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Abstrakt

V soucasné dobé neni obtizné ziskat genomova data 1 z nemodelovych organismi. Tato data
nam mohou pfinést informace o demografické historii populaci. Bylo vyvinuto mnoho
statistickych vyvozovacich postupii k odvozeni demografické historie populaci z genomovych
dat, jejichz popisem se zabyvam v této bakalafské praci. V uvodu cCtendfe seznamuji s
dalezitymi pojmy pii analyze demografické historie populaci. Déle popisuji rtizné typy
genomovych dat, ktera se daji pouzit k vyvozovani demografické historie populaci. Nasledné
diskutuji statistické metody, mezi které¢ patifi metody zalozené¢ na datech z frekvencniho
spektra mist, metody vyuzivajici aproximacni Bayesovsky vypocet, metody pro urcovani
identity a sekvencni Markovovy koalescencni metody. Poskytuji zdkladni piehled teorie a

logiky kazdého pfistupu. Poté uvadim postupy pii vybéru vyvozovacich metod.

Kli¢ova slova: popula¢ni genetika, demograficka inference, statisticka inference, celo-

genomova data



Abstract

Currently, it is not difficult to obtain genomic data even from non-model organisms. These
data can give us information about the demographic history of populations. Many statistical
inference methods have been developed to infer the demographic history of populations from
genomic data, which I describe in this bachelor thesis. At first, I introduce the reader to
important concepts in analyzing the demographic history of populations. I then describe the
different types of genomic data that can be used to infer the demographic history of
populations. Next, I discuss statistical methods, which include methods based on site
frequency spectrum data, methods using approximate Bayesian computation, methods for
determining identity, and sequential Markov coalescent methods. I provide a basic overview
of the theory and logic of each approach. I then present procedures for selecting inference

methods.

Keywords: population genetics, demographic inference, statistical inference, whole genome

data



Seznam pouzitych zkratek:
ABC — approximate Bayesian computation,; aproximacni Bayesovsky vypocet
DNA — deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

G-PhoCS — 4 Generalized Phylogenetic Coalescent Sampler, Generalizovany Fylogeneticky
Koalescen¢ni Vzorkovac

HMM - hidden Markov model; skryty Markoviiv model
IBD — Identity by descent; Identita podle pivodu
IBS — Identity by state; Identita podle stavu

MAGIC - Minimal-Assumption Genomic Inference of Coalescence; Minimalni Pfedpoklad
Genomické Inference Koalescence

MCMC - Markov Chain Monte Carlo; Monte Carlo pomoci Markovova fetézce
MRCA — Most Recent Common Ancestor; Posledni Spole¢ny Predek

MSMC — The Multiple Sequentially Markovian Coalescent; Vicendsobna sekvencné
markovska koalescence

PCR — polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce

PSMC — The Pairwise Seqentially Markovian Coalescent; Parova sekvenéné markovska
koalescence

SFS — site frequency spectrum, frekvencni spektrum mist
SNP — single-nukleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus

STR — short tandem repeats, kratké tandemoveé repetice
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1.Uvod

Biologové jiz dlouha 1éta pozoruji a zkoumaji, jak se jednotlivé populace vyvijeji a co
je historicky mohlo ovlivnit. Vysledky téchto pozorovani dokazuji, ze souCasné rozlozeni
populaci je nasledkem mnoha slozitych historickych a prehistorickych demografickych

udalosti, které formovaly, nejen, variabilitu genom1l.

Populaci miizeme obecné popsat jako soubor jedincii téhoz druhu, ktery se nachéazi na
jednom urcitém misté v daném case. Demografie je obor zabyvajici se velikosti populace, jeji
strukturou, vyvojem a dalSimi charakteristikami. Analyza demografického procesu umoziuje
zobecnit zdkony o populaénim vyvoji, najit vzory nebo formulovat pfedpoklady o budoucim
vyvoji populace. Dnesni molekuldrni technologie nam dovoluji ze sekvenci DNA vy¢ist tidaje
o demografické historii populace, kterd bychom ani z historickych pramenti ¢asto neziskali.
Sekvenéni data v sob¢ nesou velké mnozstvi informaci, ve kterych se u¢ime Cist a snazime se

ptistupy Siroce pouzitelné pro jakykoli druh Zivocichi nebo rostlin.

Populacni genetici sleduji demografickou historii populaci skrze sekvenc¢ni data
pomoci genovych genealogii. Genealogie popisuji vztahy mezi kopiemi urcitého genu
v populaci napfi¢ generacemi. Termin ,,genealogie* je kombinaci dvou teckych slov: genea =
puvod/rodové linie a logos = védéni. Demografické faktory, jako je naptiklad zména ve

velikosti populace v minulosti nebo ¢as divergence populaci, ovliviiuji tvar genealogii

(Obr. 1).
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a) Konstantni velikost b) Klesajici ¢) Rostouci velikost
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Obr.1: Tvar genealogie v zavislosti na modelu populace

Na obrazku je zobrazeno, jakym zpiisobem ovliviuji zmény ve velikosti populace tvar
genealogie: a) tvar genealogie v pripadé konstantni velikosti populace, b) tvar genealogie
v pripadeé klesajici velikosti populace, c) tvar genealogie v pripadé rostouci velikosti populace

(Garrigan et al., 2002, prevzato a upraveno).

Jak jsem jiz zminila, k vyvozovani demografické historie pouZivame data ze sekvenci
DNA neboli genomova data. Daji se vyuzit celé¢ sekvence genomil, sekvence transkriptomd,

nebo data ziskana z RAD-sekvenovani.

Hlavni c¢ast této prace je vénovand metodam, které k vyvozovani demografické
historie populaci pouzivame. Pti vyvozovani predev§im odhadujeme demografické parametry,
mezi které napiiklad fadime jiz zminénou zménu velikosti populace v minulosti (Obr.1),
aktualni velikost populace, miru migrace mezi populacemi, nebo ¢as divergence populaci. V
textu popisuji metody zaloZené na frekvennim spektru mist (site frequency spectrum, SFS),
metody zaloZené na aproximacnim Bayesovském vypoctu (approximate Bayesian
computation, ABC), metody pro urCovani identity a sekvencni Markovovy koalescen¢ni

metody.



1.2. Genealogie a teorie koalescence

Jak jsem zminovala vyse, biologové pouzivaji k zobrazovani vztahii mezi kopiemi
urcitého genu genové genealogie (Obr.2). Gen mize mit v populaci vice variant a kazda tato
varianta se nazyva alela. Jednotlivé alely se pak mezi sebou lisi nukleotidovou sekvenci.

Sekvenovanim alel ur¢itého genu v populaci lze genealogicky strom konstruovat.

Teorie koalescence je teorie zabyvajici se prubéhem genealogii. Pokud sledujeme ge-
nealogii alel urcitého genu zpét v Case, dochazi postupné ke splyvani jednotlivych linii (koa-
lescencim) az se dostaneme k takzvanému poslednimu spole¢nému piedku (most recent
common ancestor, MRCA) (Obr.2). Matematickou teorii koalescence piivodné vyvinul na
pocatku 80. let minulého stoleti John Kingman. Teorii koalescence miizeme vylicit jako ma-
tematicky model, ktery popisuje prubéh genealogii, kdy postupujeme opaéné v ¢ase nez u
klasickych modelli populacni genetiky, jako je naptiklad Wright-Fisher model. Pravdépodob-
nost koalescen¢ni udalosti v predchozi generaci vyjadiujeme vzorcem P = 1/N pro haploidni
organismy a P = 1/(2N) pro diploidni organismy, kde N je pocet jednotlivych kopii genil

v populaci.

Dulezitym faktor, ktery je tieba zohlediiovat pfi vyvozovani demografické historie
populaci, je geneticka rekombinace, kterd zpisobuje, Ze evolu¢ni osudy gent, které jsou od
sebe v genomu dostatecné daleko, maji nezavislé evolu¢ni historie, nezavislé genealogie.
Proto lze vytvéret genealogie jen pro kratké oblasti na chromozomech, v ramci nichz je
pravdépodobnost rekombinace malé. S touto limitaci se vSak poji fakt, ze tyto kratké sekvence
mohou postradat dostatek polymorfismii nutnych k vyvozeni genealogie. Kazdy lokus, ¢imz
myslime pozici genu v molekule DNA, méa zékladni genealogii popisujici jeho historii.
Lokusy blizko sebe, které postradaji historickou rekombinaci, budou sdilet pfesné stejné
genealogie. Stejné genealogie také samoziejmé sdili geny v oblastech genomu, které
nerekombinuji. Jednd se o chromozom Y (chrY), ktery je dédény zotce na syna a
mitochondridlni DNA (mtDNA), kterd se v drtivé vétSiné dédi pouze po matce. Z tohoto
divodu lze pouzit pro konstrukci genealogie celou sekvenci ChrY nebo mtDNA. Proto se
sekvence mtDNA a chrY casto pouzivaji pfi studiu genealogii v populacni genetice a
pfedevsim je vyhodné, Ze mtDNA nam umoZznuje studovat historii matetské linie, kdezto

chrY otcovskeé linie.



Lokusy lezici daleko od sebe na stejném chromozomu (mimo chrY nebo mtDNA),
nebo lezici na jinych chromozomech maji v podstaté nezavislé genealogie. Sekvencni data z
jednoho lokusu poskytuji jednu nezavislou realizaci evolu¢niho procesu. Jelikoz tato realizace
je pouze jedna z nekonecného poctu moznych genealogii pro zékladni demografii, zavéry
zalozené na jednom lokusu pifinaSi znaCnou nejistotu a zvySovani poctu sekvenovanych
jednotlived tento problém nevyfe$i. Dalsi jedinci totiz budou soucasti stile stejného
rodokmenu. Jediny zptisob, jak snizit nejistotu demografického modelu je studium genealogii
vice nezavislych gend. Vzorkovdni mnoha lokusti v celém genomu pifinasi fadu témért

nezavislych genealogii, které obsahuji bohat¢ informace pro demograficky zaver.

Genealogie dané Genealogie genii ve
populace vzorku
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Obr.2: Genealogie a teorie koalescence

V levé casti obrazku je genealogie urcitého genu. Jednotliva kolecka znazornuji jedince. V
tomto pripade se jedna o diploidni jedince, proto je kazdé kolecko spojené s predchozi
generaci dvema carami. Uprostied je zobrazena genova genealogie tii vybranych alel, kde
pozorujeme proces splynuti linii v posledniho spolecného predka (MRCA). V pravé casti je

zobrazen rozbor koalescencnich udalosti (Leblois 2010, prevzato a upraveno).

Je patrné, Ze koalescen¢ni procesy vedou k vysoce variabilnim genovym genealogiim,
které lze vyuzit k vyvozovani demografické historie populace. V nésledujicich c¢éastech

bakalafské prace popisuji data a metody, které se za tim celem vyuzivaji.



2. Data

Genom je kompletnim souborem DNA organismu. Zahrnuje vSechny geny a
nekodujici sekvence DNA. Pfi vyvozovani demografické historie nas zajimaji urcité oblasti
genomu, které dokazou poslouzit jako spravna voditka pro vyvozovani. V prvni fad¢ se jedna
o jednonukleotidové polymorfismy (Single nukleotide polymorphism, SNP). Jde o variaci
v jediném nukleotidu v urCité pozici genomu. Pomoci SNP jsme schopni odhadnout
genealogie pro jednotlivé sekvence (Obr.3). Dalsim z genetickych markert vyuzivanych pii
vyvozovani jsou kratké tandemové repetice (Short tandem repeats, STR). Jsou to specifické
sekvence DNA, které se vyskytuji ve velkém mnozstvi rozptylené po celém genomu. Jedna se
o repetice nukleotidi, jejichZ pocet opakovani je pro kazdého jedince jedinecny, a proto jsou

tato data velice uzitecnd pro vyvozovaci metody.

Nyni si pojd'me povédet néco vice o sekvenacnich technikach, pomoci kterych data
ziskavame. Od pocatku 21. stoleti dominuji na trhu sekvenacni techniky hromadné nazyvané
jako sekvenovani nové generace (next generation sequencing, NGS). Prvni techniky
sekvenovani nové generace vytvotily komeréni firmy — 454 Life Sciences (Roche), [llumina a
Applied Biosystems. Tyto techniky jsou oproti star§Sim metodam, jako bylo naptiklad
Sangerovo sekvenovani, mnohem rychlejsi, levnéjsi, ale pfedev§im umoZziuji v jednom b&hu
ziskat mnohem vice dat ve srovnani se starSimi metodami. V dneS$ni dob& se nejCastéji
setkame s technikou od firmy Illumina. V prvni fazi této techniky se vytvoii sekvenacni
knihovna, dale se DNA nalame na kratké fragmenty (kolem 300pb). Pomoci mustkové PCR
dochazi k amplifikaci fragmentl. Samotnd detekce nukleotidii probihd pomoci
fluorescen¢nich zableskli nové dosedajiciho nukleotidu, neboli kazdy ze ¢tyi nukleotidii nese
jiny fluorofor, a tedy vyzaii svétlo jiné barvy. Jasnou vyhodou této metody je nizka cena

sekvenovani a nizka chybovost.

Kromé metod sekvenovani nové generace vznikaji také takzvané metody treti
generace, které jsou také nazyvany jako sekvenovani jedné molekuly (single-molecule
sequencing, SMC). V dnesni dob¢& se nejvice vyuzivaji techniky vytvotfené firmou Pacific
Biosciences a Oxford Nanopore Technologies. Vyhodou téchto metod jsou delsi ziskana
Cteni, ale znacnou nevyhodu ¢ini vysoka chybovost a vysoké cena sekvenovani. Tim padem

se tyto metody pro ziskéani dat pro vyvozovani demografické historie populace pfili§ nehodi.



Sekvencni data vyuzivand pii demografickém vyvozovani mizeme rozd¢lit na dva
typy: celogenomové data a redukovana genomova data. Redukovana genomova data miizeme
ziskat naptiklad pouzitim restrikénich enzymt (RAD-seq), sekvenovanim RNA, nebo pomoci

takzvanych sequence capture.

Celogenomova data jsou data ziskana sekvenovadnim veskeré DNA organismu.
Presnéji feCeno, sekvenuje se veSkera chromozomadlni DNA organismu a DNA obsazené
v mitochondriich (pro rostliny v chloroplastech). V praxi jsou genomové sekvence, které jsou

témér uplné, také nazyvany celogenomovymi sekvencemi.

RAD-seq (Restriction-site associated DNA sequencing) je pristup, jak z genomu
sekvenujeme jen jeho urcitou ¢ast. V tomto piipad¢ se sekvenuji oblasti genomu, které byly
vybrany na zaklad¢ délky po restrikénim §tépeni DNA. Pomoci RAD-seq jsou objevovany
SNP v ndhodnych a ptfedev§im nekddujicich oblastech genomu. Metoda zahrnuje stiihani
genomu s alespoil jednim restrikénim enzymem, ktery specificky rozeznava tsek dlouhy 5-6
nukleotidl (pokud jsou pouzity dva rtizné restrikéni enzymy najednou, hovoiime o double
digest RAD sequencing (ddRAD-seq)). Poté jsou na zaklad¢ velikostni selekce vybrany
zajmoveé fragmenty urCité délky a sekvenovany metodou sekvenovani nové generace
(pfednostné na sekvenceru Illumina). RAD-seq poskytuje az miliony sekvenci délky 50-

600bp (Davey a Blaxter, 2010).

Pfi RNA sekvenovani neni sekvenovan cely genom, ale jen ty casti, které jsou
piepisované do RNA. RNA molekuly jsou izolovany, a reverzné piepsané do cDNA (DNA

komplementarni k mRNA) pomoci reverzni transkriptazy a nasledné sekvenovany.

Tteti moZnost ziskani redukovanych dat jsou sequence capture. Tento pfistup vyuZziva
dlouhé¢ biotinylované oligonukleotidové sondy k hybridizaci se zdjmovymi oblastmi. Jedna se
napiiklad o sekvence konkrétnich gend, nebo o mista s konkrétnimi oligonukleotidovymi

sekvencemi.

V neposledni fadé¢ se stale pouziva jiz zminovana star§$i Sangerova metoda
sekvenovani k ziskdni sekvenci mensiho mnozstvi lokust, které lze také wvyuzit pro

vyvozovani demografické historie populaci.



3. Metody pro vyvozovani demografické historie
populaci

Jak jsem uvedla, velikost a struktura populace se v prubéhu ¢asu méni, coz ma dopad
na genetickou kompozici. Siroka dostupnost molekuldrnich markerti a stile se zvysujici
vykon pocitact podpofiily vyvoj sofistikovanych statistickych metod, které se snazi co
nejpresnéji vyvodit souhru genetické kompozice a demografickych faktort. VétSina téchto
technik je zalozena na konceptu pravdépodobnosti. V této kapitole se pokusim Ctenare

seznamit s metodami, které se aktudlné nejvice vyuzivaji.

3.1. Metody zaloZené na SFS

I kdyZ maji genové kopie spolecného predka, li§i se mutacemi. V ptipadé vyvozovani
demografické historie populaci hovofime piedevsim o SNP. Ocekavany pocet mutaci

odd¢lujici jednotlivé kopie genu mizeme vyjadiit nasledujicim vztahem:
0 = 4Ny,

kde N je velikost populace a pu je mutaci rychlost na lokus za generaci.
Je ziejmé, Ze otekavany podet mutaci je ovlivnén velikosti populace. Cim mensi populace je,
tim méng jsou jednotlivé geny variabilni a zaroven je kratsi ¢as koalecence, tedy kratsi Cas

k poslednimu spolecnému piedku (MRCA).

Frekvenéni spektrum mist (site frequency specturum, SFS), je bézny zplsob, jak
porozumét historickym udélostem ovliviiujici genetickou variabilitu. SFS mizeme jednoduse

definovat jako distribuci frekvenci pro jednotlivé mutované alely (Obr.3).
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Obr.3: Frekvencni spektrum mist

Na obrazku je zobrazena situace, kde vyobrazeny lokus nese osm SNP. V levé casti vidime, jak
se nukleotidy v priubéhu casu ménily. V pravé casti jsou zobrazené jednotlivé sekvence pod
sebou a pod carou je vypsdn pocet mutovanych alel v populaci. Graf zndzornuje zavislost
absolutniho poctu mutovanych alel v populaci na poctu mutovanych alel s danou frekvenci.

(Beichman et al. 2018, prevzato a upraveno).

Jelikoz SFS je funkci velikosti vzorku, jsou poZadovana sekvencni data z vice jedinct.
I kdyz u této metody neni stanoveno, jaky je nejnizsi pocet osekvenovanych jedinct k ziskani
smérodatnych vysledkd, vyssi pocet jedinci zvysi schopnost odhaleni demografickych
udalosti v populaci. Jelikoz SNP by mély byt nezavislé (mé&ly by pochazet z riznych lokust),
SFS je mozZné pocitat 1 z kratkych, ndhodnych fragmentl, jako jsou napiiklad sekvence

vychazejici z RAD sekvenovani, (viz kap. 2. Data).

Koalescen¢ni teorie nam poskytuje urcitd voditka, jak demografie ovliviiuje SFS.
Rizné demografické scéndfe méni tvar a délku vétvi zadkladnich genealogii, které méni 1
samotné SFS. Teorie ocekavaného SFS v ndhodném parovani jedincii v populaci konstantni
velikosti byla popsdna v devadesatych letech minulého stoleti (Fu, 1995) a nasledné byla

roz§ifena tim, Ze zahrnovala i1 aktudlni velikost populace (Griffiths & Tavaré, 1998).

Pojd’me si tedy ptiblizit, jakym zplsobem ovliviiuji zmény ve velikosti populace SFS.

Riust populace znamena, Ze soucasny pocet jedinct v populaci je vEétsi nez pocet jedinct v



minulosti (Obr. 4). Pravdépodobnost koalescence v urcité generaci je u velkych populaci nizsi
nez u populaci menSich. Podle scénafe populacniho rdstu, maji genealogie odpovidajici
rostoucim populacim dlouhé vnéjsi vétve. U dlouhych vétvi je pravdépodobnost koalescence
v urcité generaci mens$i nez u kratSich vétvi. V ptipadé rostouci populace maji genealogie
krats$i vnitini vétve. U téchto kratSich vnitinich vétvi je pravdépodobnost koalescencnich
uddlosti v urc¢ité¢ generaci vétsi. Nesmime zapomenout na ndhodné mutace v téchto
genealogiich, které nazyvame singletony. VétSina téchto mutaci se vyskytuje na vnéjSich
vétvich (jelikoz vétSina genealogie u rostouci populace je tvofena dlouhymi vnéjSimi
vétvemi). Rist populace tedy vede k tomu, ze SFS je vychylen smérem k vétSimu podilu

nizkofrekvencnich SNP a singletonti (Obr.4).

ZmenSovani velikosti populace smérem dopiedu v ase vytvaii opacny vzorec nez rust
populace. Pti kontrakci je pravdépodobnost koalescence v urCité generaci vyssi v soucasné
populaci. Vysledkem populacni kontrakce je niz$i podil nizkofrekvenénich variant ve

srovnani s populaci konstantni velikosti (Obr.4).
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Obr.4: SFES pii urcitych modelech populace, popis genealogického stromu

Historie populace ovliviwuje tvar genealogii a SFS. Zluté oblasti vlevo oznacuji historii kazdé
populace. Tyto historické situace vedou k urcitéemu tvaru genealogii v kazdém modelu. Modré
hvezdy oznacuji mutace v rodokmenech. Histogramy uprostied obrazku zndzornuji SFS pro
dané modely. V pravé casti obrazku je popis vétvi genealogického stromu (Beichman et al.,

2018, prevzato a upraveno).

Efekt hrdla lahve také ovliviiuje SFS (Obr.4). Efekt nastava pii velkém poklesu
jedincii v populaci po kratsi dobu. Efekt hrdla ldhve ma vliv na po€et mutaci v populaci,
neboli dochéazi ke snizeni genetické variability v dané populaci. Tento jev je nevratny, i pfi
opeétovném narlstu velikosti populace. Pokud je efekt velky, tak naprosta vétSina linii splyva
v dobé extrémniho zmenSeni populace, coz ma vliv na SFS. Pokud je efekt mirné;si, nckteré
linie se v uzkém hrdle nespoji. Proces splynuti pied efektem hrdla ovSem trvd pomérné
dlouho. Genealogie populace s efektem hrdla ldhve budou mit proto delsi vnitini vétve a SFS

bude mit méné nizkofrekvencnich variant nez SFS populace konstantni velikosti.

Struktura populace také ovlivituje SFS (Obr.4) také. Pokud vzorkujeme stejny pocet
jedincii ze dvou oddé€lenych populaci (mira migrace je nizké a populace se od druhé odd¢lila
pied dlouhou dobou), pak je pravdépodobné, ze linie v kazd¢ subpopulaci se budou navzajem
spojovat piednostn¢€ nez s liniemi z druhé subpopulace. Tyto genealogie proto maji dlouhé
vnitini vétve. Mutace na téchto vétvich budou vyhradné neseny jedinci z dané subpopulace. V

extrémnim piipadé se dvé subpopulace budou lisit fixovanymi mutacemi. Kdyz jsou data pfi
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SFS kombinovana ze dvou populaci, vysledkem pro tento typ populacni struktury bude

ptebytek stfednich frekvenci SNP v SES (Beichman et al., 2018).

Jak je popsano vyse, demograficka historie populace mize mit dopad na SFS, tudiz je
SFS uzitetna souhrnna statistika k odvozeni demografickych parametrti. V prvnim kroku
analyzy sestavuji biologové empirické SFS ze sekvencnich dat. Poté je koalescenéni teorie,
bud’ ve formé analytického vypoctu (Marth et al., 2004), nebo jako simulace (Nielsen, 2000),
pouzita ke generovani predikované SFS pro konkrétni demograficky model. Jakmile je
vygenerovano SFS predpovidanym demografickym modelem, posuzujeme vhodnost

predikovaného SFS k empirickému SFS, obvykle v rdmci pravdépodobnosti.

Pojd'me si pfiblizit odhad SFS pomoci koalescenénich simulaci. Pravdépodobnost

daného SFS vstupu i pti modelu 8 miizeme vyjadfit nasledujicim vztahem:

pi = E(t;|6)/E(T|6),

kde t;je celkova délka vSech vétvi vedoucich k i koncovym uzlim a T je celkova délka stro-
mu. S lehkou matematickou upravou se da tento vzorec aplikovat pfes vSechny koalescencni
simulace a pravdépodobnost vstupu i se tim padem vypocitava pro vSechny vytvofené simu-

lace (Kamm et al. 2015).

3.1.1. Softwarové bali¢ky a jejich pouziti

V dnesni dobé je k dispozici n¢kolik softwarovych balickd, které jsou schopné odvodit

demografické parametry pomoci SFS.

Fastsimcoal2 software pouziva koalescencni simulace ke generovani predikované
SFS pro demografické parametry. Tento software dokdZe pracovat s libovolnym poctem
populaci. Metoda pouZziva multidimenziondlni SFS (v podstaté¢ dvojdimensiondlni histogram)
k odvozeni miry migrace mezi populacemi. JelikoZ pouziva koalescen¢ni simulace, je casové
narocny pro velké pocty populaci, navic k ziskani spolehlivych odhadli pravdépodobnosti
musi byt spusténo mnoho replikacnich simulaci. Oproti tomu Fastsimcoal2 zvlada komplexni
evoluéni scénafe zahrnujici libovolné migra¢ni matice mezi populacemi, riizné historické

udalosti zapticinujici zmény ve velikosti populace. (Excoffier et al., 2013).
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FastNeutrino je dalsim softwarovym balickem ktery pouziva SFS a koalescenc¢ni
simulace pro demografické vyvozovani. Analyticky vypocitava SFS pro model populace,
kterd méni svoji velikost. FastNeutrino je rychlejsi oproti Fastsimcoal2, hlavné pro velké
vzorky, ale aktudln€ zvlada vypocty pouze pro jednu populaci. Pokud jsou poskytovany délky

lokusii, tak program zaroven zjistuje miru mutace na lokus (Bhaskar et al., 2015).

Implementace odadi (Diffusion Approximation for Demografic Infference) odhaduje
parametry slozitych populacnich modelt za pouziti SFS. Je schopny analyzovat jednotlivce z
vice populaci. Implementace dadi umi modelovat az tfi interagujici populace. Vyvojafi pouzili
dobfe charakterizovany model migrace lidi z Afriky. Dilezité je, ze dadiho rychlost umoziuje
rozsahly bootstrapping pro statistickou charakterizaci modelu, v¢etné odhadu pro nejistotu
parametrl. Tato metoda byla aplikovana také na orangutany, ryZi a dobytek (Gutenkunst et

al,, 2011).
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Obr.5: Implementace dadi

Na obrazku je zobrazen geneticky model expanze lidské populace z Afriky. Pomoci 0adi bylo
14 volnych parametri odhadnuto z 5Mb nekodujici sekvence. Nejistota u parametrii je
obvykle kolem 20 %. Mezi parametry autor uvadi napriklad efektivni velikost populace (Ne),
miru migrace sekvence pro danou generaci, nebo rychlost rustu populace (Gutenkunst et al.,

2011, prevzato a upraveno).
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3.2. Metody vyuzivajici ABC

Jednim z pfistupt pro vyvozovani demografickych historii je piiblizny Bayesovsky
vypocet (approximate Bayesion computation, ABC). Ptistup ABC obchazi presné vypocty
pravdépodobnosti pomoci souhrnnych statistik a simulaci. V pfedchozi ¢asti textu jsem
piedvedla jednu ze souhrnnych statistik, kterou je SFS. Nyni si pfedstavime dal§i souhrnné

statistiky, se kterymi ABC 1 dalsi vyvozovaci metody pracuji.

Souhrnné statistiky jsou hodnoty vypoctené z dat tak, aby reprezentovaly maximalni
mnozstvi informaci v co nejjednodussi podobé. Vyuzivaji se rizné genetické souhrnné
statistiky. Jednou z pouzivanych souhrnnych statistik je statistika w. Jde o bézné pouzivanou
statistiku v populacni genetice, kterou poprvé uvedli Nei a Li v roce 1979. Tato statistika je
definovana jako pramérny pocet rozdili nukleotidi na lokus mezi sekvencemi DNA v
populaci. SlouZzi k empirickym odhadiim genetické diverzity a mizeme ji také definovat jako
pramérnou heterozygositu . Dalsi souhrnnou statistikou, kterou pii vyvozovéani demografické
historie populace vyuzivame, je hodnota genetického polymorfismu, kterou znalime 6.
Geneticky polymorfismus definujeme jako existenci dvou nebo vice alel v jednom lokusu,
prevySujici svym vyskytem 1 % v populaci. Mira genetického polymorfismu je ptimo imérna
mutacni rychlosti a efektivni velikosti populace (N,). Mutacni rychlost mizeme urcit jako
frekvenci novych mutaci na generaci a efektivni velikost populace, neboli N,, jako velikost
idedlni panmiktické populace, ve které by vSechny genetické procesy probihaly stejnou
rychlosti jako v dané realné populaci. Nemén¢ diilezitou statistikou je Tajima’s D test. Tato
statistika je pojmenovana po Fumio Tajimovi, ktery ji vytvofil. Statistika srovnava hodnoty
dvou vyse zminovanych odhadi genetické diverzity, 8 — hodnotu genetického polymorfismu
a m — pramérnou heterozygositu. Posledni souhrnnou statistikou, kterou zminim, je Fg. Fg
vyjadifuje miru genetické diferenciace mezi populacemi a odrdzi rozdily ve frekvencich alel
mezi populacemi. Souhrnnych statistik, které se vyuzivaji, je samoziejmée vice, ale rozsahlejsi

popis by byl uz pfedmétem jiné bakalatské prace.

Zpét k samotné inferenci. Autorem Bayesovy véty, ktera je jadrem Bayesovskeé
inference, byl Thomas Bayes. Bayesovska inference ndm umoziuje vypocitat
pravdépodobnost struktury modelu pii danych datech neboli [(parametry |data).
Oznacime si parametrické hodnoty P a data jako D. Ponechame [() pro pravdépodobnostni

funkce oznacujici pravdépodobnosti nepozorovatelné ndhodné veliiny P, neboli parametra.
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Jako f() oznac¢ime pravdépodobnostni rozdéleni pro pozorovatelné nahodné veli¢iny neboli

naSe data. S timto znacenim aplikujeme Bayestiv vzorec:

l
I(PID) = %

kde [(P) je priorni funkce a nese informace o parametrickych hodnotach na zakladé priornich
informaci. f(D|P) je vérohodnostni funkce a jde o pravdépodobnost, pii které pro dané [(P)
budou v nasem modelu generovana data D. [(P|D) je posteriorni funkce a udavd nam
pravdépodobnost parametrickych hodnot pfi zapocitani pozorovanych dat. f(D) oznacujeme
jako evidenci. Jde o celkovou hodnotu pravdépodobnosti dat D, kterou odvodime seCtenim
vSech hodnot parametru vazenych jejich pravdépodobnostmi. Nékdy evidenci postradame.
Tato absence nam nedéla problémy pii odhadovani parametrti, ale pii srovnavani modelti ano.
Z posteriorni funkce ziskavame posteriorni distribuci a z priorni funkce priorni distribuci

(Sunnaker et al., 2013).

Hodnoty demografickych parametrd z priornich distribuci jsou poté ptijimany, pokud
vytvareji souhrnnou statistiku, kterd je blizko hodnotam z empirickych dat, ¢im se ziska
posteriorni parametr distribuce (Obr.6). Jelikoz ABC pfistup pouziva koalescencni simulace k
vytvafeni souhrnné statistiky, dokaze si napiiklad solidné poradit i s hodné polymorfnimi
sekvencemi DNA. Dal$i vyhodou pfistupu je jeho obecnost. Tento pfistup se vyuziva nejen v
demografické inferenci, ale miizeme se s nim setkat naptiklad ve systémové biologii, ekologii

a epidemiologii.

Ptfi demografické inferenci pfistup ABC zafind vybérem konkrétniho, libovolné
slozitého demografického modelu, ze kterého se nasledn¢ snazime odhadnout jeho parametry
na zéklad¢ ziskanych sekvencnich dat. Pro kazdy sledovany parametr je uvedena priorni
distribuce. Casto pfi tomto piistupu vybirdme uniformni priorni distribuce. Pro parametry,
které maji tendenci se Casto ménit (mira migrace, selekéni koeficient) volime normalni
distribuce. Pokud mame pocit, ze by distribuce mohly byt chybné, naskytd se moZznost
vicendsobnych distribuci. Nésledné koalescencni simulace jsou provadény na zakladé
parametril ziskanych z priornich distribuci a simulace by mély odpovidat specifikim
empirickych dat pouzitych ve studii (pocet sekvenovanych jedincli, pocet lokusti apod.).
Vysledna souhrnnd statistika ze simulované datové sady se porovndva se statistikami
z empirickych dat a pokud je tato statistika dostatecné blizko ocekdvané hodnoté, hodnoty

parametrl z priorni distribuce jsou zachovany a ptispivaji k posteriorni distribuci. Pokud se
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tato souhrnna statistika neblizi hodnoté z empirickych dat, parametry jsou odmitnuty. Tento
postup opakujeme, dokud nemame dostateCny pocet replik (az nékolik tisic). Distribuce

ptijatych hodnot parametri bude piedstavovat aproximacni posteriorni distribuci (Obr.6).
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Obr.6: Postup pii vyvozovani pomoci ABC

Na obrazku je zobrazen pracovni postup ABC pro demografickou inferenci. V tomto
konkrétnim pripadeé chceme odvodit N, aktudlni velikost populace, v modelu uzkého hrdla
lahve. Empiricka data pro tento priklad se sklddaji z oblasti genomu, kde S, = 4 a t, = 2,22.
(Tt je primeérna heterozygosita a S je pocet segregujicich mist). Souhrnna statistika pocitand

ze simulacni replikace i jsou oznaceny S; a w; (Beichman et al., 2018, prevzato a upraveno).
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Nekteré ABC balicky zahrnuji Markovovy fetézce Monte Carlo (Markov chain Monte
Carlo, MCMC). Jednd se o heuristicky pfistup, ktery umozituje odhadnout posteriorni
pravdépodobnosti bez toho, aniz by byly zkoumany vSechny mozné kombinace parametrt

studovanych modelti, protoze to by bylo vypocetné nemozné.

Metody ABC maji nékolik nevyhod. Prvni nevyhodou je vysoka naro¢nost vypoctu.
Metody pocitaji pres miliardy koalescen¢nich simulaci, coz mize omezit parametricky prostor
a diky tomu muze tento typ vypoctu vést k nespravnému zaveéru. Tento problém nam pomaha
fesit paralelizovatelnost nejjednodussich ABC pristupli a zvySovani vypocetni sily pocitacu.
Za druhé, ptistupy ABC nemusi spravné fungovat, pokud jsou priorni distribuce piili§ Siroké
nebo pokud zkoumany typ modelu negeneruje sledovana data. Nejvétsi nevyhodou tohoto
ptistupu je, Ze jeho spradvnost zavisi na vybéru odpovidajici souhrnné statistiky. Pokud
souhrnnd statistika nenese dostatek informaci z dat, pak se posteriorni distribuce bude jevit
jako priorni distribuce, coz nam naznacuje, ze data nejsou dostatecné informativni. Spravné
rozhodovani o tom, kterd souhrnna statistika je relevantni vyzaduje zkuSenost a pochopeni

analyzovanych modelt.
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3.2.1. ABC softwarové bali¢ky

V dnes$ni dobé mame k dispozici nékolik softwarovych balicka, které vyuzivaji ABC

pfistupy. Mezi nejoblibenéjsi implementace patii DIY-ABC (Cornuet et al, 2008), a
ABCtoolbox (Wegmann et al., 2010).

DIY-ABC (Do It Yourself Approximate Bayesian Computation) je softwarovy bali¢ek
pro komplexni analyzu historie populaci za pouziti aproximacniho Bayesovského vypoctu na
DNA datech. Program DIYABC ma modularni podobu. Aktudlni verze programu je sestavena
ze ¢ty modulti. Prvni modul provadi koalescence v izolované populaci konstantni velikosti
mezi dvéma danymi ¢asy. Druhy modul sdruzuje genové linie ze dvou populaci (divergence).
Tteti modul dé€la opak druhého modulu a rozd€luje genové linie ze smiSené populace mezi
dvé rodicovské populace. Ctvrty modul byl piidan aZ v posledni verzi programu a provadi
ptidani vzorku genu do populace v dané generaci. Tento modul byl ptidan proto, aby umoznil
presnéjsi klasifikaci z vice vzorkl jedné populace, které byly odebrany v riznych generacich
populace. Kombinaci vyse uvedenych ¢ty modultl je program schopny simulovat geneticka
data zahrnujici libovolny pocet populaci podle scénare, ktery nasledné zohledinuje divergenci,
genetické pfimési a zmény velikosti populace. Navic, diky poslednimu modulu, miize byt

populace vzorkovana vice nez jednou a v riznych ¢asech (Cornuet et al., 2008).

ABCtoolbox byl navrzen tak, aby provadél ABC odhady za pouziti algoritmu
zahrnujicic MCMC. ABC odhad je zde proveden ve dvou stejnych paralelnich krocich.
Nejprve je proveden paralelné krok simula¢ni, ve kterém vznika velky pocet simulaci, které
jsou nasledné¢ pouzité k odhadu posteriorni distribuce. Bali¢ek obsahuje dva hlavni programy.
Prvni z nich je ABCsampler, ktery generuje simulace a pocita souhrnné statistiky pomoci
vedlejSich pomocnych programl. Druhym programem je ABCestimator, ktery pocita
marginalni posteriorni rozdéleni parametrii ze zaznamenanych simulaci, s regresni Gpravou

nebo bez ni.
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Obr.7: ABCtoolbox

Diagram popisujict jednotlivé kroky odhadu ABC pomoci ABCtoolboxu. Cerné Sipky oznacuji
standardni postup. Nékteré alternativni cesty jsou zndzornény teckovanymi carami. Napriklad
je mozné upravit vystup simulacniho programu tak, aby bylo mozné zohlednit specifické
vlastnosti pozorovanych udajii (chybéjici udaje apod.). Kromé toho muze ABCtoolbox v jedné
iteraci volat nekolik simulacnich programu, z nichz kazdy miize byt spustén se stejnymi
hodnotami parametrii. V jedné analyze tak lze pohodiné kombinovat riizné typy dat

(Wegmann, 2010, prevzato a upraveno).

Interakce programu ABCsampler s externimi programy probihd prostfednictvim
piikazového tadku, coz umoznuje pouzivat vétSinu z mnoha dostupnych programi pro
simulaci genetickych dat. Program ABCsampler také nabizi moznost volat libovolny skript
nebo program pro Upravu vystupu simula¢niho programu (Obr.7). Program ABCestimator
piimo ¢te vystup programu ABCsampler a pocita posteriorni rozdéleni na zéklad¢ simulaci,

které jsou nejblize pozorovanym datiim. ABCestimator dale nabizi dva zplisoby ovéfeni
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postupu odhadu. Zaprvé lze otestovat schopnost ABC odhadovat parametry analyzou velkého
po¢tu simulovanych datovych souborti se zndmymi hodnotami parametri vyvozenymi z
priornich rozdéleni (generovanych pomoci ABCsampleru). Na zdkladé takového testovaciho
souboru dat ABCestimator vypoc€itd miry piesnosti, jako je zkresleni, stfedni kvadratické
chyby a vlastnosti pokryti. Za druhé, ABCestimator nabizi novy zpiisob kontroly, zda jsou
pozorovand data v silném nesouladu s predpokladanym modelem. Jde o vypocet rozdéleni
meznich hustot pro vSechny simulace ponechané pro posteriorni odhad. Mezni hustota
pozorovanych dat se pak porovna s rozdélenim meznich hustot simulaci a vypocita se

hodnota, ktera ukazuje na schopnost modelu reprodukovat data (Wegmann et al., 2010).
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3.3. Metody pro urcovani identity

Podobnost mezi alelami v dané oblasti genomu miize byt obecné zptisobena identitou
podle stavu (Identity by state, IBS) nebo identitou podle piivodu (/dentity by descent, IBD)

(Obr.8).
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Obr.8: Identita podle piivodu (IBD) a identita podle stavu (IBS)

Vievé casti obrazku je zobrazena ldentita podle piivodu (IBD) a v pravé casti obrazku
Identita podle stavu (IBS). Segmenty IBD jsou zobrazeny v pripadé nevlastniho sourozence.
IBS nemusi nutné vést k MRCA a mohou ji zdédit libovolni jedinci. Zlutd a zelend barva
znazornuji useky dédené od predkii prerusené rekombinaci v priitbéhu casu (Leitwein et al.,

2019, prevzato a upraveno).

IBS je termin pouzivany v genetice k popisu dvou identickych alel (sekvenci DNA),
které nejsou identické podle plivodu a nesdileji spolecného predka (Obr.8§). Mira IBS se
pocita pfimo z pozorovanych dat, coZ usnadiuje jeji vypocet, ale je nachylngjsi k chybam v
sekvenci. Harris & Nielsen (2013) odvodili komplexni demografické udalosti, jako je Cas
divergence populaci, nebo zmény velikosti populace, z distribuce délek haplotypt (4.
haploidnich sekvenci DNA) IBS mezi pary chromozomt. Vyhodou pouziti IBS namisto IBD
je, ze IBS je pfimo pozorovatelny, zatimco IBD je tieba odvodit a zéroven z IBS lze vyvodit
jak davné, tak neddvné genetické zmény. Metody zalozené na IBS funguji na fazovanych

datech. Fazovanymi daty rozumime takova genomova data, kdy jsou rozdéleny mateisky a
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otcovsky dédéné kopie kazdého chromozomu do haplotypt (tj. haploidnich sekvenci), aby se
ziskal Uplny obraz genetické variability. Tyto metody byly Uspé$Sné pouzity na soubory
lidskych dat z projektu 1000 genomil, genoma pivodnich obyvatel Ameriky a na sekvenc¢ni

data lednich medveéda (Harris a Nielsen, 2013).

Pokud jsou nukleotidové sekvence dédény od spolecného predka, nazyvame tento jev
IBD. IBD neznamend vzdy IBS, protoze v daném genetickém segmentu se mohly objevit
nové mutace, takZze neni nutné mit stejné slozeni sekvenci navzdory sdilenému ptvodu
obsahuje vice inferenc¢nich krokii a vyuziva n€kolik dalSich nastroji, které srovnédvaji presnost
urcovani IBD. Dulezitym faktem je, ze na zéklad¢ znalosti o trovni sdileni IBD mezi dvéma
jedinci jsme schopni odhadnout MRCA, protoze IBD nam dava ptimé informace o pavodu.
Star§i zmény ve velikosti populace maji vliv na sdileni kratkych segmentii IBD mezi
jednotlivci, zatimco novéj$i zmény ve velikosti populace ovliviiuji sdileni dlouhych segmentii
IBD (Gusev et al, 2012). Dalsi demografické rysy, jako je ku pfikladu zvysena
pravdépodobnost pafeni v ramci urcitého spolecenstvi, zvysi IBD nad zédkladni uroven

(Beichman et al., 2018).
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3.4. Sekven¢ni Markovovy koalescen¢ni metody

Kazdy genom obsahuje velké mnozstvi lokust, jejichz alely se pfi rekombinaci mohou
pieorganizovat. Diky tomu maji rizné lokusy odliSnou evolu¢ni historii. Parova sekvencné
Markovska koalescence (the pairwise sequentially Markovian coalescent, PSMC, Li a
Durbin, 2011) a vicenasobna sekvencné Markovska koalescence (the multiple sequentially
Markovian coalescent, MSMC, Schiffels a Durbin, 2014) vyuzivaji tyto informace k
rekonstrukci efektivni velikosti populace (Ne) v Case pii pfijmuti urcitych ptredpokladi o
mutacni rychlosti.

Tyto pfistupy pracuji s celogenomovymi sekvencemi. Metodu PSMC Ize pouzit k
analyze nefazovanych sekvencnich dat z jednoho diploidniho jedince, zatimco metoda MSMC
pouziva sekvence z vice jedinci (Obr.10) (Mather et al., 2019). Vysledné simulace téchto
ptistupli jsou generovany skrytym Markovovym modelem. Pojd'me si nejprve popsat jeho

matematicky princip.

Skryty Markoviv model (Hidden Markov model, HMM) je dvojice stochastickych
procest X; a Y;, kde X, je "skryty proces", ktery nelze piimo pozorovat, a Y; je pozorovatelny
proces. V kazdém okamziku t nabyva X; jednoho z N moZnych stavii podle urcitého
rozdé€leni pravdépodobnosti. Protoze X, je Markoviiv proces, stav, ktery nabyva, zavisi pouze
na stavu v X;_;. Poté, co X; pfejde do nového stavu, je hodnota Y, generovana
pravdépodobnostnim rozd€lenim, které zavisi na hodnoté, kterou X; v daném okamziku
nabyva. Hodnoty, kterych mize Y; nabyvat, se obvykle oznacuji jako "symboly pozorovani"

procesu.

Abychom mohli vytvofit skryty Markovliv model, musime definovat klicové slozky

procesu, které jsme popsali vyse:

Mozné stavy procesu X; oznacime q;, kde i € {1, ..., N},

mozné symboly pozorovani procesu Y; ozna¢ime v; kde j € {1, ..., M}.

Dale pravdépodobnostni rozdéleni pro libovolné k,l € {1,..,N} "pravdépodobnosti
piechodu", které popisuje, jak se pohybujeme mezi stavy X;:

P(Xer1 = qilXe = q),
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soubor pravdépodobnostnich rozdéleni pro libovolné n € {1,..,N} a me{l,.., M}
nazyvanych "emisni pravdépodobnosti”, ktery popisuje, jak stavy X; generuji hodnoty Y;.

Kazdé¢ z nich bude mit tvar nasledujici:

P(Y: = vyl Xe = qn).

Pravdépodobnostni rozdéleni popisujici, jak by systém vypadal, kdyzt = 0:
P(q;|t = 0).

V pfipad¢ sekvencné¢ Markovskych koalescencnich modelt t indexuje jednotlivé
lokusy. Skryté stavy jsou charakterizovany lokalnimi genealogiemi v lokusu (Obr.9). V
piipadé PSMC jsou moznymi stavy mozné Casy koalescence dvou alel. Pro MSMC je to cas
koalescence dvou alel ve vzorku, které vytvafi koalescence jako prvni. Symboly pozorovani
jsou vlastnosti genetickych dat. Pro MSMC je zde n€kolik dalSich symbolii pozorovani, aby
se zohlednila slozitost, kterou pfinasi vice genomu. Pravdépodobnosti emise jsou urCeny

mirou mutace a pravdépodobnosti piechodu mirou rekombinace (Obr.9) (Mather et al., 2019).

23



Minulost MRCA
A N Skryty stav

MRCA
I Skryty stav

> —00-00-0-00-0 00—
—00-0-0-0-0-0-000—— .
v ® " Aa A \\ 4
p o Rekombinace
Heterozygotni mista (piechod) Heterozygotni misto
= (emise) P (emise)
o
[F+]
—~©
WI‘O -
Za
> -
U w
g o]
g @
&3
g e —_—
o Izraelsky vik
w =, .
d = —— Cinsky vlk
2 e —— Chorvatsky vlk
& - Dingo
E oy | —— Basenji
i et
10° 10° 10° 10°

Roky

Obr.9: Princip HMM pro vyvozovani, PSMC trajektorie pro riuzné Canidae druhy

V casti A je zobrazen princip skrytého Markovova modelu (HMM), ktery je jadrem metod
MSMC a PSMC. Homozygotni mista v genomu jsou zaznamendna dvema modrymi kulickami,
heterozygotni mista jsou zaznamenana kombinaci modré a oranzové kulicky. Lokalni
genealogie s MRCA jsou naznaceny fialovou a zelenou barvou. Zobrazené oblasti genomu se
lisi rekombinaci, takze kazdy lokus ma jiného MRCA. Lokus se starsim MRCA (rizovy) ma
vice pozorovanych heterozygoti, jelikoZz je zaznamendna delsi doba, ve které se mutace
hromadily.

V casti B je priklad publikovanych trajektorii PSMC, které ukazuji zmény efektivni velikosti
populace (N,) v case pro rizné Canidae druhy (Freedman et al., 2014). Osa x oznacuje
minulé roky a osa y efektivni velikost populace. Tmavsi c¢ary ukazuji piivodni trajektorie,
rozmazané cary po strandch jsou vysledkem bootstrap analyzy (Beichman et al., 2018,

prevzato a upraveno).

24



Ob¢ metody jsou uzitecné pii studiu hlubSich populacnich ¢asovych harmonogramd,
predevsim pokud mame data z omezeného poctu jedincti. Naptiklad PSMC se ve velké mite
vyuzivalo pfi studiich starovékého kon¢ a starovékého vlka (Skoglund, Ersmark, Palkopoulou
a Dalén, 2015). Krom¢ rekonstrukce demografické historie byly PSMC a MSMC pouzity
k odvozeni nacasovani divergence populace ze starych genomii. Urcité studie vSak prokazuji,
ze zaveéry téchto dvou metod mohou byt citlivé na poruseni zdkladnich predpokladii

demografie (Mazet a Rodriguez, 2016).
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Obr.10: PSMC versus MSMC

Cas

Na obrazku vidime rozdily v pristupech PSMC a MSMC. Pomoci modrych a cervenych
kulicek rozeznavame homozygotni a heterozygotni mista v genomu. Dvojité sedé cary oznacuji
rekombinacni breakpointy, které oddéluji lokusy v genomu. Cas do MRCA dvou alel v kazdém
lokusu je vyobrazen v lokalnim strome. V casti a) u PSMC vidime pouze dva haplotypy.
Topologie lokalniho stromu je tedy pevnd, ale cas do MRCA mezi lokusy se lisi. Jak je videt u
obrazku b), u MSMC existuje vice haplotypii. MSMC ignoruje topologie lokalnich stromii a
zameéruje se na nejnovejsi koalescencni udalosti v kazdém lokusu.

U PSMC je lokalni genealogie kompletné charakterizovana casem do MRCA dvou alel,
protoze existuje pouze jedna mozna topologie stromu. Analyza vice genomii je logicky
lokalniho stromu, ktery popisuje cas do MRCA dvou alel (obdobné jako u PSMC), které se na

daném lokusu spoji jako prvni (Mather et al., 2019, prevzato a upraveno).
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3.5. Novéjsi koalescen¢ni metody

Nov¢jsi metody nadale vyuzivaji distribuci miry koalescence, ale predevSim

kombinuji vyhody vySe zmiflovanych metod.

Jednim z nové¢jSich ptistupt je MAGIC (Minimal assumption genomic inference of
coalescence, Weissman a Hallatschek, 2017). Tento ptistup pouziva celou fadu velikosti
snimacich oken napfi¢ genomem k odvozeni distribuce koalescencnich €asti jednoho lokusu z
libovolného poctu genomt, aniz by vyslovné modeloval rekombinaci. MAGIC umoziiuje
uzivatelim pouzivat k testovani vysledkti simulaci modely proti empirickym shrnutim
koalescencniho procesu. Tato metoda je vykonnostné¢ srovnatelna s PSMC a MSMC metodou,
tudiz se pouziva, jak je uvedeno v nasledujicich castech této prace (Obr.11), pii stejnych

podminkach pro vyvozovani.

SMC ++ je dalsi novou vyvozovaci metodou. Kombinuje vypocetni efektivitu SFS a
vyuziva informaci o vazebni nerovnovéaze v sekvencnich Markovovych koalescencnich
metodach. Tato metoda je navrzena tak, aby vyuzivala moderni datové soubory sestavajici ze
stovek nefazovanych celych genomt. Nefdzovanymi genomy rozumime genotypy bez ohledu
na to, ktery zparu chromozoml nese danou alelu. DokaZze také analyzovat dvojice
divergentnich populaci, coz ji umoziuje sdruzovat informace z obou populaci a také ptimo
odhadovat dobu divergence. NejspisSe se jednd o prvni metodu demografické inference, ktera
je schopna analyzovat nefdzovana data celych genomi velkého poctu jedinci vypocetné
efektivnim a stabilnim zplsobem, pficemz bere v Uvahu informace o genovych vazbach

(Terhorst et al., 2017).

Poslednim programem, ktery v této praci zminim je generalizovany fylogeneticky
koalescen¢ni vzorkova¢ (A4 Generalized Phylogenetic Coalescent Sampler, G-PhoCS).
G-PhoCS je typicky provozovan na mnoha nezavislych kratkych genomovych fragmentech
rozptylenych po celém genomu. Data pro tento pfistup mizeme ziskat z celogenomovych

sekvenci, sequence capture nebo z RAD-Seq (viz kap. 2. Data). Ptedpoklada se, ze v kazdém

fragmentu neexistuje rekombinace. K odvozovéani pomoci G-PhoCS je zapotiebi sekvenci od
nékolika jedinc. Vzhledem k tomu, Ze pfistup vyuZivd maximalni mnoZstvi informaci z
dostupnych sekvenci, je idealni z hlediska statistické inference. G-PhoCS provadi dedukci
podle multipopulaéniho demografického modelu, jehoZz parametry sestavaji z cast rozdéleni

populace, relativnich velikosti populace a migracnich pasem (tj. miry migrace mezi
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populacemi v konkrétnich Casovych bodech). Genealogie se generuji podle konkrétnich
demografickych modeld a poté¢ se vypocitd pravdépodobnost pro dand sekvenéni data pro
kazdy fragment. Jelikoz vétSina genealogii ma velmi nizkou pravdépodobnost toho, ze budou
generovat pozorovana sekvencni data, G-PhoCS nevzorkuje genealogie nahodné, ale misto
toho pouziva vzorkovani Metropolis — Hastings (Gronau 1. et al., 2011). Tento algoritmus je
metodou typu MCMC, kterou jsem popisovala v kapitolach vyse, tedy algoritmus preferenéné
vzorkuje genealogie, které budou pravdépodobné kompatibilni se sledovanymi daty, coz
zvysuje ucinnost inference. G-PhoCS vyuziva ABC a poskytuje posteriorni distribuci
pozadovanych demografickych parametri. Kromé toho je tento pfistup navrzen pro
odvozovani v ramci komplexnich demografickych modelt, jako jsou multipopula¢ni modely s
migraci. Hlavni nevyhodou G-PhoCS je, ze je vypocetné naro¢ny a Casto vyzaduje az tydny
¢asu pro samotny vypocet. Navic je méné schopny odvodit neddvné zmény velikosti populace
ve srovnani s jinymi piistupy, coz je dilezitym parametrem pii spravném vybéru vyvozovaci

metody (Beichman et al., 2018).
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4. Postup pri vybéru vyvozovaci metody

V této kapitole si ukazeme, jaky vyvozovaci ptistup je nejvhodnéjsi pouzit na zaklade
dostupnych dat a ¢asového useku, ktery nds zajima (Obr.11). Postup pifi vybéru vyvozovaci
metody nefesi otazku vybéru vhodného demografického scénare, ktery ma byt vlozen do
postupu vyvozovani. Vybér vhodného demografického scénafe (napf. uzké hrdlo, rist
populace, divergence populace apod.) nemusi byt trividlni, protoze zavisi na demografické

historii daného druhu organismu, vyzkumné otdzce a typu dat, ktera budou generovéna.
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Obr.11: Rozhodovaci strom pro vybér vyvozovaci metody

Na obrazku je vyobrazem rozhodovaci strom k urceni, které metody demografického
vyvozovani jsou vhodné pro danou biologickou otazku a data. Volba metody zavisi na
casovem obdobi, které biologa zajima (napr. nedavné udalosti, k nimz doslo béhem
poslednich ~100 - 1 000 let), typu sekvencnich dat a velikosti vzorku. Je zajimavé, Ze velikost
vzorku je hrubym doporucenim, nikoliv pevnou hranici (Beichman et al., 2018, prevzato a

upraveno).
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4.1. Selekce

Vyse diskutované vyvozovaci metody predpokladaji, Ze uvazované lokusy se vyvijeji
neutrdlné. Nékteré lokusy v genomu jsou vSak také ovlivnény selekcei at’ uz pozitivni, vedouci
k fixaci vyhodnych mutaci, nebo negativni, kterd naopak odstrafiuje nevyhodné mutace.

Kazdy typ maze ovlivnit jak samotné funk¢ni mutace, tak souvisejici neutralni mutace.

Selekce nemusi ovlivnit jen kddujici oblasti genomu, ale diky genetickému svezeni se
také blizké okolni nekodujici sekvence. Existuji znaéné dikazy o tom, ze mista v genomech
Drosophily a ¢loveka, kterd se nachéazeji v blizkosti genti a v oblastech s nizkou rekombinaci,
byla ovlivnéna selekci (Sella et al., 2009). Ackoli ucinky selekce u mnoha nemodelovych
druht je tfeba jesté prozkoumat, je pravdépodobné, ze mély alespon néjaky vliv na vzorce

genetické variability.

Pfitomnost selekce miize ovlivnit demografické zaveéry. Aby se zmirnily selekéni
Gginky, je tieba se zaméfit na neutralné se vyvijejici lokusy. Uginky vybéru na demografické
zavéry budou pravdépodobné nejproblematictéjsi v kompaktnich genomech, kde je obtizné
vybirat mista vzdalend od gend. Spravnym prvnim krokem v boji se selekci pfi vyvozovani
demografické historie populaci je vyhybani se kdédujicim sekvencim a mistim, kterd se
nachdazeji v jejich blizkosti. Druhym doporucenym krokem je pouzivani téch mist v genomu,
které maji vysokou miru rekombinace (Beichman et al., 2018). Schrider et al. (2016) rovnéz
doporucuji nepouzivat tzv. rozptyly v souhrnnych statistikach v pfistupech ABC, protoze

rozptyl miZe byt téZ ovlivnény piitomnosti selekce.
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5. Zavér

Metody, které se pii vyvozovani demografické historie populaci pouzivaji, podléha;ji
rychlému vyvoji. Vyvoj vyvozovani Gizce souvisi s vyvojem pocitacovych softwarti a neustale
rostouci vypocetni kapacitou. DalSim dulezitym faktorem je skutecnost, ze v poslednich
letech dochazi k velkému rozvoji sekvenacnich technik, diky ¢emuz mlzeme ziskat data
z velkého mnozstvi lokust 1 jedincl, coz ma kladny vliv na spravnost vysledka pii

vyvozovani demografii.

V predchozich kapitolach byly pfedstaveny razné metody pro vyvozovani
demografické historie populaci. Spravny vybér vyvozovaci metody je nelehky tkol. V
rozhodovacim stromu (Obr.11) je témér u kazdého scénafe uvedeno vice metod, které lze
vyzkouset, pticemz ABC piedstavuje zachytny bod, ktery Ize pouzit v kazdé situaci.
Vzhledem k tomu, Ze metody mohou byt rizné¢ ovlivnény slozitostmi demografie, je

doporuceno kombinovat vysledky z vice metod (Freedman et al., 2014).

Ackoli mlze byt narocné provést vice nez jeden druh demografického vyvozovéani, mnoho
studii pouziva vice pfistupi k posileni vysledkii. Pokud vSak nelze pouzit vice metod
demografického vyvozovani, doporucuje se zkoumat shodu demografického modelu s vice

souhrnnymi statistikami (Beichman et al., 2018).

V rdmci své diplomové prace bych se rdda vénovala vyvozovani demografické historie

populace v praxi.
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