Téma 2: Analyza stavu biodiverzity Zivo¢iSnych genetickych zdrojov pomocou
genomickych udajov
Prednaska

V suvislosti s hodnotenim genomickych tdajov je potrebné v prvom rade v skratke popisat’ ako
takéto informacie mozeme ziskat'. Na analyzu gendmu, mozeme vyuzit rozne nastroje, vratane
jednotlivych genetickych markerov, genotypizacnych Cipov ¢i celogendémového sekvenovania.
Rozdiel medzi uvedenymi metédami stvisi jednak so samotnym laboratérnym postupom ich
stanovenia a suCasne s mnozstvom udajov o genome, ktoré prostrednictvom nich ziskame.

Co modzeme chapat’ pod pojmom geneticky marker. Jedna sa akykolI'vek charakteristicky znak
alebo prejav organizmu, ktory méze byt’ vyuzity na urcenie Specifického chromozému, bunky
alebo jedinca. Pojmom geneticky marker moze byt’ oznaceny gén, kratky tisek DNA, pripadne
iné prejavy genotypu, chromozomov alebo karyotypu. Doélezité vSak je si zapamditat, ze
geneticky marker je zvyc€ajne polymorfny variant, ktory vykazuje mendelisticki dedi¢nost’ a je
vo vztahu s variabilitou fenotypového znaku (vlastnosti), ktora ma vyznam napriklad z pohl'adu
Slachtenia.

Z pohl'adu produkénych vlastnosti hospodérskych zvierat sa sleduji jednak kandidatske gény,
pretoze ich alely a genotypy ovplyviluju utvaranie kvantitativnych znakov a sucasne aj lokusy
pre kvantitativne vlastnosti.

Vyhodou DNA markerov je najma fakt, Ze su priamo detekovatel'né v sekvenciach nukleotidov,
vykazuju zvySenl mieru polymorfizmu a dominantnt resp. kodominantni dedicnost. DNA
markery sa vyskytuju v gendéme pomerne ¢asto, pri¢om ich v suc¢asnosti vieme relativne 'ahko
a rychlo testovat’ s vysokou mierou reprodukovatel'nosti.

Medzi v sucasnosti najCastejSie vyuzivané genetické markery patria jednoznaéne
jednonukletidové polymorfizmy, oznacované skratkou SNP. SNP vznikajii zvy¢ajne bodovou
mutaciou, napr. zimenou nukleotidu v DNA v ur¢itom mieste. Oproti inym typom genetickych
markerov sa v gendme vyskytuju €asto a to kazdych 100 az 300 bazovych parov. Za SNP sa
zvycajne povazuju mutacie, ktoré sa v danej populécii vyskytuju s frekvenciou vysSou ako 1%,
t.j. minoritna alebo menej Casté alela je pritomna v genotype minimélne jedného 1% jedincov
patriacich do danej populacie. Jednd sa o bialelicky marker, t.j. v ramci populacie
rozpoznavame pre SNP iba dve alely a to dominantnt1 a recesivnu. Pojem dominantna vyjadruje,
7e sa jedna o prevladajacu alelu u jedincov v danej populécii. Minoritnd je naopak alela, ktora
sa v ramci populacie vyskytuje v genotypoch jedincov menej Casto. AvSak treba si uvedomit’,
ze aj ked’ je v jednej populécii alela dominantnd v inej z rozdielnym genetickym povodom to
tak byt nemusi. SNP markery maji naozaj Siroké vyuZitie a to od hodnotenia biodiverzity az
po genomicku selekciu.

Celogenémové sekvenovanie je pojem, ktory sa vyuZiva na oznacenie procesu stanovenia
presného poradia nukleotidov v ret'azci molekuly DNA, teda urcenia je primarnej Struktury. Za
klasické metédy mozno povazovat Maxam-Gilbertovu a Sangerovu,od ktorej sa odvijaja v
sucasnosti vyuzivané metdody sekvenovania novej generacie. V ramci NGS metod existuje
viacero platforiem, ktoré sa sice liSia v technologickom pristupe ale prinasaji porovnatel'né
vystupy.

Aj ked sa cena celogendmového sekvenovania vyznamne zniZila v porovnani s
predchadzajiicim obdobim, v pripade ak chceme ziskat’ celopopulacné data je stale vysoka,
hlavne aj sa jednd o sekvenovanie s vysokym pokrytim. V stcasnosti si v ramci
celopopulac¢nych §tudii aj z tohto dovodu vyuzivané SNP genotypizacné Cipy, ktoré umoziuju
v ramci niz8ich nakladov ziskat’ informaciu o velkom pocte SNP markerov distribuovanych
rovnomerne v gendme. SNP Cipy umoziiuji genotypovanie od niekol’ko tisic az po 700 000
SNP markerov. Su dostupné pre vacsinu druhov nielen hospodarskych ale aj spolocenskych
druhov zvierat. Takto ziskané informacie mozno pouzit’ na réznorodé ucely, vratane testovania



rodi¢ovstva, stavu genomickej diverzity, celogendémové asociacné Studie ¢i odhad genomickych
plemennych hodnot.

V ramci nasledujucich snimok budeme hovorit’ o ukazovatel'och, ktoré sa pouzivaji na odhad
stavu biodiverzity zivo¢iSnych genetickych zdrojov na podklade analyzy genomickych dat.
Prvym z ukazovatelov je homozygotnost’ gendmu a genomicky inbriding. V suvislosti s
homozygotnost'ou gendmu sa v literatire Casto stretnete s dvoma pojmami a to autozygotnost’
a homozygotné useky, oznacCované skratou ROH. Autozygotnost’ v podstate reflektuje vsetky
alely alebo chromozomalne useky DNA, ktoré su identické podla povodu, t.j. pochadzaji od
spolo¢ného predka. Za homozygotné useky sa povazuju vsSetky genomické oblasti so
Specifickym poctom za sebou nasledujucich homozygotnych genotypov resp. ak hovorime o
testovani SNP markerov, vietkych homozygotnych SNP markerov. Distribucia, pocet a dizka
homozygotnych usekov zavisi od réznych faktorov, ktoré ovplyviiuji geném hospodarskych
zvierat. Za najvyznamnejsie z tohto pohl'adu mozno povazovat’ zdmernu selekciu a intenzitu
pribuzenskej plemenitby. Samotna dizka ROH tisekov v genéme jedinca kore$ponduje so
vzdialenostou predkov v rodokmeni jedinca. V pripade ak maji rodicia jedinca spolo¢neho
predka, ich geném bude v urcitych oblastiach zdielal’ rovnaké genetické varianty, ¢ize takito
rodic¢ia budu identicki podl'a povodu. Ak obidvaja rodicia prenesu na potomka rovnaky usek,
potom bude tento homozygotny pre dané genetické varianty, ¢im vznikne ROH usek v jeho
genoéme. Prave tento predpoklad je zédkladom pristupu pre odhad genomického koeficienta
inbridingu cez pokrytie gendmu homozygotnymi tsekmi.

Informaciu o vyskyte a dizke ROH tusekov v gendome vSak mozno vyuZit' nielen na odhad
genomického inbridingu ale aj na testovanie vplyvu zdmernej selekcie na Specifické oblasti v
genome ¢i identifikaciu kauzalnych variant podiel’ajucich sa na kontrole preferovanych znakov
a vlastnosti.

Na tejto snimke mozete vidiet v prvej Casti vzorec pre odhad genomického inbridingu
oznaGovaného ako From, pri¢om &itatel’ vyjadruje celkovii dizku homozygotnych tsekov v
genome jedinca a menovatel’ celkova dizku genému odvodent od fyzickej pozicie testovanych
markerov. Fron umoznuje stanovit' trend vyvoja inbridingu pri¢om useky dlhsie ako 4 Mb
reflektuji autozygotné segmenty pochadzajuce od predkov vzdialenych priblizne 12 generécii,
useky dlhsie ako 8 Mb pochadzaji od predkov vzdialenych 6 generacii a useky dlhSie ako 16
Mb zodpovedaji podielu autozygotnosti zdedeného od predkov z poslednych 3 generécii.
Podobne ako pri rodokmenovom inbridingu sa rozpitie hodnot genomického inbridingu
pohybuje od 0 po 1 resp. v percentudlnom vyjadreni od 0 po 100%. Informécia o prirastku
inbridingu za generaciu a celkovo koeficiente pribuzenskej plemenitby je dolezita jednak z
pohladu vyskytu inbrédnej depresie a sucasne prezitel'nosti populacie z dlhodobého hl'adiska.
Jednym z dovodov je fakt, Ze kumulécia inbridingu naprie¢ generaciami vedie k znizeniu
genetickej diverzity. Vo vSeobecnosti sa uvadza, Ze prirastok inbridingu za generaciu by v
pripade malopocetnych populacii nemal presiahnut’ 1% a vo velkych populacidch 4%. Medzi
najCastejSie vyuzivané programy na stanovenie genomického koeficienta inbridingu patri
detectRUNS, plink ¢i cgaTOH. Na obrazku mozete vidiet' vysledky z komparativnej analyzy
koeficienta inbridingu u 15 plemien dobytka na zaklade Gisekov dlhSich ako 4 a 8§ Mbp.
Dal§im ukazovatelom biodiverzity, ktory vieme stanovit’ na zéklade testovania genomickych
ukazovatel'ov je vdzbova nerovnovaha medzi SNP markermi v gendome a nasledne na jej
podklade efektivna velkost' populacie. Pojem védzbovd nerovnovaha vyjadruje v podstate
nenahodny vzt'ah alebo asociaciu medzi alelami r6znych SNP markerov v gendéme hodnotenej
populécie, ktord vznikla pravdepodobne v ddésledku selekcie, systémov priparovania ci
rekombindcie alebo genetického driftu. Vo vysledku to znamena, Ze takéto genetické varianty
mozu v populacii vytvarat’ Specifické kombinacie genotypov, ktoré sa nazyvaju aj haplotypy.
Informéciu o Urovni vdzbovej nerovnovdhy moézeme vyuZit' na zhodnotenie evolu¢ného
utvarania populdcii, odhad efektivnej velkosti, ¢i podobne ako v pripade ROH tusekov na



testovanie vyskytu Specifickych genetickych variant, ktoré podliehali intenzivhemu vplyvu
zamernej alebo prirodnej selekcie.

Na snimke je uvedeny najcastejSie vyuzivany vzorec na vypocet vizbovej nerovnovahy medzi
SNP markermi. Okrem tohto vzorca navrhnutého Hillom a Robertsonom vsak existuju aj iné
jeho modifikacie, ktoré zohladnuji napriklad rychlost mutéacii ¢i povahu testovanych
genetickych markerov (bialelické alebo viac multialelické). Rozpitie hodndt sa v pripade
vidzbovej nerovnovahy pohybuje od 0 po 1, kedy O vyjadruje vézbovu rovnovahu medzi
markermi a 1 naopak kompletna vazbovil nerovnovéahu.

Efektivna velkost populacie v podstate vyjadruje pocet jedincov, ktori st v danej populacii
reprodukéne aktivny, t.j. mézu poskytovat’ jedincov do d’alSej generacie. Odhad tohto parametra
je v pripade genomickych dat najCastejSie zalozeny na jeho vztahu k miere vidzbovej
nerovnovahy v gendome, pricom je mozné testovat’ nie len sucasnu efektivnu velkost’ aj trend
jej vyvoja v minulosti.

Efektivnu velkost’ populacie, oznacovanu skratkou Ne, mozno stanovit’ napriklad na zaklade
vzorca navrhnutého Corbinom et al., ktory vidite na tejto snimke. Tento vzorec zohl'adiiuje
model dedivosti, fyzicki vzdialenost medzi SNP markermi ¢i intenzitu mutacii. Historicka
efektivna velkost’ je v tomto pripade odhadovand ako funkcia ¢asu a fyzickej vzdialenosti
medzi dvoma markermi za predpokladu konstantného linedrneho rastu Ne s asom vyjadrenym
minulymi generdciami. Na obrazku vpravo vidite reprezentativne vysledky analyzy trendu
vyvoja efektivnej velkosti u dvoch plemien hovédzieho dobytka, slovenského strakatého a
slovenského pinzgauského. Podobne ako pri rodokmenovych informéaciach moze efektivna
vel'kost’ populdcie nadobudat’ hodnoty od 0 po n. VSeobecne je akceptované, ze efektivna
vel'kost’ populdcie by nemala byt nizsia ako 50 jedincov v pripade malopocetnych populacii
resp. 100 jedincov v pripade velkych populécii. Z pohl'adu dlhodobej udrzatel'nosti by mala
byt efektivna velkost’ populacie minimalne 500 jedincov. V pripade genomickych dat m6Zzeme
na vypocet pouzit’ programy ako SneP alebo GONE.

U ZivociSnych genetickych zdrojov st Casto vyhodnocované aj ukazovatele popisujlice
populaént Strukturu, t.j. ich r6znorodost’ na vnutro aj medzipopulacnej trovni. Z tohto pohl'adu
st najcastejSie vyhodnocované genetické vzdialenosti, ktoré vyjadruji stupen génovej
rozdielnosti medzi jedincami, populaciami alebo druhmi. NajcastejSie sa v literature stretdvame
s Neiovymi genetickymi vzdialenostami, Wrightovym fixanym indexom Fsr, analyzou
hlavnych komponentov, ¢i metdédami kvantifikujicimi stupen genetického premiesania a toku
génov medzi populdciami.

Teoria Neiovej genetickej vzdialenosti predpoklada, Ze ak su dve populacie vykazujice nizke
genetické vzdialenosti podobné, tak s vysokou mierou spol’ahlivosti maji spolo¢nych predkov.
Z tohto dovodu mozno tento ukazovatel’ povazovat’ aj za molekularny ekvivalent koeficienta
pribuznosti pocitan¢ho na zdklade rodokmenovych informacii. Vzorec pre vypocet Standardnej
Neiove] genetickej vzdialenosti mate uvedeny na snimke. Minimélna hodnota, ktord modze
Neiova genetickd vzdialenost' nadobudat’ je 0. Tato hodnota znamend, Ze jedince alebo
populédcie maju v gendme rovnaké varianty (alely alebo genotypy), t.j st geneticky identické.
Maximalna hodnota, ktort mézu nadobuidat’ Neiova genetickd vzdialenost’ je 1. Tato hodnota
vyjadruje fakt, Ze v dosledku uplne rozdielnych genetickych variant su jedince alebo populacie
geneticky rozdielne, mézme povedat’ aj nepribuzné. Na vypocet Neiovych genetickych
vzdialenosti mézeme vyuZit’ baliku programu R StAMPP, Poppr alebo iné programy.

V porovnani s Neiovou genetickou vzdialenostou umoziuje Wrightov fixa¢ny index Fsr
stanovit’ mieru réznorodosti iba na populacnej urovni. Tento index je v podstate indikatorom
intenzity fragmentacie populécie vyjadrenej poklesom heterozygotnosti v subpopulacidch
v dosledku pdsobenia genetického driftu. Z tohto vyplyva, Ze ak chceme tento index stanovit’
musime mat’ k dispozicii informaciu o ocakavanej heterozygotnosti v ramci metapopulécie a
priemerne] heterozygotnosti v ramci subpopulacii ako moézete vidiet vo vzorci na snimke.



Wrightov fixacny index Fst nadobtida hodnoty od O po 1, priCom interpretacia hodndt je
podobna ako v pripade Neiovych genetickych vzdialenosti. To znamend, ze ak je hodnota
indexu rovna 0 populécie su geneticky identické a naopak ak je hodnota rovna 1 populécie st
geneticky rozdielne. V realnych populéciach hospodarskych zvierat sa hodnota tohto indexu
pohybuje zvyc€ajne od 0 po 0,5, samozrejme ak testujeme jeden druh. Za genetcicky dostato¢ne
diferencované alebo inak povedané odlisiteI'né povazujeme populacie s hodnotou Fsrvyssou
0,25.

Medzi d’alSie Casto pouzivané pristupy na vyhodnotenie populacnej Struktury a genetickych
vztahov medzi populdciami patria analyza hlavnych komponentov a Bayesianskd analyza
genetického premieSania alebo inak povedané admixie. Analyza hlavnych komponentov je
populédrna viacrozmerna Statistickd metdda, ktora nasla vyuzitie v roznych vednych odvetviach,
vratane populacnej genetiky. ZjednoduSene mozno povedat, ze tato analyza sluzi na
znazornenie nadrozmernych dat, napr. genomickych informaécii o jedincoch alebo populéciach,
v mensom pocte dimenzii. Bayesianska Statistika je rovnako metodou, ktord sa vyuziva aj v
inych vednych odboroch. Tato Statistika pracuje s podmienenou pravdepodobnostou a
umoznuje spresnit’ pravdepodobnost’ vychodiskovej hypotézy v slede ako sa objavuju dalSie
relevantné skuto¢nosti.

Na tejto snimke si znazornené reprezentativne vysledky testovania podielu genetického
premieSania, analyzy hlavnych komponentov a toku génov. V pripade prvého obrazku sa jedna
o Bayesianku analyzu admixie v ramci 15 plemien hovéddzieho dobytka, pricom podiel
premiesania v rdmci plemien je znazorneny rozdielnymi farbami ¢iar. Na druhom obrazku
vl'avo st zasa uvedené reprezentativne vysledky analyzy hlavnych komponentov, pricom miera
premieSania je najlepSie vidiet' v cCasti D prostrednictvom prekryvajucich sa peak-ov
rozdielnych farieb. Na tretom obrazku vpravo vydime opdtovne vysledky analyzy genetického
premiesania 4 plemien a nizSie ¢iselné vyjadrenie toku génov medzi genofondami populécii.
Ako som uz spominala pri ROH tusekoch a vdzbovej nerovnovéhe, okrem Standardnych
ukazovatelov ako N. a F, vieme hodnotit’ aj vplyv selekcie na Strukturu resp. konkrétne
genetické varianty v Specifickych oblastiach v genéme populacii. Tento pristup na rozdiel od
celogendémovych asociacnych S§tadii nevyzaduje pristup k fenotypovym informaciam o
jedincoch. Jedna sa v podstate o identifikaciu tzv. selekénych signélov, ktorych vyskyt zavisi
od roznych faktorov, u hospodarskych zvierat hlavne zdmernej selekcie. Na tento ucel sa
vyuzivaju v podstate dve skupiny metdd a to metody testujice rozdiely medzi populdciami resp.
plemenami a metddy analyzujuce vnutropopulacné rozdiely.

Z pohl'adu medzipopulac¢nych rozdielov sa na identifikaciu selekénych signdlov najCastejSie
vyuZiva celogenomovy skrining fixacného indexu Fsr, analyza variability vo védzbovej
nerovnovahe ¢i vypocet integrovaného skore haplotypov. Na tento ucel existuje mnozstvo
programov, ako napriklad PLINK, varLD ¢i balik programu R rehh. Na obrazku vpravo je
vysledok analyzy testovania selekénych signalov, ktoré reflektujii rozdiely medzi slovenskym
strakatym a slovenskym pinzgauskym dobytkom. NajsilnejSie selekéné signaly boli zistené v
rodine kazeinovych génov a génov KIT a KDR zodpovednych za strakatost’.

V réamci vnuatropopulacnych rozdielov sa zvyc€ajne selekéné signaly stanovuju na zdklade
distribicie homozygotnych usekov ¢i variabilite vo vizbovej nerovnovéahe. Na vypocet mozno
pouzit’ rovnaké programy ako v pripade predchadzajicich metdd. Na obrazku vpravo st
znazornené vysledky testovania homozygotnych tsekov v gendme plemien slovenského
straktého a slovenského pinzgauského dobytka. Z vysledkov je zrejmé, ze podobne ako pri
predchadzajicom pristupe st selekéné signaly najsilnejSie v oblasti génov kazeinovej rodiny.
V pripade d’alSich otazok k prezentacii ma prosim kontaktujte na emailovej adrese uvedenej na
poslednej snimke dole. Informacie o projekte vratane pristupu k d’alSim prezentaciam néjdete
po naskenovani &iarového kodu vlavo na rovnakej snimke. Dakujem za pozornost’.



