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Abstrakt

V soucasné dob¢ neni obtizné ziskat genomova data i z nemodelovych organismil. Tato data ndm
mohou piinést informace o demografické historii populaci. Bylo vyvinuto mnoho statistickych vy-
vozovacich postupti k odvozeni demografické historie populaci z genomovych dat, jejichz popisem
se zabyvam v této bakalafské praci. V uvodu Ctenafe seznamuji s dilezitymi pojmy pii analyze
demografické historie populaci. Déle popisuji rizné typy genomovych dat, které se daji pouzit k
vyvozovani demografické historie populaci. Nasledné predstavuji pribéh experimentu pii vyvozo-
vani demografické historie populaci, kde rozvadim jednotlivé kroky a uvadim ptistupy a metody,
které se v dneSni dobé€ vyuZivaji. Poskytuji zakladni ptehled teorie a logiky kazdého ptistupu. Dale
Ctenafe seznamuji s nejpouzivanéjSimi softwarovymi bali¢ky pro vyvozovani demografické histo-

rie populaci a poskytuji jejich srovnani.

Klic¢ova slova: populacni genetika, demograficka inference, statistickd 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
procedures have been developed to infer the demographic history of populations from genomic
data, and I describe them in this thesis. In the introduction, I introduce the reader to important
concepts in the analysis of 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. I then
present the flow of an experiment in inferring the demographic history of populations, where I
elaborate on the steps and present the approaches and methods that are used today. I provide a basic
overview of the theory and logic behind each approach. I also introduce the reader the most com-
monly used software packages for inferring demographic histories of populations and provide a

comparison between them.

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 Ko-
alescen¢ni Vzorkovac

HMM — hidden Markov model; skryty Markovirv model

IBD — Identity by descent, 1dentita podle ptivodu

IBS — Identity by state; 1dentita podle stavu

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

MCMC — Markov Chain Monte Carlo; Monte Carlo pomoci Markovova fetézce

MRCA — Most Recent Common Ancestor; Posledni Spole¢ny Piedek

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

PCR — polymerase chain reaction; polymerazova retézova reakce

PSMC — The Pairwise Seqentially Markovian Coalescent; Parova sekvencné markovska koa-
lescence

SFKS — site frequency spectrum; frekven¢ni spektrum mist

SNP — single-nukleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus

STR — short tandem repeats; kratké tandemové repetice
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1.Uvod

Biologové jiz dlouhd 1éta pozoruji a zkoumayji, jak se jednotlivé populace vyvijeji a co je
historicky mohlo ovlivnit. Vysledky téchto pozorovani dokazuji, ze sou€asné rozloZeni populaci je
nasledkem mnoha slozitych historickych a prehistorickych demografickych udalosti, které formo-

valy, nejen, variabilitu genom?.

Populaci miZeme obecné popsat jako soubor jedincii t¢hoz druhu, ktery se nachazi na jed-
nom urc¢itém misté v daném Case. Demografie je obor zabyvajici se velikosti populace, jeji struk-
turou, vyvojem a dal§imi charakteristikami (Achille Guilard, 1855). Analyza demografického pro-
cesu umoziuje zobecnit zdkony o popula¢nim vyvoji, najit vzory nebo formulovat piedpoklady o

budoucim vyvoji populace.

Myslenka, ze by informace o demografické historii mohly nést sekvencni data vznikla na
pocatku dvacatého stoleti (Hirschfeld 1919), avSak byla realizovana az v sedmdesatych letech
19.stoleti z diivodu, ze az v této dob¢ byly vynalezeny vhodné statistické nastroje a zacalo se pra-

covat se souhrnnymi statistikami (viz kap. Prithéh vyvozovani a souhrnné statistiky), coz umoznilo

popula¢nim genetikiim poprvé vyuzivat sekvencni data k odhadu demografické historie populaci.

Sekven¢ni data v sob€ nesou velké mnozstvi informaci, ve kterych se u¢ime Cist a snazime
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Siroce pouzitelné pro jakykoli druh zivoc¢ichli nebo rostlin.

Populacni genetici sleduji demografickou historii populaci skrze sekvenéni data pomoci
genovych genealogii. Genealogie popisuji vztahy mezi kopiemi ur¢itého genu v populaci napfic
generacemi. Termin ,,genealogie je kombinaci dvou feckych slov: genea = plivod/rodova linie a
logos = védéni (Farmer, 19.stoleti). 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) model populace konstantni velikosti b) model zmenzujici se populace c) model rostouci populace

Obr. 1 : Tvar genealogie v zavislosti na modelu populace

Na obrazku je zobrazeno, jakym zpiisobem ovliviiuji zmény ve velikosti populace tvar genealogie:
a) tvar genealogie v pripadé konstantni velikosti populace, b) tvar genealogie v pripade klesajici
velikosti populace, c) tvar genealogie v pripade rostouci velikosti populace (Garrigan et al., 2002,

prevzato a upraveno).

K vyvozovani demografické historie pouZivime genomova data. Jak se ¢tenaf dozvi dale,
daji se vyuzit celé sekvence genomil, sekvence transkriptomd, nebo data ziskana z RAD-sekveno-

vani.

Pti vyvozovani predev§im odhadujeme demografické parametry, mezi které napiiklad ta-
dime jiZ zminénou zménu velikosti populace v minulosti (Obr. 1), aktualni velikost populace, miru
migrace mezi populacemi, nebo naptiklad ¢as divergence populaci. George E. P. Box, jeden z nej-
vétSich statistiklit 20.stoleti, v roce 1976 prohlasil: ,,V podstaté vsechny modely jsou $patné, ale
nekteré jsou uzitecneé”, (Box, 1976). Piesné takhle funguje demografické vyvozovani historie po-

pulaci. Nikdy se ndm nepovede model dané populace/populaci vyvodit piesné, ale postupnym uce-
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Pti zpracovani své bakalaiské prace jsem si kladla rovnou nékolik cilii. V prvni fad€ jsem chtéla
¢tenafe seznamit s vhodnymi genomickymi daty pro vyvozovani demografické historie populaci.
Nésledujicim cilem bylo obecné popsat a pftiblizit pribéh experimentu demografického
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vyvozovani populaci. Nasledné¢ jsem chtéla ctendfe seznamit s vybranymi pfistupy pfi
demografickém vyvozovani a stru¢né popsat logiku a princip kazdého ptistupu. Hlavnim cilem této

prace bylo srovnani popsanych softwarovych balickt.



1.1. Genealogie a Teorie koalescence

Jak jsem zminovala vySe, biologové pouZivaji k zobrazovani vztahli mezi kopiemi urc¢itého
genu genové genealogie (Obr. 2). Gen muze mit v populaci vice variant a kazd4 tato varianta se
nazyva alela. Jednotlivé alely se pak mezi sebou lisi nukleotidovou sekvenci. Sekvenovanim alel

urcitého genu v populaci 1ze genealogicky strom konstruovat.

Teorie koalescence je teorie zabyvajici se prubéhem genealogii. Pokud sledujeme genealo-
gii alel urcitého genu zpét v Case, dochazi postupné ke splyvani jednotlivych linii (koalescencim)
az se dostaneme k takzvanému poslednimu spole¢nému piedku (most recent common ancestor,
MRCA) (Obr. 2). Matematickou teorii koalescence plivodné vyvinul na pocatku 80. let minulého
stoleti John Kingman. Teorii koalescence mizeme vyli¢it jako matematicky model, ktery popisuje
prabéh genealogii, kdy postupujeme opacné v Case nez u klasickych modell populacni genetiky,
jako je naptiklad Wright-Fisher model. Pravdépodobnost koalescen¢ni udélosti v pfedchozi gene-

raci vyjadiujeme vzorcem P = %pro haploidni organismy a P = ﬁ pro diploidni organismy, kde

N je pocet jednotlivych kopii gent v populaci (Kingman, 1982).

Dilezity faktor, ktery je tieba zohlediiovat pii vyvozovani demografické historie populaci,
je geneticka rekombinace, kterd zptisobuje, ze evolu¢ni osudy gent, které jsou od sebe v genomu
dostate¢n¢ daleko, maji nezavislé evolucni historie, nezavislé genealogie (Stumpf et al., 2003).
Proto Ize vytvaret genealogie jen pro kratké oblasti na chromozomech, v ramci nichz je pravdépo-
dobnost rekombinace mala. S touto limitaci se vSak poji fakt, ze tyto kratké sekvence mohou po-
stradat dostatek polymorfisma nutnych k vyvozeni genealogie. Kazdy lokus, ¢imz myslime pozici
genu v molekule DNA, ma zakladni genealogii popisujici jeho historii. Lokusy blizko sebe, které
postradaji historickou rekombinaci, budou sdilet piesné€ stejné genealogie. Stejné genealogie také
samoziejm¢ sdili geny v oblastech genomu, které nerekombinuji. V tomto pfipadé mluvime o
chromozomu Y (chrY), ktery je dédény z otce na syna a mitochondridlni DNA (mtDNA), ktera se
v drtivé vétsSine€ dédi pouze po matce. Z tohoto diivodu Ize pouZzit pro konstrukei genealogie celou
sekvenci ChrY nebo mtDNA. Proto se sekvence mtDNA a chrY ¢asto pouzivaji pfi studiu genea-
logii v populac¢ni genetice a predevsim je vyhodné, Zze mtDNA nam umoznuje studovat historii

mateiské linie, kdeZto chrY otcovské linie.



Lokusy, které od sebe lezi daleko (v rdmci jednoho chromozomu, nyni nemluvim o chrY
nebo mtDNA) nebo lokusy lezici na jinych chromozomech maji v podstaté nezavislé genealogie.
Sekven¢ni data z jednoho lokusu nam piinesou jen jednu realizaci evolu¢niho modelu. Kviili této
limitaci se vyplati vzorkovani vice lokusti napfi¢ celym genomem, jelikoZ toto vzorkovani zvysi

jistotu naseho vysledku (Beichmann et al., 2018).

Genealogie dané Genealogie geni ve
populace vzorku
1 MRCA
]
A
-
o T5
- 2
o
Koalescenéni
udalosti
Ty
O
Cas mezi
koalescencnimi
udilostmi

Obr. 2: Genealogie a teorie koalescence

V levé casti obrazku je genealogie urcitého genu. Jednotliva kolecka zndzornuji jedince. V tomto
pripadé se jedna o diploidni jedince, proto je kazdé kolecko spojené s predchozi generaci dvema
carami. Uprostred je zobrazena genova genealogie ti'i vybranych alel, kde pozorujeme proces sply-
nuti linit v posledniho spolecného predka (MRCA). V pravé casti je zobrazen rozbor koalescen-
¢nich udalosti (Leblois 2010, "La théorie de la coalescence et ses applications”, prezentace pred-

nasky, ENS Lyon, prevzato a upraveno).

Je patrné, Ze koalescen¢ni procesy vedou k vysoce variabilnim genovym genealogiim, které
1ze vyuzit k vyvozovani demografické historie populaci. V nasledujicich ¢astech bakaléaiské prace
popisuji celkovy proces pii vyvozovani demografické historie populaci, jehoz logika a princip vy-

chazi z koalescen¢ni teorie.



2.Data

Pii vyvozovani demografické historie nas zajimaji urcité oblasti genomu, které dokazou
poslouzit jako spravna voditka pro vyvozovani. V prvni fad¢ se jednd o jednonukleotidové poly-
morfismy (Single nukleotide polymorphism, SNP). Jde o variaci v jediném nukleotidu v urcité po-
zici genomu (Brzezinski et al., 2006). Pomoci SNP jsme schopni odhadnout genealogie pro jednot-
livé sekvence (Obr. 3). Dal§im z genetickych markerti vyuzivanych pfi vyvozovani jsou kratké
tandemové repetice (Short tandem repeats, STR). Jsou to specifické sekvence DNA, které se vy-
skytuji ve velkém mnoZstvi rozptylené po celém genomu. Jedna se o repetice nukleotidd, jejichz
pocet opakovani je pro kazdého jedince jedine¢ny, a proto jsou tato data velice uzite¢na pro vyvo-

zovaci metody (Shi et al., 2010).

Nyni si pojd'me poveédét néco vice o sekvenacnich technikach, pomoci kterych data ziska-
vame. Od pocatku 21. stoleti dominuji na trhu sekvenac¢ni techniky hromadné¢ nazyvané jako sek-
venovani nové generace (next generation sequencing, NGS). Prvni techniky sekvenovani nové ge-
nerace vytvorily komer¢ni firmy — 454 Life Sciences (Roche), Illumina a Applied Biosystems.
Tyto techniky jsou oproti star§Sim metodam, jako bylo naptiklad Sangerovo sekvenovani, mnohem
rychlejsi, levnéjsi, ale pfedevsim umoziuji v jednom béhu ziskat mnohem vice dat ve srovnani se
starSimi metodami. V dneSni dobé se nejCastéji setkdme s technikou od firmy Illumina. V prvni
fazi této techniky se vytvoti sekvenaéni knihovna, dale se DNA naldme na kratké fragmenty (kolem
300pb). Pomoci mustkové PCR dochazi k amplifikaci fragmentti. Samotna detekce nukleotida pro-
biha pomoci fluorescencnich zableskl nové dosedajiciho nukleotidu, neboli kazdy ze ¢tyt nukleo-
tidl nese jiny fluorofor, a tedy vyzafi svétlo jiné barvy. Jasnou vyhodou této metody je nizké cena

sekvenovani a nizka chybovost (Van Dijk et al., 2014).

Kromé metod sekvenovani nové generace vznikaji také takzvané metody tfeti generace,
které jsou také nazyvany jako sekvenovani jedné molekuly (single-molecule sequencing, SMC).
V dnesni dobé se nejvice vyuzivaji techniky vytvofené firmou Pacific Biosciences a Oxford Nano-
pore Technologies. Vyhodou téchto metod jsou delsi ziskana c¢teni, ale zna¢nou nevyhodu €ini
vysoka chybovost a vysoka cena sekvenovani. Tim padem se tyto metody pro ziskani dat pro vy-

vozovani demografické historie populace pfili§ nehodi.



Sekvenc¢ni data vyuZzivana pfi demografickém vyvozovani mizeme rozdélit na dva typy:
celogenomova data a redukovand genomova data. Redukovana genomova data mizeme ziskat na-
piiklad pouzitim restrikénich enzymti (RAD-seq), sekvenovanim RNA, nebo pomoci takzvanych

sequence capture.

Celogenomova data jsou data ziskana sekvenovanim veskeré DNA organismu. Ptes-
n¢ji feCeno, sekvenuje se veskerd chromozomalni DNA organismu a DNA obsazené v mitochon-
driich (pro rostliny v chloroplastech, ekvivalentné pro RNA organismy). V praxi jsou genomové

sekvence, které jsou témét Uiplné, také nazyvany celogenomovymi sekvencemi.

RAD-seq (Restriction-site associated DNA sequencing) je ptistup, jak z genomu sekvenu-
jeme jen jeho urcitou ¢ast. V tomto pfipadé se sekvenuji oblasti genomu, které byly vybrany na
zéakladé délky po restrikénim St€peni DNA. Pomoci RAD-seq jsou objevovany SNP v ndhodnych
a predevsim nekodujicich oblastech genomu. Metoda zahrnuje stiihani genomu s alesponi jednim
restrikénim enzymem, ktery specificky rozeznava usek dlouhy 5-6 nukleotidii (pokud jsou pouzity
dva razné restrikéni enzymy najednou, hovoiime o double digest RAD sequencing (ddRAD-seq)).
Poté jsou na zéklad€ velikostni selekce vybrany zdjmové 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).

Pii RNA sekvenovani neni sekvenovan cely genom, ale jen ty ¢asti, které jsou pfepisované
do RNA (Zhang et al., 2017). 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 vyuziva
dlouhé biotinylované oligonukleotidové sondy k hybridizaci se zajmovymi oblastmi (Grover et al.,
2012). Jedna se napfiiklad o sekvence konkrétnich genil, nebo o mista s konkrétnimi oligonukleo-

tidovymi sekvencemi.



V neposledni fadé se stale pouziva jiz zminiovana star§i Sangerova metoda sekvenovani
k ziskani sekvenci mensiho mnozstvi lokust, které 1ze také vyuzit pro vyvozovani demografické

historie populaci (Gutenkunst et al., 2009).



3. Prubéh vyvozovani a souhrnné statistiky

Na zacatku experimentu odebereme vzorek, upravime ho pro sekvenovani a pomoci vhod-

ného sekvenatoru osekvenujeme (viz kap. 2. Data). Jakmile ziskdme sekvence, koukdme se na ty

useky nebo ¢asti genomu, které nesou dulezité informace pro na§ experiment. Dale z téchto ziska-
nych dat vypocitavame souhrnné statistiky. Souhrnné statistiky jsou hodnoty vypoctené z dat tak,
aby reprezentovaly maximalni mnozstvi informaci v co nejjednodussi podobé (Beamount et al.,
vyvozovani. Na zékladné pfedpokladaného modelu volime vhodné souhrnné statistiky. JelikoZ po-
mérné velké mnozstvi metod, které se vyuzivaji pti demografickém vyvozovani a budu je popiso-
vat ve svoji praci pozd¢ji, pouzivaji jako souhrnnou statistiku frekvenéni spektrum mist (SFS, site
frequency spectrum), rada bych se v této ivodni ¢asti vénovala jinym, podobné¢ intenzivné vyuZi-

vanym statistikdm v téchto analyzach.

Jednou z pouzivanych souhrnnych statistik je statistika . Jde o bézn¢€ pouzivanou statistiku
v populacni genetice, kterou poprvé uvedli Nei a Li v roce 1979. Tato statistika je definovéana jako
primérny pocet rozdilti nukleotidi na lokus mezi sekvencemi DNA v populaci . Slouzi k empiric-
kym odhadiim genetické diverzity a mizeme ji také definovat jako primérnou heterozygositu .
Dalsi souhrnnou statistikou, kterou pii vyvozovani demografické historie populace vyuzivame, je
hodnota genetického polymorfismu, kterou znac¢ime 6. Geneticky polymorfismus definujeme jako
existenci dvou nebo vice alel v jednom lokusu, pfevySujici svym vyskytem 1 % v populaci. Mira
genetického polymorfismu je pfimo imérna mutacni rychlosti a efektivni velikosti populace (N,).
Mutaéni rychlost mtiizeme urcit jako frekvenci novych mutaci na generaci a efektivni velikost po-
pulace, neboli N, jako velikost idedlni panmiktické populace, ve které by vSechny genetické pro-
cesy probihaly stejnou rychlosti jako v dané realné populaci. Neméné dulezitou statistikou je Ta-
jima’s D test. Tato statistika je pojmenovana po Fumio Tajimovi, ktery ji vytvofil. Statistika srov-
nava hodnoty dvou vySe zminiovanych odhadii genetické diverzity, 8 — hodnotu genetického poly-
morfismu a © — priimérnou heterozygositu (Tajima, 1983). Tato souhrnna statistika se v popula¢ni
genetice napiiklad hojné vyuziva pii studiu stupné hvézdicovitosti rodokment. (Lohse et al., 2009).
Posledni souhrnnou statistikou, kterou zminim, je Fy;. F; vyjadiuje miru genetické diferenciace

mezi populacemi a odrazi rozdily ve frekvencich alel mezi populacemi, proto se hodi pfi uréovani



miry divergence. Souhrnnych statistik, které se vyuzivaji, je samoziejmé vice, ale rozsahlejsi popis

by byl uz predmétem jiné bakalarské prace.

Po spravném zvoleni souhrnné statistiky vytvarime scénare (podoby), které by dle znalosti
nejvice odpovidaly nasim datim. Jednim z poslednich krok, je testovani navrhovanych scénarti,
ve kterém, jak se pozdé&ji dozvime, hraje velice dulezitou roli pravdépodobnost a statistika. Sa-

Yevr owvr

motné testovani je Casoveé nejnarocnéjsi ¢ast experimentu.

AN

Obr. 3: Postup pii vyvozovani demografické historie populaci

Na obrazku je zobrazeno priblizné schéma postupu experimentu pri vyvozovani demografické his-
torie populaci. Z jedince/jedincii odebereme vzorek DNA, dale genetickou informaci osekvenujeme
na vhodném sekvenatoru, ze ziskanych dat urcime souhrnnou statistiku naseho zajmu, kterou nda-
sledné porovnavame se simulacemi a snaZime se co nejvice priblizit realnym datiim. Vysledkem je
model populace, ktery napriklad zndazornuje zmenu velikosti populace v minulosti. (¢dast obrdzku

pouzita z review Gutenkunst et al., 2009, vytvoreno pomoci webové aplikace https://bioren-
der.com/).
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3.1. Frekven¢ni spektrum mista, neboli SFS

Jak jsem jiz v kapitole o pribéhu experimentu zminila, hojné vyuZivanou souhrnnou statis-
tikou pii demografickém vyvozovani historie populaci je pravé SFS. Pojd’'me si na této sumarni
statistice vice piiblizit a ukazat, jak na zdkladné dat vyvodit urcity model. Za¢neme ale od tpIného

zacCatku a nejdfive si vysvétlime, co ndm SFS piesné urcuje.

Je parné, ze 1 kdyZ maji genové kopie spolecného piedka, 1i$i se mutacemi. V tomto piipade
se zajimame piedevsim o SNP. Ocekavany pocet mutaci odd€lujici jednotlivé kopie genu mizeme

vyjadfit nasledujicim vztahem:
0 = 4Ny,

kde N je velikost populace a u je mutaci rychlost na lokus za generaci. Je zfejmé, ze ocekavany
podet mutaci je ovlivnén velikosti populace. Cim mensi populace je, tim méné jsou jednotlivé geny
variabilni a zaroven je kratsi Cas koalescence, tedy kratsi ¢as k poslednimu spole¢nému piedku

(MRCA).

SFS tedy mizeme jednoduse definovat jako distribuci frekvenci pro jednotlivé mutované
alely (Obr. 3). Tento pfistup neni tolik narocny na data, jelikoz vyZaduje nezavisla SNP, hodi se

pro né€j naptiklad i1 data ziskana z RAD sekvenovani (viz kap. 2.2. Data).
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Obr. 4: Frekvencni spektrum mist

Na obrazku je zjednoduSené ukazano, jakym zpiisobem vyhodnocujeme SFS. Na zaklade ancestral-
nich alel vyhodnocujeme pocty SNP. Utvorime alignment a divame se, jakym zpiisobem se alely
meénily. Na obrazku je zobrazena situace, kde vyobrazeny lokus nese 5 SNP. V SFS osa y urcuje
pocet mutovanych alel s danou frekvenci a na ose x je zobrazen absolutni pocet mutovanych alel

v populaci ( vytvoreno pomoci webové aplikace, https.//biorender.com/, inspirovano Beichman et

al., 2018).

Pti vyvozovani demografické historie populaci je dilezitym faktorem i to, od kolika jedinci
vyzadujeme data. V tomto piipad¢ plati jednoduché piima umérnost, neboli ¢im vice osekvenova-
nych jedinct k dispozici mdme, tim smérodatnéjsi a presnéjsi vysledky dostdvame. (Beichman et

al. 2018).

Na zéklad¢ koalescencni teorie, kterou jsme si predstavili na zacatku prace (viz kap. 1.1.

Genealogie a Teorie koalescence), odvozujeme, jakym zpiisobem demografie ovliviluje SFS.

Riizné demografické scénare méni tvar a délku vétvi genealogii, které diky tomu méni i samotné

SFS, coz si ptiblizime na nasledujicim obrazku (Obr. 5).
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Obr. 5: SFS pii urlitych modelech populace, popis genealogického stromu

Historie populace ovliviiuje tvar genealogii a SFS. Zluté oblasti vievo oznacuji historii kazdé po-
pulace. Tyto historické situace vedou k urcitéemu tvaru genealogii v kazdém modelu. Modré hvézdy
oznacuji mutace v rodokmenech. Histogramy uprostied obrazku zndzornuji SFS pro dané modely.
V pravé casti obrazku je popis vetvi genealogického stromu (Beichman et al., 2018, prevzato a

upraveno).

Pojd’'me si tedy pfiblizit, jakym zplsobem ovliviluji zmény ve velikosti populace SFS. Jak
si miizeme v§imnout na obrazku (Obr. 5) pii neutrdlnim modelu populace je SFS rozloZen rovno-
mérné. Pokud se podivame na SFS velké a malé populace, ke koalescencim bude dochézet spise u
malych populaci. Genealogie rostouci populace maji dlouhé vné&jsi vétve a kratké vétve vnitini. U
dlouhych vétvi dochazi ke koalescencim méné €asto, nez u vétvi kratkych. Celkové tedy pii modelu

rostouci populace nese SFS hodné nizkofrekvenénich SNP (Beichman et al. 2019).

Znamym terminem v demografickém vyvozovani je efekt hrdla lahve. Efekt nastava pti
velkém poklesu jedinct v populaci po kratsi dobu. Pti efektu hrdla lahve je SFS rovnomérné roz-

loZen prave z diivodu, Ze dochézi ke snizeni genetické variability v populaci, tudiz i ke kontrakci
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populace. Mnozstvi nizkofrekven¢nich mutaci bude v tomto piipad¢ velice nizké a k témto muta-

cim bude dochézet srovnatelné casto jako k vicefrekvenénim mutacim (Beichman et al. 2019).

A jak se SFS chové, pokud ho provadime pro dvé populace? Pokud testujeme dvé populace,
které se od sebe oddélily pfed dlouho dobou a tudiz je mira migrace mezi témito dvéma populacemi
téméef nulova, je zifejme, ze se jedinci budou pafit vyhradné s jedinci ze stejné subpopulace. Proto
je tvar SFS vice nez odpovidajici, a jak je ztejmé z obrazku (Obr. 5). SFS nese piedev§im mutace

se stiedni frekvenci (Beichman et al. 2019).

Jak je popsano vyse, demograficka historie populace mize mit dopad na SFS, tudiz je SFS
uzite¢nd souhrnnd statistika k odvozeni demografickych parametrii. V prvnim kroku analyzy se-
stavuji biologové empirické SFS ze sekvencnich dat. Poté je koalescenc¢ni teorie pouzita ke gene-
rovani predikované SFS pro konkrétni demograficky model. Jakmile je vygenerovano SFS pred-
povidanym demografickym modelem, posuzujeme vhodnost predikovaného SFS k empirickému

SFS, obvykle v ramci pravdépodobnosti (Rosen et al. 2018).

Nyni se podivame na odhad SFS pomoci koalescen¢nich simulaci. Pravdépodobnost da-

ného SFS vstupu i pfi modelu 8 mizeme vyjadrit nasledujicim vztahem:

pi = E(t;10)/E(T|0),

kde t; je celkova délka vSech vétvi vedoucich k i koncovym uzlim a T je celkova délka stromu. S
lehkou matematickou tpravou se dé tento vzorec aplikovat ptes vSechny koalescen¢ni simulace a

pravdépodobnost vstupu i se tim padem vypocitava pro vSechny vytvorené simulace (Spence et al.

2016).

SFS je v dnesni dob¢ velice vyuzivany ptistup a jak se dozvime pozdéji, pracuje s nim velké
mnozstvi softwarovych balicki. Spektra frekvenci jednotlivych alel byla pouzita na skupinu
Afri¢ant, Evropant a Asiatl a bylo dokazano, ze u Asiati a Evropanti doslo k efektu hrdla lahve,

kdezto u Africant ne (Marth et al. 2004).
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3.2. Aproximacni Bayesovsky vypocet

Jednim z ptistupli pro vyvozovani demografickych historii je pfiblizny Bayesovsky vypocet
(approximate Bayesion computation, ABC). Ptistup ABC obchézi ptesné vypocty pravdépodob-
nosti pomoci souhrnnych statistik a simulaci. Zasadni prace, ktera ovlivnila pohled na tuto proble-
matiku byla publikovana v roce 1997 Simonem Tavarém spolecné s jeho kolegy (Tavaré et al.,
1997).

Autorem Bayesovy véty, ktera je jddrem Bayesovské inference, byl Thomas Bayes. Bay-
esovska inference ndm umoznuje 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 veliciny P,
neboli parametri. Jako f () oznac¢ime pravdépodobnostni rozdéleni pro pozorovatelné ndhodné ve-

li¢iny neboli nase data. S timto znacenim aplikujeme Bayestv vzorec:

l
T

kde [(P) je priorni funkce a nese informace o parametrickych hodnotach na zdkladé priornich in-
formaci. 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 udava 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 va-
zenych jejich pravdépodobnostmi. Z posteriorni funkce ziskdvame posteriorni distribuci a z priorni

funkce priorni distribuci (prevzato a upraveno, Sunndker et al., 2013).

Hodnoty demografickych parametrti z priornich distribuci jsou poté piijimany, pokud vy-
tvareji souhrnnou statistiku, ktera je blizko hodnotam z empirickych dat, ¢im se ziska posteriorni
parametr distribuce (Beichman et al., 2018). Jelikoz ABC ptistup pouziva koalescencni simulace
k vytvareni souhrnné statistiky, dokaze si naptiklad solidné poradit i s hodné polymorfnimi sek-
vencemi DNA (Cabrera et al., 2017) . Dal$i vyhodou pfistupu je jeho obecnost. Tento ptistup se
vyuZziva nejen v demografické inferenci, ale mizeme se s nim setkat naptiklad v systémové biolo-

gii, ekologii a epidemiologii (Beaumont et al., 2010).
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Obr. 6: Schéma procesu pii Aproximacnim Bayesovském vypoctu

Na obrazku miuzeme videt zjednodusené schéma aplikace Aproximacniho Bayesovského vypoctu
privyvozovani demografické historie populaci. V prvnim kroku ziskavame potrebna data, poté vy-
tvarime souhrnné statistiky. Treti krok je krokem porovnavacim, kdy porovndavame souhrnné sta-
tistiky ze simulaci a hodnoty souhrnnych statistik z empirickych dat. Pokud se vysledky blizi, sta-
tistiku prijimame, nevyhovujici vysledky odmitame. V zaverecném kroku sestrojujeme posteriorni
distribuce s uchovanymi viastnostmi. (Cdst obrdazku z ¢lanku Gutenkunst et al., 2009, vytvoreno

pomoci webové aplikace https.//biorender.com/).

Pokud se rozhodneme vyvozovat demografickou historii populace pomoci ABC pfistupu,
v prvnim kroku naSi prace vybereme libovolné slozity demograficky model, ktery by mél
odpovidat naSim datim. Z tohoto modelu odhadujeme parametry, které cerpame ze ziskanych
sekvencnich dat. Pro kazdy parametr, ktery sledujeme, je zvolena priorni distribuce. Dale

vytvatime simulace, které jsou utvofené¢ na zdkladé¢ hodnot paramerti z priornich distribuci.
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Simulace utvafime tak, aby odpovidaly specifikim empirickych dat, kterd se pouZzivaji v dané
studii (dodrzeni poctu osekvenovanych jedinci, pocet lokust a tak dale). Vyslednd souhrnna
statistika ze simulované datové sady se porovnava se statistikami z empirickych dat a pokud je tato
statistika dostatecné blizko ocekavané hodnoté, hodnoty parametrti z priorni distribuce jsou
zachovany a prispivaji k posteriorni distribuci. Pokud se tato souhrnnd statistika neblizi hodnot¢
z empirickych dat, parametry jsou odmitnuty. Tento postup opakujeme, dokud nemame dostatecny
pocet replik, kde mluvime o fadech tisicti. Distribuce ptijatych hodnot parametrii bude predstavovat

aproximacni posteriorni distribuci (Obr. 6) (Beichman et al. 2019).

Nekteré ABC balicky zahrnuji Markovovy fetézce Monte Carlo (Markov chain Monte
Carlo, MCMC) (Beaumont et al., 2004). Jedna se o heuristicky piistup, ktery umoziuje odhadnout
posteriorni pravdépodobnosti bez toho, aniz by byly zkoumany vSechny mozné kombinace para-

metri studovanych modeld, protoze to by bylo vypocetné nemozné.

Jak si ukdzeme v nasledujicich ¢astech bakalarské prace, existuje nékolik softwarovych ba-
lick, které vyuzivaji ABC. V textu piedstavim IMa2 (;,Isolation with migration ‘‘ metoda, Hey a
Neilson, 2004), DIY-ABC (Do It Yourself Approximate Bayesian Computation, Cornuet 2015),
ABCtoolbox (Wegmann et al., 2009) , G-PhoCS (4 Generalized Phylogenetic Coalescent Sampler,
Gornau et al., 2011).

17



3.3. Haplotypové metody

Vétsina souhrnnych statistik, které pii vyvozovani demografické historie vyuzivame,
predpoklada, ze jsou lokusy nezavislé a statistiky nezohlediuji jejich propojeni. Metody, které se
chystam popisovat v této kapitole, pracuji se vzorky haplotypt. Haplotypem rozumime kombinaci
lokust odkazujicich na rizna mista sekvence DNA, kterd jsou potomkiim pfedavana preferencné

pohromadé¢ (viz kap. 1.2. Genealogie a teorie Koalescence) (Harris et al.,2013). Podobnost mezi

haplotypy miize byt zplisobena identitou podle stavu (Identity by state, IBS) nebo identitou podle
puvodu (Identity by descent, IBD) (Beichmann et al., 2018) (Obr. 8).
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Obr. 7: IBD & IBS

V'levé casti obrazku je zobrazena Identita podle piivodu (IBD) a v pravé casti obrdzku Identita
podle stavu (IBS). Segmenty IBD jsou zobrazeny v pripadeé nevlastniho sourozence. IBS nemusi
nutné vést k MRCA a mohou ji zdédit libovolni jedinci. Zlutd a zelend barva zndzoriuji tiseky dé-
dené od predkii prerusené rekombinaci v priitbéehu casu (Maeva Leitwein et al. 2019, prevzato a

upraveno).
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IBS je termin, ktery populacni genetici pouzivaji k pojmenovani segmentt, které jsou iden-
tické strukturou, ale ne z diivodu sdileni spole¢ného predka (Obr. 7). Tyto metody nas velice spo-
lehlivé informuji o demografické historii, pravé z diivodu, Ze identita mezi segmenty neni zpliso-
bena sdilenym piivodem. Metody zaloZené na IBS funguji na faizovanych datech. Fazovanymi daty
rozumime takova genomova data, kdy jsou rozdéleny matetsky a otcovsky dédéné kopie kazdého
chromozomu do haplotypii, aby se ziskal uplny obraz genetické variability. Hlavni vyhodou této
metody je, ze se jeji aplikace da ptizpisobit i1 velice slozitym modelim (Browning et al., 2011).
Aplikace téchto metod se osvédc¢ila naptiklad v projektu 1000 genomd, kdy potvrdila rozsahly
genovy tok mezi Afrikou a Evropou (Harris a Nielsen 2013).

Jev nazveme IBD, pokud jsou dané nukleotidové sekvence dédény od spolecného piedka.
IBD vSak nemusi vzdy znamenat IBS pravé z divodu, Ze v daném useku DNA mohlo dojit ke
tvorb& novych mutaci, takZze sekvence jiz nemusi byt dale zcela identické (Obr. 7). IBD praveé z
diivodu vzniku mutaci s sebou nese vice krokt pfi vyvozovani demografické historie. Pokud by ale
predmétem naseho experiment bylo odhalovani MRCA, IBD metody jsou jednou z nejlepSich
moznosti, protoze hlavnim voditkem bude pravé mnozstvi noveé vniklych mutaci. (Beichman et al.,
2018). Gusev a jeho spolupracovnici svoji studii potvrdili, Ze star§i zmény ve velikosti populace
maji vliv na sdileni kratkych segmenti IBD mezi jednotlivci, zatimco novéjsi zmeény ve velikosti

populace ovliviiuji sdileni dlouhych segmenti IBD (Gusev et al. 2012).

Tyto metody jsou obecné spolehlivé prave v piipadé, pokud mame k dispozici kvalitni data
a mizeme je spolehlivé rozfazovat a zarovnat. Tyto metody zvladaji slozité scénaie, osvédcili se
pii odhadu nac¢asovani ptimési a divergence (Harris a Nielsen 2013). Piikladem softwarového ba-
licku, ktery vyuziva tyto metody je DoRIS (Palamara et al., 2012) a budu se mu déale vénovat
v kapitole o softwarovych baliccich (viz kap. 4.8. DoRIS).

19



3.4. Sekven¢ni Markovovy koalescen¢ni metody

Kazdy genom obsahuje velké mnozstvi lokust, jejichz alely se pii rekombinaci mohou pie-
organizovat. Diky tomu maji rdzné lokusy odlisnou evoluéni historii. Parova sekvenéné Markovska
koalescence (the pairwise sequentially Markovian coalescent, PSMC, Li et al., 2011) a vicena-
sobnd sekvencné Markovska koalescence (the multiple sequentially Markovian coalescent,
MSMC, Schiffels et al., 2014) vyuzivaji tyto informace k rekonstrukci efektivni velikosti populace
(Ne) pii ptiymuti urcitych ptfedpokladi o mutacni rychlosti.

Tyto pfistupy pracuji s celogenomovymi sekvencemi. Metodu PSMC Ize pouzit k analyze
nefazovanych sekvenénich dat z jednoho diploidniho jedince, zatimco metoda MSMC pouziva
sekvence z vice jedinct (Obr. 8) (Mather et al., 2019). Vysledné simulace téchto ptistupt jsou

generovany skrytym Markovovym modelem.

Obr. 8: PSMC versus MSMC

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 rekombi-
nacni breakpointy, které oddéluji lokusy v genomu. Cas do MRCA dvou alel v kazdém lokusu je
vyobrazen v lokalnim stromé. V levé casti obrazku u PSMC vidime pouze dva haplotypy. Topologie
lokalniho stromu je tedy pevnd, ale cas do MRCA mezi lokusy se lisi. Jak je videt v praveé casti
obrazku, u MSMC existuje vice haplotypii. MSMC ignoruje topologie lokalnich stromii a zaméruje
se na nejnovéj§z’ koalescencni udalosti v kazdém lokusu. Anal)}za vice genomii je logicky vypocetné
ktery popisuje ¢as do MRCA dvou alel (obdobné jako u PSMC), které se na daném lokusu spoji
Jjako prvni (Mather et al., 2019, prevzato a upraveno).
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Pojd’'me si nyni pfiblizit matematické jadro téchto metod. Skryty Markoviv model (Hidden
Markov model, HMM) je dvojice stochastickych procesii X; a Y;, kde X; je "skryty proces", ktery
nelze ptfimo pozorovat, a Y; je pozorovatelny proces. V kazdém okamziku t nabyva X; jednoho z
N moznych stavll podle ur¢itého rozdéleni pravdépodobnosti. Protoze X; je Markovliv proces,
stav, ktery nabyva, zavisi pouze na stavu v X;_;. Poté, co X; ptejde do nového stavu, je hodnota Y;
generovana pravdépodobnostnim rozdélenim, které zavisi na hodnoté¢, kterou X; v daném oka-
mziku nabyva. Hodnoty, kterych miZe Y; nabyvat, se obvykle oznacuji jako "symboly pozorovani"

procesu.

Abychom mohli vytvofit skryty Markovitv model, musime definovat kli¢ové slozky pro-
cesu, které jsme popsali vyse:
Mozné stavy procesu X; ozna¢ime q;, kde i € {1, ..., N},
mozné symboly pozorovani procesu Y; ozna¢ime v; kde j € {1, ..., M}.
Dale pravdépodobnostni rozdéleni pro libovolné k,I € {1, ..., N} "pravdépodobnosti prechodu",

které popisuje, jak se pohybujeme mezi stavy X;:

P(Xer1 = qilXe = q),

soubor pravdépodobnostnich rozdéleni pro libovolné n € {1, ..., N} am € {1, ..., M} nazyvanych
"emisni pravdépodobnosti”, ktery popisuje, jak stavy X; generuji hodnoty Y;. Kazdé z nich bude
mit tvar nasledujici:

P(Y: = vplX: = qy)-

Pravdépodobnostni rozdéleni popisujici, jak by systém vypadal, kdyz t = 0:

P(q;|t = 0).
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V piipad¢ sekvencné Markovskych koalescen¢nich modelil ¢ indexuje jednotlivé lokusy.
Skryté stavy jsou charakterizovany lokalnimi genealogiemi v lokusu (Obr. 9). V ptipadé PSMC
jsou moznymi stavy mozné ¢asy koalescence dvou alel. Pro MSMC je to ¢as koalescence dvou alel
ve vzorku, které vytvari koalescence jako prvni. Symboly pozorovani jsou vlastnosti genetickych
dat. Pro MSMC je zde n¢kolik dalSich symbold pozorovani, aby se zohlednila slozitost, kterou
prinési vice genomti. Pravdépodobnosti emise jsou ur€eny mirou mutace a pravdépodobnosti pre-

chodu mirou rekombinace (Obr. 9) (Mather et al., 2019).
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Obr. 9: Princip HMM pro vyvozovani

Na tomto obrazku je zobrazen princip skrytého Markovova modelu (HMM), ktery je jadrem metod
MSMC a PSMC. Homozygotni mista v genomu jsou zaznamenana dvema modrymi kulickami, he-
terozygotni mista jsou zaznamenana kombinaci modré a oranzové kulicky. Lokalni genealogie
§ MRCA jsou naznaceny fialovou a zelenou barvou. Zobrazené oblasti genomu se lisi rekombinaci,
takze kazdy lokus ma jiného MRCA. Lokus se starsim MRCA (ruzovy) ma vice pozorovanych hete-
rozygotii, jelikoZz je zaznamendana delsi doba, ve které se mutace hromadily. (Beichmann et al.,

2018, prevzato a upraveno)
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Ob¢ metody jsou uzite¢né pii studiu hlubSich populacnich ¢asovych harmonogrami, pie-
devsim pokud mame data z omezeného poctu jedincli. Mazet a kolektiv ve své studii z roku 2015
také ukazali, ze vysledky poukazujici na zménu velikosti populace maji analogicky scénar jako
strukturované populace se zménami v migraci. (Mazet et al., 2015). Pokud se podivame na ptiklady
realnych analyz, PSMC se naptiklad ve velké mife vyuzivalo pii studiich starovékého koné a sta-
rovekého vlka (Skoglund et al., 2015). Kromé& rekonstrukce demografické historie jsou PSMC a
MSMC casto pouzivany k odvozeni nacasovani divergence populace ze starych genomit. Urcité
studie vSak prokazuji, Ze zavery téchto dvou metod mohou byt citlivé na poruseni zakladnich pred-

pokladi demografie (Mazet et al., 2016).

=)

wl
—
"::I -
e A
U w»
9 o
= o
2 o
P
8 e
ko Izraelsky vik

w ’ .
- —— Cinsky vik
‘g = —— Chorvatsky vlk
- Dingo
E ey ] —— Basenji
m -

10° 10* 10° 10°

Roky

Obr. 10: Historické zmény efektivni velikosti populace u riiznych Canidae druhii

Na obrdzku je zobrazen priklad publikovanych trajektorii PSMC, které ukazuji zmény efektivni
velikosti populace (N,) v ¢ase pro riizné Canidae druhy (Freedman et al., 2014). Osa x oznacuje
minulé roky a osa y efektivni velikost populace. Tmavsi cary ukazuji piivodni trajektorie, rozma-
zané cary po stranach jsou vysledkem bootstrap analyzy. (Freedman et al., 2014, prevzato a upra-

veno).
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4.Softwarové balic¢ky a jejich aplikace

V této kapitole Ctenafe seznamim s deviti bali¢ky, které se podle dostupné literatury aktu-
aln€ nejvice pouzivaji, maji lehce odlisné piistupy a kazda z metod ma urcité¢ vyhody a nevyhody

a hodi na rtizné modely.

4.1. ,Isolation with migration‘, neboli IMa metody

Jako prvni si predstavime softwarové balicky, ktery pracuji s nerekombinujicimi Gseky
DNA (mitochondridlni DNA, chromozom Y, malé autozomalni oblasti). Tyto pfistupy obecn¢ na-
zyvame ,Isolation with migration‘ metody a v dneSni dobé& se vyuzivaji riizné varianty téchto ba-
lickt. Aktualné se z dostupné literatury nejvice pracuje v programu IMa2. V priabéhu analyzy jsou
vytvareny koalescentni simulace pro které je vypocitavana pravdépodobnost vyskytu. V téchto ba-
licich je pouzita Bayesovska inference zalozena na MCMC prochézeni, coz, jak jsem jiz uvadéla
v piedchozich kapitolach prace, mize byt Casové velice narocné. Na druhou stranu tento piistup
zvlada pracovat s libovolnym poctem populaci. Pomoci téchto balicku je piedev§im odhadovana
mira migrace, velikost populace a ¢as divergence. Evans s kolegy pouzili program IMa2 k odhad-

nuti popula¢niho modelu P. angustifolia (Evans et al., 2015).

4.2. Fastsimcoal2

Fastsimcoal2 je software, ktery pouziva koalescenc¢ni simulace ke generovani predikované
SFS pro demografické parametry. Tento bali¢ek dokdze pracovat s libovolnym poctem populaci.
Metoda pouziva multidimenzionalni SFS (v podstat¢ dvojdimensionalni histogram) k odvozeni
miry migrace mezi populacemi (online zdroj ¢.1). Program je Casov€ naro¢ny pro velké pocty po-
pulaci, navic k ziskani spolehlivych odhadi pravdépodobnosti musi byt spusténo mnoho replikac-
nich simulaci. Na druhou stranu Fastsimcoal2 zvlad4a komplexni evoluéni scénare zahrnujici libo-
volné migracni matice mezi populacemi, rizné historické udalosti zapti€ifiujici zmény ve velikosti

populace. (Excoffier et al., 2013).
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4.3. Implementace Jadi

Implementace 0adi (Diffusion Approximation for Demografic Infference) odhaduje para-
metry slozitych popula¢nich modelii za pouziti SFS. Implementace je schopna analyzovat jednot-
livce z vice populaci a umi modelovat az tfi interagujici populace. Vyvojari pouzili 6adi na lidska
vany model migrace lidi z Afriky (Gutenkunst et al., 2009). Dulezité je, Ze 0adiho rychlost umoz-
fuje rozsahly bootstrapping pro statistickou charakterizaci modelu, vcetné odhadu pro nejistotu
parametria pravé diky tomu se podatilo tento slozity model sestavit. Tato metoda byla dale apli-
kovana také na modely populaci Pongo abelii a Pongo pygmaeus, kde potvrdila, Ze strukturni evo-

luce probihala mnohem pomaleji neZ u ostatnich lidoopt (Locke et al., 2011).
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Obr. 11: Implementace 0adi

Na obrazku je zobrazen geneticky model expanze lidské populace z Afriky. Pomoci 0adi bylo 14
volnych parametrit odhadnuto z SMb nekodujici sekvence. Nejistota u parametrii je obvykle kolem
20 %. Mezi parametry autor uvadi napriklad efektivni velikost populace (Ne), miru migrace sek-
vence pro danou generaci, nebo rychlost rustu populace (Gutenkunst et al., 2009, prevzato a upra-

veno).

25


https://www.semanticscholar.org/author/R.-Gutenkunst/2637330
https://www.semanticscholar.org/author/R.-Gutenkunst/2637330

4.4. DIY-ABC

DIY-ABC (Do It Yourself Approximate Bayesian Computation) je softwarovy balicek pro
komplexni analyzu historie populaci za pouziti aproximacniho Bayesovského vypoctu na DNA
datech. Program DIYABC ma modulérni podobu. Aktualni verze programu je sestavena ze Ctyt
modultl. Prvni modul provadi koalescence v izolované populaci konstantni velikosti mezi dvéma
danymi ¢asy. Druhy modul sdruzuje genové linie ze dvou populaci (divergence). Tieti modul déla
opak druhého modulu a rozdéluje genové linie ze smiSené populace mezi dvé rodi€ovské populace.
Ctvrty modul byl piidan aZ v posledni verzi programu a provadi pfidani vzorku genu do populace
v dané generaci. Tento modul byl pfidan proto, aby umoznil piesnéjsi klasifikaci z vice vzorkl
jedné populace, které byly odebrany v riznych generacich populace. Kombinaci vySe uvedenych
¢tyt modull je program schopny simulovat geneticka data zahrnujici libovolny pocet populaci
podle scénare, ktery nasledné zohlednuje divergenci, genetické pfimési a zmény velikosti popu-
lace. Navic, diky poslednimu modulu, mtze byt populace vzorkovana vice nez jednou a v riiznych
casech (Cornuet et al., 2008). V roce 2014 piedstavili Cornuet a jeho tym vylepSeni programu
(DIY-ABC 2.0) , které¢ umoznuje zpracovavat soubory dat o vice populacich s velkym poctem
lokust (napt. nekolik tisic az deset tisic lokusti béhem nékolika hodin az nékolika dni) ( Cornuet

etal., 2014).

4.5. ABCtoolbox

ABCtoolbox byl navrzen tak, aby provadél ABC odhady za pouziti algoritml zahrnujici
MCMC. ABC odhad je zde proveden ve dvou stejnych paralelnich krocich. Nejprve je proveden
paraleln¢ krok simula¢ni, ve kterém vznika velky pocet simulaci, které jsou nasledné pouzité k od-
hadu posteriorni distribuce. Balicek obsahuje dva hlavni programy (Wegmann et al.,2010). Prvni
z nich je ABCsampler (Obr. 12), ktery generuje simulace a poc¢ita souhrnné statistiky pomoci ve-
dlejsich pomocnych programt. Druhym programem je ABCestimator (Obr. 12), ktery pocita mar-

gindlni posteriorni rozdéleni parametrli ze zaznamenanych simulaci.
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Obr. 12: ABCtoolbox

Diagram popisujici jednotlivé kroky odhadu ABC pomoct ABCtoolboxu. Cerné Sipky oznacuji stan-
dardni postup. Neékteré alternativni cesty jsou znazorneny teckovanymi ¢arami. Napriklad je mozné
upravit vystup simulacniho programu tak, aby bylo mozné zohlednit specifické vlastnosti pozoro-
vanych udajii (chybéjici udaje apod.). Kromé toho muze ABCtoolbox v jedné iteraci volat nekolik
simulacnich programii, z nichz kazdy mize byt spusten se stejnymi hodnotami parametru. V jedné

analyze tak Ize pohodine kombinovat riizné typy dat (Wegmann, 2010, prevzato a upraveno).

Interakce programu ABCsampler s externimi programy probihd prostfednictvim ptikazo-
vého fadku, coZ umoziuje pouzivat vétSinu z mnoha dostupnych programi pro simulaci genetic-
kych dat. Program ABCsampler také nabizi moznost volat libovolny skript nebo program pro
upravu vystupu simula¢niho programu (Obr. 12). Program ABCestimator pifimo ¢te vystup pro-
gramu ABCsampler a pocita posteriorni rozdéleni na zakladé€ simulaci, které jsou nejblize pozoro-

vanym datim. (Wegmann et al., 2010).
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4.6. SMC ++

SMC ++ je pomérné novy piistup, ktery je vSak aktudln¢ hojné vyuzivan, protoze jak se
dozvime za chvili, jeho koncept pfinasi mnoho vyhod. SMC++ totiz kombinuje vypocetni efekti-
vitu SFS a vyuziva informaci o vazebni nerovnovaze v sekvencnich Markovovych koalescen¢nich
metodéach. Tento pfistup je navrzen tak, aby vyuZzival moderni datové soubory sestavajici ze stovek
nefazovanych celych genomtl. Nefazovanymi genomy rozumime genotypy bez ohledu na to, ktery
z paru chromozomu nese danou alelu. Pristup dokaze také analyzovat dvojice divergentnich popu-
laci, coz mu umoznuje sdruzovat informace z obou populaci a také ptimo odhadovat dobu diver-
gence. NejspiSe se jedné o prvni metodu demografické inference, kterd je schopna analyzovat nefa-
zovana data celych genomt velkého poctu jedinct vypocetné efektivnim a stabilnim zptisobem,

piicemz bere v tvahu informace o genovych vazbach (Terhorst et al., 2017).

4.7. Lamarc

Dal$im softwarovym bali¢kem, pomoci kterého mizeme vyvozovat demografickou historii
populaci, je Lamarc. Dokéaze odvodit efektivni velikost populace, miru rastu populace, nebo miru
migrace populaci. Aproximuje soucet vSech moznych genealogii, které by mohly vysvétlit pozo-
rovany vzorek. Dle autora dokaze program pracovat s riznymi typy dat ( celé sekvence, SNP data,
mikrosatelitni data). Tento balicek taktéz pouziva MCMC. Prvni verze tohoto programu vznikla
jiz v roce 2001 (online zdroj ¢.2). Aktualni verze opravuji nékolik nedostatkil verzi predchozich,
zejména chyby v maximalizaci a chyby pfi zpracovavani vicelokusovych dat (Kuhner et al., 2006).
Posledni aktualizace programu probéhla v roce 2018, kde vSak sam autor uvadi, ze doslo k opra-
vam, které usnadnuji kompilaci programu. LAMARC (a jeho sestersky program Migrate) je na-
stupce starSich programi Coalesce, Fluctuate a Recombine, které uz aktudln€ nejsou podporovany.

(online zdroj ¢.2).
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4.8. DoRIS

DoRIS je softwarovy balicek, ktery dokaze rekonstruovat demografické udalosti, ke kterym
doslo ve velmi nedavné minulosti (100 generaci) u jedné nebo vice populaci (online zdroj ¢.3). V

kapitole a haplotypovych metodach (viz kap. 3.3. Haplotypové metody) jsme si piedstavili pojem

IBD, pomoci kterého tento program vyvozuje. DoRIS tedy odvozuje parametry nékolika moznych
demografickych modelti pomoci hustoty IBD segmentt riznych délek. Tento typ analyzy muize
odhalit vztahy mezi skupinami v rdmci malych geografickych regiont, naptiklad v ramci jedné
zemé (Francioli et al., 2014, cit. dle online zdroje ¢.3), nebo jemné vykyvy velikosti populace v
nedavné minulosti, naptiklad efekty hrdla ldhve v poslednich 100 generacich (Palamara et al.

2012, cit. dle online zdroje ¢.3).

4.9. G-PhoCS

Poslednim programem, ktery v této praci zminim je generalizovany fylogeneticky koa-
lescenéni  vzorkovaC (4 Generalized Phylogenetic Coalescent Sampler, G-PhoCS).
G-PhoCS pouziva pro demografickou inferenci vzorky odebrané z nékolika jedincti populace
(Gronau et al., 2011). Vyhodou tohoto programu je, Ze dokdze pracovat s redukovanymi genomo-

vymi daty i s celogenomovymi daty (viz kap. 2. Data). K odvozovani pomoci G-PhoCS je zapo-

ttebi sekvenci od nékolika jedinct. Tento bali¢ek dokéze odvodit velikost ancestralni populace, ¢as
divergence, nebo miru migrace (online zdroj ¢. 4). Program se spousti na nékolika nezéavislych
fragmentech a poté se jednotlivé genealogie generuji podle konkrétnich demografickych modelt
a nasledné se vypocita pravdépodobnost pro dana sekvencni data pro kazdy fragment. G-PhoCS
nevzorkuje genealogie nahodné, ale misto toho pouziva vzorkovani Metropolis — Hastings (Gronau
etal., 2011). Tento algoritmus je metodou typu MCMC, kterou jsem popisovala v kapitolach vyse,
tedy algoritmus preferencné vzorkuje genealogie, které¢ budou pravdépodobné kompatibilni se sle-
dovanymi daty, coz zvySuje ucinnost inference. G-PhoCS vyuzivda ABC a poskytuje posteriorni
distribuci pozadovanych demografickych parametrti. Hlavni vyhodou tohoto programu je, Ze
zvlada slozité vicepopulaéni modely, ale na druhou stranu je diky tomu vypocetné€ naro¢ny a Casto
vyzaduje az tydny Casu pro samotny vypocet. Dalsi velkou nevyhodou je, Ze je méné schopny

odvodit nedavné zmény velikosti populace ve srovnani s jinymi ptistupy. (Beichman et al., 2018).
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5. Srovnani softwarovych balicku

V této kapitole bych rada shrnula a porovnala jednotlivé balicky, pomoci kterych mizeme
vyvozovat demografickou historii populaci (7Tab. 1). V ptedchozi kapitole jsem podrobnéji pred-
stavila devét softwarovych balickt, které se aktualné hojné vyuzivaji pro vyvozovani demografické
historie populaci. Tyto balicky zaroven pracuji s riznymi druhy dat, vyuzivaji rizné inferen¢ni
metody, kazdy software se hodi pro jiné demografické modely, umi pracovat s riznym mnozstvim
populaci a kazdy pristup nese urcité vyhody a nevyhody. VSechny tyto parametry softwarovych
balickt jsem shrnula do tabulky, aby si ¢tendf mohl pfehlednéji uvédomit a rozmyslet, ktery ze

softwaril se hodi pro danou realnou analyzu.
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Jméno Data Vyuzivané Vhodné pro modely | Pro kolik | Vyhody Nevyhody Zdroje
balicku metody populaci
IMa?2 SNP, STR ABC, mira migrace, ¢as vice nejpiesnéjsi pro neda se aplikovat na | (Evans et
MCMC divergence, velikost | populaci | nerekombinujici vSechny modely al., 2015;
populaci oblasti Hey, 2011)
Fastsimcoal2 | SNP, STR MSMC, SFS | zména velikosti vice zvlada slozité casove ndrocné pro | (Excoffier
populaci, stépeni populaci | evoluéni scénare, velké pocty etal, 2013;
populaci, zména rtizné migraéni populaci online zdroj
migracni matice matice mezi ¢l)
populacemi
Implemen- SNP SFS mira migrace pro <3 vypocetni naklady vyzaduje znalosti (Gutenkunst
tace 0aoi danou generaci, populace | nezdvislé na poctu kodovani v jazyce etal 2010,
efektivni velikost SNP, ale Python, maximaln¢ | Locke et al.,
populace, rychlost exponencidlni v po¢tu | pro tii populace 2011)
ristu populace populaci, obecné
rychlé
DIY-ABC SNP ABC divergence, vice populace miize byt Jelikoz je program | (Cornuet et
genetické pfimési, populaci | vzorkovana vice nez | hodné flexibilni al., 2008;
zmény ve velikosti jednou a v riiznych k modeltim a Cornuet et
populace Casech datim, n¢kdy al., 2014)
dlouho bézi
ABCtoolbox | SNP, STR, ABC,MCMC | velice flexibilni, vice dobfe interaguje vyhodnocovani trvd | (Wegmann
rizna ploidie rizné aplikace populaci | s doprovodnymi dlouho etal, 2010;
(doprovodné programy Wegmann et
programy) al., 2009)
SMC ++ nefazované celé | SFS, MSMC | velikost populace vice malé naroky na vyhodnocovani trva | (Terhorst et
genomy v historii, divergence | populaci | zpracovani dat dlouho, nékdy méne | al., 2017)
piesné
Lamarc kratké fazované | MCMC efektivni velikost vice velmi flexibilni vyzaduje (Kuhner at
haplotypy populace, mira populaci vzorkovani al., 20006,
migrace, mira rdstu metodou MCMC online zdroj

populace

&2)
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DoRIS délky useki IBD velikost populace vice citlivé na nedavné IBD musi byt (Palamara
IBD populaci | udalosti odvozena pomoci etal 2012;
mezi dvojicemi dalsich programd, online zdroj
jedinct jen nedavné ¢.3)

udalosti

G-PhoCS kratké, ABC, velikost populace, vice odvozuje komplexni | dlouho pocita, (Gronau et
(ne)fazované MCMC divergence, mira populaci | demografické scénafe | nevhodné pro al., 2011;
haplotypy, data migrace (komplexni nedavné udalosti Beichmann
z RAD seq demografické etal. 2018,

scénare) online zdroj
c.4)

PSMC diploidni PSMC hlubsi casové jedna 1ze pouzit k analyze nékdy velice (Mather et

genotypy populac¢ni populace | nefazovanych nepiesné al., 2019;
z jednoho harmonogramy sekvencnich dat z Beichmann
jedince jednoho diploidniho etal., 2018;
jedince Lietal,
2011)

MSMC cely genom, MSMC hlubsi ¢asové vice sta¢i maly pocet nékdy velice (Mazet et
fazované populaéni populaci | osekvenovanych nepiesné al., 2016;
haplotypy harmonogramy jedinct dané Beichmann

populace etal., 2018;
Schiffels et
al., 2014)

Tab. 1: Srovndni softwarovych balickii pouZivanych pro demografické vyvozovani historie populaci.
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6. Zavér

Metody, které se pii vyvozovani demografické historie populaci pouzivaji, podléhaji rych-
1ému vyvoji. Vyvoj vyvozovani uzce souvisi s vyvojem pocitacovych softwarti a neustéle rostouci
vypocetni kapacitou. Dal§im dalezitym faktorem je skutec¢nost, Ze v poslednich letech dochazi
k velkému rozvoji sekvenacnich technik, diky ¢emuz mizeme ziskat data z velkého mnozstvi lo-

kust 1 jedinct, coZ ma kladny vliv na spravnost vysledkl pfi vyvozovani demografii.

Béhem své bakalaiské prace jsem nckolikrat zminila, Ze dany software/metoda miize
opravdu hodné¢ chybovat a nemusi pfinaSet smérodatné vysledky. Pokud se tedy chystame vyvo-
zovat demografickou historii populaci, méli bychom zvazit, jestli je ndmi navrZeny design experi-
mentu vibec vhodny pro vyvozeni daného demografického modelu. Dale bychom méli vénovat
pozornost tomu, do jaké miry porusuji genomicka data pfedpokladany demograficky model a zavér

analyzy zvazit se vSemi Uskalimi, které vyvozovani pfinasi.
Prave z diivodu ovéieni vysledkt se hodi vyvodit dany demograficky model pomoci vice

metod, nebo zkoumat shodu demografického modelu s vice souhrnnymi statistikami (Beichman et

al,, 2018).
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