaj. Kao direktan
utjecaj navode se razne mutacije i oSteCenja DNA molekule i kromosoma, a kao indirektan
utjecaj genetski drift i genetska adaptacija. Genetska adaptacija obuhvaca brze genetske
promjene koje odgovaraju na prirodne promjene i koje ¢e omoguciti bolju vijabilnost nekog
organizma, odnosno populacije. Medutim genetske adaptacije se ne mogu stalno odvijati, jer
postoji spora selekcija koji eliminira jedinke podloZzne mutacijama.

Komparativne analize nam omogucéuju da se rezultati dobiveni na jednim genima

kandidatima primjene i na druge organizme ukljucujuéi i vrste koje nisu modelni organizmi.

SUMMARY

With substantial and increasing enviromental pollution which is caused by man, different
organisms have to cope with it in various ways. Contamination itself may have direct or indirect
influence. Direct effects are set of various mutations and lesions which implicate DNA
molecules and chromosomes, and indirect effects are genetic drift and genetic adaptation.
Genetic adaptation includes rapid genetic changes that are response to environmental changes,
and that will provide better viability for some organism or population. However, genetic
adaptation can not be conducted to infinity because there is a slow selection, that eliminates the
individuals subjected to mutations.

Comparative analysis make it possible to apply results, which are obtained in a single
application of candidate loci, on other organisms, including species that are not model

organisms.
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