Fenotipos Moleculares e
Mapeamento Genetico

Desvendando a arquitetura genetica de caracteres complexos
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Arquitetura genetica

O mapa genotipo-renotipo

« COmMO 0Ss 0rganismaos expressam a informacdo
codificada no genoma?

- Como os fenotipos sdo formados a partir
dessa informacdo?

- Quais variantes geneticas sAo responsaveis
oela variacdo fenotipico que observamos em
oopulacdes naturais?

- Quanto da variacdo € genetica e guanto da
variacdo € ambiental?

Genotipos
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Fenotipos

.« Peso, altura, comprimentos, ...

- Probabilidade @

doenca, severic

e desenvolver
ade de doenca, ...



O gue € uma variante genetica’

Alelos SNPs. e outros

« Locus = Uma posicado no genoma

. Alelo = diferencas na sequencia genetica em

determinada posicdo ATGGTAAGCCTGAGCTGACTTAGCGT-AT
ATGGTAAACCTGAGTTGACTTAGCGTCAT

. Exemplos: Diferencas de uma unica base i 1 1
(SNPs), Indels (insercdes e delecoes), SNP SNP &l

variacdo no numero de genes (CNVs), ...

- Como essas variantes levam a diferencas
fenotipicas?



» Todos 0s fenotipos dos organisMaos
sdo formados por algum processo de
desenvolvimento

.« Esse processo leva do gendtipo, da
sequencia genetica, passando por
iINntermediarios e processos

moleculares, até a manifestacéo do

fenotipo gue interage com o ambiente

e as forcas evolutivas

Desenvolvimento e ontogenia

O processo que leva a manifestacao do tenotipo

Fitness surface

' Developmental
' parameter space

Genotype space
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Redes complexas de interacoes

Redes de interacao geneticas e tenotipicas
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Nivels de organizacao

Do genotipo ao fenotipo
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Genomas completos, genotipos e variantes estruturais

T1pos de variantes geneticas

- Diferencas de sequéncio

« Variantes estruturais: Single nucleotide variant
o | ﬂS@I’Q@O-d@EQ@O (| nde\) Insertion—-deletion variant
~ Block substitution
» |Nversoes

, ~ Inversion variant
» Duplicacoes

Copy number variant

. Translocacoes

ATTGGCCTTAACCECCGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTAACCHECCGATTATCAGGAT

ATTGGCCTTAACCCERLCCGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTAACCCERRICCGATTATCAGGAT

ATTGGCCTTAA ATTATCAGGAT

ATTATCAGGAT

Structural variants

ATTEGEC T EAGECCT TR CCCCCCGATTATCAGGAT

ATTEECCT A== =====lA CCTCCGATTATCAGGAT

—

Nature Reviews | Genetics

https://www.nature.com/articles/nrg2554



sequenclamento sanger

.« Sequencias amplitficadas séo o make multiple copies attach a add to four
. o of a segment primer polymerase solutions
duplicadas com bases especiais — denature dsDNA )

| -
que ocasionalmente using hea
interrompem a duplicagdo

= JUC
- Essas bases especiais podem ser & o -
das POT florescéncia grow complementary denaturate the electrophorese the
chains until termination dye grown chains four solutions
- Utilizando uma coluna que - \ £k T
et — o G
Sedgregd ds seguenclds por = A
- C
tamanho, podemos ler a c
o
sequencia da molecula original A
G
C
T

Gauthier, Michel. (2007). Simulation of polymer translocation through small channels: A molecular dynamics study and a new Monte Carlo approach.



Sequenciamento de nova geracao
NGo sequencing

- Mesmo principio do metodo Sanger, mas
com alguma forma de paralelismo

- A maioria dos metodos usa uma estrategia
de cortar o genoma em varias moleculas
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Nas e segquenciar todas ao mesmo

- Essas sequéncias peqguenas sdo “‘montadas”

usando um genoma de referéncia
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sequencing by synthesis with fluorescent detection
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STEP 1. STEP 2:
Extraction Library

Prep

o ™%
1%
iRepertoire
STEP 3: STEP 4:
Sequencing

wread!

ccgatctage

Analysis

aacgctcglacttagetct
agctacggatcgctacgga
ctaggtcactcgctatctata
Jaaactccgercttictgege
gegatcgactcgatclacge
gautggtaccgiMcactacy

Template
Fragmentatlonl lPCR or RT-PCR
O S R CE—
G G — ==
Fragmented DNA Amplicons
- eau
Adapter Ligation PCR I - e=
Adapters

Sequencing Library

VCF

Resultado do seguenciamento

Arquivos fastg

@SIM:1:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGACAGAATC

+

< ##=><O=AAAAAAAAAAQH:<H<;<<<PPPPH=




AliInhamento de sequencias

Com genoma de referéncia

GENOME
REFERENCE

(3,000,000,000 bases)

.. . TGAAAAACTTGATTCGACACCATCAGAATTGAGACTAATCGGCTAGACATACG. ..

G
i

1 CTI'GATTCGACACCAGCAGAATTGAGA CGGCTAGAC-TACG. . .
,NAAOTTGATTCGACACCATCAGAATTGA ATCGGCTAGAQATACG...
) TCGACACCATCAGAATTGAGACTAATCG GAC—TACG. ..
AAN%AGTTGATTCGACACCAGCAGAATT AGACTAATCGGCTAGAQNEACG...
AAMAAGTTGATTCGACACCATCA ACTAATCGGCTAGAQ-TACG...
QTTGATTCGACACCHGCAGAATTGAG CTAGAQATACG...

i GATTCGACACCAQEAGAATTGAGACTAA GCTAGAC-TACG. ..
i GTTGATTCGACACCATCAGAATTGAGTCG TAGAG-TACG...

NGS READS W | - - -iT

AAAAAGTTGATTCGACACCHGCAGAATT GATACG...
.AAAAAOTTGATTCGACACCATCAGAATTGAG AATCGGCTAGAQATACG...

- | 3X 5X 8x|
DEPTH SNP INDEL

LR EEEEEE




Alguns metodos diferentes de sequenciamento

Nem sempre sobra dinheiro

A
n
v
A
[
v
A
.

- Nem sempre e factivel sequenciar um
genoma completo

- As vezes, estamos interessados em outros
aspectos da variagcdo genetica, como \
\

Breadth of coverage

variantes especificas ou so NAs frequéncias
alelicas

abelanoo Jo yideQg

- Metodos como Pool-seq ou Rad-seqg podem
ter um custo/beneficio melhor nesses casos

- Outra opcdo € sequenciar com cobertura
Dbaixa

Reference genome




Sequenciamento de-novo

Gerando NovVos genomas

- Sem um genoma de referéncia, podemos Large DNA molecule
dtilizar somente os reads para montar o # \.Lfragmentauonl
genoma de-novo \// I

N

- Os reads sdo alinhados entre si, e montados J sequenced
em sequencias continuas et O i —

- Nem sempre e possivel sequenciar os genomad

completo com essa tecnica, principalmente kbl ZTAGT(,}(L:\TG”._
. . DNA sequencing GCTATCAGGCTAGGTT?
por conta de regides repetitivas l

Assembled ) X
oo GCTATCAGGCTAGGTTACAGTGCATGCATACACGTAGCTATACG

. Pode ser combinado com sequenciamento
“long-reads”, como Nanopore




Sequenciamento Long-read

Oxtord Nanopore e PacBio

prepared i
DNA sample Pacnln

- Permitem a obtencdo de sequencias fluorescent

nucleotides
ongas mas com erro alto (10-15%) ‘ 5/ | ’ ﬁ RN
- Qual € mais tacil de montar? S ; l

polymerase

fluorescence
ntensity

ACTGCT..

- Quebra-cabeca novinho com pecas

peqguenas?

Nanopore DNA sequencing

» Quebra-cabeca meio detonado com
poucas pecas?




Nanopore + [l[lumina [PLosS BIOLOGY

& OPENACCESS B PEER-REVIEWED

Genomas completos em dias

Single-fly genome assemblies fill major phylogenomic gaps
across the Drosophilidae Tree of Life

Bernard Y. Kim [&], Hannah R. Gellert, Samuel H. Church, Anton Suvorov, Sean S. Anderson, Olga Barmina, Sofia G. Beskid,

o _O n g I’eCI d S pO I’CI O O U Xl | |Q r O m O n tO g e m e S h O rt Aaron A. Comeault, K. Nicole Crown, Sarah E. Diamond, Steve Dorus, Takako Fujichika, James A. Hemker, [Drm]trl T
; . [ view all ]
eO d S pO rO m e | h O rO r O q u O | | d O d e d O S Published: July 18, 2024 « https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3002697

o C o

- Permite obtencdo rapida e eficiente de — Abstract
g e n O m O S C O m p | etOS Q pO rt l r d e U m L,’I q l CO :::j::::: discussion life, including species of the family Drosophilidae, a longtime model system for genetics,
genomics, and evolution. We previously developed a cost-effective hybrid Oxford Nanopore

. . V4

| n d | V | d U O Meatorials and mefods (ONT) long-read and lllumina short-read sequencing approach and used it to assemble 101
Supporting information drosophilid genomes from laboratory cultures, greatly increasing the number of genome

assemblies for this taxonomic group. The next major challenge is to address the laboratory

culture bias in taxon sampling by sequencing genomes of species that cannot easily be reared

Long-read sequencing is driving rapid progress in genome assembly across all major groups of

Acknowledgments

References in the lab. Here, we build upon our previous methods to perform amplification-free ONT

¢ C e rCO d e U $1 5 O p O r g e n O m O (d e d rOS O p h | | O ) sequencing of single wild flies obtained either directly from the field or from ethanol-preserved

specimens in museum collections, greatly improving the representation of lesser studied
drosophilid taxa in whole-genome data. Using lllumina Novaseq X Plus and ONT P2
Figures sequencers with R10.4.1 chemistry, we set a new benchmark for inexpensive hybrid genome
. assembly at US $150 per genome while assembling genomes from as little as 35 ng of
¢ D e 1 O 2 d | O S p O r g e n O m O genomic DNA from a single fly. We present 183 new genome assemblies for 179 species as a
& Accessible Data resource for drosophilid systematics, phylogenetics, and comparative genomics. Of these
" genomes, 62 are from pooled lab strains and 121 from single adult flies. Despite the sample
See the data () limitations of working with small insects, most single-fly diploid assemblies are comparable in
contiguity (>1 Mb contig N50), completeness (>98% complete dipteran BUSCOs), and
. L accuracy (>QV40 genome-wide with ONT R10.4.1) to assemblies from inbred lines. We present
This article includes

. Possibilita amostragens populacionais de
, a well-resolved multi-locus phylogeny for 360 drosophilid and 4 outgroup species
d | V e r S C S e S p é C | e S | F:snA:e:i:;irlz:::al encompassing all publicly available (as of August 2023) genomes for this group. Finally, we
. icon,

present a Progressive Cactus whole-genome, reference-free alignment built from a subset of
feature to encourage 298 suitably high-quality drosophilid genomes. The new assemblies and alignment, along with
data sharing and updated laboratory protocols and computational pipelines, are released as an open resource
reuse. Find out how and as a tool for studying evolution at the scale of an entire insect family.

Reader Comments




Encontrar relagdes evolutivas

Lentnphcere.

Mapeamento genético

Anotacdo de genomas
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DNA para alem da sequéncia



Outros aspectos da molecula de DNA

Para alem das sequéncias

- A molecula de DNA interage de forma
complexa com si mesma e com outras
oroteinas

- Ensaios moleculares podem ajudar o
entender esses processos fisicos e como
eles se relacionam com a expressdo dos
fenotipos de interesse

« HI-C: interacoes DNA-DNA

Histona interagindo com a molécula de DNA

» ChlIP-seq: interacdes DNA-proteina



DNA-.

DNA

~ncontrando interacoes .

Hi1-C e micro-C

chromatin interactions
in the nucleus

Categories of Hi-C:

1. Dilution ligation

2. In situligation

3. Single cell

4. Low noise improvement

/b

Standard Hi-C

- Quimicamente junta regidesde @ S ,
o , Crosslink DNA Hindlllcii\gest Bio;.inylation Ligation
R i
A | "f — Lyse cells , | = ) rsmggeg
. Oz, v \ fragments
« Cliva o DNA mantendo os ¢ o -
extraction,
complexos , Narees
—> @ 6: ‘ repair
: < «— e
- Junta as seguencias gue Gl — ® e @
interagem .. TS poRforlbrnypreberation e i suepiavidn
beads
- |dentifica interacoes por

Hi-C contact maps
reveal genome wide
chromosome
structural features

e

seguenciamento

Offers unique insight
to transcription
regulation, cancer
development, etc.

Created in BioRender.com bio



DNA
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Liu, N. et al. Seeing the forest through the trees: prioritising potentially functional interactions from Hi-C. Epigenetics Chromatin 14,41 (2021).



Promotores compartilnados

micro-C revela interacoes regulatorias de longo alcance

Focal contacts automatically detected  Connected paralogue genes

2R: 11453505-11549407

Article | Published: 04 May 2022

Transcriptional coupling of distant regulatory genesin
living embryos

Michal Levo, Jodao Raimundo, Xin Yang Bing, Zachary Sisco, Philippe J. Batut, Sergey Ryabichko,

Thomas Gregor & & Michael S. Levine &

Nature 605, 754-760 (2022) | Cite this article

22k Accesses | 67 Citations | 169 Altmetric | Metrics

Abstract

The prevailing view of metazoan gene regulation is that individual genes are independently
regulated by their own dedicated sets of transcriptional enhancers. Past studies have
reported long-range gene-gene associations#2, but their functional importance in
regulating transcription remains unclear. Here we used quantitative single-cell live imaging
methods to provide a demonstration of co-dependent transcriptional dynamics of genes
separated by large genomic distances in living Drosophila embryos. We find extensive
physical and functional associations of distant paralogous genes, including co-regulation by
shared enhancers and co-transcriptional initiation over distances of nearly 250 kilobases.
Regulatory interconnectivity depends on promoter-proximal tethering elements, and
perturbations in these elements uncouple transcription and alter the bursting dynamics of
distant genes, suggesting a role of genome topology in the formation and stability of co-
transcriptional hubs. Transcriptional coupling is detected throughout the fly genome and
encompasses a broad spectrum of conserved developmental processes, suggesting a general

strategy for long-range integration of gene activity.
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. Imuno-precipitacdo da cromatina

(ChIP-seq) usa anticorpos
especificos para determinadas
oroteinas e seguenciamento

- Complexos DNA-proteina sdo
isolados e o DNA sequenciado

nteracoes DNA proteina

Capturando estados a cromatina

chromatin
W "//ll/‘:é"m / protein of interest (p53)
,  79

e i }\ é antibody “selects”
B e \&\ fragments with p53

purified
DNA fragments TCM\
sequenced
= ——— fragments
— — get mapped
= — to genome udl
genomic DNA J

binding sites map

human chromosome



[dentificando regides ativas do genoma

Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing
ATAC-seq

- ATAC-seq procura por regides “apertas” M

do genoma, que podem ser ativas
i7 index\/" i5 index ‘

- Novamente, o genoma e clivado e Tns \
sequenciado, mas somente regides
acessiveis sdo usadas

Chromatin

}
ngﬂ,ﬁ)&«,

Amplify and Sequence




Combpinando tudo

chromHMM e estados da cromatina

Chromatin
accessibility -

Juntando informacdes de sequencias, T

TFBS

iy e i@y

Enhancer

Promoter

. A

Gene lg E jia E&

Hi-C, ATAC-seq e ChlIP-seq, podemos Poll
criar mapas detalhados das diferentes | ™™
regides ativas e inativas do genoma

H3K4dme1

H3K27ac .

H3K36me3

‘
—_A
—____-—
_—A

H3K9me3

H3K27me3 . _

Chromatin
states

Repressive state

Enhancer

Promoter Transcribed state

Poised state Repressive state

https://traini

ng.galaxyproject.org/traini

ng-material/topics/epigenetics/tutorials/formatio

Ernst, J. & Kellis, M. Chromatin-state discovery and genome ann

n_of super-structures_o
otation with ChromHMM. Nat. Proto

n_xi/slides-plain.htm|
c.12,2478-2492 (2017).



RINA e transcricao



O processo transcriciona

Formando RNA a partir de DNA

- A expressdo das proteinas a partir
genes codificados Nno genoma passa

oela producdo do intermediario de ST R R AT
a1 6lacoleTalcaclecaleanlraclaalrrolscelrrilanclceanalsctlssals :ﬂﬁu 6lc GC 5 »c
MRNA

— M

Transcription

v g .

AUGACGGUACAGCCGCAAUACGAAUUGGCGUUUAAGGCGAAAGCUGGAACCGGGCGCUCAUAA
STOP

The Central Dogma: "Once information has got into a protein it
can't get out again". Information here means the sequence of
the amino acid residues, or other sequences related to it. Translation

That is, we may be able to have

Protein _ )—o0—0—0—@— —0—@—0—0—0—0L)—0—,—0—90—0—0—.—0

Met Thr Asp GIn Pro Ginh Tyr Glu Leu Ala Phe Lys Ala Lys Ala Gly Thr Gly Arg Ser

_/’

—

—

DNA 1. | /_" .- —_— Protein

@

but never

where the arrows show the transfer of information.




Aferindo niveis de

- Uma estrateg
oroducdo do-
diferentes mMRNA,

. |dentifi

{ransc

cando qua

1tos em um

IS ge

QO SIt

Ia para entender o processo de
‘enotipo e aferir os niveis de

nes estdo sendo

uacdo fisiologica

. |dentificando como a expressdo génica muda
em diferentes condicdes

Normal cells

S

Cancer cells

~NA mensageliro

Heatmap




Microarrays

- Microarrays utilizam moleculas de Healthy cell pathological cel
cDNA produzidas a partir do mRNA ® e o DESa Microatiay
‘ Not present in cells O In normal cells only

l O Present in both cells . In pathological cells only

- Um conjunto fixo de genes tem sua o5 o o
expressdo aferida, utilizando a = |
complementariedade e tecnicas de AN AN AAA AAA

NI\ VaVaVaN Isolation VaVaVallVaVaVal
florescéncia para identificar uma 1
sequéncia especifico AN AAA Reversetransoription A /m) AN/
ANV NN\ and fluorescenttagging AN/ VB

l

- NGO envolve sequenciamento ybridizaton

onto microarray

Image By Sagar Aryal, created using biorender.com



RINA-seq

- O RNA-seg € a téecnica mais comum para
medir niveis de mMRNA atualmente

« Consiste em criar bibliotecas de cDNA e
seguenciar essas bibliotecas usando
short-reads

.« Esses reads sdo entdo mapeados ao
genoma de referencias, e a cobertura e
usada como proxy do nivel de expressdo

. Gera “‘gene counts”, guantos reads sGo
associados a um determinado gene

MRNA

_ [t or
fe— p—
RNA fragments ‘
——— @ & -

l with adaptors
ATCACAGTGCGACTCCATAAATTTTTCT
CGAAGGACCAGCAGAAACGAGAGIENNNY Short sequence reads
GGACAGAGTCCCCAGCGGGCTGAAGGGG
ATGAAACATTAAAGTCAAACAATATGAA

ORF ¢ -
Coding sequence = e |
Do -
R o Exonic reads
e —
Junction reads =c i?)‘f" Ry = poly(A) end reads

-~

.

|8 - [ - 4 - | 4 — &

Rd | 4 - ‘ >. | —

: Mapped sequence reads

Base-resolution expression profile

= "\ 'V\ N\ P / v
a ~v'}fw/ \ X )\(fw \/ Y \! ks W'"l

. |

Nucleotide position

A

f |

RNA expression level

Nature Reviews | Genetics



Analise de RNA-seq

Contagens sao dificels

« O uso de dados de contagem em RNA-seg
exige metodos estatisticos mais complicados

« Pacotes co

Mo limma, edgeR ou DESeg?2

tratam os dados de fo

obter uma
eXpPressos

ista de ger

‘ma diferente parao
es diferencialmente




Analise de RNA-seq

Normalizacoes

Diferencgas de coberturo Diferencas de comprimento

Sample A Reads Sample B Reads

« T e % Sample A Reads
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Ise de enriquecimento

Interpretando dados de expressao diterencial

« A
uti

oartir de uma lista de genes, podemos
izar bancos de dados funcionais

oadra entender e quais Processos
aqgueles genes podem estar envolvidos

- Gene Ontology (GO): Sistema

o

hierarquico de Onotdgao de genes e

- KEGG: Banco de dados de anotacdes

funcionais, que

d Processos met

Iga enzimas e proteinas
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~Ntendendo a regulacao génica

Allele specific expression e eQTLs

- Podemos explorar como o organismo decide
expressar um gene ou outro

- Algumas tecnicas:

- Tentar ligar a variacéo genetica com a
variacdo de expressdo, usando modelos
de mapeamento e encontrando eQTLS
(loci associados a tracos de expressdo
génica)

- Encontrar relacdes variacionais entre o
expressdo de genes diferentes



~Ntendendo a regulacao génica

Allele specific expression e eQTLs

- Podemos explorar como o organismo decide

expressar um gene ou outro e ,
Dificil, pois sGo muitos

caracteres possiveis!
Problem de multiplos testes se
intensifico

- Algumas tecnicas:

- Tentar ligar a variacéo genetica com a
variacdo de expressdo, usando modelos
de mapeamento e encontrando eQTLS
(loci associados a tracos de expressdo
génica)

- Encontrar relacdes variacionais entre o
expressdo de genes diferentes



~Ntendendo a regulacao génica

Allele specific expression e eQTLs

- Podemos explorar como o organismo decide

expressar um gene ou outro
e / -

- Tentar ligar a variacéo genetica com a
variacdo de expressdo, usando mooelos
de mapeamento e encontrando eQTL

(loci associados a tracos de expressdo
génica) /

- Encontrar relacdes variacionais entre a
expressdo de genes diferentes




Mapeamento Genetico



Como medir o efelto da variacao em um locus no tenotipo?

Genotipos
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Como medir o efelto da variacao em um locus no tenotipo?

Genotipos

» Dado uma populacdo com fenotipos e
genotipos conhecidos, como podemos n - - - - -
identificar variantes que sdo responsaveis
oela variacdo observada? ?
@

Fenotipos




Como medir o efelto da variacao em um locus no tenotipo?

- Dado uma populacdo com fenotipos e
genotipos conhecidos, como podemos
identificar variantes que sdo responsaveis

oela variacdo observada?

 Resposta: Procurando associacoes
estatisticas entre variantes genéticas
e a distribuicao dos fenotipos na

populacao

Genotipos

i 3 S
?

Fenotipos




O modelo basico de um locus

- Objetivo: quantificar a associacdo entre 0s » Unico locus
genotipos em um locus e o valor de um fenotipo  ° Dois alelos: Ate Az
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Efeltos geneticos em um

Efeiltos aditivos e de dominancia

. Uma forma conveniente de quantificar um
efeito genetico € tomar a media dos
homozigotos como um valor de referéncia

OCUS

NOMOZIgOotos

2

Genotipo (numero de copias do alelo 1)



- Uma forma conveniente de quantificar um

Efeiltos aditivos e de dominancia

efeito genetico e tomar a media dos

NhOMOzigotos como L

M valor de referéncia

Fendtipo

Efeltos geneticos em um locus

NOMOZIgOotos

Genotipo (numero de copias do alelo 1)

2



~feltos geneticos em um locus

Efeiltos aditivos e de dominancia

. Uma forma conveniente de quantificar um
efeito genetico € tomar a media dos
homozigotos como um valor de referéncia

.« O efeito de um locus no fenotipo pode ser
decomposto em dois componentes

Fendtipo

Medio dos)

NOMOZIgOotos

. O: 0 efeito aditivo, ou valor genotipico
aditivo

0 1' 2
Genotipo (numero de copias do alelo 1)



Efeiltos aditivos e de dominancia

. Uma forma conveniente de quantificar um
efeito genetico € tomar a media dos
homozigotos como um valor de referéncia

.« O efeito de um locus no fenotipo pode ser
decomposto em dois componentes

. O: 0 efeito aditivo, ou valor genotipico
aditivo

Fendtipo

~feltos geneticos em um locus

MEC
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Medio dos)

NOMOZIgOotos

Diferenca entre 0s
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Efeiltos aditivos e de dominancia

Uma forma conveniente de quantificar um

efeito genetico € tomar a media dos

homozigotos como um

valor de referéncio

- O efeito de um locus no fenotipo pode ser

decomposto em dois

componentes

. a: 0 efeito aditivo, ou valor genotipico

aditivo

- d: efeito de domind
genotipico de domi

NCia, ou valor

NnAaNcia

Fendtipo
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Efeiltos aditivos e de dominancia

- Uma forma conveniente de quantificar um
efeito genetico € tomar a media dos
homozigotos como um valor de referéncia

- O efeito de um locus no fenotipo pode ser
decomposto em dois componentes

. a: 0 efeito aditivo, ou valor genotipico
aditivo

- d: efeito de domindncia, ou valor
genotipico de domindncia

Fendtipo

~feltos geneticos em um locus

Diferenca entre 0s

Diferenca a NOMOZIgotos € d
média dos media dos
NOMOZIigotos € nomozigotos
a media dos

heterozigotos

Medio dos)

NOMOZIgOotos

0 1 D

Genotipo (numero de copias do alelo 1)



Efeltos geneticos em um locus

Todos os eleltos sdo definido em relacéo a media dos homozigotos

ArAs A1A? ArAs
I—I_I—I
-0 O e 0
/ero copias Uma copia Duas copias

de A de A de A1



O efelto genetico aditivo

Origem da variacao herdavel

a=a+ (g—p)d

- Ainclinacdo da reta de regressdo entre
genotipo e fenotipo € chamada efeito medio
de substituicdo

. Efeito de substituicdo estd relacionado a
qudo previsivel € uma substituicdo alélica

Fendtipo

« Dois alelos: Aje A

. Frequéncias alélicas: f(Ay) = p
f(Ay) =¢q : | :

Genotipo (numero de copias do alelo 1)




\Variancia genetica aditiva

O efeito de substituicdo esta relacionado
com a variacdo genetica aditiva

- A varidncia genetica adi

(Iva perm

o efeito de selecdo direci
deriva genetica, e traz inform
quanta variacdo genetica es

populacao

ite prever

onal, o efeito de
acdo sobre
A presente na

Varidncia total Genética

« /0
Vp="Vet+ Vg

~ Ambientadl

Variacdo herdavel, previsivel



Modae.

- Dados:

-y fenotipo

.+ A;e D;: componentes
aditivos e de dominancia

do genotipo

« Pardmetros:

O

. a: efeito aditivo

. d: efeito de domindncia

- u: media global

- €, erro residual

linear de mapeamento
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[L.ocalizando os locus de interesse

Coelicientes e significancia

Modelo de mapeamento aditivo: Manhattan plot

A - :
Yi = H T dA; T € N |
§a- :
Coeficiente ligado ao genotipo ¢o o T . ." e .
, , .‘..;;0. 8 o‘. o ¢ »
‘f "(k‘ ;T ’f}i'&’ﬁ\ Y
O modelo € aplicado a todos os loci varidveis |

1 2 3 4 &5 o6 7 8 9 10 12 14 16 18 20 22

independentemente, e registramos o p-valor ./
associado a cada locus, testando a hipotese
nula que o coeficiente € zero.

Chromosome

Localizacdo no genoma




[L.ocalizando os locus de interesse

Coelicientes e significancia

Manhattan plot
Modelo de mapeamento aditivo:
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O modelo € aplicado a todos os loci variaveis
independentemente, e registramos o p-valor -/
associado a cada locus, testando a hipotese
nula que o coeficiente e zero.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Chromosome

Localizacdo no genoma

Image courtesy of Cullen Roth
https://x.com/CullenJINRoth/status/1363159662128848899
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Resolucao de mapeamento e LD

Desequilibrio de ligacéo (LD) e fundamental para o mapeamento genetico

Al B

+ Desequilibrio de ligacdo se refere a uma

associagdo estatistica entre as frequéncias o
alelicas de variantes em loci diferentes no A Al 52
genoma T
-
+ O LD e removido por recombinacdo, € A2 B2
introduzido por migracdo e pelo processo
de mutacdo el iy o

aligned |

)

|
Non-recombinant
chromatids



Mapeamento genetico em
laboratorio
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Ql'Ls, F2 cross, RIL, AlL, NIL, .. B e
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- Cruzamentos permitem gerar populacoes 5 > PQVPP  eeees o
experimentais com variagcdo genetica “ JYPPW  eceee w
' f Ly : 5 ¢ v DPPPP e v
igada ao fendtipo de interesse X S o GOOPP®  comes
- " POPO® <<k
° T| pO d|fe rentes de cruzamentos OOdem Ser Liu, J. et al. The conserved and unique genetic architecture of kernel size and weight in maize and rice. Plant Physiol. 175, 774-785 (2017).

usado dependendo da pergunta e do
sistema biologico

- A maioria dos cruzamento usa d
recombinacdo para gerar variacdo
genetica num paadrdo gque e util para o
experimento




Cruzamento F2

Mapeamento de QTL

- Comeca corr

diferem em o

inhagens parentais que
gum fenotipo de interesse

- Usa linhagens Parentais para criar uma F1

neterozigoto

- Usa a recombinacdo na F1 para gerar umao

-2 variavel, que permite localizar regides

associadas ao fenodtipo de interesse
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Mapeamento de QTL

- Comeca corr

diferem em o

inhagens parentais que
gum fenotipo de interesse

- Usa linhagens Parentais para criar uma F1
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-2 variavel, que permite localizar regides
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Cruzamento F2

Mapeamento de QTL

- Comeca corr

diferem em o

inhagens parentais que
gum fenotipo de interesse

- Usa linhagens Parentais para criar uma F1

neterozigoto

- Usa a recombinacdo na F1 para gerar umao

-2 variavel, que permite localizar regides

associadas ao fenodtipo de interesse
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Produtos de selecao artificial para tamanno

A STUDY OF THE INHERITANCE OF BODY
WEIGHT IN THE ALBINO MOUSE
BY SELECTION
JOHN W. MAcARTHUR
‘ Depariment of Biology, Marlboro College, Marlboro, Vermont*

SELECTION FOR SMALIL AND LARGE BODY SIZE IN
THE HOUSE MOUSE*

Received July 7, 1948

H. D. GoopALe

Mount Hope Farm
' | W illsamstown, Massachusetts

Body weight (c;ran\.a)
- N W
® 5 X o B & 3

o

oo

6 8 10 12 14 16 18 20 22
GCenerations

-

Ficure 3. Three month old males of the 23rd generation; weight of the
small 16.2 gms, of the large 58.0 gms.

SIX YEARS' PROGRESS IN PROGENY SELECTION

Macarthur, J. W. Selection for small and large body size in the house mouse. Genetics 34, 194-209 (1949).
Goodale, H. D. A study of the inheritance of body weight in the albino mouse by selection. J. Hered. 29, 101-112 (1938).
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Pleiotropic Patterns of Quantitative Trait Loci for 70

Murine Skeletal Traits @

Jane P Kenney-Hunt &, Bing Wang, Elizabeth A Norgard, Gloria Fawcett, Doug Falk,
L Susan Pletscher, Joseph P Jarvis, Charles Roseman, Jason Wolf, James M Cheverud

Genetics, Volume 178, Issue 4, 1 April 2008, Pages 2275-2288,

https://doi.org/10.1534/genetics.107.084434
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Vantagens e desvantagens do desenno F2

Vantagens Desvantagens
- Desenho experimental simples e . Blocos de recombinacdo podem ser
amplamente aplicave Muito grandes, porgue so temos uma

geracdo de recombinacdo

- Experimento relativamente rapido, so

orecisa de 2 geracdes de cruzamentos . Pode ser sanado com uma amostra
grande de F2

- Computacionalmente rapido de analisar
. E preciso sequenciar ou genotipar todos

os individuos da F2

. Potencialmente custoso



_Inhagens intercruzadas avancadas
Advanced intercross lines (AIL) “ x

- Em vez de parar na F2, podemos continuar

OS cruzamentos aleatorios F‘ I 3

- AQui, 0s modelos estatisticos comecam o
ficar mais complicados porgue temos uma I:z
estrutura populacional:

le Ix
1’} T ||

. Individuos da mesma familia
compartilham fenotipos e genotipos, e

nortanto os modelos tem que levar o

narentesco em consideracdo
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Modelos de mapeamento em AlL

Adicao de termos assoclados a parentesco

- Dados:
. y; fendtipo Modelo de mapeamento aditivo:

. A;: componente aditivo do

genotipo yl — //t + CZAZ + ﬁl + €l
- GRM: matriz de estrutura familiar
- Pardmetros: ﬁZN NOVWlCll(O, GﬂGM)

i

. a: efeito aditivo

. p;: termo de parentesco

\Estrutura populacional é

. Op varidncia aditiva residual

lermo que permite que ,
individuos mais onrentodos
sejam mais similares

. u: media globdadl

codificada no termo de |
variancio

- ¢;: erro residual




A matrizdere
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aclonamento genetico

GRM - genetic relatedness matrix

Modelo de mapeamento aditivo:
Vi=u+aA; + )i +e€
p; ~ Normal(0, 6,GRM)

’, \
g .

0.0625 0
1

0.25

Wilson, A. . et al. An ecologist’s guide to the animal model. |. Anim. Ecol. 79, 13-26 (2010)
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Populacoes experimentals com ‘cara de naturais

Diversity outbred e outras

(A) Founder strains

Common laboratory strains W|Id derived strains

C57BL/6J 129S1/SvimJ NOD/ShilLtJ CAST/EiJ PWK/PhJ WSB/EiJ
&0
o=
e
35
28 UL Il U I I

Eight-way breeding funnel
INBREEDING
OUTBREEDING
n“. (B) Collaborative Cross Diversity Outbred I.
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Trends in Genetics

z
;z
8
8
8



Vantagens e desvantagens de AlL

Vantagens

 Permite uma resolucdo alta na
ocalizacdo dos locus de interesse

- Aplicavel para o estudo de interacdes
geneticas (domindncia, epistasia, ...)

. Aplicavel para fenotipos complexos

» Populacdes com variacdo genetica com

Orop
Natu

riedades parecidas com populacdes

fOIN

Desvantagens

- Exige muitas geracdes de cruzamentos

. Todos os individuos devem ser

genotipados

- Modelos mais complexos de

Mmapeamento



Mapeamento em populacoes
naturais



Estudo de Associacdo em Todo o Genoma
Genome Wide Association Studies (GWAS)

GWAS Catalog

- Modelos usados em GWAS sdo muito
nDarecidos com 0s usados em
Mmapeamentos em laboratorio, mas
sdo aplicados em populacoes
Naturais

As of Feb 2024
* 6,741 publications
576,479 variant-trait
: association

* 67,504 full summary

- SA0 usados para estudar
arguitetura genetica de doencas e
caracteres complexos em populacoes
humanas e NAo-humanos

https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/gwas-catalogue-exploring-snp-trait-associations/what-is-gwas-catalog/



Blobanks e GWAS de larga escala

Article | Open access | Published: 12 October 2022

A saturated map of common genetic variants
associated with human height

Bancos de dados publicos e privados permitem o
Mmapeamento de caracteres complexos

Loic Yengo &, Sailaja Vedantam, Eirini Marouli, Julia Sidorenko, Eric Bartell, Saori Sakaue, Marielisa

Graff, Anders U. Eliasen, Yunxuan Jiang, Sridharan Raghavan, Jenkai Miao, Joshua D. Arias, Sarah E.

Graham, Ronen E. Mukamel, Cassandra N. Spracklen, Xianyong Yin, Shyh-Huei Chen, Teresa Ferreira,

Heather H. Highland, Yingjie Ji, Tugce Karaderi, Kuang_Lin, Kreete Lull, Deborah E. Malden, 23andMe

- GIANT consortium - https://
research.23andme.com/dataset-access/

Research Team, VA Million Veteran Program, DiscovEHR (DiscovEHR and MyCode Community Health

Initiative), eMERGE (Electronic Medical Records and Genomics Network), Lifelines Cohort Study, The

PRACTICAL Consortium, Understanding_Society Scientific Group, ... Joel N. Hirschhorn &2

+ Show authors

- UK biobank - https://www.ukbiobank.ac.uk/

Nature 610, 704-712 (2022) | Cite this article

137k Accesses | 201 Citations | 1418 Altmetric | Metrics

. Japan biobank - https://biobankjp.org/en/

" -3 12 mil variantes associadas a
altura em humanos

Yengo, L. et al. A saturated map of common genetic variants associated with human height. Nature 610, 704—712 (2022).


https://www.ukbiobank.ac.uk/

BaNCos de
Mnapeame

« GIANT cc
research.

- UK biobal

. Japan big

Blobanks e GWAS de larga escala

JOURNAL ARTICLE yariants
The genetic architecture of dog ownership: large- | .. .o e
scale genome-wide association study in 97,552 A
European-ancestry individuals 3 e B B
Tong Gong ™, Robert Karlsson, Shuyang Yao, Patrik K E Magnusson, Olesya Ajnakina, ork), Lifelines Cohort Study, The

. Joel N. Hirschhorn &

Andrew Steptoe, Laxmi Bhatta, Ben Brumpton, Ashish Kumar, Erik Mélen ... Show more
Author Notes

G3 Genes|Genomes|Genetics, Volume 14, Issue 8, August 2024, jkaell6,
https://doi.org/10.1093/g3journal/jkaell6

Published: 31 May 2024  Article history v Aas a

Yengo, L. et al. A saturated map of common genetic variants associated with human height. Nature 610, 704—712 (2022).
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Estrutura populacional

Historia evolutiva e demografica alteram a composicao de populacoes -

Tal qual as AlL, individuos em populacdes
naturais possuem uma estrutura de
parentesco complexa

Essa estrutura de manifesta dentro e entre
populacdes

Modelos de mapeamento tem gque incluir essa
estrutura!

Usar a matriz de relacionamento genetico
(GRM) funciona, mas € computacionalmente
impossivel em bancos de dados grandes

Novembre, J. et al. Genes mirror geography within Europe. Nature 456, 98-101 (2008).



PCA

Analise de componentes principais

- Uma ferramenta poderosa para a
caracterizacdo da estrutura
oopulacional

- O PCA identifica eixos de diferenciacdo
genetica gue sdo freguentemente
associados a genealogia

- A analise e feita na matriz de
marcadores geneticos (SNPs)

Novembre, J. et al. Genes mirror geography within Europe. Nature 456, 98-101 (2008).



O que e um PCA?

- PCA € uma técnica de representacdo de
dados multivariados muito usada em
diferentes areas

Project

wtate for best fit
Il e

PC2 PC1

« MuItos Usos:
» Reducdo dimensional
- |dentificacdo de grupos

- Representacdo da variacdo em eixos
iNndependentes

McVean, G. A genealogical interpretation of principal components analysis. PLoS Genet. S, 1000686 (2009).



PCA em genomica
PLOS GENETICS

& OPENACCESS B PEER-REVIEWED

RESEARCH ARTICLE

- O PCA, guando aplicado em dados de

A Genealogical Interpretation of Principal Components

variantes geneticas, recupera algo da Analysis
historia demografica das populacdes Gil MeVean B

Published: October 16, 2009 e« https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1000686

mn“ -

Abstract Abstract

Author Summary Principal components analysis, PCA, is a statistical method commonly used in population

Introduction genetics to identify structure in the distribution of genetic variation across geographical location
and ethnic background. However, while the method is often used to inform about historical
demographic processes, little is known about the relationship between fundamental
Discussion demographic parameters and the projection of samples onto the primary axes. Here | show that
for SNP data the projection of samples onto the principal components can be obtained directly
from considering the average coalescent times between pairs of haploid genomes. The result
Acknowledgments provides a framework for interpreting PCA projections in terms of underlying processes,
including migration, geographical isolation, and admixture. | also demonstrate a link between
PCA and Wright's Fy; and show that SNP ascertainment has a largely simple and predictable
References effect on the projection of samples. Using examples from human genetics, | discuss the
application of these results to empirical data and the implications for inference.

Results

Methods

Author Contributions

5 McVean, G. A genealogical interpretation of principal components analysis. PLoS Genet. S, 1000686 (2009).



Modae.

0OS de mapeamento e .

Aproximacao do termo de genealogia

Fspaco genotipico

SNP 1

PCT

Remocdo do efeito
do PC1

—

SNP 2

(Levemente esquemadtico, na
verdade ndo haveria variacdo
nenhuma na direcéo do PC1)

“CA




Modelos de mapeamento e PCA

Aproximacao do termo de genealogia

- Na pratica, as projecdes sdo incluidas no
modelo com co-variaveis

Modelo de mapeamento aditivo com PCs:




