Wstep do analizy ewolucyjnej populacji cztowieka w oparciu o dane
genomowe

Dostgpno$¢ danych o zmiennosci catego genomu dla reprezentatywnych prébek réznorodnych populacii
cztowieka, w tym genoméw kopalnych, umozliwia odtworzenie ztozonych historii wedréwek i mieszania sig
réznych grup ludzi po opuszczeniu Afryki. Tradycyjne techniki filogenetyczne, odtwarzajace
histori¢ pojedynczych sekwencji, sa tu niewystarczajace. Giéwnym wyzwaniem jest odtworzenie historii na
podstawie zmienno$ci sekwencji autosomalnych, ktére w kazdym pokoleniu ulegaja tasowaniu przez
rekombinacjg. Wsréd wielu réznych metod do najczgéciej stosowanych nalezg analiza struktury/admiksji oraz
metody oparte na grupowaniu na podstawie podobienistwa: analiza gléwnych sktadowych (PCA) i skalowanie
wielowymiarowe (MDS).

Pliki danych. Niektére programy, np. ADMIXTURE wykorzystuja format binarny stosowany przez znany juz
program PLINK (plik rodowodu .bed, plik mapy .map i plik opisujacy osobniki .fam). Czgsto zachodzi potrzeba
wybrania z duzego pliku danych podzbioru obejmujacego wybrane populacje. Przyktadowa procedurg opisano w
dodatku na kofcu tego skryptu. Innymi czgsto spotykanymi formatami sa pliki ANCESTRYMAP/
EIGENSTRAT (pliki .geno, .snp i .ind). Do zamiany formatéw stuzy program CONVERTF!. Dane z analiz
SNP/NGS sg tez czgsto udostgpniane w formacie VCE ktéry moze by¢ wezytany i zmieniony na inne przez
PLINK (w wersji 1.9 lub nowsze;j).

Liczba niezbednych SNP zalezy od zréznicowania analizowanych populacji - im blizsze sobie sg populacje, tym
wigcej danych potrzeba. Dla analizy na skal¢ migdzykontynentalng wystarczy ok. 10 000 SNP, do analizy
wewnatrz kontynentu trzeba mie¢ co najmniej 100 000 SNP.

Zalecane jest usunigcie ze zbioru danych SNP pozostajacych w korelacji (nieréwnowadze sprzezeny, LD-pruning).
Procedurg taka opisano w skrypcie omawiajacym analize¢ asocjacji.

1. Podstawowa analiza admiksji wybranych populacji z Europy i czesci Azji

W ¢wiczeniu zastosujemy metode analizy admiksji za pomoca programu ADMIXTURE?, stosujacego podejscie
maksymalizacji wiarygodnosci dla ustalenia pochodzenia kazdego osobnika w zbiorze danych.

Analiza admiksji polega na tym, ze dla zadanej liczby K populacji wyjsciowych (przodkéw) program oblicza wktad
kazdej z tych populacji w genotyp kazdego z analizowanych osobnikéw. Analiz¢ najlepiej przeprowadzi¢ dla wielu
réznych wartosci K (w analizach obejmujacych dane populagji z catej Ziemi stosowano wartosci K od 1 do 20).
W celu wskazania najwlasciwszej dla danego zbioru danych wartosci K stosuje si¢ walidacje krzyzowa (cross
validation) i wybiera K, dla ktérego btad jest najmniejszy. Zastosowanie walidacji krzyzowej (opcja --cv programu)
znacznie wydtuza czas obliczen, dlatego na ¢wiczeniach zastosujemy warto$¢ K ustalong wezesniej. Realne analizy
tego typu wymagaja duzej mocy obliczeniowej - dla nietrywialnych zbioréw danych prowadzi si¢ je zdalnie na
silnych stacjach roboczych albo serwerach obliczeniowych. Aby uniknaé przerwania obliczen przy przerwaniu
zdalnego potaczenia warto poznaé i stosowaé polecenie screen lub tmux.

Wyniki obrazuje si¢ za pomoca wykreséw stupkowych (bar graph), na ktérych kazdy stupek odpowiada jednemu
osobnikowi, a jego kolory - udzialowi populacji wyjsciowych. Do wizualizacji wynikéw wykorzystuje si¢ zwykle
pakiet R.

W przyktadowej analizie sprobujemy odpowiedzie¢ na pytanie, ile populacji zrédlowych miato wktad w genomy

dzisiejszych mieszkaricéw Europy. W ich identyfikacji pomoga genomy ze szczatkéw kopalnych znalezionych w

Uhttps://github.com/DReichLab/EIG/tree/master/ CONVERTF

2 Alexander i wsp. (2009). Fast model-based estimation of ancestry in unrelated individuals. Genome Research,

19:1655-1664. http://software.genetics.ucla.edu/admixture/index.html
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Luksemburgu (Loschbour), Hiszpanii (LaBrana), Austrii (Iceman) a takze znacznie starszego szkieletu z Syberii
(MA1). Dane pochodza ze znacznie wigkszej analizy3, obejmujacej ponad 2000 prébek.
Dane zawarte s3 w plikach o nazwie EuAs.

Analiz¢ przeprowadzamy komenda:

admixture -j4 EuAs.bed K

gdzie K jest wskazana przez prowadzacego wartoscia liczby populacji wyjsciowych?. Parametr -j4 oznacza, ze
nalezy wykorzysta¢ 4 watki procesora, dobieramy go tak, aby jak najlepiej wykorzysta¢ mozliwosci dostgpnego
sprzetu (w systemie Linux komenda 1scpu poda liczbe dostgpnych rdzeni i watkéw).

Wyniki znajda si¢ w plikach z rozszerzeniem .P i .Q. W pliku .P kazdy wiersz odpowiada jednemu allelowi SND, a
warto$ci w kolumnach czgstosciom tego allelu w kazdej z K populacji wyjsciowych. Najwazniejszy jest plik .Q, w
ktérym kazdy wiersz odpowiada jednemu osobnikowi, a wartosci w kolumnach to udziaty kazdej z K populacji
wyjsciowych w jego genotypie. Ten plik bedziemy dalej wizualizowad.

Wizualizacja wynikéw

Podstawowym sposobem wizualizacji wynikéw takiej analizy jest wykres stupkowy (barplor), w ktérym kazdy
stupek odpowiada pojedynczej probee (osobnikowi), a rézne kolory oznaczaja udzial poszczegélnych populagji
zrédlowych zaczerpnigty z pliku .Q. Gléwnym problemem w przedstawianiu wynikéw jest duza liczba probek,
przez co trudno zmiesci¢ ich nazwy. W ¢éwiczeniu zastosujemy stosunkowo proste podejscie, istnieje wiele
pakietéow R stuzacych do wizualizacji admiksji w bardziej atrakcyjnej i czytelnej formie (np. z podzialem na
populacje)>.

W naszych danych nazwa populacji zapisana jest w pierwszej kolumnie pliku EuAs. fam. W niektdrych zbiorach
z danymi informacje te znajduja si¢ w osobnych plikach, wtedy nalezy odpowiednio zmodyfikowa¢ postgpowanie.
Pierwszym krokiem w R jest wezytanie przygotowanej wezesniej funkeji:

source ("barNaming.R")

ta komenda wczyta zawarto$¢ pliku barNaming.R - prosta pomocnicza funkcje zwigkszajaca czytelnos¢ opisu
wykresu. Obejrzyj kod w tym pliku i sprébuj zrozumie¢, co robi ta funkgja.

Nastepnie wezytujemy wyniki do tabeli w R (podano przyktad dla k=3, dla innych wartoéci odpowiednio
zmieniamy liczbg).

tbl<-read.table("EuAs.3.Q0")

Obejrzyj poczatek tej tabeli komenda:

head(tbl)

Zauwaz strukture danych i nagtéwek.

W kolejnym kroku wezytamy tabele z danymi oséb, dodatkowo nadajac kolumnom nazwy (nagtéwki):

indTable<-read.table("EuAs.fam", col.names=c("Pop","Sample","cl","c2","c3","c4"))

Nastepnie taczymy obie tabele:

merged=cbind(tbl, indTable)

Obejrzyj strukture tej tabeli tak, jak powyzej, zwr6¢ uwage na nagléwek. W kolejnym kroku przygotujemy tabele
posortowane wedlug réznych kolumn. Na poczatek posortujemy wedlug nazw populacji, co pozwoli nam

przeanalizowa¢ ich strukeure:

ordered=merged[order (merged$Pop), ]

3 Lazaridis i wsp. (2014). Ancient human genomes suggest three ancestral populations for present-day Europeans.

Nature, 513:409-413

4 Jezeli nie znamy wartosci K, dodajemy parametr --cv i prowadzimy po kolei analiz¢ dla réznych K (od 2 do
10-20). Wybieramy Kz najnizszym bledem CV. Taka analiza wymaga jednak znacznie wigcej czasu, niz mamy na
éwiczeniach.

5 Np. http://www.royfrancis.com/pophelper/



Nastepnie przygotujemy tabele posortowane wedtug udziatu kazdej z populagji przodkéw (w kolumnach V1, V2
- V), przyktadowo:

orderedl=merged|[order (mergeds$Vvl), ]

I tak samo dla kolejnych skladowych, az do K. Pamigtaj, ze strzatka w gore oszczgdza wpisywania!

Teraz przygotujemy wykresy. Do eksperymentowania mozna wyswietla¢ wykresy na ekranie, jednak ze wzgledu na
duza ilo§¢ danych, lepiej jest przygotowaé pliki PDF o odpowiednio duzej powierzchni. Parametry dobiera
si¢ metoda prob i bledéw, podane ponizej powinny zadziata¢ dla analizowanych danych.

pdf (file="plot.pdf", 20,4)

mp <- barplot(t(as.matrix(ordered[, 1:3])), col=rainbow(3),border=0, space=0, axes=F, axisname=F)

text (mp, par("usr”)[3], labels = barNaming(ordered$Pop), srt = 45, adj = c(1.1,1.1), xpd = TRUE, cex=.2)

dev.off()

Kilka stéw wyjasnienia: pierwsza linijka otwiera plik PDF i podaje jego wymiary (w calach). Druga linijka tworzy
whasciwy wykres, ale bez opiséw. Parametr col nadaje inny kolor kazdej sktadowej, w nawiasie podajemy liczbe
odpowiadajaca wartoéci K (tu 3). Opisy dodawane s3 do wykresu w trzeciej linijce, tu kazdy stupek podpisywany
jest nazwa populacji z tabeli (ordered$Pop), ale po "przepuszczeniu” przez funkeje barNaming. Tekst umieszczany
jest pod kazdym stupkiem, obrécony o 45 stopni i zmniejszony do 20% domyslnego rozmiaru (parametr cex).
Parametr adj umieszcza tekst w odpowiedniej odlegtosci od stupka. Czwarta linijka dodaje 0§ Y. Ostatnia linijka
zamyka plik (nie wolno o tym zapomnie¢!).

Podobnie sporzadzamy wykresy dla kazdej z pozostalych posortowanych tabeli, pami¢tajac o zmianie nazwy pliku
i zmianie nazwy tabeli w drugiej i trzeciej linijce.

Interpretacja wynikéw

Interpretacja wynikéw musi by¢ prowadzona bardzo ostroznie. Szczegélnie unikaé nalezy utozsamiania populacji
wyjsciowych z kedrakolwiek z analizowanych populacji wspétczesnych, chyba ze mamy niezalezne dane, ktére to
uzasadniaja, np. liczne prébki kopalne. Istnieje literatura dyskutujaca interpretacje takich wynikéw i mozliwe
btedye®.

Przeanalizuj wyniki w oparciu o informacje z prezentacji. Wyszukaj w sieci informacj¢ o pochodzeniu tych grup
etnicznych, ktérych nazwy nie s3 Ci znane. W zbiorze danych s cztery prébki kopalne: szkielety z Loschbour i La
Brafa nalezaly do przedstawicieli fowcéw-zbieraczy zamieszkujacych Europe paleolitu, Iceman to stawny Otzi,
znaleziony w alpejskim lodowcu mieszkaniec Europy sprzed okofo 5000 lat (epoka miedzi, przelom neolitu i
epoki brazu), zas§ MAL1 to przedstawiciel kultury Mal'ta—Buret' z paleolitu (ok. 24 tys. lat temu) z terenu Syberii.
Wigcej informacji o nich znajdziesz w sieci.

2. Analiza metoda skalowania wielowymiarowego (MDS)

Z metodg tg spotkali$my si¢ juz przy analizie asocjacji, gdzie stuzyta do sprawdzenia, czy badana populacja nie
zawiera ukrytych zmiennych, dzielacych ja na odr¢bne subpopulacje. Tu mamy zbiér 0séb o réznej etnicznosci,
co oczywiscie powinno da¢ zauwazalna strukture. Analiz¢ przeprowadzimy za pomoca PLINK dwuetapowo.
Najpierw przygotujemy zbiér z obliczonymi korelacjami SNP (odpowiadajacymi podobiefstwu genetycznemu
wyrazanemu przez IBD):

plink --bfile EuAs --genome --out EuAsIBD

Nastepnie przeprowadzimy analiz¢ MDS w dwdch wymiarach (co pozwoli nam na wizualizacj¢ na
dwuwymiarowym wykresie):

plink --bfile EuAs --read-genome EuAsIBD.genome --cluster --mds-plot 2 --out EuAsMDS
Uzyskujemy plik EuAsMDS.mds, ktéry zobrazujemy na prostym wykresie w R. Podobnie jak poprzednio, ilo¢

danych wymusza zastosowanie PDF o duzych rozmiarach:

mds<-read.table("EuAsMDS.mds", head=T)
pdf (file="mds.pdf",10,10)

6 Lawson i wsp. (2018). A tutorial on how not to over-interpret STRUCTURE and ADMIXTURE bar plots.
Nature Comm. 9:3258.
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plot(mds$Cl, mds$C2, cex=0.5)

text (mds$Cl, mds$C2, mds$SFID, cex=0.25, pos=4, offset=0.2)

dev.off ()

Obejrzyj wynik i przedyskutuj mozliwe interpretacje. Jak odleglosci migdzy populacjami koreluja z geografia i z
wynikami analizy admiksji? Do bardziej zaawansowanych analiz tego typu warto wykorzysta¢ wyspecjalizowane

narzedzia, np. EIGENSOFT7.

Dodatek 1 - przyktadowe Zrédta danych
Zbiory danych do analiz mozna znaleZ¢ np. na stronach:

http://evolbio.ut.ce

https://reich.hms.harvard.edu/datasets

Dodatek 2 - sortowanie i selekcja populacji

Jak wybra¢ z duzego zbioru danych podzbiér populacji do analizy. Zaktadamy, ze opisy osobnikéw sa w pliku
dane.fam, a nazwa populagji jest pierwsza kolumna tego pliku. Najpierw sporzadzamy alfabetyczng listg
wszystkich populagji.

sort -u -t" " -kl1,1 dane.fam | awk -F " " '{print $1}' > populations.txt

Nastepnie na podstawie pliku populations.txt tworzymy plik (niech nazywa si¢ wybrane.txt) zawierajacy
tylko te populagje, ktére chcemy zachowaé. Teraz tworzymy plik, ktéry bedzie zawieral wszystkie osobniki z
wybranych populagji:

grep -F -f wybrane.txt dane.fam > keep.txt

Nastepnie wykorzystujemy PLINK by stworzy¢ zbidr, ktéry bedziemy analizowaé:

plink --bfile dane --keep keep.txt --make-bed --out wybranedane

Uzyskamy pliki wybranedane.bed  wybranedane.bim wybranedane.fam  ktére mozemy juz

analizowaé.

7 heeps://github.com/DReichLab/EIG/
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