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Charakteristika a vyznam ukazovatelov biodiverzity v populaciach hospodarskych zvierat

Biodiverzita alebo biologicka rozmanitost vyjadruje variabilitu vSetkych Zijucich organizmov
vratane suchozemskych, morskych a inych vodnych ekosystémov a ekologickych komplexov,
ktorych su suCastou. Pojem biodiverzita teda oznaluje rozmanitost zivota vo vSetkych jeho
formach, na v8etkych urovniach, od genetickych variant prisluchajucich k rovnakému druhu, az po
rozmanitost ekosystémov, zahffajucich ekologické spoloCenstva v danej lokalite a podmienky, v
ktorych ziju.

Biodiverzitu v populaciach Zivog&isnych genetickych zdrojov (ZGZ) mézno kvantifikovat
viacerymi spdsobmi ato na fenotypovej alebo genotypovej urovni (morfologicka, cytologicka,
biochemicka, chromozomalna diverzita alebo diverzita na urovni sekvencii DNA). Charakteristika
fenotypu vyplyva z pozorovatelnych vlastnosti (morfologické markery), ktoré sa zvy€ajne vztahuju
na znaky exteriéru zvierat (farba srsti, tvar tela, Strukturu pokozky, anatomické znaky a pod.),
pricom tieto mozno zhodnotit na zaklade priameho vizualneho pozorovania a merania. Av3ak
fenotyp zvierata je determinovany jeho genetickym pozadim ako aj prostredim, v ktorom Zzije. Na
genotypovej urovni sa preto biodiverzita kvantifikuje prostrednictvom rodokmenovych Udajov alebo
molekulovo-genetickych informacii. Analyzou tychto informacii je mozné relevantne zhodnotit
vztahy medzi populaciami ZGZ (plemenami, liniami, rodinami a pod.) ako aj mieru diverzity v rdmci
nich. KedZe meranie a identifikacia morfologickych znakov zvierat je pomerne zdihavy proces,
limitovany najma v pripade kvantitativnych znakov, su v su€asnosti na kvantifikaciu biodiverzity
omnoho &astejsie vyuzivané rodokmerova a najma molekulovo-geneticka analyza biodiverzity ZGZ
(Kadlecik, Kasarda a Moravcikova, 2017).

V pripade rodokmenovej analyzy sa stanovuju tri zakladné skupiny ukazovatelov:

kvalita rodokmenovych zaznamov,

ukazovatele odvodené od spolo¢ného predka a efektivna velkost populacie,

ukazovatele odvodené na zaklade pravdepodobnosti povodu génu.

Do prvej skupiny ukazovatelov, ktoré popisuju mieru presnosti rodokmeriovych zaznamov,
sa zaraduju pocCet kompletnych generacii predkov (kompletné zastupenie predkov v generaciach),
maximalny pocet zistenych generacii predkov (polet generacii oddelujucich jedinca od jeho

najvzdialenejSieho predka) aindex kompletnosti rodokmena (PEC). PEC sa stanovuje podla

2CoCom
Co+Cim

vzorca PEC =

, kde C, a C, su prispevky z otcovskej a materskej linie jednotlivo (C =

%Z?ﬂ a;, pricom a; je podiel znamych predkov v generacii i a d je poCet zapocCitanych generacii)

(MacCluer et al., 1983).
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Medzi ukazovatele odvodené od spolocného predka patria koeficient inbridingu resp.
pribuzenskej plemenitby (F), koeficient pribuznosti (R - medzi dvomi jedincami X a Y, ako aj
predkom a potomkom alebo AR ako priemerny koeficient pribuznosti jedinca resp. populacie)
a prirastok inbridingu (AF). F vyjadruje pravdepodobnost, Ze jedinec nesie dve identické alely
jedného génu pochadzajuce od rovnakého predka (IBD) a moZno ho vypocitat ako F, =
¥ 0,5m1*12+1 (1 + F,), kde n1 je pocet generacii (Usekov) od jedinca X k spoloénému predkovi na
strane otca, n2 je pocet generacii (Usekov) od jedinca X k spoloénému predkovi na strane matky a
F. je koeficient intenzity pribuzenskej plemenitby spolo¢ného predka (Wright, 1951). AF

charakterizuje zvySenie koeficienta inbridingu v generacii potomkov oproti rodi¢ovskej generacii.

Prirastok inbridingu mozno stanovit ako AF = % kde F; a F;je priemerna hodnota inbridingu

—rt-1
v i-tej generacii (Meuwissen a Luo, 1992). Koeficient pribuznosti (R alebo AR) vyjadruje geneticku
podobnost medzi dvoma nahodne vybranymi jedincami z populacie a mozno ho stanovit ako

ni+n2
korelaciu medzi takymito jedincami ako RW:W’ kde n1 je pocet usekov od
X Y

spoloéného predka k jedincovi X, n2 je pocCet usekov od toho istého spoloéného predka k jedincovi
Y, F, je koeficient inbridingu spolo¢ného predka, ktory sa pocita len v pripade, ak bol spolocny
predok sam produktom inbridingu. Fx a Fy su koeficienty inbridingu jedincov X a Y, ktoré sa
pocitaju len v pripade, ak jedince X a Y vznikli pribuzenskou plemenitbou (Wright, 1922).
Efektivnou velkostou populacie (N;) sa rozumie pocet zvierat, ktoré by sa vedeli vyrovnat s
vypocitanou stratou heterozygotnosti, inbridingom, alebo varianciou v génovych frekvenciach, keby
sa spravali spdsobom idealizovanej populacie. N, je teoreticky koncept popisujuci danu populaciu
v zmysle jej genetickej velkosti. Na zaklade prirastku inbridingu mozno odhadnut efektivnu velkost

populacie ako N, = Wright, 1931; Boichard et al., 1997).

727

Medzi ukazovatele odvodené na zaklade pravdepodobnosti povodu génu patria pocet
zakladnych predkov (f) a efektivny poCet zakladnych predkov (f.), poCet predkov, efektivny pocet
predkov (f;) a efektivny poCet genémov zékladnych predkov (f,). Za z&kladného predka sa
povazuje jedinec s neznamou genetickou pribuznostou ku ktorémukolvek zvieratu v rodokmeni, s
vynimkou jeho potomkov. Efektivny pocet zakladnych predkov predstavuje pocCet rovnako

prispievajucich zakladnych predkov, od ktorych by sa ocCakavalo, ze budu vytvarat rovnaku

geneticku diverzitu ako v sledovanej populacii. Vypoc€ita sa pomocou vztahu f, = f; kde qx

1’
k=19k

predstavuje oCakavany prispevok zékladného predka k (Lacy, 1989). Efektivny pocCet predkov (f,)

vyjadruje minimalny pocet predkov (nejedna sa vylu€ne o zakladatefov), ktory vysvetluje uplnu

geneticku diverzitu populacie. Vypocdita sa ako fa=#, kde px predstavuje marginalny
k=1Pk

prispevok predka k, teda geneticky prispevok jedinca po korekcii na prispevky dalSich predkov
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(Boichard et al., 1997). Efektivny pocet genémov zakladnych predkov vysvetluje nerovnaké
prispevky zakladnych predkov, zuZenie rodokmenov a nahodnu stratu alel v désledku genetického
driftu. Je definovany podobne ako efektivny pocet zakladnych predkov s tym rozdielom, Ze

geneticky prispevok /-tého zakladného predka v hodnotenej populacii (g;) je modifikovany podielom

2.—1
genov zakladnych predkov, ktori sa nasli v hodnotenej generacii (1) f,; = [Zlivjl ‘i—‘] (Lacy, 1989;

Boichard et al., 1997). Ak su zname hodnoty f, a f;, potom mozno mieru celkovej genetickej

diverzity v populacii odhadnut podlka vztahu GD = 1—% a genetickej diverzity reflektujucej
)

nerovnaké prispevky zakladnych predkov ako GD* =1 — % (Lacy, 1995). Celkova strata geneticke;j

diverzity v populacii je rovha 1 — GD a strata v désledku nerovnakého prispevku zakladnych
predkov 1 — GD* Strata v dbésledku pdsobenia genetického driftu na genofond populacie sa
odhadne ako GD*— GD (Caballero a Toro, 2000).

Pri molekulovo-genetickej analyze sa hodnotia najcastejSie nasledovné parametre:

1. diverzita v ramci populacii a medzi nimi: frekvencie alel a genotypov, priemerny pocet alel
alebo alelicka diverzita (viacalelové markery), efektivny pocet alel, pozorovana a ofakavana
heterozygotnost, Wrightova F-Statistika,

2. geneticka diferenciacia: Neiove genetické vzdialenosti, Wrightov fixany index Fsr, analyza
molekulovej variancie, analyza hlavnych komponentov.

V pripade kodominantného typu dediCnosti sa frekvencie alel p (dominantnd) agq

(recesivna) vypocitaju pomocou vztahov p = ZA‘:;AB agq= 231;;,43, kedy AA, AB a BB vyjadruju

pocCet jedincov s prislusnym genotypom polymorfného lokusu a N je celkovy pocet jedincov v
hodnotenej populacii. Za predpokladu platnosti Hardy-Weinbergovho zéakona sa potom frekvencia
vyskytu AA homozygotov vypodita ako p? frekvencia vyskytu heterozygotov AB ako 2pg
a frekvencia vyskytu BB homozygotov ako g Alelicka diverzita (A,) je definovana ako priemerny

pocet alel na lokus. Efektivny poCet alel (Ae) vyjadruje odhad poctu alel s rovnakou frekvenciou ako

v idealnej populacii a na jeho vypocet mozno pouzit vzorec A, = ﬁ kde H, vyjadruje o¢akavanu

heterozygotnost. Pozorovanu heterozygotnost mozno vyjadrit vztahom H, = % kde N;; je pocCet

jedincov z celkového poctu N, ktori su heterozygotni na i-tom lokuse. OCakavanu heterozygotnost
nazyvanu aj génova diverzita je mozné pre jeden lokus vypocCitat pomocou vztahu H, =1 —

K p?, kedy p; je frekvencia i-tej alely z k alel. Stratu genetickej variability, vyjadrenu rozdielmi
medzi pozorovanou a ofakavanou heterozygotnostou, v ramci celkovej populacie (metapopulacii) a
tiez samostatnych subpopulacii, je mozné vyjadrit aj pomocou F-&tatistiky (Wright, 1931, 1951).
Pre hodnotenie sa pouzivaju tri fixatné indexy: Fis (jedince v ramci subpopuldcii), Fsr (medzi

subpopulaciami) a F;r (jedince v metapopulacii). F;s vyjadruje rozdiel medzi priemernou
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pozorovanou a ocCakavanou heterozygotnostou v jednotlivych subpopulaciach v dbésledku

Hs—Hj

zamerného parenia avyjadruje sa vztahom F;3 = , kedy Hs je priemerna ocakavana
S

heterozygotnost subpopulacii a H, prestavuje priemernd pozorovanu heterozygotnost v
jednotlivych subpopulaciach. Fsr index je mierou vplyvu rozdelenia resp. fragmentacie populacie,
ktora je vyjadrena znizenim heterozygotnosti v subpopulaciach na zaklade genetického driftu a
zaroven sluzi na posudenie celkovych genetickych rozdielov medzi subpopulaciami. Fsr index sa

vypocita ako Fgr = HTH_HS , kde Ht je oakavana heterozygotnost celej populacie a Hs je priemerna
T

oCakavana heterozygotnost” subpopulacii. F;r index sa pouziva menej Casto a vyjadruje celkovy

koeficient inbridingu (F) medzi jedincami v pomere k celkovej populacii (jedince v ramci

Hr—Hj

metapopulacie) Fr = pra kedy Hr vyjadruje olakavanu heterozygotnost metapopulacie a H,
T

priemernu pozorovanu heterozygotnost v jednotlivych subpopulaciach (Weir a Cockerham, 1984).

Na odhad genetickej podobnosti (molekularny ekvivalent koeficienta pribuznosti) medzi
populaciami sa pomerne Casto vyuZiva vypoCet Neiovej genetickej vzdialenosti (na
medzipopulaénej aj individualnej urovni) a Wrightovho fixatného indexu Fsr (na medzipopulacne;j
urovni). Neiova geneticka vzdialenost’ vychadza z teérie, ktora predpoklada, Ze ak su dve populacie
vykazujuce nizke genetické vzdialenosti podobné, tak s vysokou mierou spofahlivosti maju
spolo¢nych predkov. Neiove genetické vzdialenosti sa poéitaju na zaklade vztahu D = —Inl, kde
I je normalizovana zhoda génov (alebo geneticka zhoda) medzi populaciou X a Y.

Analyza molekulovej variancie (AMOVA) je Statisticka metéda pre hodnotenie molekulove;j
variancie vytvorena Excoffierom et al. (1992), ktora umoznuje zhodnotenie hierarchického
rozdelenia genetickej variability medzi populaciami a regionmi a odhad indexov F Statistiky. Nazov
a Statisticky model je inSpirovany analyzou rozptylu (ANOVA). Analyza AMOVA sluzi na odhad
rozptylu jednotlivych komponentov, analégov fixacnych indexov (Fis, Fst a Fir), vypocitanych na
zaklade ¢ Statistiky reflektujucej korelaciu diverzity haplotypov na rozdielnych uUrovniach alebo inak
povedané hierarchického rozdelenia.

Analyza hlavnych komponentov (PCA) je pravdepodobne najpopularnejSia viacrozmerna
Statistickd metdda, ktora nasla vyuzitie vo vaésine vednych odborov vratane genetiky populacii.
PCA analyza predstavuje spdsob pre znazornenie nadrozmernych dat, napriklad genotypovych
informacii o jedincoch alebo populaciach, v menSom pocte dimenzii. Tato analyza sa stala
popularnou najma ako nastroj pre sumarizaciu rozsiahlych genomickych dat, pretoze poskytuje
nahodné premenné, ktoré by mohli zlepSit informaciu o populacnej Struktare, hlavne
prostrednictvom detekcie hlavnych faktorov vysvetlfujucich geneticku variabilitu v populéciach
s velkym poctom jedincov. PCA analyza vyuzZiva ortogonalnu transformaciu na to, aby previedla

prvky mnoziny pozorovani, u ktorych je mozné, Ze su korelované, na prvky takej mnoziny hodnét,
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ktoré su linearne nekorelované. Pévodné premenné su teda transformované do novych nezavislych
premennych nazyvanych hlavné alebo zakladné komponenty. Hlavné komponenty tak mozu byt
vyuZité na hodnotenie variability merani, ako aj v procese zvy3ovania chapania Strukturalnych
vztahov ako celku namiesto viacerych usekov a nezavislych vztahov (KadleCik, Kasarda
a Moravc€ikova, 2017).
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Vzorové udaje (rodokmenova analyza) - priklad 3.1 (zdroj: vzorova databaza udajov programu
Endog 4.8; Gutiérrez a Goyache, 2005)

V ramci vyuCby predmetu Biodiverzita v populaciach hospodarskych zvierat su pouZivané
vzorové rodokmenové subory (RS) réznych plemien hospodarskych a spologenskych druhov
zvierat (hovadzi dobytok, ovce, kone, psy), obsahujuce zaznamy o zakladnych predkoch, predkoch
a jedincoch aktualnej populacie (oznaCovana ako referenéna populacia alebo RP). Program Endog

4.8 akceptuje vyluéne vstupny subor ulozeny vo formate .xls.

Vstupny subor udajov ENDOG_example_input_file.xls obsahuje nasledovné informacie:
ID Identifikacné ¢&islo jedinca v rodokmernovom subore (musia byt vzdy

zoradené od 1 po N)

ID_FATHER Identifikadné &islo otca jedinca v stipci ID (0 pre oznadenie neznameho otca)

ID_MOTHER Identifikadné &islo matky jedinca v stipci ID (0 pre oznadenie neznamej
matky)

BIRTH_DATE Datum narodenia jedinca v stipci ID (pri nezndmom datume narodenia

ostava bunka prazdna)
S Pohlavie jedinca v stipci ID (1 pre samce a 2 pre samice)
REFERENCE Prislusnost jedinca k referencnej populacii (1 pre jedince zreferenCnej

populacie a 0 pre jedince, ktoré do referenénej populacie nepatria)

Obrazok 3.1: Vzor rodokmerfového suboru (10 zaznamov)

ID ID_FATHER ID_MOTHER BIRTH_DATE SEX REFERENCE
13.2.1952 2

13.2.1952
13.2.1952
12.2.1953
12.2.1954
13.2.1956
13.2.1956
13.2.1956
13.2.1956
12.2.1957

O WL ~ND ;R WN =
oo oo oo oo oo
oo ooo oo oo
= N = R R = MM
oo o oo o Qoo o

-y

Vzorové udaje (molekularno - geneticka analyza) - priklad 3.2

V ramci vyuCby predmetu Biodiverzita v populaciach hospodarskych zvierat su okrem
rodokmeriovych suborov na hodnotenie biodiverzity vyuzivané aj vzorové genotypoveé informacie
o mikrosatelitnych markeroch resp. jednonukleotidovych polymorfizmoch, dostupné pre rdzne
plemena hovadzieho dobytka. Vstupné informacie pre program GenAIEx 6.5 su uloZené v textovom
subore vo formate oznaCovanom ako genepop. Na obrazku 3.2 su znazornené vzorové

genotypové informacie pre dva genetické markery, ktoré boli testované v dvoch populaciach,
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pricom v kazdej su dostupné genotypy pre 3 jedince. Prvy riadok obsahuje fubovolnu informaciu
(napr. oznaCenie testovaného druhu), nasledujuce dva riadky obsahuju informaciu o oznaceni
testovanych genetickych markerov, riadok POP sa pouziva na oddelenie jedincov patriacich do
réznych populacii (je uvedeny aj v pripade ak je hodnotend iba jedna populacia). Nasledujuce tri
riadky obsahuju informéacie o identifikathom C¢isle jedincov (ID) patriacich k prvej populacii aich
genotypoch. Ako oddeflovaé ID jedinca od genotypov sa pouziva vzdy Ciarka a medzera. Informacie
o genotypoch testovanych genetickych markerov s usporiadané vzdy v stipcoch oddelenych
medzerou (v niektorych pripadoch tabulatorom). Genotypy su vZzdy zakdédované Ciselne, priom

v priklade uvedenom nizSie je kazda z alel v genotype kddovana dvojcifernym &islom.

Obrazok 3.2: Vzor genotypového suboru obsahujuceho informacie pre dva genetické markery,

genotypované v 2 populaciach

dobytok

locii

loci2

POP

SK368, 9101 0182
SK832, 8162 818l
SK969, 9202 0202
POP

CZ123, @162 0182
CZ124, 8162 02082
CZ125, 9101 0202

Vzorové udaje (vizualizacia dendrogramu v programe R) - priklad 3.3

Pre vizualizaciu genetickych vztahov medzi hodnotenymi populaciami hovadzieho dobytka
pomocou programu R je potrebné vypocitat maticu Neiovych genetickych vzdialenosti resp.
fixatného indexu Fsr pomocou programu Genalex a nasledne tuto ulozit' v textovom formate (.txt)

do lubovolného priecinka (Obr. 3.3).

Obrazok 3.3: Vzor matice genetickych vzdialenosti odvodenej od fixaéného indexu Fsr

0.000

@.163 0.000

0.112 0.192 0.000

@.110 0.193 0.081 0.000

0.178 0.062 0.186 0.198 0.000

0.212 0.116 0.201 0.212 0.111 0.000

9.231 0.187 9.235 0.245 9.180 9.211 0.000

0.259 0.1%0 0.267 9.253 0.206 9.231 0.187 0.000

9.218 .14 9.203 0.197 9.153 0.165 9.123 0.157 @.000

0.168 0.084 0.176 0.210 0.072 8.183 9.205 9.218 @.180 0.000
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Praktické pouzitie programu Endog (Endog 4.8)

1. uloha (Endog 4.8)

Nacitanie rodokmeriového suboru

Pre nacitanie rodokmefiového suboru do programu Endog 4.8 otvorte program
prostrednictvom ikony programu (v prie€inku so vstupnym suborom musi byt vzdy aj spustitelny
subor programu Endog 4.8) a vyberte databazu so vstupnymi udajmi vo forméate .xls a nasledne
harok s rodokmenovymi udajmi, vtomto pripade oznaceny ako RENUMBERED (Obr. 3.4).
Potvrdte, Ze jedinci v stipci ID st usporiadani sekvenéne, t. j. od 1 po N a vyberte jednotlivé stipce
oznacujuce otca (ID_FATHER), matku (ID_MOTHER) a pohlavie jedinca (S). Na zaver znova
potvrdte vami zadané informacie v predchadzajucich krokoch.

Obrazok 3.4: Import databazy vstupnych udajov do programu Endog 4.8

Nazov Typ Velkod Open Data File

ENDOG_example_input_file.xls Harok Microsoft E... -

e ENDOG_example_input_file =is | IS g (WS E]
¥4 Endog48.exe Aplikacia 1

[T

‘M Users
A ninam
3 Desktop

lements of data
REMUMBERED$
‘non ordered'$

Please double click on one element of data

Open Data File

Open Data File

ENDOG =R | & c: [wWindows] RN | & o [Windows]

Are the animals already ordered and sequentially numbered?

lements of data

u . . - RENUMBERED $
@Ar( the animals already ordered and sequentially numbered? on ordered's

Please double click on the field identifying the Please double click on the field identifying the
ndividual ndividual
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Open Data File | Open Data File

ENDOG_example_input_file «is | [ES TS IV NN ENDOG_example_input_file «is |[[ESTPS0 =]

~ ~

Please double click on the field identifying the Please double click on the field identifying the
ather other

Open Data File Open Data File

ENDOG_example_input_file xis | [EE PSS

E

(S Ta g = T | = c: [Windows]

Are the animals already ordered and sequentially numbered?

4 y Individual identified by ID
Father identified by ID_FATHER
b Mother identified by ID_MOTHER

Sex identified by S
Continue?

REMUMBERED$

~

Please double click on the field identifying the sex

Please double click on the field identifying the
ndividual

Kvalita rodokmeriovych udajov

Po nacitani vstupnych udajov program Endog 4.8 automaticky vygeneruje tabulku oznacenu
ako Midef (Obr. 3.6). V prvych troch stipcoch tabulky (Animal, Father, Mother) st uvedené
identifikacné Cisla jedincov v rodokmeriovom subore ako aj identifikatné Cisla ich otca a matky.
Zaroven tato tabulky obsahuje hodnoty koeficienta inbridingu jedincov v % (Inbreed.), priemernej
pribuznosti v % (Aver. Relat.), maximalneho poctu zistenych generacii predkov (Max. Gener.),
poctu kompletnych generacii predkov (Comp. Gener.), ekvivalentného poctu generacii (Equiv.
Gener.), prirastku inbridingu v % (J_AF) apoc¢tu potomkov jedinca zaznamenanych
v rodokmernovom subore (Offspring). Pre vypocet indexu kompletnosti rodokmeriov je potrebné
pouzit funkciu Pedigree content (Obr. 3.7), ktora prepodita kompletnost’ rodokmeriov za jednotlivé
generacie v ramci rodokmenového suboru. Pre prepolet indexu kompletnosti rodokmenov pre
referenénu populéciu je potrebné vybrat stipec identifikujuci jedince z referenénej populacie, t. j.
jedince, ktoré maju v stipci REFERENCE zadanu hodnotu 1. Program nasledne automaticky
prepocita parameter len za jedince patriace do referencnej populacie.

Program Endog 4.8 vysledky vSetkych analyz uklada v rovnakom prieCinku, v ktorom je
umiestneny vstupny subor aj spustitelny subor programu Endog 4.8 ato do nového suboru
automaticky pomenovaného Gener.mdb. Pre konvertovanie tohto suboru do editovatelnej verzie
pre program excel je potrebné pouzit volhe dostupny online program MDB opener
(www.mdbopener.com). Postup konvertovania suboru Gener.mdb na Gener.mdb.xls je znazorneny
na obrazku 3.8. Jednotlivé vystupy analyz su uloZzené v samostatnych harkoch.
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Obrazok 3.6: Tabulka Midef automaticky generovana programom Endog 4.8 po nacitani vstupnej

databazy
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Vypocet indexu kompletnosti rodokmerov pre rodokmenovy subor a referenénu
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Obrazok 3.8: Konvertovanie suboru Gener.mdb na Gener.xls

MDBopener.com MDBopener.com
Get your data back form those Access JET databases. Get your data back form those Access JET databases.
Welcome Welcome

This MDB Opener helps you to view those ancient Microsoft Access
databases (.mdb and .accdb) without installing any software.

After extracting the database, you can view the data with our built-in viewer
or export all tables as Excel or CSV files.

Upload a file: Drphl'ada‘va (]

Or enter a URL:

This MDB Opener helps you to view those ancient Microsoft Access
databases (.mdb and .accdb) without installing any software.

After extracting the database, you can view the data with our built-in viewer
or export all tables as Excel or CSV files.

Upload a file {| prehtadévat.... | (Je je zvoleny stibor.

Or enter a URL: Max. file size for upload is 25 MB.

Supported file types: mdb, accdb.

—

Max. file size for upload is 25 MB.
Supported file types: mdb, accdb.

BN, COM e ser st B ¢ D E F G H
e ot s Ml - D ID_FATHER IDMOTHER S JF JAR ) Genlla
w 0 0 2 00EX0 18ED2
s 2 0 0 2 00EX0 250E03
_ 3 0 0 2 O0EX0 167E03
4 0 0 1 000E+00 555603
5232:323?!;Z‘Tfffﬁfﬁ.?:o‘ Jiic 3 ) 9 0 0 2 000E+00  4.50E-02
(= 6 0 0 2 00EX0 167E03
7 0 0 1 000E+00 12902
B 3 0 0 2 000EX0 248E-2
P erEREcE oo e 9 0 0 1 000E+00 248E-02
o 10 0 0 1 000E+00 919E03
11 0 0 2 O0EX0 237ED2

PediCont REFERENCE | PedKnow | MiDef | PedKnow REFERENCE | PediCont

Priemerne sa v rodokmenovom subore maximalny pocet zistenych generacii predkov a pocet
kompletnych generacii predkov pohyboval na urovni 3,59 a 1,32. V referencnej populacii bol
zisteny vySsi priemerny maximalny pocet znamych generacii aj poet kompletnych generacii (6,46
resp. 2,57). Vysledok je logicky a zodpoveda faktu, Zze rodokmeriovy subor obsahuje vSetky jedince
vratane zakladnych predkov, ktori nemaju znamych rodiCov. Priemerny index kompletnosti
rodokmenov bol podla ofakavania vySsi v referencnej populacii (44,09%) ako v rodokmeriovom
subore (23,36%) a poukazal na skuto€nost, Ze v ramci zvySujuceho sa poctu minulych generacii
doSlo sucasne k poklesu kompletnosti rodokmenovych udajov.

Ukazovatele odvodené od spolo¢ného predka a ich interpretacia

Informacia o ukazovateloch odvodenych od spoloéného predka je podobne ako pri
kompletnosti rodokmeriovych informacii obsiahnuta primarne v tabulke Midef. V testovanom
rodokmeniovom subore mal priemerne koeficient inbridingu hodnotu 3,36% a v referennej
populacii az 9,81%. Prirastok inbridingu za generaciu bol podobne ako koeficient inbridingu vyssi
v referenénej populacii (AF=3,30%) v porovnani s rodokmernovym suborom (AF=1,38%). Zistené
priemerné hodnoty koeficienta pribuznosti koreSpondovali s pozorovanou priemernou hodnotou
koeficienta inbridingu (AR=4,02% v RS aAR=8,02% v RP). V malopoCetnych populaciach
hospodarskych zvierat sa z pohladu signifikantnej straty genetickej diverzity povazuje za hrani¢nu
hodnotu prirastku inbridingu za generaciu 1% a v populaciach s vacs$im poctom jedincov 4%.
Z uvedeného teda vyplyva, Ze v pripade hodnoteného suboru mozno takuto populaciu povazovat
za vyznamne ohrozenu stratou genetickej diverzity.
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Dalsim vyznamnym ukazovatelom straty genetickej diverzity je efektivna velkost populécie.
Na vypocet efektivnej velkosti populacie v programe Endog 4.8 sa pouziva funkcia Inbreeding per
Generation (Obr. 3.9). PouZitim tejto funkcie program prepocita jednak hodnoty koeficienta
inbridingu za jednotlivé generacie a su€asne efektivnu velkost populacie pre rodokmenovy subor
na zaklade prirastu inbridingu za maximalny pocet ziskanych generacii, za kompletné generacie
a za ekvivalentny poc€et generacii. Pre prepocCet efektivnej velkosti pre referenéniu populaciu je
potrebné vybrat stipec identifikujuci jedince z referenénej populacie (Obr. 3.9).

Obrazok 3.9: Vypocet efektivnej velkosti populacie

ENDOG: A useful tool to analyze and manage small populations Population Statistics on Average Inbreeding
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V pripade hodnotenej databazy sa efektivna velkost pohybovala v rodokmeriovom subore na
urovni 35,51 jedinca av referenénej populacii iba 15,16 jedinca. Efektivna velkost v podstate
vyjadruje pocCet zvierat, ktoré su reprodukcne aktivne a teda potencialne mézu prenasat geneticku
informaciu na potomkov v dalSej generacii. Vo v8eobecnosti sa ako minimalne efektivna velkost
populacie uvadza 50 jedincov (malopocetné populacie zvierat chované napr. v zoo) resp. 100
jedincov v pripade populacii s vaésim poctom zvierat. Z pohfadu trvalo udrzatelného vyuzZivania
zivoCiSnych genetickych zdrojov je vSak uvadzana hodnota az 400 jedincov. Na zaklade
uvedeného teda mozno konStatovat, Ze zistena hodnota efektivnej velkosti potvrdzuje, Ze
testovana populacia je ohrozena stratou diverzity a do buducnosti by bolo vhodné monitorovat
vyvoj ako koeficienta inbridingu tak aj efektivnej velkosti.
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2. uloha (Endog 4.8)

Ukazovatele odvodené od pévodu génu a ich interpretacia

Na vypocet ukazovatelov odvodenych od pévodu génu je potrebné pouzit funkciu Founders
(Obr. 3.10). Pomocou tejto funkcie program vygeneruje viacero vysledkov, vratane poctu
zakladnych predkov (founders), poc¢tu predkov (ancestors), efektivneho poctu zakladnych predkov
a predkov, kumulativheho prispevku kazdého predka a poctu jedincov vysvetfujucich 50% diverzity
hodnoteného suboru. Primarne program uvedené parametre vypocita pre rodokmenovy subor,
takZze pre prepodet pre referenéni populédciu je opéatovne potrebné vybrat stipec identifikujuci
jedince z referen¢nej populacie (Obr. 3.10).

Obrazok 3.10: Vypocet ukazovatelov odvodenych od pravdepodobnosti povodu génu
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V testovanom rodokmeriovom subore je 118 zakladnych predkov a 91 predkov. Efektivny
pocet zakladnych predkov ma hodnotu 46 a efektivny pocet predkov 24. Z vysledkov tiez vyplyva,
Z2e 50% genetickej diverzity v subore vysvetluje iba 10 predkov, ktory maju sucasne najvyssie
marginalne prispevky. Pomer efektivneho poctu zakladnych predkov a efektivheho poctu predkov
(f/f:=1,92) poukazuje na relativne velké zuZenie rodokmeriov ato nasledkom prednostného
vyuzivania urcitych jedincov v plemenitbe. Na diverzitu populacie teda pdsobil bottleneck efekt.

Odhad straty genetickej diverzity

Pre odhad straty genetickej diverzity je potrebné vypocitat efektivny pocCet zakladnych
predkov agenomov zakladnych predkov (f; sa odhadne pomocou funkcie programu
Subpopulations Wright Fs Statistics). Na zaklade vysSie uvedenych udajov a hodnoty f; sa uroven
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diverzity v rodokmefiovom subore odhadne ako: GD =1-— 2*2149 = 0,79 a genetickej diverzity
reflektujucej nerovnaké prispevky zakladnych predkov ako GD* =1 —ﬁ = 0,99. Celkova strata

genetickej diverzity v populacii sa vypoCita ako 1 — 0,79=0,21 (21%) astrata v dosledku
nerovnakého prispevku zakladnych predkov ako 1 — 0,989=0,011 (1,1%). Strata v dosledku
pdsobenia genetického driftu na genofond populacie sa odhadne ako 0,99 — 0,79=0,2 (20%).

Praktické pouzitie programu Genalex (Excel - GenAlEx 6.5)
1. uloha (Excel - GenAIEx 6.5)

Nacitanie suboru genepop

V ramci molekulovo-genetickej analyzy je testovany subor obsahujuci genotypové informacie
pre 10 populacii a 16 genetickych markerov (mikrosatelitné markery). Pre spustenie programu
GenAlEx 6.5 je nutné po otvoreni ikony programu povolit pozivanie makier (Obr. 3.11). Program sa
nachadza umiestneny na liste nastrojov a to v ramci dopinkov alebo ako samostatny nastroj. Na
import vstupného suboru do programu GenAlEx 6.5 sa vyuZiva funkcia Import-Export, pric¢om pre
import je potrebné zvolit moznost Import a nasledne vybrat moznost GenePop. Po vybere
moznosti GenePop sa otvori dialdgové okno, kde je potrebné potvrdit typ vstupného suboru
a kodominantny charakter genotypovych informéacii. V ramci nasledujuceho kroku program
vyzaduje vyhfadanie vstupného suboru a jeho otvorenie. Nasledne program umoznuje uloZit vystup
pod fubovolnym nazvom a vo vybranom prieCinku v pocitaci.

Obrazok 3.11: Import databazy vstupnych udajov do programu GenAlEx 6.5
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Ukazovatele vnutropopulacnej diverzity a ich interpretacia

Kedze vypocet vybranych ukazovatelov vnutropopulaénej diverzity (priemerny pocet alel,
efektivny pocet alel, pozorovana a o€akavana heterozygotnost a Wrightov fixaény index) vychadza
z frekvencii alel v testovanych populaciach, pouzije sa na ich stanovenie funkcia programu
GenAlEx 6.5 Frequency-Based a nasledne Frequency (Obr. 3.12). Po vybere funkcie Frequency
program poZaduje potvrdit pocet analyzovanych markerov, vzoriek a populacii ako
aj kodominantny charakter genotypovych udajov. V nasledujucom dialdgovom okne je potrebné
vybrat moznost Het, Fstat & Poly by Pop, prostrednictvom ktorej program prepodita vybrané
parametre samostatne za jednotlivé populacie. Po prepocéte program vytvori novy harok obsahujuci
vysledky analyzy, oznaCeny ako HFP. V harku su uvedené prepocty ukazovatelov samostatne za
populacie a genetické markery, ale aj priemerné hodnoty za testované genetické markery v ramci
jednotlivych populacii. Okrem toho harok obsahuje vysledky F-Statistiky.

Obrazok 3.12: Vypocet ukazovatelov vnutropopulacnej diverzity
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Celkovy priemer za v8etky hodnotené populacie a genetické markery poukazuje na pomerne
vysoky podiel heterozygotnych jedincov v testovanej databaze (H,=0,65 a H.=0,59). VySSi podiel
jedincov s heterozygotnym genotypom v porovnani s homozygotnymi jedincami potvrdzuje aj
zaporna hodnota fixaéného indexu (F=-0,11). Z hodnotenych populacii bol najvyssi priemerny
pocet alel zisteny pre populaciu Pop10 a najvy3Si efektivny pocet alel pre populaciu oznadenu ako
Pop9. Napriek tomu, v8ak najvySSiu priemernu pozorovanu heterozygotnost dosiahla populacia
Pop7 a oCakavanu Pop9. AvSak rozdiely v priemernom pocte a efektivhom pocte alel su medzi
analyzovanymi populaciami nizke. U kazdej znich sa potvrdil vy8Si podiel jedincov
s heterozygotnym genotypom a to ako na zaklade pozorovanej a oCakavanej heterozygotnosti, tak
aj fixatného indexu. Z vysledkov teda vyplyva, Zze uroven genetickej diverzity je v jednotlivych
populaciach pomerne dobra a podiel inbrednych jedincov v ramci nich je pravdepodobne nizky.

Ukazovatele medzipopulacnej diverzity a ich interpretacia

Medzipopulaéna diverzita je vyhodnotena pomocou F-$tatistiky a analyzy molekulovej
variancie. Vysledky F-Statistiky su znazornené na obrazku 3.12. Z vysledkov vyplyva, ze aj ked' je
v ramci jednotlivych populacii vy$si podiel heterozygotnych jedincov (F;s=-0,106), v metapopulacii
prevazuju zvieratd s homozygotnym genotypom (F;=0,20). Index Fsr ma hodnotu 0,28, z ¢oho
vyplyva, Ze testované subpopulacie su geneticky dostatoCne diferencované a vytvaraju samostatné
skupiny so Specifickymi alelami, resp. frekvenciami alel. Postup pre analyzu molekulovej variancie
je znazorneny na obrazku 3.13. Na jej vypocCet sa pouziva moznost Distance-Based a AMOVA.
V ramci samotnej analyzy su pouzité vSetky prednastavené kritéria. Po dokoncéeni vypoctu program
vytvori novy harok oznaceny ako Fst.
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Obrazok 3.13: Analyza molekulovej variancie

Analyza biodiverzity
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Z vysledkov AMOVA analyza vyplyva, Ze geneticku variability vo vstupnom subore
najvyznamnejSie ovplyviiuju rozdiely medzi jedincami v metapopulacii (76%). Rozdiely medzi
populaciami ako celkami sa podiefaju na 22% percentach variability a najzsi vplyv na geneticku

variabilitu maju rozdiely medzi jedincami v jednotlivych populaciach (2%).
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Analyza biodiverzity

Neiove genetické vzdialenosti a Fsrindex a ich interpretacia

Vypocet matice Neiovych genetickych vzdialenosti a vzdialenosti odvodenych od indexu Fsr
medzi testovanymi populaciami je realizovany pomocou funkcie Frequency-Based a Frequency,
podobne ako pri vypoéte ukazovatelov vnutropopulaénej diverzity. Rozdiel je len pri vybere
moznosti analyzy, kedy namiesto Het, Fstat & Poly by Pop zvolime moznosti Nei Distance
a Pairwise Fst (Obr. 3.14). Program vytvori dva nové harky NeiP a FstP, obsahujuce informacie
o genetickych vzdialenostiach v zavislosti od metodického pristupu.

Obrazok 3.14: Vypocet matice Neiovych genetickych vzdialenosti a vzdialenosti odvodenych od
indexu FST
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V obidvoch pripadoch sa za geneticky najpodobnejSie povazuju populacie s najnizSou
hodnotou a naopak za geneticky najvzdialenejSie (najmenej pribuzné) populacie s najvy$Sou
hodnotou ukazovatela. V pripade genetickych vzdialenosti bola najvacsia geneticka vzdialenost
zistena medzi populaciami Pop4 a Pop7 a naopak najmensia medzi populaciami Pop2 a Pop5
(D,=0,23). V pripade Fsr indexu rovnako najvy$Siu podobnost preukazali populacie Pop2 a Pop5
(FST=0,06) a rozdielnost populacie Pop3 a Pop8 (Fsr=0,27).

Analyza hlavnych komponentov

KedZe vzdjomné vztahy medzi populaciami vyplyvaju z viacerych faktorov (geograficky
pbévod, fylogeneticky pévod, proces zoSlachtovania, produkény typ a pod.) je vhodné mieru ich
genetickej diferenciacie otestovat aj prostrednictvom inych typov analyz. Vhodnou z tohto pohfadu
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je analyza hlavnych komponentov. Pred samotnou PCA analyzou je potrebné v programe GenAlEx
6.5 vypocditat’ maticu genetickych vzdialenosti medzi jedincami pomocou funkcie Distance-Based ->
Distance -> Genetic (Obr. 3.15). Na vypocéet pouZijeme prednastavené parametre analyzy.
Samotna analyza hlavnych komponentov je realizovana prostrednictvom funkcie Distance-Based -
> PCoA -> Analysis. V nasledujucom dialdgovom okne je okrem prednastavenych parametrov
potrebné vybrat moznost Color Code Pops (v grafickej vizualizacii bude kazda z populacii odlisena
inou farbou a symbolom).

Obrazok 3.15: Analyza hlavnych komponentov
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Z vysledkov analyzy vyplyva, ze najvacsi podiel variability v testovanom subore vysvetluju
prvé dva hlavné komponenty (PC1 15,54% a PC2 12,39%). Aj napriek pomerne dobrej urovni
diferenciacie, vyplyvajucej z priemernej hodnoty Fsr indexu, graficka vizualizacia prvych dvoch
hlavnych komponentov naznacuje vytvaranie troch samostatnych skupin. Geneticka podobnost
medzi jednotlivymi populaciami spdsobila, ze tieto si zoskupené v spolo¢nom zhluku.

Praktické pouzitie programu R (R Studio)
1. uloha (Program R studio)

Grafické znazornenie Neiovych genetickych vzdialenosti medzi populaciami

V prvom kroku po otvoreni programu R studio je potrebné zmenit pracovny prie€inok na
priecinok, ktory obsahuje vstupné informacie, t. j. v tomto pripade textovy subor s maticou Neiovych
genetickych vzdialenosti. Zmenu pracovného prie€inku mozno realizovat pomocou funkcie
programu R studio (Obr. 3.16) alebo priamo zadanim prikazu setwd("..."), ktory obsahuje
informaciu o lokalizacii prie€inku v pocitaci (tzv. ,cestu®):

setwd("C:/Users/ninam/Desktop/Endog/Genalex_Rstudio™)

Obrazok 3.16: Zmena pracovného priecinku
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Zdrojovy kod potrebny na import vstupného suboru a samotnu vizualizaciu je nasledovny:

## nacCitanie matice genetickych vzdialenosti

nei <- data.matrix(read.table("Nei.txt", fil1=TRUE, col.names=paste("Vv", 1:10)))
## doplnenie druhej polovice matice

nei[upper.tri(nei)] <- t(nei) [upper.tri(nei)]

## konvertovanie dat na objekt triedy ,dist"

nei <- as.dist(nei)

## hierarchicka zhlukova analyza

h <- hclust(nei)

## vizualizacia matice pomocou dendrogramu

plot(h, main="Neiova geneticka vzdialenost", lwd=2, ylab="Geneticka vzdialenost
(D)", xTab="subpopulacie", Tab=F)

Vysledny obrazok je mozné vyexportovat v réznych typoch suborov (.pdf, .jpg, .png) a to
pouzitim funkcie Plots -> Export (Obr. 3.17). Obrazok program automaticky ulozi do priecinka, ktory
je momentalne nastaveny ako pracovny.
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Obrazok 3.17: Export obrazku z programu R studio
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Ziskané vysledky potvrdzuju, Ze sa vySSia genetickda podobnost medzi niektorymi z
testovanych populacii prejavila vznikom troch samostatnych skupin.

2. uloha (Program R studio)

Grafické znazornenie vztahov medzi populaciami pomocou Wrightovho Fsrindexu
Zdrojovy kéd potrebny na import vstupného suboru a samotnu vizualizaciu je nasledovny:

## nacCitanie matice vzdialenosti odvodenych od fixacného indexu FST
Fst <- data.matrix(read.table("Fst.txt", fill=TRUE, col.names=paste("Vv", 1:10)))
## doplnenie druhej polovice matice

Fst[upper.tri(Fst)] <- t(Fst) [upper.tri(Fst)]

## konvertovanie dat na objekt triedy ,dist”

Fst <- as.dist(Fst)

## hierarchicka zhlukova analyza

h <- hclust(Fst)

## vizualizdcia matice pomocou dendrogramu

plot(h, main="Geneticka vzdialenost odvodend z indexu FST", Twd=2,
ylab="Geneticka vzdialenost (Fst)", xlab="Subpopulacie", Tab=F)
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