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Evolutionare Genomik

Der Zusammenhang zwischen Genom

und Phanotyp

ARTHUR KORTE
CENTER FOR COMPUTATIONAL AND THEORETICAL BIOLOGY (CCTB), UNIVERSITAT
WURZBURG

Understanding the causal relationship between genotype and pheno-
type is a major objective in biology. Genome-wide association studies
(GWAS) correlate genetic polymorphisms with trait variation and have
already identified causative variants for various traits in many differ-
ent organisms, from humans to plants. Importantly, many adaptive
traits, like the regulation of flowering time in plants, are not regulated
by distinct genetic effects, but by more sophisticated gene regulatory
networks.
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A Abb. 1: Hypothetisches Beispiel fiir eine GWAS mit dem Phénotyp ,,Griin“. A, 12 verschiedene
Individuen sind als Punkte dargestellt und unterscheiden sich in ihrer Farbe. B, Ein Aligment eines
Bereiches der sequenzierten Genome dieser Individuen. Die Genome der verschiedenen Individuen
sind analog ihres Phanotyps farblich dargestellt. Die Genome unterscheiden sich im dargestellten
Bereich an zwei Positionen (Position 3 und 11, fett). C, Manhattan-Plot der GWAS-Ergebnisse.
Hierbei wird die Position jedes genomischen Markers gegen den negativen dekadischen Logarith-
mus des P-Wert des dazugehdrigen Assoziationstests graphisch gegeneinander aufgetragen. Die
horizontal gestrichelte Linie représentiert die Bonferroni-Schwelle. Assoziationen, die oberhalb
dieser Linie sind, werden als statistisch signifikant bezeichnet.
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B Alle lebenden Organismen sehen unter-
schiedlich aus. Selbst Individuen der glei-
chen Art konnen sich in ihren Merkmalen
unterscheiden. Diese phanotypischen Unter-
schiede konnen sowohl das duBere Erschei-
nungsbild als auch intrinsische, physiologi-
sche Merkmale betreffen. Unterschiede in
Augen- oder Haarfarben gehen ebenso wie
verdanderte Blutzuckerwerte auf genomische
Unterschiede des jeweiligen Individuums
zuriick. Man spricht hier von dem Zusam-
menhang zwischen Genotyp und Phanotyp.
Dies bedeutet, dass Unterschiede im Genom
eines Organismus zu Unterschieden im
Erscheinungsbild fiihren konnen. Zusétzlich
wird diese genotype-phenotype map durch
externe Umwelteinfliisse moduliert. Das
heiBt, der Phanotyp eines Organismus ist
durch sein Genom und die duBeren Umwelt-
bedingungen determiniert.

Ein anschauliches Beispiel fiir den Einfluss
der Umwelt ist die temperaturabhidngige Ver-
anderung von Farbe und Muster von Schmet-
terlingsfliigeln. Hier zeigen genetische iden-
tische Individuen einen unterschiedlichen
Phéanotyp unter verschiedenen Temperatu-
ren. Man spricht in diesem Zusammenhang
auch von phénotypischer Plastizitit, die
einen groBen Einfluss auf die Anpassungs-
fahigkeit von Organismen hat.

Die Beziehung von Genom und Phéanotyp
libt spétestens seit den Entdeckungen des
Monchs Gregor Mendel eine groBe Faszina-
tion auf die Wissenschaft aus. Mendel postu-
lierte 1865 die Existenz ,interner Faktoren®,
die an die ndchste Generation weitergegeben
werden [1]. Auch wenn seine Arbeiten erst
Jahrzehnte spater — nach seinem Tod - all-
gemein gewiirdigt wurden und Bateson den
Begriff ,Genetik® erst am Anfang des
20.Jahrhunderts pragte [2], begriindeten die
Experimente von Mendel das Feld der klas-
sischen Genetik und 6ffneten die Tiir, um den
Zusammenhang von Genotyp und Phanotyp
zu verstehen.

Heutzutage ist dieser Zusammenhang von
groBem Interesse in verschiedenen Diszipli-
nen, von der Evolutionsbiologie oder Moleku-
larbiologie bis hin zur Medizin und der Land-
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A Abb. 2: GWAS in verschiedenen Populationen der Modellpflanze Arabidopsis thaliana. A, Die geographische Herkunft der verschiedenen Arabidopsis-
Individuen, die in der GWAS verwendet wurden, ist auf der Europakarte farblich gekennzeichnet. Es wurden Populationen aus Schweden und Spanien
analysiert. B, Manhattan Plots der GWAS-Ergebnisse fiir die separate Analyse der schwedischen und spanischen Individuen, sowie die Ergebnisse der
gemeinsamen Analyse aller Individuen. Der untersuchte Phanotyp war hier die Expression eines fiir den Bliihzeitpunkt wichtigen Genes.

wirtschaft. Ziel ist es, fiir verschiedene Pha-
notypen die ursdchlichen Gene oder genomi-
schen Abschnitte zu identifizieren. Diese
konnen dann experimentell validiert werden
und schlieBlich z. B. als Marker fiir die Ziich-
tung oder zur Entwicklung neuer Medika-
mente dienen.

Wie findet man heraus, welche

Gene fiir eine bestimmten Phanotyp
wichtig sind ?

Das menschliche Genom besteht aus unge-
fahr drei Milliarden DNA-Basen. Auch wenn
das Genom zwischen zwei Individuen zu
99,9 Prozent identisch ist, so unterscheiden
sich zwei nicht ndher verwandte Menschen
doch in mehreren 100.000 Positionen im
Genom. Viele dieser Unterschiede haben
wahrscheinlich keinen Effekt, sie sind neu-
tral. Einige dieser Unterschiede sind jedoch
fiir unterschiedliche phénotypische Auspra-
gungen verantwortlich. Herauszufinden, wel-
cher dieser Unterschiede jetzt mit einem
bestimmten Phanotyp zusammenhéngen ist
nicht ganz trivial.

Um die ursachlichen kausalen genomi-
schen Unterschiede zu identifizieren, wird
die Methode der Genomweiten Assoziation-
studien (GWAS) benutzt. Diese Methode wur-
de 2005 zum ersten Mal publiziert und kor-
reliert genomische Unterschiede innerhalb
einer Population mit phanotypischen Unter-
schieden [3].

Zur Veranschaulichung ein abstraktes Bei-
spiel: Stellen wir uns vor, dass wir an der
genetischen Basis der Farbe eines Organis-
mus interessiert sind. Dieser Organismus -
in Abbildung 1 als Punkt dargestellt -
kommt natiirlicher Weise in drei verschiede-
nen, distinkten Farben vor: Griin, Lila und
Hellblau. Wenn wir jetzt eruieren wollen,
warum einige Individuen griin sind, bestim-
men wir als erstes die Farbe in einer mog-
lichst groBen Population. Als ndchstes brau-
chen wir die genomische Information aller
Individuen. Durch moderne Sequenziertech-
niken ist es heutzutage problemlos moglich,
diese Information auch fiir tausende Indivi-
duen zu generieren. Nachdem wir nun das
komplette Genom aller Individuen haben,
miissen wir die verschiedenen Genome
durch bioinformatische Analysen verglei-
chen und die genomischen Unterschiede
identifizieren. In der Analyse konzentrieren
wir uns auf single-nucleotid polymorphisms
(SNPs), bei denen Individuen eine unter-
schiedliche DNA-Base an der selben Stelle im
Genom aufweisen.

Genomweite Assoziationstudie
(GWAS)

In einer GWAS wird jetzt fiir jeden dieser
SNPs - die auch als genomischen Marker
bezeichnet werden — ein statistischer Test
durchgefiihrt. Vereinfacht dargestellt, wird
getestet, ob die jeweiligen SNPs mit dem Phéa-

notyp (in unserem Beispiel mit der Farbe
Griin) korreliert.

In Abbildung 1 sind exemplarisch zwolf
Individuen und ein Teil ihres Genoms
gezeigt. Das Genom der Individuen unter-
scheidet sich in dem gezeigten Bereich an
zwei Stellen: An der Position 3 sind sowohl
die Basen Cystein (C) und Thymin (T) in der
Population vorhanden und an Position 11
treten die Basen Adenin (A) und Guanin (G)
auf. Offensichtlich ist, dass alle griinen Indi-
viduen an Position 3 ein T haben und alle
nicht griinen Individuen ein G. Hier gibt es
eine Korrelation zwischen der Base an dieser
Position und dem Phdnotyp, wohingegen es
fiir den Polymorphismus an Position 11 kei-
nen Zusammenhang gibt.

Statistisch gesehen fiihren wir ein Likli-
hood-ratio-test fiir jede variable Position im
Genom durch, um ein P-Wert fiir jeden Mar-
ker zu erzeugen. Diese P-Werte geben die
Wahrscheinlichkeit an, ob ein etwaiger Mar-
ker mit dem beobachteten Phanotyp korre-
liert. Diese P-Werte werden dann schlieBlich
in einen Manhattan-Plot graphisch darge-
stellt.

In marginaler Statistik wird meist eine Sig-
nifikanzwert (alpha) von 0,05 angenommen.
Dieser Wert bedeutet, dass mit 95 Prozent
Wahrscheinlichkeit die Werte nicht zufallig
entstanden sind.

Jetzt ist es mit GWAS ein bisschen wie
beim Lotto spielen: Je mehr Lose man kauft
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(aquivalent zu : Je mehr Marker wir testen),
desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit eines
Gewinnes (einer signifikanten Assoziation).
Deshalb miissen wir noch die Anzahl der
Tests in unsere Berechnungen mit einbezie-
hen und penalisieren. Dies geschieht indem
der marginale Signifikanzwert durch die
Anzahl der zu testenden Marker geteilt
wird. Wenn wir also 100.000 Marker testen,
ist der Signifikanzwert = 5 * 1077 und wir
wiirden nur Werten, die noch signifikanter
sind, vertrauen.

Das heiBt, alle Marker, die unterhalb die-
ser Bonferroni-Schwelle liegen, sind statis-
tisch signifikant mit dem Phédnotyp assozi-
iert.

Genetische Heterogenitat

Mit der Methode des GWAS lassen sich also
Gene, die fiir phdnotypische Unterschiede
wichtig sind, identifizieren. Es gibt jedoch
ein paar zusatzliche Faktoren, die diese Ana-
lyse beeinflussen und die deshalb beachtet
werden miissen.

Je mehr Individuen in einer Studie analy-
siert werden, desto hoher sollte die Chance
sein, signifikante Assoziationen zu identifi-
zieren, da es mit mehr Individuen moglich
ist, Marker mit einer geringeren Effektgrofe
statistisch nachzuweisen [4]. Diese Annah-
me hat aber nur dann Bestand, wenn die
genetische Architektur in allen analysierten
Individuen gleich ist. Dies ist jedoch nicht
zwingend der Fall.

Wenn z. B. eine Population von Pflanzen
einer Art an Standorten mit sehr unter-
schiedlichen klimatischen Bedingungen
wachsen, kann die Anpassung an diese
Bedingungen durch unterschiedliche Gene
realisiert werden. Die Optimierung des
Bliihzeitpunktes in der Modellpflanze Arabi-
dopsis thaliana wird z. B. durch unterschied-
liche Gene in Populationen aus Spanien oder
Schweden reguliert [5]. Abbildung 2 zeigt
die Ergebnisse eines GWAS fiir einen mole-
kularen Phdnotyp (der Expression eines
Genes, diese Analyse wird auch als eGWAS
bezeichnet) in geographisch verschiedenen
Populationen. Das hier untersuchte Gen hat
einen wichtigen Einfluss auf die Regulation
des Bliihzeitpunktes. Eine signifikante Asso-
ziation kann hier nur in der schwedischen
Population gefunden werden, nicht jedoch
in der spanischen. Der Effekt des Markers
unterscheidet sich in Okotypen aus Spanien
und Schweden. Wenn jetzt eine GWAS mit
Pflanzen beiden Populationen durchgefiihrt
wird, kann es passieren, dass wichtige Asso-
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ziationen zwischen Genotyp und Phanotyp
nicht gefunden werden.

Diese genetische Heterogenitit beschrankt
sich nicht nur auf sehr unterschiedliche
Populationen, wie die spanische und schwe-
dische, sondern lasst sich auch beobachten,
wenn naher verwandte Populationen analy-
siert werden. In einer GWAS von acht euro-
paischen Populationen [5] sind von tiber
5.000 assozierten SNPs mit einem margina-
len P-Wert Kleiner als 107 nur acht SNPs in
mehr als einer Population zu finden
(Abb. 3A). Auch wenn wir die assozierten
Marker zu Regionen zusammenfassen, zeigt
sich, dass die meisten Regionen nur in einer
einzigen Population mit dem Bliihzeitpunkt
zusammenhidngt (Abb. 3B). Dies bedeutet,
dass die Regulation des Bliihzeitpunktes in
Populationen, die an unterschiedliche
Umweltbedingungen angepasst sind, durch
andere Gene und genomische Regionen
geschieht.

Dieses Problem der genetischen Hetero-
genitat betrifft viele Phdnotypen, insbeson-
dere wenn diese unter einen Selektions-
druck stehen. So konnte in einer Studie
gezeigt werden, dass die Zusammensetzung
von bestimmten pflanzlichen Metaboliten
(den Glucosinolaten), die fiir die Anpassung
an biotischen und abiotischen Stress wichtig
sind, sowohl auf lokaler als auch auf globa-
ler Ebene eine groBe genetische Heterogeni-
tat aufweist [6]. Hier konnte gezeigt werden,
dass eine Mischung von evolutiondren
Ereignissen fiir diese Heterogenitit verant-
wortlich ist. Einerseits entstanden hier
durch parallele Evolution Mutationen im
selben Gen, die zu ahnlichen Merkmalsaus-
prigungen fiihren. Andererseits konnten
auch unabhédngige Mutationen in verschie-
denen Genen, die ebenfalls zu dhnlichen
Merkmalen fiihren, beobachtet werden. In
diesem Fall spricht man von konvergenter
Evolution. Dieses Beispiel zeigt wie flexibel
das Genom ist und sich an verdnderte
Umweltbedingungen anpassen kann: Ein
Fakt, der es erschwert, signifikante Assozi-
ationen zu finden.

Gen-regulatorische Netzwerke

Um das ganze Szenario nochmals kompli-
zierter zu machen, sind die meisten Phano-
typen nicht das Produkt unabhédngiger
Effekte einzelner Gene, sondern der Kombi-
nation vieler Effekte und regulatorischer
Netzwerke. Mendel hatte bei seinen Experi-
menten Phdnotypen mit einer simplen
Architektur gewahlt: Die Form und Farbe

Hier steht
eine Anzeige.

@ Springer



A Abb. 3: Ergebnisse einer GWAS fiir den Bliihzeitpunkt in acht verschiedenen Populationen der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana. A, Histogramm der Anzahl an assozierten SNPs (P-Wert klei-
ner als 10-4) in den acht verschiedenen Populationen und deren Uberlappung. Die acht unter-
suchten Populationen sind durch ihre geographische Lage definiert. Dabei werden Populationen
aus Zentraleuropa, Skane (der sidlichste Teil Schwedens), Frankreich und GroBbritannien, Osteu-
ropa, der siidlichen spanischen Halbinsel (SIP), der ndrdlichen spanischen Halbinsel (NIP),
Deutschland und Nordschweden unterschieden. B, Histogramm der Anzahl an assozierten geno-
mischen Regionen in den acht verschiedenen Populationen und deren Uberlappung. Hier wurden
SNPs die nicht weiter als 10 kb voneinander entfernt sind zu einer gemeinsamen genomischen
Region zusammengefasst. Betracht wird die Uberlappung von Regionen, auch wenn sich die
zugrundeliegenden SNPs unterscheiden. Abbildung aus [5].

der Erbsen werden jeweils durch ein einzel-
nes Gen reguliert. Solche Phidnotypen mit
einfacher genetischer Architektur sind
jedoch die Ausnahme. Es ist oft der Fall, dass
der Effekt eines Gens abhdngig von einem
anderen ist. Diese epistatischen Interaktio-
nen verkomplizieren das Finden von kausa-
len Genotyp-Phanotyp-Zusammenhdngen, da
diese nicht einfach in klassischen Modellen
zu analysieren sind. Das Problem hier ist die
schiere Anzahl der Tests. Wenn wir alle paar-
weisen Interaktionen von einer Million Mar-
kern testen wollten, miissten wir eine Trilli-
on statistische Test durchfiihren. Dies ist
sowohl statistisch als auch vom Rechenauf-
wand her ein Alptraum. Um diese Interakti-
onen zu identifizieren, ruht die Hoffnung auf
Modellen des maschinellen Lerners [7]. Die
Idee ist, dass artifizielle neuronale Netzwer-
ke wichtige Interaktionen entdecken konnen
ohne diese explizit zu modellieren.

Vom GWAS zur Anwendung

Assoziationsstudien liefern wichtige
Erkenntnisse und Hypothesen. Sie erlauben
interessante Einblicke in die Evolution neuer
Eigenschaften. GWAS erlaubt nicht nur die
Identifikation kausativer Gene, sondern
ermoglicht es, die Architektur von komple-
xen Phanotypen zu verstehen. Durch diese
Einblicke konnen wir verstehen, wie die
genetische Anpassung an lokale Gegebenhei-
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