Téma 2: Podrobna analyza Struktiry populiacie na zaklade genomickych udajov a
kvantifikacia vplyvu selekcie na genom hospodarskych zvierat

Studijny material

Vyvoj v oblasti biotechnologii a sekvenovania DNA hospodarskych zvierat umoznil
optimalizovat’ Slachtitel'ské stratégie s cielom uchovania diverzity a produkéného potencidlu
zivo¢iSnych genetickych zdrojov bez potreby rodokmenovej analyzy. Medzi najcastejSie
vyuzivané genetické markery sucasnosti z tohto pohladu patria jednonukleotidové
polymorfizmy (SNP). SNP markery sa zaraduji do skupiny bialelickych markerov, ¢o
znamena, ze v populdcii je mozné ocakéavat’ vyskyt troch skupin jedincov a to dominantne
homozygotnych, heterozygotnych a recesivne homozygotnych zvierat. Ak v danej populacii
nedoslo k poklesu diverzity, tak pomer tychto skupin by mal byt 25:50:25. K strate diverzity
zvyCajne dochadza nasledkom pribuzenskej plemenitby, kedy sa v populacii zvysuje podiel
homozygotnych zvierat oproti heterozygotnym, pricom sa sucasne znizuje aj celkova troven
biodiverzity.

V stcasnosti sa na kvantifikciu trovne biodiverzity hospodarskych, spolo¢enskych a v
niektorych pripadoch aj volne zijicich zvierat vyuzivaju primarne SNP cCipy s nizkou
(minimalne 3000 — 6000) alebo vysokou (50000 — 777000) hustotou SNP markerov a
celogenémové sekvencie (2 miliony a viac baz). SNP ¢ipy s minimalne 50000 SNP markerov
pokryvaji podstatni ¢ast’ gendému, pretoze samotné SNP markery st distribuované rovnomerne
v ramci vSetkych chromozémov v genome. SNP Cipy st dostupné takmer pre vsetky druhy
hospodarskych zvierat ako aj niektoré druhy spolocenskych zvierat (hovdadzi dobytok, kone,
ovce, kozy, osipané, hydina, psy alebo macky). Vacsina SNP markerov, ktoré st sucast’ou
tychto Cipov je selektivne neutralnych, avSak uréity podiel z nich je lokalizovany priamo v
oblastiach protein — kodujucich génov a regulaénych sekvencii (Hayes a Goddard, 2010).
Pretoze prostrednictvom SNP ¢ipov je mozné ziskat’ komplexny prehl'ad o Struktire gendmu,
tato technologia sa stala globalne najpopularnej$Sim néstrojom pre determindciu genetickej
predispozicie jedincov a populacii, zvySenie genetického zisku a Vv neposlednom rade
zachovania genofondu zivo¢iSnych genetickych zdrojov. V stcasnej dobe sa cena
genotypovania pomocou 50K SNP ¢ipov (50000 SNP markerov) pohybuje na urovni testovania
paternity prostrednictvom niekol’kych desiatok mikrosatelitnych markerov (napr. u hovadzieho
dobytka a oviec v priemere 25 euro za jedinca), takZe tento druh analyz mozno naviac
povaZovat’ za finan¢ne efektivny.

V porovnani s inymi typmi genetickych markerov (napr. mikrosatelity, RFLP alebo
AFLP markery) SNP ¢ipy poskytuji omnoho robustnejSiu informaciu o genetickom zaloZeni
jedincov a teda umoziuju presnejs$i odhad indikatorov stavu biodiverzity v populaciach ako aj
vzt'ahov medzi nimi (Lenstra et al., 2012). Genomické informadcie ziskané pouzitim SNP ¢ipov
mozno uspeSne vyuzit na odhad rdéznych parametrov genomickej diverzity, vratane
genomického koeficienta inbridingu (Moravcikova et al., 2017; Kasarda et al., 2019), tirovne
vidzbovej nerovnovahy a trendu vyvoja efektivnej velkosti populdcie (Kukuckova et al.,
2017a,b; Moravcikova et al., 2017; Kasarda et al., 2021a,b), genetickej diferenciacie a stupiia
premieSania populacii (Moravcikova et al., 2015; Kukuckova et al., 2017a; Moravcikova et al.,
2021) alebo na identifik4ciu selekénych signalov v genome (Moravcikova et al., 2019a,b,c¢).

Geneticka Struktiura populacii

Geneticka Struktura populacii vyjadruje ich réznorodost’ na vnutro aj medzipopulacne;j
urovni. Pomerne ¢asto sa na stanovenie rozdielov medzi jedincami ako aj jednotlivymi



populédciami pouziva vypocet genetickych vzdialenosti, ktoré predstavuji molekuldrny
ekvivalent koeficienta pribuznosti odvodeného zrodokmenovych udajov. Geneticka
vzdialenost’ je v podstate stupiiom génovej rozdielnosti (genomickej rozdielnosti napr. vo
frekvenciach alel) medzi druhmi alebo populaciami, ktorti je mozné kvantifikovat’ na zaklade
roznych Statistickych pristupov (Kasarda et al., 2021a). Matematicky mozno genetické
vzdialenosti jednoducho stanovit' napriklad pomocou vypoctu Neiovych genetickych
vzdialenosti (Nei, 1972), Wrightovho Fst indexu (Wright, 1940), alebo vizualizovat’ pomocou
analyzy hlavnych komponentov (Jombart a Ahmed, 2011), alebo prostrednictvom zostrojenia
fylogenetickych stromov vychadzajacich z IBD matice (Neuditschko et al., 2012).

Dalsi zo sposobov determinacie genetickej diferenciacie v rimci a medzi populaciami je
zhlukova analyza, ktord okrem iného umoziuje stanovenie stupiia genetického premiesania
(admixie) medzi populaciami alebo plemenami. Admixia alebo premiesanie populacii je jav,
ku ktorému moéze dojst’ nasledkom introgresie a hybridizacie jedincov, populacii alebo druhov.
Introgresia vyjadruje ,,tok* alel z populacie jedného druhu (najcastejSie nepovodného), alebo
poddruhu do inej populacie (povodnej v danej lokalite). Podiel genetickych variant
definujucich mieru unikdtnosti urcitej populacie resp. mieru jej premieSania s inymi
populaciami sa zvycajne stanovuje na zéklade bayesianského pristupu (Toro et al., 2014;
Jombart a Collins, 2015).

Bayesianska Statistika je odvetvie modernej Statistiky, ktoré pracuje s podmienenou
pravdepodobnost'ou a umoziuje spresnit’ pravdepodobnost’ vychodiskovej hypotézy v slede
ako sa objavuju d’alSie relevantné skuto€nosti. Jadrom jej matematického modelu je Bayesova
veta. Zatial' o klasicka Statistika stanovuje pravdepodobnost’ urcitej udalosti na zaklade
znamych faktov z minulosti, bayesiansk Statistika sa pouziva vSade tam, kde to nie je mozné.
V genetike populdacii sa bayesianska Statistika naj¢astejSie pouziva na odhad stupna genetického
premiesania medzi populaciami na zaklade porovnania frekvencii alel, ktoré definuju urcité
populacie resp. Specifické skupiny s frekvenciami zistenymi u jedincov. Jej vyuzitie je vSak
omnoho $irSie, pretoze principialne sa jedna o odhad pravdepodobnosti s akou sa dany jav
V testovanom subore vyskytuje. Presnost’ tejto metddy je z hladiska odhadu testovania
diferenciacie populacii a stanovenia stupiia admixie ¢asto limitovana nizkym poctom jedincov
V subore, alebo nizkym poctom genetickych markerov. Genetické markery vyuzivané pre tento
typ analyz by mali byt’ selektivne neutralne, nemali by podliehat’ mutdcidm a mali by byt vo
vzajomnej védzbovej rovnovahe. NajCastejSie vyuzivanym Statistickym programom z tohto
pohladu je program Structure (Pritchard et al., 2000), ktory analyzuje genetické odliSnosti
medzi populdciami pomocou bayesianského pristupu a pouzitim Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) odhadu. MCMC proces za¢ina ndhodne rozdel'ovanim jedincov do vopred ur¢eného
mnozstva skupin, v ktorych jedinci potencidlne zdiel'aji podobné typy variacii. Nasledne su v
kazdej skupine odhadované frekvencie a na zéklade ich hodndt st jedinci rozdeleni do zhlukov.
Tento proces sa opakuje viackrat, zvy€ajne v pocte 10000 az 100000 replikacii, ¢o vedie k
spolahlivym odhadom prislusnosti jedincov k jednotlivym populdcidm ako aj miery ich
genetického premieSania (Kadlecik et al., 2017).

Vplyv selekcie na Struktiru genému

V obdobi éry genomickych informécii mozno vplyv prirodnej a zdmernej selekcie na
genom zivocisnych genetickych zdrojov kvantifikovat aj bez pristupu k fenotypovych
informacidm. Selekéné signaly moézu byt identifikované v oblastiach kodujicich aj
nekdodujacich génov v zavislosti od pouzitého Statistického pristupu (Qanbari a Simianer,
2014). Vyber metody detekcie oblasti ovplyvnenych selekénym tlakom zévisi od povahy
selekénych signdlov, ako aj od casu pocas ktorého selekcia na gendém pdsobila. Pocet
identifikovanych selekénych signalov je ovplyvneny pdsobenim réznych faktorov, vratane



intenzity selekcie, rekombinacnej rychlosti a relativneho ,,veku*“ neutrdlnych alel
lokalizovanych v blizkosti lokusov ovplyvnenych selekénym tlakom.

Metddy detekcie lokusov podliehajucich selekcii sa rozdel'ujii do niekolkych skupin
podla aplikovaného metodického pristupu. Na testovanie selekénych signalov reflektujicich
rozdiely medzi populaciami nasledkom odlisného typu selekcie sa zvyc¢ajne vyuziva stanovenie
Wrightovho Fst indexu, analyza variability vo vdzbovej nerovnovahe, alebo vypocet
integrovan¢ho skore haplotypov (Kukuckova et al., 2017a,b; Moravcikova et al., 2019b).
Determinacia signdlov vyplyvajacich zo selekéného tlaku na gendém konkrétnej populacie
s cielom dosiahnutia plemenného Standardu resp. chovného ciela je zalozena vo vicSine
pripadov na skriningu homozygotnych oblasti v gendme a stanoveni integrované¢ho skore
haplotypov (Morav¢ikova et al., 2019¢; Kasarda et al., 2021b; Morav¢ikova et al., 2021).

Wrightov Fst index

Jednym z najCastejSie vyuzivanych pristupov detekcie selekcnych signalov je stanovenie
fixacného indexu Fst na celogendmovej Grovni, pricom tento reflektuje rozdielne frekvencie
alel testovanych genetickych markerov medzi dvoma alebo viacerymi populaciami. Wrightov
fixa¢ny index Fst okrem toho kvantifikuje uroven genetickej diferenciacie, alebo fragmentacie
celkovej populécie, ktord je vyjadrend poklesom heterozygotnosti jednotlivych subpopulacii
nasledkom pdsobenia genetického driftu. OznaCuje sa aj ako koeficient pribuznosti a je
definovany ako korelacia medzi gamétami subpopuldcii relativna k ndhodne vybranym
gamétam z celkovej populacie (Weir a Cockerham, 1984).

Teoreticky méze fixacny index Fst nadobtidat’ hodnoty od 0 po 1, kedy extrémne hodnoty
reprezentuji bud’ Gplna geneticki zhodu medzi populdciami (Fst = 0) alebo naopak ich tplnu
genetick rozdielnost’ (Fst = 1). V pripade Fst indexu mézu vznikat dva zakladné typy
signdlov. Pri prvom type dochadza v oblasti selekéného signdlu reprezentovaného viacerymi
lokusmi lokalizovanymi v tesnej blizkosti k zvySeniu hodnoty Fst indexu nésledkom
,hitchhiking® efektu. Tento typ selekénych signalov zodpoveda rozdielnemu smeru selekcie,
vyuzivanej v rdmcei jednotlivych plemien. Naopak, v pripade, ak st v oblasti selekéného signalu
lokalizované lokusy s vel'mi nizkou hodnotou Fsr, tieto reprezentuju genomické oblasti, ktoré
U danych plemien podliehali rovnakému typu selekcie (Qanbari et al., 2011). Aj ked’ bolo
doposial’ vyvinutych aj niekol’ko modifikacii tejto metddy, index Fst sa povazuje za jeden z
najvhodnejSich indikatorov genomickych signdlov pozitivnej selekcie, vyplyvajuce] z
genetickej diferenciacie medzi populaciami (Fumagalli et al., 2013).

Analyza hlavnych komponentov

Pozitivna prirodna selekcia alebo lokdlna adaptacia su hybnymi silami zabezpecujucimi
adaptaciu jedinca na podmienky prostredia v ktorom Zije. Skrining gendému zamerany na
detekciu genetickych variant potencidlne zapojenych v tomto procese zvycajne vychadza,
podobne ako fixacny index Fst, Z genetickej diferencidcie medzi populdciami pri¢om sa
predpoklada, ze extrémne hodnoty zodpovedaju kandidatnym oblastiam v genome (Duforet-
Frebourg et al., 2016). Aj ked mdze byt vysoka troven diferenciacie medzi populaciami
vysledkom pdsobenia réznych procesov, predpokladé sa, Ze adaptécia jedincov na podmienky
prostredia (v pripade hospodarskych zvierat produkéného) je jednym z moznych vysvetleni,
preco dochadza k tymto zmenam Specificky v ur€itych genomickych oblastiach. Na tomto
teoretickom zéklade je zaloZen4 alternativna metdda detekcie selekénych signdlov, vyuzivajica
analyzu hlavnych komponentov (Duforet-Frebourg et al., 2014).

Analyza hlavnych komponentov (PCA) je pravdepodobne najpopularnejSou

viacrozmernou Statistickou metddou, ktord nasla vyuzitie v roznych vednych odvetviach,
vratane genetiky. PCA analyza predstavuje spdsob pre znazornenie nadrozmernych dat,



napriklad genomickych informacii o jedincoch alebo populaciach, v mensom pocte dimenzii.
Této analyza sa stala v genomike populdrnou najmé ako néstroj na znizenie poctu povodne
korelovanych premennych (frekvencii alel) na men$i pocet linearne nekorelovannych
(nezavislych) premennych, nazyvanych aj hlavné komponenty, ktoré vysvetluji varianciu
V danom subore dat a teda mozu byt pouzité na vyjadrenie vztahov medzi jedincami alebo
populaciami (Duforet-Frebourg et al., 2016).

Z hladiska detekcie selekénych signdlov mad PCA analyza v porovnani ostatnymi
pristupmi tri hlavné vyhody: pracuje na individudlnej baze, ¢as potrebny na jej vypocet je
pomerne kratky v porovnani s metdédami vyuzivajucimi MCMC algoritmus a kandidatne
lokusy potencialne asociované s lokalnou adaptaciou populacii na dané¢ podmienky prostredia
zodpovedaju jednotlivych hlavnym komponentom (Duforet-Frebourg et al., 2016; Luu et al.,
2017). Skrining selekénych signalov prostrednictvom PCA analyzy bol doposial’ vyuzity
napriklad u hovidzieho dobytka (Moravcikova et al., 2018; Kasarda et al., 2021a).

Variabilita vo vizbovej nerovnovahe a integrované skore haplotypov

Pre identifikaciu selekénych signalov vyplyvajucich zo zmeny vidzbovej nerovnovahy
v gendéme populacii bolo vyvinutych niekol’ko Statistickych testov (Sabeti et al., 2002; Kim a
Nielsen, 2004; Voight et al., 2006; Kimura et al., 2007). Avsak tento typ selekénych signalov
ma docasnu tendenciu, pretoze v niektorych pripadoch méze rekombindcia zmenit’ sekvenciu
selektovaného lokusu este skor, ako bude tento fixovany v genofonde populacie.

Jednym z pristupov pre detekciu selekénych signalov reflektujucich zmenu LD je test
LRH (long — range haplotype), ktory hodnoti vztahy medzi frekvenciami alel a uroviiou LD.
Tento test je zalozeny na identifikacii cielovych haplotypov prostrednictvom genotypovania
SNP markerov v kratkych tisekoch genomu, kde nedochadza k rekombinacii. Nasledne su
analyzované so zvacSujucou sa vzdialenost'ou od cielovych haplotypov aj d’alSie SNP markery
ato s cielom zhodnotenia poklesu LD vplyvom zvécSujucej sa genetickej vzdialenosti medzi
nimi. Celkova uroveil LD so zvdcSujucou sa vzdialenostou od cielovych haplotypov je
hodnotena na zaklade vypoc¢tu hodnoty EHH (homozygotnosti haplotypov), ktora predstavuje
pravdepodobnost, sakou st dva chromozomy nestice Specifické cielové haplotypy
homozygotné pre cell oblast, t. j. od ciel'ovej vzdialenosti po vzdialenost’ x. Relativna hodnota
EHH (REHH) sliizi na porovnanie poklesu EHH $pecifického ciel'ového haplotypu s poklesom
EHH vo vsetkych d’alSich haplotypoch. Na identifikaciu samotnych selekénych signalov sa
potom vyuZziva porovnanie hodnoty REHH a frekvencie pre kazdy cielovy haplotyp s REHH
hodnotami a frekvenciami ostatnych ciel'ovych haplotypov. Ak ma ciel'ovy haplotyp vysoku
hodnotu REHH a rovnako aj frekvenciu v populacii, moézeme takyto haplotyp oznacit’ za signal
pozitivnej selekcie (Sabeti et al., 2002).

Dalsi test na identifikiciu selekénych signilov je zaloZeny na integrovanom skoére
haplotypov (iHS) a bol pripraveny najma s ohl'adom na ¢oraz CastejS$iu genotypizaciu populacii
pomocou SNP ¢ipov. Hodnota iHS moéze byt definovana jednoducho ako miera vyjadrujuca,
ako neobvykly je haplotyp pozostavajuci zo Specifickych SNP markerov, v porovnani so
zvySkom genomu. V tomto pristupe je kazdé SNP hodnotené ako cielové a test zaCina
vypoctom EHH hodnoty pre kazdy SNP marker. SNP markery ako bialelické lokusy mdzu byt’
bud’ zdedené (ancestralne) alebo odvodené. Vo vypocte je stanoveny integral pozorovaného
poklesu EHH ciel'ového SNP markera, pokial’ nedosiahne hodnotu EHH 0,05. Tato hodnota je
povazovana za integrované EHH (iHH) a je identifikovana ako iHHAa alebo iHHp v zavislosti
od toho, ¢i bola vypocitand z ancestralnej (A) alebo odvodenej alely (D) cielového SNP
markera. Ziskana hodnota je Standardizovana pre priame porovnanie s d’alSimi SNP markermi
bez ohl'adu na frekvencie ich alel (Voight et al., 2006). Vzhl'adom na to, Ze iHS skore je mozné
stanovit’ aj v pripade robustnych genomickych dat, bol tento pristup uspesne aplikovany v



pripade viacerych plemien a druhov hospodarskych zvierat (Kukuckova et al., 2017b;
Morav¢ikova et al., 2019c¢).

Pretoze LRH a iHS testy su zaloZené na frekvenciach alel v ciel'ovych haplotypoch su
Z hl'adiska detekcie selekénych signalov limitované najma v pripade, ak je selektovana alela
v genome fixovana v homozygotnej forme. Ak bude takato alela fixovana v jednej populacii
v homozygotnej forme, ale v inej ostane polymorfna, tak LRH test moze vychadzat iba
Z porovnania medzi tymito populédciami. XP-EHH Statistika je definovana ako normalizovany
pomer logaritmov medzi la alg, kedy la je integralom pozorovaného poklesu EHH od
cielového SNP po SNP X (ktory ma EHH hodnotu ¢o najblizSiu hodnote 0,04 v oboch
populéciach) v populacii A a Ig vyjadruje ten isty vypocet, ale v pripade populacie B. Vel'mi
podobny princip je vyuzity aj v metode oznacenej ako In(Rsb) Statistika (Sabeti et al., 2007,
Tang et al., 2007).

Dalgia metdda detekcie selekénych signalov reflektujucich zmenu LD je zaloZena na
determinacii haplotypovych alelickych kategorii (HAC). Tento ukazovatel je definovany ako
sucet alelickych rozdielov medzi referenénymi alelickymi kategériami a individualnymi
haplotypmi vo vzorke. Pozitivne hodnoty v tomto pripade indikuja pozitivnu selekciu v danom
genomickom useku (Hussin et al., 2010).

Distribucia homozygotnych usekov v genome

Skrining selekénych signalov odvodenych od distribucie ROH usekov v gendémoch
hospodarskych a spolocenskych druhov zvierat je zaloZzeny na predpoklade, Ze oblasti
v gendme vykazujuce silné selekéné signaly su vysledkom zvysenia lokalnej homozygotnosti
v dosledku intenzivneho $lachtenia na znaky definované v plemennom Standarde kazdého
plemena (Curik et al., 2014; Kim et al., 2017). Vysledné ROH useky lokalizované v genéme
Vv tesnej blizkosti s tvorené alelami pochadzajicimi od spolo¢nych predkov, ktoré sa dedia
Z generacie na generaciu v nezmennej forme (Biscarini et al., 2014). Ich identifikécia a detailna
analyza poskytuju pohlad na zmeny, ktoré formovali geném plemien resp. populdcii, pricom
zaroven predstavuji uzito¢ny nastroj na hodnotenie demografickej historie vyvoja kazdého z
nich. Tento pristup sledujuci efekt selekcie na Struktiru gendmu populéacii bol vyuZzity na
skrining selek¢énych signalov u mnohych hospodarskych a spolo¢enskych druhov zvierat (napr.
Moravc¢ikova et al., 2019c; Kasarda et al., 2021b; Moravcikova et al., 2021).
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