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Testovani neutrality vs. selekce

zakladni mirou relativniho vyznamu selekce a driftu je pomér dN/dS (w)

dN (dy, K,) = prumérny pocet nukleotidovych rozdili mezi sekvencemi
na 1 nesynonymni pozici

meéri miru rozdilnosti 2 homolognich kédujicich sekvenci z hlediska
aminokyselin, tj. do jake miry se liSi v nesynonymnich pozicich

dS (ds, K,) = prumérny pocet nukleotidovych rozdili mezi sekvencemi
na 1 synonymni pozici

meéri miru rozdilnosti 2 homolognich koédujicich sekvenci z hlediska
tichych substitutci, tj. do jaké miry se liSi v synonymnich pozicich



Vypocet dN/dS:

substituce

ACTCCGAACGGGGCGETTAGAGTTGAAACCCGTTA A

* * * * * * * * *

ACGCCGATCGGCGCGATAGGGTTCAAGCTCGTACGA

prepsano do sekvenci aminokyselin:

TPNGALELKPVR
* * % * * 4 nesynonymni

zameny
TPIGAIGFKLVR

tj. 5 nesynonymnich substituci

protoze celkovy poCet zamén je 10 (viz 10 hvézdiCek mezi sekvencemi
DNA), 5 musi byt synonymnich




CCGAACGGGGCGTTAGAGTTGAAACCCGTTAGA

* * * * * * * * * *

"G CGATCGGCGCGATAGGGTTCAAGCTCGTACGA

(> ]
(2
H

v
bud ACT (sekvence 1), nebo ACG (sekvence 2) = zména z A na

kteroukoli bazi zptusobi zaménu aminokyseliny (napfr. CCT, GCT, TCT)

= pozice 1 je nesynonymni

CTCCGAACGGGGCGTTAGAGTTGAAACCCGTTAGA

* * * * * * % * *

s CCGATCGGCGCGATAGGGTTCAAGCTCGTACGA

/l

Pozice 2: podle genetickeho kddu kazda substituce je nesynonymni



ACTLCGAACGGGGCGTTAGAGTTGAAACCCGTTAGA

* * * * * * * * * *

AQGLCGATCGGCGCGATAGGGTTCAAGCTCGTACGA

Pozice 3: 4 potencialni aminokyseliny liSici se ve 3. pozici — ACT, ACG,
ACC, ACA — vsSechny koduji stejnou aminokyselinu (threonin, T)
= vSechny substituce jsou synonymni = pozice 3 je synonymni
(tato pozice je 4-nasobné degenerovana)

pozice 4 (C v CCG): vSechny substituce nesynonymni

pozice 5: nesynonymni atd.




ACTCCGAA

*

ACGCCGATCE

sGGGCGTTAGAGTTGAAACCCGTTAGA

* * * * * * * *

GCGCGATAGGGTTCAAGCTCGTACGA

Pozice 9:



ACTCCQAACEGGGCGTTAGAGTTGAAACCCGTTAGA
* * * * * * * * * *
ACGCCOATCEGCGCGATAGGGTTCAAGCTCGTACGA

Pozice 9: v sekvenci 1 = 3. pozice kodonu AAC (asparagin, N),
v sekvenci 2 kodon ATC (isoleucin, I)

mutace v AAC — AAT (asparagin, N), AAG, AAA (obe lysin, K) =
C = 2-nasobné degenerovana — 9. pozice z 1/3 synonymni a
ze 2/3 nesynonymni

podobné mutace C v ATC — ATT, ATA (obé isoleucin, |), ATG (methionin,
M) = 3-nasobné degenerovana pozice — 2/3 synonymni, 1/3
nesynonymni

= prumér 2(1/3 synonymnich + 2/3 nesynonymnich) +
¥2(2/3 synonymnich + 1/2 nesynonymnich)
= %2 synonymnich a %2 nesynonymnich

= pozice 9 je CasteCné synonymni a casteCné nesynonymni



site# 123456789111111111122222222223333333
012345678501234567890123456

syn 001001001001001;03003305003001001302

non 110110114110110514112212112110100213

pocC. nsyn substituci 5
dN = v . = = 0,176
pOC. NSyn pozic 28,417
poc. syn substituci 5
ds = v . = = 0,659
poC. Syn pozic 7,583
dN 0,176

= = 0,269
dS 0,659 ’

sum = 7.5833

sum = 28.4167



Interpretace dN/dS:

1. vSechny nesynonymni substituce jsou neutralni:

pocCet synonymnich i nesynonymnich neutralnich mutaci
fixovanych kazdou generaci = i
= dN/AS = w/u=1

2. cast nesynonymnich substituci je neutralnich, zbytek skodlivych:
dS = u

v kazdé generaci fixace f neutralnich nesynonymnich mutaci
= (1 — 1) Skodlivych mutaci se nezafixuje

dN=fu+(1-0H0=fu
dNAS = fu/u=f
Protoze fje vzdy < 1, plati dN/dS < 1

Zavér: dN/dS < 1 indikuje pusobeni purifikujici selekce




3. ¢ast f mutaci je neSkodnych a (1 — f) Skodlivych; z neSkodnych mutaci
je Cast 9 prospésnych a (1 — 6) neutralnich:

dS = u
(1 — f) se nefixuje
f(1 — 6) neutralnich = fixace frekvenci i za generaci

f6 prospésnych, vznik rychlosti 2N za generaci, pravdépodobnost
fixace rovna selekénimu koeficientu s

= pocet nesynonymnich substituci fixovanych kazdou generaci:
AN=(1-H0+f1—-O)u+rfO2Nus

= dNAS =[(1-H0+ (1 - Qu+ FO2Nus)/u=f1—- 6) + fO2Ns
dN/dS > 1 pokud & velka, konkrétné

1—-f 1
f (@N-—5s)

0 >



Zavér: dN/dS > 1 indikuje pusobeni pozitivni selekce

Pozn.: dN/dS < 1 nemusi znamenat, ze pozitivni selekce nepusobi,
pouze ze ji timto zplisobem nemuizeme detekovat

Shrnuti:

1. dN/dS = 1: substituce aminokyselin prevazné neutralni

(ale: pozitivni selekce muze vyrusit pusobeni selekce
purifikujici)



Shrnuti:

2. dN/dS < 1: purifikujici selekce
(ale: nékteré AA mohly byt fixovany pozitivni selekci,
purifikujici selekce ale silngjsi)

3. dN/dS > 1: pozitivni selekce fixovala nékteré AA, nektere
substituce mohly byt zpusobeny driftem
(ale: purifikujici selekce mohla pusobit, ale nebyla dost
silna, aby prevazila nad selekci pozitivni)



Kromeé vypocCtu synonymnich a nesynonymnich pozic a synonymnich
a nesynonymnich substituci nutna jesté korekce pro opakovane
substituce na téze pozici

— pro vypocty nutné zjednodusuijici predpoklady, navic nemuzeme
presné zjistit poCet opakovanych substituci

Odhad pomoci maximalni vérohodnosti (maximum likelihood):
simultanni odhad vSech 3 kroku soucCasné

poskytuje navic odhad doby divergence a pomér Ts/Tv

Ke kvantifikaci poCtu substituci lze:

rekonstruovat ancestralni sekvenci a spocitat zmeny na jednotlivych
pozicich (vysledek bude pravdépodobné podhodnoceny)

bayesovsky pristup: pouzit substitucni rychlosti (v apriornich kategoriich)

generovat substitucni rychlosti pro jednotlivé kodony



Tajimuyv test neutrality

meéreni rovnovahy mutace a driftu pomoci heterozygotnosti 6= 4N_u

@ |Ize odhadovat i jinymi zpusoby:

m; = pocet parovych rozdilu (SNP) mezi sekvencemi i a j
(... celkem n(n — 1)/2 moznych parovych srovnani)

_ 2 suma parovych
oy . rozdild
i=14&j=2Tij

T =

nn—1)
2 pocCet parovych
srovnani

S = pocCet segreguijicich pozic: © =

v pfipadé DNA
sekvenci délime
jesteé jejich délkou

)ﬁ 11+ 12+ .+ 1/(n—-1)




pri modelu nekonecCnych pozic a neutralni evoluci plati:

T=0
o T—0
Fumio Tajima (1989). D =
\/Var(ﬁ —0)
Pr.: parova srovnani:
* % * * 1-2: 3 rozdily
1-3: 2 rozdily

ACCCG AATTC CAATC CGGTT 1-4: 3 rozdily
AACTG AATTC GAATC CGGTT 2-3: 1 rozdil
AACTG AATTC CAATC CGGTT 2-4: 3 rozdily
ACCTG AATTC TAATC CGGAT  3-4: 3 rozdily
pram. 7 = (3+2+3+1+3+3)/6 = 2,5

= W NP

S = 4 segreguijici pozice
©®=4/(1/1+1/2+1/3)=4/1,83=2186 7 -0=25-2,186=0,314



D < 0:

nadbytek polymorfisml s nizkou frekvenci vzhledem k teoretickému
predpokladu = purifikujici selekce, selective sweep
(+ populacni expanze!)

D > 0:

nadbytek polymorfismu s nizkou i vysokou frekvenci vzhledem
k pfedpokladu= balancujici selekce (+ redukce populacni velikosti!)

Signifikance?
nelze pouzit klasicke P
Tajima (1989): parametricka aproximace beta rozdélenim

Hudson (1990): generovani nahodnych vzorku za predpokladu neutrality
a populacni stability — hodnota P = podil nahodnych vysledku
< vypoctené D



Value of
Tajima's D

Tajima's D=0

Tajima's D<0

Tajima's D>0

Mathematical reason

Pi equivalent to Theta (Observed=
Expected). Average Heterozygosity=
# of Segregating sites.

Pi less than Theta
(Observed<Expected). Fewer
haplotypes (lower average
heterozygosity) than # of segregating
sites.

Pi greater than Theta
(Observed>Expected). More haplotypes
(more average heterozygosity)than

# of segregating sites.

Biological
interpretation 1

Observed variation
similar to expected
variation

Rare alleles present at
low frequencies

Multiple alleles
present, some at low,
others at high
frequencies

Biological interpretation 2

Population evolving as per
mutation-drift equilibrium. No
evidence of selection

Recent selective sweep,
population expansion after a
recent bottleneck, linkage to a
swept gene

Balancing selection, sudden
population contraction



McDonalduv-Kreitmanuyv test

John H. McDonald and Martin Kreitman (1991):

srovnani vnitrodruhového polymorfismu a mezidruhové divergence

D, = poc€et synonymnich substituci”) na sekvenci

D, = pocCet nesynonymnich substituci na sekvenci

P, = poCet synonymnich polymorfnich pozic na sekvenci
P, = pocCet nesynonymnich polymorfnich pozic na sekvenci

Hy: D, /D, = P./P, = neutralni evoluce

H.: D /D, # P,/P, = selekce

") substituce = u 2 druht fixovana odlisna baze



negativni (purifikujici) selekce:

Skodlivé mutace silné ovliviuji polymorfismus

D./Dg < P[P, tj. pomér nesynonymni/synonymni variability mezi druhy
je niZ8i nez pomér nesynonymni/synonymni variability uvnitf druhd

pozitivni selekce:
prospésne mutace se rychle Sirfi = neovlivnuji polymorfismus, ale maji
vliv na mezidruhovou divergenci

D./Ds > P[P, tj. pomér nesynonymni/synonymni variability mezi druhy
je vy8Si nez pomér nesynonymni/synonymni variability uvnitf druht

DsF,
Dy Fs

podil substituci fixovanych selekci: a=1-—



Problémy MKT:

podhodnoceni « v dusledku existence mirné Skodlivych mutaci,
odliSnych mutacnich rychlosti v rGznych ¢astech genomu,
promeénlivosti v koalescencnich historiich raznych ¢asti genomu,
zmeén v efektivni velikosti populace

x tyto problémy ale neznamenaji, ze MKT povazovan za nespolehlivy

dalSi potencialni problém: infinite-sites model

— Casto odchylky od modelu uvnitf druhd, tim vétsi v mezidruhovych
srovnanich



Detekce selekce na urovni kodonu

Které kodony pod pozitivni/negativni selekci?
substitucni model, fylogeneticky strom, vypocet dN/dS pro kazdy kodon

v pfipadé sekvenci slozenych z vice jedincu (napf. viry) odhad pozitivni
selekce na urovni populace

Kdy v minulosti selekce pusobila?

dN/dS mapovano na jednotlivé vétve fylogenetického stromu

PuUsobi selekce uvnitf rekombinujicich fragmentu?

napr. program Datamonkey (http://www.datamonkey.org)



Selekce v heterogennim prostredi

variabilita prostredi:
v prostoru
v Case

v hrubém meritku: behem zivota jedno prostredi

v s

v jemném meritku: behem zivota vice prostredi

selekce: mekka
tvrda



1. Prostredi promenlivé v hrubém meritku

(coarse-grained environment) — prostorova variabilita

Leveneho model:
c; = Cast celkove populace obyvajici habitat

mékka selekce

Pr.. svijonozec Balanus balanoides

Table 14.1. Habitat-Specific Viability Estimates for Mpi Genotypes in Northern Acorn Barnacle

Habitat SS SF FF

Exposed substrate in high intertidal zone 0.696 l 1.424
Exposed substrate in low intertidal zone 0.898 I 1.012
Under algal canopy in high intertidal zone [.519 l 0.880
Under algal canopy in low intertidal zone 0.913 l 0.976

Source: From Schmidt and Rand (2001).
Note: All values are measured relative to the fitness of the heterozygote.



Ap

Table 14.1. Habitat-Specific Viability Estimates for Mpi Genotypes in Northern Acorn Barnacle

Habitat SS SF FF C1 - 0’4
Exposed substrate in high intertidal zone 0.696 1 1.424 C., = 0 05
Exposed substrate in low intertidal zone 0.898 | 1.012 2 ’
Under algal canopy ?n high.inrerFidul zone 1.519 1 0.880 C3 = 0’5
Under algal canopy in low intertidal zone 0913 1 0.976

c, = 0,05

Source: From Schmidt and Rand (2001).
Note: All values are measured relative to the fitness of the heterozygote.

stabilni polymorfismus
pfip =0,74

0.001

\1 pfi p < 0,52 alela

smeéruje k extinkci

0.002 |-

0.003 | nechraneny polymorfismus

(unprotected polymorphism)




Ap

Table 14.1. Habitat-Specific Viability Estimates for Mpi Genotypes in Northern Acorn Barnacle

Habitat SS SF FF C1 - 0’ 1 5
Exposed substrate in high intertidal zone 0.696 1 1.424 —

Exposed substrate in low intertidal zone 0.898 | 1.012 CZ 0’375
Under algal canopy in high intertidal zone 1.519 1 0.880 C3 = 0’325
Under algal canopy in low intertidal zone 0913 1 0.976

c, =0,15

Source: From Schmidt and Rand (2001).
Note: All values are measured relative to the fitness of the heterozygote.

chranény polymorfismus
(protected polymorphism)

0.003 -
0.002 )
| stabilni polymorfismus
i piip—>0ap—>1 pfi p = 0,86
0.001 selekce frekvenci
- tahne zpét




= kvalitativne odlisné vysledky pri stejnych hodnotach
fitness jako funkce parametru ¢

Prostorova heterogenita v hrubém meritku rozsiruje
podminky pro chranény polymorfismus

V homogennim prostredi a pfi konstantni fitness
polymorfismus jen pri superdominanci (W, < Wy, > W,,)

x V heterogennim prostredi ne, napr.:

Table 14.1. Habitat-Specific Viability Estimates for Mpi Genotypes in Northern Acorn Barnacle

Habitat SS SF FF C1 o O’ 12
Exposed substrate in high intertidal zone 0.696 1 1.424 C, = O 58
Exposed substrate in low intertidal zone 0.898 1 1.012 « 2 )

Under algal canopy in high intertidal zone 1.519 | (0.880 C3 = 0’3
Under algal canopy in low intertidal zone | 0913 0.976 | C, =
Source: From Schmidt and Rand (2001). 4

Note: All values are measured relative to the fitness of the heterozygote. . . .
jediny habitat se

superdominanci




Ap

0.002

0.001

chranény polymorfismus, i
kdyz ani v jednom
habitatu selekce
nepodporuje heterozygoty




tvrda selekce:

0.002 -
Table 14.1. Habitat-Specific Viability Estimates for Mpi Genotypes in Northern Acorn Barnacle 2 o
0.001 -
Habitat SS SF FF —_ F
S ¢, =0,12 I
Exposed substrate in high intertidal zone 0.696 | 1.424 _ F
Exposed subsirate in low intertidal zone 0.898 | 1.012 CZ - 0,58 B
Under algal canopy in high intertidal zone 1.519 1 0.880 C. = 0 3 L
Under algal canopy in low intertidal zone 0913 1 0.976 3 )
Source: From Schmidt and Rand (2001). C4 =

Note: All values are measured relative to the fitness of the heterozygote.

0.006

0.004

AP

0.002 +

nestabilni i nechraneny polymorfismus



Pri tvrde selekci prostorova heterogenita v hrubém meritku
podminky pro polymorfismus nerozSiruje.

ALE:

Pokud tok genu velmi omezeny, ekologicky rozdil mezi
mekkou a tvrdou selekci je z hlediska podminek pro
udrzeni polymorfismu chranéného prostorovou
variabilitou v hrubém meritku nepodstatny.
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VySSi tok genu — na lokalni urovni promeénlivost prostredi
v jemnem meritku; adaptace na prostredi menici se
v hrubém méritku na vétsi geograficke skale.
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2. Prostredi promenlivé v jemnéem meritku
(fine-grained environment)

Pr.. mutace a — A; fitness nového genotypu Aa=1+s
o2 = heterogenita prostfedi v jemném méfitku

Jaka je pravdépodobnost preziti alely A?

pokud s malé, plati: , pfi homogenité prostfedi
s 2 ~
P(preziti A) = (e =) s

14+ s+ 02

2 mutace: a »> A, a a > A,; fitness obou heterozygotu stejna, tj. 1 + s

pokud o, < 0,2 = A, ma vétsi Sanci na pfeziti nez A,

— selekce podporuje mutace poskytujici ucinnejsi
pufrovani proti fluktuacim v dusledku proménlivosti
prostredi v jemném meritku



Za urcitych okolnosti muze byt pravdépodobnost preziti vysSi i u alely

[ 4

napf. s, > S,
— za normalnich okolnosti by Sance na preziti byla vyssi pro A, nez pro A,

ale pokud plati

LI 4D 4V 4

tj. je-li genotyp A,a dostateCné pufrovan proti heterogenité
prostredi v jemném meéritku, bude mit mutace A, vetsi
sanci v populaci prezit, nez prospesnejsi mutace A,



Napf.: s, =0,02; s,=0,01; 0,2=4; 6,,°=0,5
zadna heterogenita: 2x vyssi Sance preziti pro A, nez pro A,

heterogenita: P(A,) = 0,008 e N 2s
P(A,)=0013 * Plprezit 4) = 1=~

= A, je vyhodnéjsi

neutralita: s, = s, , tj. stejna fithess x selekce bude preferovat genotyp
lépe pufrovany proti fluktuacim fitness

Pokud konecCna velikost populace:

1 — e~ %S vyhodna alela;
P = viz Selekce II.,
—4Ns
1—e snimek # 20




pfi heterogenité prostredi misto s —» (s — /2N),
kde selekéni koeficient jedince je nahodna veli€ina s prumérem s
a rozptylem v/i2N

= prumeérna fitness v modelu proménlivého prostredi
v jemnem meritku je pfi urCeni pravdépodobnosti fixace
vyhodné alely snizena o /2N

— s klesajici schopnosti pufrovani heterogennosti prostredi
v jemném meritku (1j. s rostoucim rozptylem v ) klesa
pravdepodobnost fixace prospesné alely



Pozor: je tfeba mit na zfeteli, ze znak, ktery je zde pufrovan,
je reprodukcCni zdatnost

pufrovani fitness je ale vétsSinou zprostfedkovano jinymi
znaky, ktere jsou plastické a citlivé na heterogenitu
prostredi v jemném meritku

Napf. Clovék a jeho schopnost branit se vykyvim teploty:

zvysSeni teploty — dilatace povrchovych cév
= odvod tepla k povrchu téla

dalsi zvySeni — poceni
= dalsi odvod tepla odparovanim

(delSi expozice vysoké teploty ovSem muze
mit fatalni nasledky)




snizeni teploty — vazokonstrikce = snizeni tepelnych ztrat
dalSi snizeni — tres atd. = produkce tepla Y
(delSi expozice chladu opét muze mit fatalni nasledky)

~r D gl

~r V&b el

N’ VN aD &l

vetsSi zkuSenost

Kromé intenzity ma vliv i délka pusobeni prostredi
— pfi dlouhodobéjsim pusobeni jiné mechanismy
(napr. zvySeni pocCtu potnich zlaz)



Prostredi promenlive v hrubem meritku a mekka selekce
budou v populaci udrzovat polymorfismus s vyssi
pravdepodobnosti nez promenlivost v jemnem meritku
a tvrda selekce.



