Estudo da diversidade com
sequéncias de DNA



estudo do DNA por sequenciacao
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T (diversidade nucleotidica):
Numero médio de diferencas (por site) entre duas sequéncias retiradas ao acaso

de uma amostra.

H (diversidade haplotipica):
Probabilidade de, retirando aleatoriamente dois hapldtipos de uma amostra, estes
serem diferentes

S (numero de sitios variaveis)

0 (population mutation parameter)
Nivel esperado de variabilidade assumindo equilibrio entre mutacdo e deriva e
auséncia de seleccao. Estabelece uma relacdo entre o efectivo populacional e a

taxa de mutacao.

0 = 4Nep autossomas
0 = 3Nep cromossoma X
0 = Nep cromossoma Y, mitocondrial

Em vez de uma s6 maneira de o calcular, existem diferentes estimadores que
aproximam este valor (exemplo: 6 de Watterson (1975)). Usa-se este valor para
estimar o Ne.



PROGRAMAS QUE CALCULAM PARAMETROS DE DIVERSIDADE
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- A diversidade diminui nas populacdes mais a norte.
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Construcao de redes de
haplotipos
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-Network
-TCS

-(Arlequin)...

(usam metodos diferentes)






Rede de
haplotipos

(700bp )

Distribuicdo geografica
dos grupos
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Subestruturacao ao nivel de
sequéncias do DNA
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Dxy: distancia média entre elementos dos
dois grupos.

Da: distancia média entre elementos dos
dois grupos, corrigida para a distancia
observada dentro de cada grupo.

Grupo 1 Grupo 2
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|DNA Divergence Between Populations

Dxy = 1,268%
Da =0,996%
N2 de posicdes fixas = 6

Etc. etc.




Recapitulando...



- Calculamos diferentes indices de diversidade para
populacdes de C. lusitanica

- Verificamos que, tal como nos marcadores nucleares,
a diversidade diminui nas populacdes mais a norte.
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- Verificamos que existem dois grandes grupos de
haplotipos que ocupam areas geograficas diferentes.

haplotipos
(700bp )

Distribuicdo geografica
dos grupos



0.01
0.009
0.008
0.007
0.006
0.005
0.004
0.003
0.002
0.001

Pi

14

®Pi



- Iniciamos ainda a analise de subestruturacao
calculando a distancia genética entre os grupos.

|DNA Divergence Between Populations




Subestruturacao ao nivel de
sequéncias do DNA



Diferenciacao entre

populacoes

As estatisticas F (Fst, Fit, Fis) foram desenvolvidas a
pensar em dados alélicos (como proteinas), mas
podemos fazer um paralelo com sequéncias de DNA.

Existem diversas medidas analogas ao Fst para
sequéncias de DNA. Algumas incorporam informacao
sobre o numero de mutacgdes (distancia) entre alelos (ex.
Fst de Hudson et al. (1992)), outras contemplam apenas
frequéncias (como as medidas “classicas”).

No fundo, o que estes valores nos medem € a proporgcao
de variacdo que esta entre as unidades que consideramos
(ex. populacdes) por oposicao a proporgcao que esta
dentro dessas unidades.

O DNAsp e o Arlequin calculam-nos estes valores de Fst
(mas para isto temos primeiro de definir populacgdes).



Diferenciacao entre
populacoes

E se quisermos pensar a mais do que um nivel?

Qual a % de variagao explicada por
diferencas:

entre grupos?
entre populacdes dentro de cada grupo?
dentro das populagdes?

AMOVA — analysis of molecular variance
(Excoffier et al. 1992)

Pode ser feita ndo s6 para sequéncias de
DNA mas também para outros dados
(proteinas, microssatélites, etc.).

Software Arlequin
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Diferenciacao entre
. POPUIACOES

Reference: Weir, B.5. and Cockerham, C.C. 18984.

Excoffier, L., Smouse, P., and Quattro, J. 1882, M .
poier 55 home, ° Output do Arlequin:
Source of Sum of Variance Fercentage
wvariation d.f. sSquares conponents of variation
Lmong
groups 7 558.01%9 9.18219 Va 54.23
% de variaga da nivel
Among -/0 d€ variagcao em Ccada nive
populations . 4 .
hierarquico
groups 10 25.025 0.44491 Vb 4.08
Within
populations 51 64.953 1.27359 Vo 11.468 , . . ~
—————————————————————————————————————————————————————————————————————— - indices de fixagao
Total &8 647.9397 10.90068

Firation Indices
FSC :
EST -

2 - niveis de significancia
ECT : D.8 . ~
—————————————————————————————————————————————————————————————————————— determinados por permutagoes

0.00000
. 00000

L
=]

Vb and F5C : P({rand. wvalue > cobs. walue) = 0.00B80
P{rand. walue = obs. wvalue) = 0.00000

P{rand. wvalues > obs. wvalue) = 0.00880+-0.002%51
Va and FCT . value) = 0.00000
. value) = ©D.00000

. value) = 0.00000+-0.00000
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and Cockerham, C.C. 19854
Excoffier, L., Smouse, P., and Juattro, J. 1532.
Weir, B. 5., 1336,

AMOVA nortevs.sul .

Source of Sum of Variance Eercentage

Beference: Weir, B.5.

(ignOrandO a pOpUIagéo dO BUQaCO)I variation d.£._ Sguares components of variation
Among
groups 1 185.455 3.3454¢ Va 77.91

- % variacao entre grupos: 77,91%
. ~ Among
- % variacdo entre pops dentro dos grupos: ecpulesions

within

12’07% groups 14 55.013 0.51843 Vb 1z.07

-% variacao dentro das pops: 10,02% Aithin . - e - asoms o o
populations Z2._a02 - Z2 Vo S0z

(todos os valores estimados para 0s indices ~—— o

Fixation Indices

de fixagdo sao significativos) e Deses
FCT : 0.77308

Significance tests (1023 permutations)

Ve and FS5T : Plrand. walue < oba. walue) = 0.00000
Pirand. walue = oba. walue) = 0.00000

P-value = 0.00000+4+-0.00000
Vb and FS5C : Plrand. walue *» oba. walue) = 0.00000
Pirand. walue = obksa. walue) = 0.00000

P-value = 0.00000+4+-0.00000
Va and FCT : Plrand. walue » oba. walues) = 0.00000
Pirand. walue = obksa. walue) = 0.00000

P-wvalue Q.00000+-0.00000



