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ABSTRAKT

Vétsina metod pro analyzu genomickych dat pracuje se sekvencemi Vv jejich
symbolickém zapisu. Genomické sekvence lze povazovat za formu biologického
digitalniho signalu, ktery je mozné analyzovat metodami zpracovani digitalnich signald.
Sekvence v symbolickém zapisu vSak musi byt pfed zpracovanim pievedeny do
vhodného numerického formatu. Tato dizertacni prace predstavuje metodu numerické
reprezentace genomickych dat, nukleotidové denzitni vektory, a jejich vyuziti
k molekularni identifikaci organismd. V soucasnosti popularni DNA barcoding je
pfistup molekuldrni identifikace organisml na zéklad¢ porovnavani kratkych sekvenci
ur¢itého useku mitochondridlniho genomu. V této dizertacni praci navrzena metoda
identifikace organismu na zaklad¢ porovnavani nukleotidovych denzitnich vektora byla
testovana na rozsdhlém souboru DNA barcodingovych sekvencich. Navrzeny zpusob
identifikace do druhti byl dale rozsifen a otestovan na vyssi taxonomické skupiny jako
je Celed. Dale také byly pro testovaci data zkonstruovany a porovnany dendrogramy ze
standardn¢ pouzivanych evolu¢nich vzdélenosti a vzdalenosti mezi nukleotidovymi
denzitnimi vektory.

KLIiCOVA SLOVA

genomika, numerické reprezentace, nukleotidové denzitni vektory, DNA barcoding,
molekularni taxonomie, identifikace druht

ABSTRACT

Most methods for analysis of genomic data work with symbolic sequences. Numerically
represented genomic sequences can be analyzed by signal processing methods. A new
method of numerical representation of DNA sequences, nucleotide density vectors, is
proposed in this thesis. Usability of this method for purposes of molecular species
identification is tested on DNA barcoding sequences. DNA barcoding is modern and
popular methodology based on comparison of short mitochondrial DNA sequences.
Beside species identification by proposed method based on nucleotide density vectors,
higher taxa rank identification (e.g. families) was also tested. Furthermore, dendrograms
were constructed from standardly used evolutionary distances and distances between
nucleotide density vectors and the dendrograms were compared.
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UvVOD

Bioinformatika je v soucasné dobé velmi rychle se rozvijejici védni obor, ktery se
zabyva metodami sbéru, analyzy a vizualizace rozsdhlych soubort biologickych dat,
predevsim genomickych dat (sekvence DNA) a proteomickych dat (sekvence
aminokyselin). Tento védni obor se prolind s dalSimi pfibuznymi obory jako
je molekularni biologie, vypocetni biologie, systematika i biomedicinské inzenyrstvi.

Velka cast metod pro analyzu genomickych a proteomickych dat pracuje se
sekvencemi Vv jejich symbolickém zapisu, napi. pro DNA sekvence jde 0 sousledny
zapis pomoci pismen A, C, G a T, které reprezentuji jednotlivé nukleotidy adenin,
cytosin, guanin a tymin. V potadi pismen je zakddovana geneticka informace. Analyzou
symbolickych sekvenci mizeme mimo jiné provadét napf.: anotaci gend, vyhledavat
homologni a podobné sekvence, zarovnavat sekvence ¢i provadét fylogenetickou
analyzu.

Genomické a proteomické sekvence vSak mizeme povazovat za formu biologického
digitalniho signalu, a tak se zde nachazi i moznost aplikace metod zpracovani
digitalnich signalti. Sekvence v symbolickém zépisu vSak musi byt pfed zpracovanim
prevedeny do vhodného numerického formatu. Vybér metody numerické reprezentace
siln¢ zavisi na typu metody nasledné analyzy. Pro nékteré zakladni analyzy postacuji
jednorozmérné numerické reprezentace, ale nékteré sofistikovanéjSi metody vyzaduji
numerickou reprezentaci, ktera vhodné reprezentuje biologicky informac¢ni obsah
sekvence.

Tato dizertacni prace predstavuje metodu numerické reprezentace genomickych dat,
nukleotidové denzitni vektory, ktera priméruje zastoupeni jednotlivych nukleotidd ve
zvolené délce posuvného vypocetniho okna. Vysledkem numerického mapovani
symbolické¢ DNA sekvence jsou Ctyfi samostatné ¢iselné vektory, jeden pro kazdy typ
nukleotidu. Jde o pomérné jednoduchou numerickou reprezentaci nukleotidovych
sekvenci, ktera uchovdva informaci o biochemickych vlastnostech sekvenci. Tato
metoda nebyla, pokud je mi zndmo, nikym jinym publikovana. Tato numericka
reprezentace umoziuje rizné druhy analyz. Predbézné byla vyzkouSena napf. na
vyhledavani CpG ostrivkli a vyhledavani tandemovych repetic. Tato prace je vSak
zaméefena na vyuziti nukleotidovych denzitnich vektori k molekularni identifikaci
organismu.

V soucasnosti je velmi populdrni DNA barcoding, coz je ptistup molekularni
identifikace organismi na zakladé porovnavani kratkych sekvenci urcitého tseku
mitochondrialniho genomu. Mitochondridlni genom mé oproti jadernému genomu tu
vyhodu, mimo jiné, Ze v ném b&hem stejného casového useku dojde k nékolikandsobné
veétsimu poctu bodovych mutaci, na zaklad¢ kterych by bylo mozné odliSeni i blizce
piibuznych organismi, tj. organismi, k jejichz diferenciaci doslo v nedavné dobg.
K identifikaci metazoi (vicebunécni zivocichové) byl jako usek pro DNA barcoding



zvolena cCast sekvence pro gen cytochrom ¢ oxidazu podjednotku 1 (coxl nebo col) o
piiblizné délce 650 nukleotidii. Vyuziti tohoto useku bylo prvné publikovano autory
Paulem Hebertem et al. v roce 2003 na datech ze skupiny hmyzu. Autory navrzeny
pristup byl natolik jednoduchy a efektivni, Ze béhem deseti let nabyla metoda nebyvalé
popularity spojené s vytvoienim obrovské databaze dat. Nutno ovSem dodat, Ze metoda
ma 1 mnozstvi kritikli a pfedevsim se ukazalo, ze usek coxl neni tak ,,univerzalni a
efektivni u v§ech skupin organismii, jak bylo predpokladéano.

V této dizertacni praci navrzend metoda identifikace organismi na zakladé
porovnavani nukleotidovych denzitnich vektori byla testovana na rozsahlém souboru
DNA barcodingovych sekvencich a pifedstavuje alternativni metodu ke standardné
vyuzivanym metodam jako je vyhledavani homolognich sekvenci algoritmem BLAST.

Jelikoz nejsou data pouzitd k testovani metody sama o sobé stoprocentné druhové
specifickd, nemulze byt ani zadny zplsob identifikace bezchybny. VyuZiti
nukleotidovych denzitnich vektorli nabizi moznost vytvotfeni jednoho referen¢niho
zastupce pro dany druh z mnozstvi jednotlivych jedinct druhi, ktery bude reflektovat
vnitrodruhovou variabilitu druhu. Navrzeny a testovany byly tfi rizné piistupy
K vypo¢tu referenénich nukleotidovych denzit. Samotnd identifikace ,,neznamé*
sekvence pak probihd tak, ze se nukleotidové denzitni vektory analyzované sekvence
porovnavaji s referen¢nimi vektory. U sekvenci, které byly navrzenou metodou chybné
identifikovany, bylo provedeno kontrolni vyhleddvani homolognich sekvenci
algoritmem BLAST v databazi GenBank, coz je standardné¢ pouzivany pfistup
k identifikaci.

Navrzeny zpusob identifikace do druhli byl dale rozSifen a otestovan na vyssi
taxonomické skupiny jako jsou celed’ a tad. Dale také byly pro testovaci data
zkonstruovany a porovnany dendrogramy ze standardné pouZivanych evolucnich
vzdalenosti a vzdalenosti mezi nukleotidovymi denzitnimi vektory.



1 GENOMICKA DATA

Pod pojmem genomicka data miizeme rozumét reprezentaci nukleotidl vyskytujicich se
v molekulach ribonukleovych ¢i deoxyribonukleovych kyselin. Tato reprezentace
nukleotidit mize byt symbolicka (znakova), numerickd, signdlova a obrazova. Pfevazné
se vSak pod pojmem genomicka data rozumi symbolickd reprezentace, tj. zapis
sekvence nukleotidii pomoci sekvence znakli z vybrané abecedy. Genomicka data jsou
ziskdvana napt. sekvenovanim, vyfocenim elektroforetického gelu, skenovanim
mikroarray ¢ipu apod. Takto ziskand genomickd data jsou pak uchovavana, dale
zpracovavana a zobrazovana s vyuzitim vypocetni techniky.

1.1 DNA

Nukleotidové sekvence rozliSujeme ve dvou typech, a to bud jako molekuly
ribonukleovych ~ kyselin  nebo  molekuly  deoxyribonukleovych  kyselin.
Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je velmi dlouhd molekula, ktera slouzi jako nosi¢
genetické informace u vSech zivych organismd, tj. u prokaryotickych a eukaryotickych
bunék, u vétsiny virti je pak nosi¢em jednodussi ribonukleova kyselina (RNA). Jako
ptiklad velikosti (jaderné¢) DNA lIze uvést praseci cirkovirus typu 1 s velmi kratkou
DNA 0 1 759 paru bazi (jednotka bp) nebo jednobunéény ameoboid Polychaos dubium
s velmi dlouhou DNA o 670 Gbp. Délka nosi¢e genetické informace nekoresponduje s
celkovou slozitosti organismu.

DNA mé strukturu dvojité Sroubovice. Zékladem Sroubovice jsou dvé vlakna
tvofena stiidavé cukrem (deoxyribozou) a fosfatovym zbytkem viz Obr. 1.1 Struktura
dvousroubovice DNA.. Na téchto vlaknech jsou pak navazané baze, které se v DNA
vyskytuji ¢tyfi zdkladni: adenin, cytosin, guanin a tymin. Vlakna dvousroubovice drzi u
sebe vodikové mustky mezi prot&Simi bazemi. Komplex baze-cukr se nazyva
nukleosid, ptidame-li ke komplexu i fosfat dostaneme komplex zvany nukleotid.
Nukleotidy spojené vodikovymi milstky tvoti par bazi. V symbolické reprezentaci DNA
sekvenci se pro nukleotidy voli znaky A, C, G a T pro nukleotidy obsahujici bazi
adenin, cytosin, guanin a tymin.

Baéze se déli do tii skupin podle jejich biochemickych vlastnosti ™

1) podle molekularni struktury - baze adenin (A) a guanin (G) patii mezi puriny
(R); baze cytosin (C) a tymin (T) patii mezi pyrimidiny (Y),

2) podle sily vazby mezi komplementarnimi vlakny — adenin a tymin tvoii vazbu
ze dvou vodikovych mustki, jde o vazbu slabou (W); cytosin a guanin tvofi
vazbu ze tii vodikovych mustkd, jde o vazbu silnou (S),

3) podle obsahu radikalti — baze adenin a cytosin obsahuji amino skupinu NHz (M)
na atomu uhliku C® u adeninu a atomu uhliku C* u cytosinu; tymin a guanin
obsahuji na téchto atomech keto skupinu C=0 (K).

10



5" konec

0\\ /0 nukleotid

o .
, P\ 2 3" konec
o o N NH, N N\ OH
o : deoxyriboza
O/ N

N N
N
tymin o _
- 0O ©
o_ 0 Np/ fosfat
Y NH; o o’ S
7 N \Y
o o VAR
o N HN
N—\<o
) H2N guanin
cytosin
o o /P\\
N/ o H,N N o° o
/7 N\ 4
o 0 /
NH N N
o]
N—, N
\0 o) )
o o]
N
o, Y o \\
/P\ o} N \
- N
(o} (o] ( // >/_N
° N / NH
N=< vodikové mistky
e \\
OH O o]

3" konec 5" konec

Obr. 1.1 Struktura dvousroubovice DNA.

Purinové baze tvoii vazbu (vodikové mdustky) pouze s pyrimidinovymi bazemi a
naopak, ¢imz vznikd symetrickd dvousroubovice. Této vlastnosti se fika
komplementarita bazi, presnéji jde o pravidlo Watsonova-Crickova péarovani bazi 2,
Existuji 1 jiné moZnosti parovani bazi, jde ale o specidlni ptipady vyzadujici specifické
fyzikalné-chemické podminky.

Zastoupeni jednotlivych bazi v dvousroubovici DNA urCuje jednu z dilezitych
fyzikéalné-chemickych vlastnosti DNA a to teplotu potfebnou pro rozstépeni
dvousroubovice. Vldkna DNA drzi u sebe slabé vodikové mustky a jejich pocet tedy
uruje mnozstvi energie potiebné pro jejich rozsté€peni. Jak bylo feeno vyse, adenin a
tymin se poji dvéma vodikovymi mustky; cytosin a guanin se poji tfemi vodikovymi
mistky. VyS$si zastoupeni cytosinu a guaninu tudiz zvySuje mnozstvi potiebné energie
k rozstépeni dvousroubovice. V laboratornich podminkach Ize dvousroubovici $tépit
pusobenim tepla, pro ¢asti molekuly S vysokym podilem cytosinu a guaninu je pak

A4

potieba pouzit vyssi teplotu, na kterou se musi vzorek DNA zahft4t.
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1.2 RNA

Nukleotidové sekvence ve form€ molekul RNA se 1iSi tim, ze v RNA se misto
deoxyribozy vyskytuje rib6za, misto baze tyminu je jednodussi baze uracil a predevSim
RNA netvofi dvojitou Sroubovici. Molekula RNA je tudiz oproti DNA podstatné
nachyln€j$i k chemickym zménam. U prokaryotickych a eukaryotickych organismu
neslouzi RNA jako nosi¢ genetické informace, ma ale jiné nezastupitelné a klicové role.

Molekuly RNA se d&li na tii zakladni typy "

1) mRNA = mediatorova RNA, pienasi genetickou informaci z DNA do mista
translace (pfepisu do sekvence aminokyselin),

2) tRNA = transferova RNA, jde o malé molekuly RNA, které pienasi jednotlivé
aminokyseliny, Gi€astni se procesu translace,

3) rRNA = ribozomova RNA, jde o rizné¢ velké molekuly RNA, které tvoii
bunécné struktury zvané ribozomy, coz jsou mista, kde probiha translace.

Krom¢ téchto zékladnich typi RNA existuji jesté dalsi typy se specidlnimi funkcemi.

Zakladni struktura RNA je jednovldknova, avSak RNA je pro zvySeni chemické
stability schopnd sekundarni strukturalizace, jejiz forma md souvislost s funkci
molekuly. Nejjednodussi sekundarni strukturou je vlasenka, kdy se usek RNA paruje
s komplementarnim usekem pomoci vodikovych mustka ¢i struktura tRNA v podobé
jetelového listu, ktera je esencialni pro pfenos aminokyseliny a spravnou vazbu tRNA

na mRNA pfi translaci. 61

1.3 GENETICKY KOD A PRENOS GENETICKE INFORMACE

Geneticky kod (GK) je neptekryvajici se kod, ktery pomoci sledu nukleotidii urcuje
jednotlivé aminokyseliny, iniciaci a terminaci translace. Tento kod je tvofen sekvenci
kodont (trojicemi nukleotidli) v molekule mediatorové RNA.

Zékladni vlastnosti genetického kodu jsou [:
1) GK je slozen z tripletti nukleotidi. Kazdy triplet urcuje jednu aminokyselinu.

2) GK se v fetézci neptekryva az na vyjimky, kdy se geny mohou piekryvat a ¢tou
se v riznych Ctecich ramcich (viz nize).

3) GK neobsahuje interpunkéni znaménka, tj. v molekule mRNA se kodony c¢tou
jeden za druhym.

4) GK je degenerovany, tj. redundantni. Existuje 20 aminokyselin. Pomoci 4 druht
nukleotidi je mozné vytvofit 2* = 64 riznych kodoni. AZ na dvé vyjimky jsou
vSechny ostatni aminokyseliny kédovany vice nez jednim kodonem.
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5) GK je usporadany. Kodony pro jednu aminokyselinu ¢i pro aminokyseliny
podobnych chemickych vlastnosti jsou piibuzné a lisi se Casto pouze jednim
nukleotidem.

6) GK obsahuje inicia¢ni (start) a termina¢ni (stop) kodony.

7) GK je téméf univerzalni. Az na vyjimky je stejny GK u vétSiny Zivych

organismu. Mirné€ odlisSny GK existuje napt. u mitochondrii.

Molekuly DNA nesou genetickou informaci, tj. piedpis na vyrobu vSech peptidii a
proteini organismu. Pfenos genetick¢é informace se fidi centrdlnim dogmatem
molekularni biologie, které je znazornéno na Obr. 1.2 Schéma centralniho dogma
molekularni biologie.. Toto dogma tik4, Ze se genetickd informace kédovana v DNA
muze procesem replikace prenaSet do dalSi generace, nebo je genetickd informace
pomoci procesu transkripce pfenesena na molekuly mRNA a procesem translace na
kone¢ny produkt, ¢imz je peptid nebo protein. Transkripce a translace slouzi k vyjadieni
genetické informace do fenotypu organismu. Tento pienos je jednosmérny, tj. z proteinu
nelze zpétné sestavit (biologicky ani pocitacoveé) sekvenci DNA. Ze znalosti
posloupnosti aminokyselin mizeme sice zrekonstruovat moznou sekvenci DNA, avSak
diky degeneraci genetického kdédu si nemiizeme byt jisti, ktery kodon byl skutecné
pouzit.

replikace transkripce translace
_— _— i
DNA e DNA €mmmmememm RNA ——> protein

Zpétna
transkripce

Obr. 1.2 Schéma centralniho dogma molekularni biologie.

V Tab. 1.1 Vyznam kodonii vmRNA M. jsou uvedeny vyznamy jednotlivych
kodond v mRNA, tj. jaké aminokyseliny jsou danymi kodony kodovany. Kromé
standardné kodovanych 20 aminokyselin jsou genetické kody organisma doplnény i o
dalsi 2 aminokyseliny selenocystein a pyrolyzin, které jsou specifickou cestou kodované
stop kodony UGA a UAG. K tomuto specialnimu kodovani dochazi u prepisu genetické
informace pro tvorbu selenoproteinli a proteini metabolizmu produkujici metan a je

.....

aminokyselin jsou uvedeny v Tab. 1.2.

Kazda sekvence DNA obsahuje 6 moznych ¢tecich ramct (reading frame), viz Obr.
1.3. Jde o pozici a smér mozného ¢teni sekvence. Otevieny Cteci ramec (open reading
frame — ORF) je ¢ast obsahujici mozny start kodon, vnitini kodony ale stop kodon neni
pfitomen.
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Tab. 1.1 Vyznam kodonti v mRNA M.

2. nukleotid
U C A G

UUU | o ) ucu UAU Ty (Y) UGU cys () 1Y

uuc ucc | Ser | UAC UGC C

WA | oy [UcA (S) luaa | sTopr |UGA | sToP | A

UuG UCG UAG | STOP |UGG | Trp(W) | G

Cuu ccu . CAU | e H) CGU U

cuc | |, L ccc (:)J CAC CGC ArgR) |-C

A A AA A

- cu ccC C Gin (Q) CG A -
= CUG CCG CAG CGG G| &
<@ <
X AUU ACU AAU | Ao, N) AGU | o ) Y] X
€ AUC lleu(l) | Acc AAC AGC c| =
i Thr ™

AUA ACA M AAA AGA A

Lys (K Arg (R
av | MM 16 anG | Y (K) AGG 9(R) G
START

GUU GCU . GAU Asp (D) GGU U

GUC | W) GCC (A? GAC GGC Gly @) |-C

GUA GCA GAA | a1y ©® GGA A

GUG GCG GAG GGG G

Tab. 1.2 Jednopismenné a tfipismenné zkratky aminokyselin.

Cely nazev Zkratky  Cely nazev  Zkratky
alanin A (Ala) lyzin K (Lys)
arginin R (Arg) metionin M (Met)
asparagin N (Asn) fenylalanin ~ F (Phe)
kyselina asparagova D (Asp) pyrolyzin O (Pyl)
cystein C (Cys) prolin P (Pro)
kyselina glutamova E (Glu) serin S (Ser)
glutamin Q (GlIn) treonin T (Thr)
glycin G (Gly) selenocystein U (Sec)
histidin H (His) tryptofan W (Trp)
izoleucin I (lle) tyrozin Y (Tyr)
leucin L (Leu) valin V (Val)
3. 6.
2. 5.
1 4.

“ACGTAGGACGTA

AGCGACCCGAGA?

Obr. 1.3 Sestice moznych &tecich rimci na sekvenci DNA.
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Proces transkripce probiha vjadie bunky (u ecukaryotickych organismi) a
zjednodusené feteno jde o syntézu mRNA ztemplatu DNA. Cast DNA, kterd je
piepisovana do mMRNA, se nazyva transkripcni jednotka (vétSinou odpovida jednomu
genu). Transkripce se sklada ze tfi fazi: 1) iniciace, 2) elongace a 3) terminace. Pii
iniciaci se v promotorové oblasti DNA navaze RNA polymeraza, dvojvlakno DNA je
lokaln¢ rozvinuto a vznika transkripéni bublina, kde se na templatovém vlakné¢ DNA
(komplementarni vldkno ve sméru 3'— 57) piipojuji transkripcni faktory (specialni
proteiny). Syntéza vldkna MRNA probihd ve sméru 5'— 3’. Béhem iniciace se
syntetizuje na templatu nckolik komplementarnich ribonukleotidii. Pak nasleduje
elongace, kdy je syntetizovano zbyvajici vlakno mMRNA. RNA polymeraza se pohybuje
DNA je opét svinovano. Terminace (ukoncCeni) transkripce nastdva v okamziku, kde
RNA polymerdza zachyti terminacni signal (specifickd sekvence nukleotidil),
transkripéni komplex (polymerdza, DNA, mMRNA, transkripcni faktory) se rozpadd a

vznikld molekula mRNA je uvolnéna. (L7

Transkribovana molekula mRNA obsahuje kromé kodujici ¢asti 1 ¢asti nekodujici, a
proto dochdzi jesté k posttranskripénim Gpravam. Pfedevsim jde o sestiih mRNA tak, ze
se Stépenim vyjmou introny a zUstavaji pouze exony. Exony jsou vétSinou oblasti
vlakna DNA (RNA), které koduji aminokyseliny. Mezi oblastmi exonli se U
eukaryotickych organismi nachéazi rozsahlé oblasti intronii, které nenesou informaci pro
stavbu proteint; jejich funkce neni jesté pln€ zndma, Casto se zde vyskytuji oblasti

regulujici expresi. M8

Posttranskripéné upravena molekula mRNA putuje z jadra buiiky do cytoplazmy,
kde probiha proces translace, ktery mizeme rozdé€lit opét do tfi fazi: 1) iniciace, 2)
elongace a 3) terminace. Pro translaci je nezbytnd molekula mRNA nesouci pfepis genu
z DNA, molekuly tRNA s jednotlivymi aminokyselinami, podjednotky ribozomu a
mnozstvi riiznych pomocnych proteinii tzv. faktory. Podjednotky ribozomu utvoii po
zahgjeni translace cely funkéni ribozom, na kterém se nachazi tfi dilezitd mista: A, P a
E. Na misto A (aminoacylové misto) se vaze tRNA s aminokyselinou, kterd bude
navazana v pfistim kroku. V misté¢ P (peptidové misto) se nachdzi tRNA s rostoucim
polypeptidem. V mist¢ E (exitové misto) se nachazi tRNA, ktera se odd¢lila od

peptidového vlakna, 0]

Iniciace zahrnuje procesy, pfi nichz dochazi k zahéjeni tvorby aminokyselinového
fetézce pomoci tRNA, mRNA a ribozomi. Pro iniciaci je nezbytna pfitomnost n€kolika

..........
......

.....

Elongace (prodluzovani fetézce) probihd ve sméru 5'— 3° po molekule mRNA.
Jednotlivé aminokyseliny jsou k sobé navazovany peptidovymi vazbami. Po kazdém
navazani se ribozom posune po mRNA o jeden kodon. Elongace je proces slozity,
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vyzadujici soucinnost né¢kolika elongacnich faktoru, a pfitom je to proces velice rychly
a nesmirn¢ piesny. U bakterie E. coli prob&éhne elongace o jednu aminokyselinu za
~0,05 sekundy.

Terminace nastava v pfipadé¢ posunu ribozomu na jeden z terminaénich (stop)
kodoni na mRNA (UAA, UAG nebo UGA u standardniho genetického kodu). Tyto
kodony jsou rozpoznavany uvoliiovacim faktorem RF. Tento faktor pfipoji na konec
vznikajiciho aminokyselinového fetézce molekulu vody. Nésledné dojde k uvolnéni
tRNA, mMRNA z ribozomu a nakonec se ribozom rozpada na podjednotky, které jsou
ihned pfipraveny k dalsi iniciaci.

Piiklad ptevodu genetického kodu z DNA do AK (jednotlivé kodony jsou pro
ptehlednost oddéleny teckou):

vedouci vlakno DNA: % ATG.GCC.TGG.ACT.TCA.TAG >
templatové vlakno DNA: ¥ TAC.CGG.ACC.TGA.AGT.ATC >
MRNA: % AUG.GCC.UGG.ACU.UCA.UAG Y

aminokyseliny: Met.Ala.Trp.Thr.Ser

14 MUTACE

Mutace, tj. zmény a poskozeni Vv sekvencich DNA, se tykaji zmén jednotlivych
nukleotidii v sekvenci, ¢asti sekvenci, chromozomi a celych genomt. Mutace patii
mezi kli¢oveé prvky evoluce (' Mutace mohou byt vyvolany ptisobenim mutagenti, coz
mohou byt chemické latky nebo fyzikalni jevy jako je naptiklad piisobeni ultrafialového
zareni (tzv. indukované mutace).

V organismu muze také dochazet ke spontdnnim mutacim — chybam pii replikaci
DNA. Zde se jedna o mutace jednotlivych nukleotidi, tzv. bodové mutace (SNP —single
nucleotide polymorphism). Chybovost DNA polymerazy je pftiblizn¢ 1 chyba na
100 000 bazi H2M™ To se na prvni pohled miZe zdat jako nizké &islo. Kdyz se viak
vezme Vv uvahu, Ze pfi déleni lidské diploidni buiiky je replikovéano pfiblizné 6 miliard
paru bazi, dojde pifi tomto procesu k 120 000 chybam u kazdé bunky v jednom délicim
cyklu. Nastésti vSak existuje ne¢kolik druhii vykonnych opravnych mechanismu, které
drtivou vétsinu replikacnich chyb odhali a opravi [141.125] Neopravené replikacni chyby
se stanou zafixovanymi mutacemi v dal§im délicim cyklu, nebot” vlakno Sroubovice
s chybou slouzi jako templat pro replikaci. Indukované mutace jsou také opravovany
podobnymi mechanismy jako replika¢ni chyby. Z 1000 takovych chyb se stavda méné
nez 1 chyba fixovanou mutaci, tj. ptedava se do dalsi generace 2.

Bodové mutace (zména jednoho nukleotidu) mohou poskodit ORF a zptisobit chyby
pii prepisu do proteinu. Mezi bodové mutace patii inzerce, delece a substituce. Inzerce
znamena vlozeni nukleotidu do sekvence; delece je vynechani nukleotidu ze sekvence.
Oba tyto druhy bodovych mutaci zptisobi posunuti ¢teciho ramce, ¢imz dojde ke zméné
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slozeni kodont. To vede k syntéze jiného fetézce aminokyselin. Pouze Vv piipadé, ze
inzerce €1 delece zahrnuje trojici nukleotidi, je kdédovani zachovano a vysledny protein

nemusi (ale miize) byt poskozen [16]

Substituce je zaména nukleotidu za jiny. DéEli se na dva druhy: tranzice a transverze.
Tranzice jsou substituce nukleotidi stejného typu, tj. purinovy nukleotid za purinovy
nebo pyrimidinovy za pyrimidinovy. Transverze je substituce mezi nukleotidy riznych
typu, tj. purinovy nukleotid za pyrimidinovy a naopak. U substituce nedochazi k posunu
Cteciho ramce, ale pouze ke zmén¢ jednoho kodonu. Protoze je vSak geneticky kod
znacn¢ degenerovan (je redundantni), nemusi substituce nutné vést ke zmén¢ kédované
aminokyseliny. K substitucim nedochazi se stejnou frekvenci u kazdého druhu
nukleotidu; vzdy zdlezi nejen na druhu nukleotidu, ale i na nukleotidech sousednich,
typu genomu (jaderny, mitochondrialni, plastidovy) a na typu organismu.

Mutace v ramci delSich c¢asti sekvenci DNA zahrnuji inzerce, delece, duplikace,
inverze, translokace a transpozice. Pii duplikacich dochazi ke zmnozeni tseku, kdy se
zmnoZeny usek muze nachédzet hned vedle pivodniho useku nebo je pfemistén na jiné
misto. Inverze znamend, Ze se usek nepiemistuje, ale vlozi se na stejnou pozici
V opacné orientaci. Pti translokaci si vyméni pozice dva rozdilné tseky a pii transpozici

v ro.r . , ey , .1
se premisti pouze jeden Usek sekvence na jiné misto v sekvenci. [1]

V pribéhu déleni bunék mize dojit ke ztraté ¢i duplikaci nékterého chromozomu,
pfipadné celé chromozomové sady, coZ jsou mutace genomové. Tento typ mutaci ma
klicovy evolu¢ni vyznam u rostlin; u Zivocichl je tento vyznam omezeny a vétSina
chromozomalnich mutaci ma na organismus znaéné negativni az devastujici vliv. Rada
téchto mutaci neni u Zivoc¢ichi viibec slucitelna se zivotem.

Mutace a poskozeni DNA mohou byt somatické a nemaji tak Zadny vliv na evoluci
druhu. V piipadé vyskytu mutaci v germinalnich tkanich (pohlavni buriky) jsou mutace
pfenaSeny do dalSich generaci (14 Mutace také rozdélujeme podle jejich biologického
vlivu, ktery mize byt pozitivni, negativni nebo neutralni. Nejvice mutaci je neutralnich
¢1 mirn€ negativnich. UZite¢né mutace jsou pfirozenym vybérem fixovany.

15 MITOCHONDRIALNI DNA

Vétsina  eukaryotickych bun¢k obsahuje, mimo jiné organely, mitochondrie.
Mitochondrie je membranova organela ovalného tvaru o velikosti v rozmezi 0,5 az 1,0
um. Kazda buiika obsahuje n¢kolik desitek az desitek tisic mitochondrii v zavislosti na
energetické zavislosti funkce buniky. Tato organela je specializovana na tvorbu ATP
(adenosintrifostat), coz je molekula poskytujici chemickou energii pro veskeré procesy
Vv bunice. Mitochondrie vyrabi vétSinu pottebného ATP. Mitochondrie se také podili na
kontrole bunécného cyklu, riistu a apoptoéze (programovana smrt buiiky). Dale reguluje
metabolizmus mastnych kyselin, probiha v ni Krebsiv cyklus a dychaci fetézec a

reguluje iontovou rovnovahu. [171.[18].[19]
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Mitochondrie nese vlastni haploidni genom, tzv. mitochondridlni DNA (mtDNA),
ktery je svoji strukturou podobny bakteridlnimu genomu. Genom ma formu jedné
dvouvlaknové kruhové sekvence DNA (bylo objeveno i mnozstvi linearnich). Kazda
mitochondrie obsahuje nékolik kopii mtDNA. Mitochondridlni DNA ma u vétSiny
zvitat délku od 16 do 20 tis. paru bazi. Naopak cévnaté rostliny maji mtDNA 10x az
100x delsi a variabilngj$i. To vSak neznamend, Ze rostlinnd mitochondrialni DNA

koduje vice gent. [17]

Geneticky obsah mitochondrialni DNA je u vétSiny organismu velmi podobny a je
znacn¢ redukovany, tj. mtDNA nekdduje vSechny proteiny, které mitochondrie
poticbuje ke svému fungovani. Pravdépodobné doslo K piesunu vétSiny gent
Z protomitochondrie do jadra hostitelské butiky jesté pfed masivnim fylogenetickym
rozvétvovanim organismil. U metazoi (vicebunécni zivocichové) koduje mtDNA 13
mRNA, které podléhaji translaci, 22 tRNA a 2 rRNA 201 " \/zhledem k tomu, Ze
pfedpokladana velikost mitochondridlniho proteomu je 800 — 1500 proteint (proteom je
siln¢ vdzany na typ tkan¢), koduje mitochondridlni genom jen maly zlomek proteint a
mitochondrie jsou zavislé na pifisunu jaderné-kédovanych protein z cytoplazmy [,
Mitochondridlné kodované proteiny jsou nezbytnou soucasti procesit oxidativni
fosforylace. Pfedpokladalo se, ze mtDNA byla redukovdna na maximalni moZznou
uroveinl, a kodovéany zlstaly zachovany pouze siln€ hydrofobni proteiny, které by bylo
obtizné¢ transportovat do mitochondrii pfes jejich dvé membrany. AvSak existuje
mnozstvi jaderné-kddovanych proteinit s hor§imi vlastnostmi pro transport, tudiZ je
ptedchazejici vysvétleni redukce mitochondridlniho genomu nepravdivé. Podobné se
vysvétlovalo zachovani kédovani molekul rRNA a tRNA, nebot’ transport vysoce
nabitych fetézch nukleotidl pfes mitochondridlni membrany je obtiZzny. Ale na zakladé
pozorovani pienosu polynukleotidi u rostlin a kvasinek, byl i tento diivod zachovéni
kodovani zamitnut. Soucasné nemuize platit predpoklad, Ze mitochondrialni genom byl
redukovan z piivodniho obsahu bunéfného symbionta, z kterého se mitochondrie
vyvinuly, v nejvyssi mozné mife, protoZze u mnohych rostlin a hub se vyskytuji introny,
repetitivni oblasti a oblasti bez funkéniho vyznamu.

Mitochondrialn¢ kdédované proteiny jsou soucasti 4 komplext: ndlaz nd6 a nd4L z
komplexu I, cyt b z komplexu 11, 3 podjednotky cytochrom ¢ oxiddzy z komplexu 1V a
2 ATP syntizy z komplexu V . Tyto proteiny se Gdastni transportu elektronii a
oxidativni fosforylace. Obr. 1.4 znéazorfiuje rozlozeni genti na lidské mtDNA. Toto
rozlozeni se mize u riznych organismu liSit. U ryb, obojzivelnik a savci je potadi

[22]

genti konzervované; U plazli a ptaki toto uspofddani platit nemusi . Analyza

usporadani mitochondridlnich genti miZe slouzit k fylogenetickym uceltim.
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[ geny kedujici ribosomaini RNA

|:| geny kodujici transferovée RNA
ND5
ND2 . geny kodujici proteiny

* kodovano na komplementarnim Leu(CUN)

viaknu Ser(AGY)
His

A8 A COXIl

Obr. 1.4 Schematické uspoiadani genti na lidské mitochondrialni DNA *7,

Kromé kodujicich usekli obsahuje mtDNA jesté nekoddujici ¢ast, tzv. D-loop, ktera
obsahuje konzervované regiony replikacnich poc¢atkii a promotorti a variabilni useky,
které jsou rtizné i v ramci jedincti jednoho druhu. Diky geneticky neménnému obsahu
mtDNA je jednoduché urcit u nové sekvenované DNA metazoi oteviené Cteci ramce.
Na druhou stranu je potieba fici, ze i blizce piibuzné skupiny organismi maji samotné
sekvence kodujici peptidy natolik zménéné, Ze je nelze pouzit jako sondy k jednoznacné
identifikaci podobnych sekvenci ¢i transkriptl u jinych organismi. Mitochondridlni
DNA podléha vetsi mutacni rychlosti nez jaderna DNA.

Diky vysokému poctu mutaci v mtDNA se ptedpokladalo, Zze mitochondrie nemaji
opravné mechanismy. Avsak byly pozorovany podobné mechanismy opravy poskozeni
zpusobené oxidativnim stresem jako v jaderné DNA (2311241 Taktéz byla pozorovana

. P v . Y ’ ce . 2
oprava mismatch mutaci, coz jsou zdménné mutace za jiny typ nukleotidu [25],

Jelikoz je mtDNA velmi kompaktni, neni pfed kazdym genem piitomen tsek
promotoru transkripce. Konkrétné u ¢loveka, transkripce zacina v misté D-loop, kde
jsou dva neprekryvajici se promotory vzdalené¢ od sebe piiblizné¢ 150 bp. Jeden
promotor je urcen pro vlakno kodujici vice mRNA (HSP) a druhy pro vlakno kodujici
méné¢ mRNA (LSP) a funguji nezdvisle na sob&. Od LSP vznika jeden dlouhy transkript
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obsahujici osm tRNA a mRNA pro podjednotku proteinu NAD6. V HSP jsou dvé
a valin a dvé rRNA. Tento transkript vznikd n€kolikandsobné Castéji nez ostatni, aby se
zajistilo dostatecné mnozstvi syntetizovanych rRNA dilezitych pro translaci. Druhy typ
transkriptu piekryva ten prvni a obsahuje viechny zbylé tRNA a mRNA ?°!. Funkce D-
loop je u vSech obratlovcii konzervovana, ale rGzné cCasti této oblasti se velmi lisi
Vv poradi nukleotidti. U jinych skupin organismi je struktura D-loop rozdilna.

Vzniklé dlouhé transkripty je potfeba rozd¢lit na jednotlivé rRNA, tRNA a mRNA.
Piesny charakter tohoto procesu jesté neni plné znam. Proces translace z 13 mRNA do
proteinti je Castecné¢ podobny procesu v prokaryotickych buitkkach, ma vSak i sva
specifika. Mitochondrie maji ¢astecné jiny geneticky kod nez jaderna DNA. Piedevsim
nemusi vzdy slouZit jen AUG. Nelze vSak geneticky kod mitochondrii generalizovat,
protoze je druhové specificky. Tab. 1.3 shrnuje nékteré kodonové zmény u
nejprostudovanéjsich organismd.

Tab. 1.3 Zmény v mitochondrialnim genetickém kodu nékterych organismu [,

Standardni

Kodon kod Savci  Drosophila Kvasinky Rostliny
UGA STOP Trp Trp Trp STOP
AGA, AGG Arg STOP Ser Arg Arg
AUA lle Met Met Met lle
AUU lle Met Met Met lle
CuUuU, CuC Leu Leu Leu Thr Leu
CUA, CUG Leu Leu Leu Thr Leu

Ackoliv geneticky koéd ma 64 kodond, mtDNA kdduje pouze 22 tRNA, tudiz by
kazdad ztéchto tRNA méla byt schopna rozpoznat vSechny kodony z dané Ctyi-
kodonové rodiny. Napiiklad u metazoi existuje jedind tRNA pro metionin (formyl-
metionin) s antikodonem CAU (kodon AUG), ktery vSak musi byt schopen rozpoznat i
ostatni kodony z rodiny AUN ale i ostatni start kodony UUG, GUG a GUU. (L7127

Mitochondrialni genom je popularnim markerem molekularni diverzity v rGznych
oblastech jako je popula¢ni biologie 8?1 fylogenetika %, fylogeografie Y a
molekularni ekologie. Popularita plyne z jednoduché extrakce mtDNA z buriky, absence
intronti, malého poctu inzerci a deleci, a pfedevSim kratkost a jednoduchost tohoto
genomu 3. Vyuziti mitochondridlniho genomu Kk uréeni molekularni diverzity je
zalozeno na tfech predpokladech, které jsou vSak v soucasné dob& podrobovany znacné
diskuzi B33,

Prvnim pifedpokladem je klonalita, ktera tikd, Zze mtDNA je piedavdna pouze po
matefské linii a veSkerd mtDNA od otce je znicena ve velmi kratkém case po oplodnéni

vajicka. Soucasti predpokladu je také nerekombinacni charakter mtDNA (vyjma hub a
rostlin) BBSIE0  Avzak jiz bylo pozorovano mnozstvi vyjimek jak rekombinace, tak
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zachovani otcovské DNA BHEEIEOL0 gmezeng platnost klonality tedy musi byt brana
V potaz pfi interpretaci genealogickych vazeb mezi druhy vzeSlych z analyzy
mitochondrialniho genomu.

Neutralni mutace nebo mutace mirn€¢ dele¢niho charakteru jsou druhym

pfedpokladem. Adaptatni mutace byly povazovany za velmi vzacné “Y. Moderni

vyzkum odhalil, Ze tento predpoklad je také znacn€ omezeny [42].[43.1441

Ttetim piedpokladem je konstantni evolu¢ni rychlost. Pfed rokem 1979 se myslelo,
ze mitochondrialni DNA ma nizkou evoluc¢ni rychlost (mensi nez jaderna DNA), aby
zustala zachovana konzervovanost a funk¢nost kdédovanych proteint [451, Bylo vsak
prokazano, ze mitochondridlni DNA mutuje rychleji nez jadernd, coz je pravdépodobné

dasledek vétsiho oxidativniho stresu zpasobeného funkci mitochondrii [46].[471.[48]

I pfes omezenou platnost klonality, neutrality mutaci a konstantni evoluéni rychlosti,
je mtDNA stile pouzivand v mnozstvi rGznych studiich. Napiiklad pfi identifikaci
souCasn¢ Zzijicich organismi nepfedstavuje omezena platnost vySe popsanych
pfedpokladii zavazny problém. V soucasnosti je populdrni DNA barcoding pouzivajici

k identifikaci organismu ¢ast mtDNA (viz kapitola 2.2).

21



2  MOLEKULARNI FYLOGENETIKA

Molekularni fylogenetika (i molekularni systematika) je moderni védni obor, ktery se
prostfednictvim molekularnich znakd, jako jsou DNA ¢i RNA sekvence a proteiny,
snazi identifikovat druhy organisma, vysvétlit evolucni vztahy mezi organismy a také
organismy taxonomicky klasifikovat.

Na Zemi existuje obrovsky pocet druhii organismu a to predevsim prokaryotickych.
Je té¢zko odhadnutelné, kolik druhti bakterii se na Zemi vyskytuje, zvlasté vezmeme-li
V uvahu, Ze bakterie maji velkou schopnost adaptace a velkou evolu¢ni rychlost. Je také
slozité ur€it, co uz je a co jeSté neni znakem nového druhu bakterie. Naproti tomu,
odhad po¢tu druhti eukaryotickych organismil se s kazdym rokem zpiesiuje. Siroky
interval 3 — 100 milioni druhd byl v roce 2011 ziZen na 8,7 mil. + 1,3 mil. [*!. Z tohoto
poctu se odhaduje, ze 86 % suchozemskych a az 91 % moftskych zivocichi jesté nebylo
popsano (z veétsi ¢asti jde o organismy bezobratlé). Je to vice nez 250 let, co Svédsky
biolog a lékat Carl Linné piedstavil systém tfidéni a nomenklatury organismt a
povazuje se za otce moderni taxonomie ¢i systematiky. Od té doby vSak bylo popsano a
zatfidéno pouze okolo 1,2 milionu organismi.

Biologicky druh je souborem populaci jedinct, ktefi maji shodné morfologické,
etologické, ekologické a predevsim genetické vlastnosti. Soucasné jsou tyto vlastnosti
odlisné od vlastnosti ostatnich druhii. Druh také musi mit soubor vlastnosti, podle
kterych dochazi k ur€ovani reprodukcéniho partnera v ramci druhu, a také soubor
vlastnosti, které¢ znemoziuji rozmnozeni s jinymi druhy (neuvazujme mezidruhovou
hybridizaci, kdy jsou potomeci vétSinou sterilni ¢i malo Zivotaschopni). JelikoZ evoluce
druhti probiha stale, existuji 1 nyni pfechodné druhy, jejichZ vlastnosti jesté nejsou od
predka pln€ separované; piedevSim jde o vlastnosti reprodukéni. Také existuji druhy,
které jsou morfologicky shodné, ale v ostatnich vlastnostech jsou rozdilné. Tyto druhy

se oznacuji jako kryptické a jsou odhalitelné piredevsim analyzou molekularnich znakd.
[50]

Vyse zminéna definice druhu odpovida realistickému pojeti druhu. Existuje vSak
jesté nominalistické pojeti druht, které fika, ze realné existuji pouze jedinci, mezi nimiz

je ptirozena variabilita, a ostrd hranice mezi druhy je uméle vytvorena. [51]

Klasickd  taxonomie zaloZzend na  morfologickych, behaviordlnich a
environmentalnich znacich se potyka s nékolika zakladnimi problémy. Ke klasifikaci
organismil do druhil je potfeba znalého odbornika; automatickd analyza neni moZna.
Vzhledem k siti a diverzité rostlinné i Zivoc¢isné fiSe je potieba tzce specializovanych
taxonomu. Klasicka taxonomie se pfedevSim opird o morfologické znaky, u kterych je
vSak velmi obtizné urCit hranice mezi jednotlivymi znaky tak, aby pfesné¢ vymezily
jednotlivé druhy. Dale jsme také omezeni mnozstvim znakt, které mizeme zkoumat,
nebo také pohlavnim dimorfismem, morfologickymi odliSnosti larvalnich stadii apod.
Oproti molekularnim znakim, které maji pfevazné kvalitativni charakter (napf. Ze v
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proteinu je na pozici 5 valin), jsou morfologické znaky spiSe kvantitativni (napf. pocet
Supin kolem o¢i) nebo pravdépodobnostni ¢i ,,fuzzy* (napt. asi o tietinu vétsi Celni
vyrustek).

Molekularni fylogenetika pracuje s molekularnimi znaky, kterych je mozné ziskat
obrovské mnozstvi v zavislosti na velikosti genomu a proteomu organismu. K analyze
neni potieba celého neposkozeného organismu; teoreticky postaci jedina bunka.
Molekularni fylogenetika je také schopnd urcit piibuznosti 1 mezi velmi odlisSnymi
organismy, 1 kdyz vysledky nemusi byt vzdy spravné. U molekularnich znakl neni
potfeba stanovovat jejich relativni vahu k urCeni fylogenetické piibuznosti druht.
Vziajemné vazeni znakl je kliCové pro klasickou taxonomii a zdsadné ovliviiuje
vysledky; ptfitom jde o subjektivni proces. Pro molekularni znaky stanoveni vah bud’
uplné odpada, nebo je jejich stanoveni provedeno na zdkladé néjaké presné vymezené

metodiky ¢i algoritmu. 51

Dal$im problémem, se kterym se potyka taxonomie zalozend na morfologickych
znacich, je konvergentni a paralelni evoluce zpisobend podobnymi ¢i stejnymi
selekénimi tlaky pasobicimi na vzdjemné nepiibuzné organismy, coz vede ke vzniku
podobnych morfologickych znakti. Pomoci molekularnich znakt je mozné homologni,
paralelni a konvergentni znaky od sebe odlisit. Ackoli mé klasickd taxonomie mnoZzstvi
nevyhod nelze ji plné nahradit molekuldrni fylogenetikou, naptiklad pfi studiu
anageneze (zmény fenotypovych vlastnosti v ramci vyvojové linie ¢i taxonu).

Fylogenetickd analyza zaloZend na jednom molekularnim znaku (jednolokusovad),
napft. jednom genu, mize dobfe popsat fylogenezi dané¢ho genu, nemusi to vSak byt plné
v souladu s fylogenezi organismii. Castou pii¢innou je horizontalni mezidruhovy pfenos
tykajici se enzym-kodujicich geni u prokaryot a jednobunéénych eukaryot. Nebo také
vertikalni mezidruhovy pienos polymorfismu, kdy pro dany gen existuje n¢kolik alel,
jejichz vzajemna divergence neni v souladu s ¢asovym vyvojem jejich speciace.

Jednim z prvnich védcli, ktery pouzil molekuldrni znaky k ur€eni piibuznosti
organismu, byl George H. F. Nuttall. Ve své publikaci z roku 1904 ,,Blood Immunity
and Blood Relationship: A Demonstration of Certain Blood-Relationships Amongst
Animals by Means of the Precipitin Test for Blood“ uvedl vysledky své studie
ptibuznosti Zivo¢iSnych druhii na zakladé méfeni mnozstvi proteinového sedimentu pii
pfidani krevniho antiséra jednoho organismu do krevniho séra jiného organismu.
Z pokust vyvodil, Ze ¢im jsou si organismy vyvojove blizsi, tim je pfipravené antisérum
referen¢niho organismu reaktivnéjsi v sérech nejptibuznéjSich organismti. Mimo jiné
dospél i k vysledku, ze moderni ¢loveék si je piibuznéjsi s hominidy Starého svéta nez

Nového svéta. 52
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2.1 FYLOGENETICKE A KLASIFIKACNI METODY

Molekularné-biologické metody poskytuji data dvojiho druhu: znakova a distancni.
Znakova data jsou kvalitativni i kvantitativni; nesou informaci o vlastnostech a stavech
daného zkoumaného znaku (napi. vyskyt aminokyseliny na urcité pozici, nebo délka
fragmentu z elektroforézy). Naproti tomu distanéni data pouze uréuji miru rozdilnosti
mezi znaky, nelze z nich urcit konkrétni stav/hodnotu znakd.

Z molekularnich dat lze odhadnout evoluéni vztahy mezi druhy organismd, tj.
vytvofit hypotézu o jejich piibuznosti. Primarné se vyuzivaji znaky zijicich organismi;
klasickd taxonomie muze zahrnout i informace z fosilnich nalezli, z kterych se
molekularni znaky ziskavaji velmi obtizné. Fylogenetika vyhodnocuje podobnosti

znaku.

Spole¢né znaky nékolika druhi zdédéné od nejbliz§iho spoleéného piedka se
nazyvaji homologické znaky. Homoplazické znaky jsou podobnosti mezi druhy, které
vznikly nezavisle a nesdili je jejich nejblizsi spole¢ny predek. Déle se podobnosti znaki
déli na paralelni, konvergentni, analogické a reverzni. Paralelni podobnost znakii vznika
u blizce pfibuznych druhd, tuto podobnost vsak nesdili jejich spoleény piedek.
Konvergentni podobnost vznikd mezi druhy nezdvisle na existenci spole¢né¢ho ptedka.
Analogickéa podobnost mé ptivod napt. ve vykonavani stejné funkce (podobny tvar téla
tucnakl a ploutvonozcli). Reverzni podobnost znamend, Zze znaky potomku pfipominaji
znaky vzdaleného ptredka. Homoplazické podobnosti jsou pro fylogenetiku malo
informativni ¢i rovnou zavadgjici. RozliSeni typu analyzovaného znaku patii mezi
klicovy problém fylogenetiky. Obr. 2.1 znazoriuje nékteré typy podobnosti.

Paralelismus Konvergence Homologie

Obr. 2.1 Dendrogram zobrazujici paralelni, konvergentni a homologni podobnost.

Fylogenetické metody, napt. metoda maximalni Gspornosti (parsimonie) a metoda
maximalni vérohodnosti (likelihood), pracuji pouze s molekularnimi daty znakovymi,
vétSina ostatnich metod pracuje s daty distan¢nimi. VSechna znakova data je mozné
pfevést na distancni, naopak to v§ak mozné neni.
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V soucasnosti se k fylogenetické rekonstrukci pouzivaji sekvence DNA, RNA a
proteint. Jelikoz v téchto sekvencich dochazi k mutacim, musime brat v potaz jejich
vliv. K mutacim nedochazi ve v§ech mistech DNA sekvence se stejnou ¢etnosti, rizné
druhy mutaci maji rtznou pravdépodobnost a také se budou tyto mutace riazné
fylogeneticky fixovat v populaci. Ve fylogenetice se ve spojitosti s distan¢nimi
metodami pouziva fada evolucnich modelt, ale pfedevSim je potieba nejprve sekvence
navzajem zarovnat.

2.1.1 ZAROVNAVANI SEKVENCI

Nukleotidové nebo aminokyselinové sekvence je nutné pred konstrukei fylogenetického
stromu zarovnat. Zarovnani sekvenci zajisti, ze budou porovnavany odpovidajici si ¢asti
sekvenci. Toto pfedzpracovani sekvenci je zcela klicové pro vétSinu bioinformatickych
analyz.

Existuji dvé zakladni metody zarovndvani - globalni a lokélni. Oba druhy metod
hledaji v porovnavaném paru sekvenci podobnosti, stejné nebo maximaln¢ podobné
nukleotidy/aminokyseliny jsou zarovnany pod sebe, inzerce a delece jsou v zarovnani
znazornéné mezerami v jedné ¢i druhé sekvenci. Globalni zarovnéani hledd podobnosti
po celé délce sekvenci, a je proto vhodnéjsi pro sekvence podobnych délek. Vysledkem
jsou dvé zarovnané sekvence stejnych délek. Lokalni zarovnani vyhleda pouze
nejpodobnéjsi ¢ast sekvenci, tudiz ho lze vyuzit tam, kde je jedna sekvence vyrazné

kratsi. Vysledkem jsou dvé zarovnané sekvence ne nutné stejnych délek. [53]

Pro zarovnavani je nutné definovat skorovaci systém, ktery bude ohodnocovat
jednotlivé parové shody ¢i neshody mezi sekvencemi. K tomu slouZzi substitu¢ni matice,
ktera vyjadiuje miru pravdépodobnosti zmény nukleotidu nebo aminokyseliny na jiny
nukleotid ¢i aminokyselinu. V substituéni matici je také vyjadiena parova shoda,
vétsinou vyrazn€ vyssi hodnotou nez u neshodnych part. Kazdy znak (nukleotid nebo
aminokyselina) mize byt béhem casu na dané pozici v sekvenci nahrazen jinym.
Pravdépodobnosti substituce nejsou pro vSechny znaky stejné. Napt. hydrofilni arginin
muze s veétsi pravdépodobnosti zmutovat na taktéz hydrofilni glutamin nez na
hydrofobni leucin. V piipadé aminokyselin, ma na pravdépodobnost substituce vliv
degenerativni vlastnost DNA kodu, ktery piekladd podobné kodony do podobnych
aminokyselin. ¥

U nukleotidi nejsou substituéni matice nutnosti, postacuje ohodnoceni shodného
paru nukleotidi vétsi hodnotou nez neshodného paru a inzerce/delece maji hodnotu
nejmensi. Nejcastéji se pouziva matice NUC.4.4, kterd shodnému paru dava hodnotu 5 a
neshodnému péaru hodnotu -4. Naproti tomu u aminokyselinovych sekvenci je volba
substituéni matice klicova pro spravny vysledek zarovndni. Pro aminokyseliny se
vétSinou pouzivaji dva druhy substitu¢nich matic: PAM a BLOSUM (viz dale).

Matice PAM (Point Accepted Mutation nebo Percent Accepted Mutation) byla
odvozena Margaret Dayhoffovou v roce 1970. Zakladni matice PAMI1 vychazi z
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pfedpokladu, Ze za dany Casovy usek dojde v sekvenci ke zmén€ 1 % aminokyselin.
Tato matice byla vytvofena ze souboru globaln¢ zarovnanych sekvenci s podobnosti
>85 % a vychdzi z empirického stanoveni frekvence jednotlivych substituci. Dal$i
matice PAM vznikaji nasobenim PAM1 se sebou. Nejvyssi je PAM250 = PAM1%,
ktera vyjadfuje, Zze za cCasovy usek dojde ke 250 mutacim v sekvenci o 100
aminokyselinach, tj. néktera pozice podléha vicenasobné substituci. Matice PAM s

vysokym ¢islem se pouzivaji pro zarovnavani vice rozdilnych sekvenci. [551.056]

Matice BLOSUM (BLOcks amino-acid SUbstitution Matrix) byla odvozena v roce
1992 z lokalné zarovnanych evoluéné vzdalenych sekvenci. Cislo matice udava
podobnost blokii. BLOSUMG62 byla vytvoiena z blokii s 62% podobnosti. Cim vyssi

Ny C v , : o 57],[58],[59
¢islo matice, tim podobnéjsi sekvence pomoci matice zarovnavame. [571.1581.[59]

Zakladnim algoritmem pro globdlni zarovnani je Needlemaniv-Wunschitv
dynamicky algoritmus, ktery pocCitd matici ohodnoceni kazdého paru
nukleotidii/aminokyselin. Nésledné zpétné trasovani v matici nalezne zarovnani s
maximalnim skore. Algoritmus nalezne nejlepSi mozné zarovnani dle pouZzité

substituni matice a penalizace mezery (inzerce/delece). 064

Pro lokalni zarovnani je zdkladem Smithiv-Watermaniv algoritmus, ktery se od
Needlemanova-Wunschova algoritmu 1isi jen v nékolika bodech. V sekvencich nalezne
pouze tsek s maximalnim skore [62], Princip lokalniho zarovnani byl pak pouzit i pro
zakladni techniky vicendsobného zarovndvani, tj. soucasného zarovnavani tii a vice

sekvenci. [63[641.165]

2.1.2 ALGORITMUS BLAST

V soucasnosti pravdépodobné nejpouzivanéjSim algoritmem pro zarovnavani je BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), ktery patfi do rodiny lokalné zarovnavacich
algoritmi. Tento algoritmus a jeho rizné vylepSené verze predevsSim slouzi k
vyhleddvani homolognich sekvenci v databdzich na zaklad¢ lokalnich podobnosti a

jejich statistickych vyznamnosti. 667

BLAST na rozdil od Needlemanova-Wunchova a Smithova-Watermanova algoritmu
vyuziva heuristického ptistupu, na jehoz zakladé¢ nedochazi k porovnavani kazdého
znaku sekvence s kazdym, ale misto toho se nejprve porovnavaji kratké subsekvence,
tzv. slova, ktera pak tvoii jadra zarovnani. Pokud je ke slovu v databazi sekvenci
nalezena shoda s hodnotou skoére nad zadanym prahem T, prodluzuje se zarovnani od
jadra v obou smérech.

Prvnim krokem algoritmu je rozdéleni zadané sekvence na slova o zadané délce.
Standardni délka slova jsou tii znaky. Slova jsou ze sekvence vytvofena v posuvném
okné&, napf. prvni slovo je tvofeno prvnim aZ tfetim znakem, druhé slovo je tvofeno
druhym az ¢tvrtym znakem atd. Pro kazdé slovo se nésledné hledd shoda v databazi
sekvenci. Jako jadro pro prodluZzovani zarovnani se vezmou pouze ty shody, jejichz
skore je vyssi nez zadand hodnota T, v pfipad€ nukleotidil se pouziva iplna shoda slova.
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Skérovani je dano volbou substitucni matice. K jadru zarovnani jsou v obou smérech
pridavany dal$i znaky, dokud hodnota skore nenabude lokalni maximalni hodnoty, ¢i
skore nepoklesne o X. Pokud ma prodlouzené zarovnani skore vyssi nez je zadana
mezni hodnota S, pak je toto zarovnani soucasti vysledku vyhledavani.

Nize je piiklad principu algoritmu BLAST pro sekvenci nukleotidd, skérovaci
parametry: shoda 5, neshoda -4.

hledana sekvence ATTAGACAG

knihovna slov W = 3 ATT, TTA, TAG, AGA, ACA, CAG

priklad jadra TTA

porovnavana sekvence ~ GCGATTAGCCT

prodluzovani zarovnani ATTAG skore 25
GCGATTAGCCT

ATTAGA skore 21
GCGATTAGCCT

vysledek s max. skore ATTAGAC skore 26
GCGATTAGCCT

Pro kazdé nalezené zarovnani se skore nad S je vyhodnocena e-value, coZ je hodnota
vyjadiujici po¢et moznych nahodnych vysledki se stejnym skérem v databazi. Cim vice
se e-value blizi hodnoté 0, tim je Sance nahodné shody mensi a zarovnani je tudiz
pravdépodobné;ji spravné = kvalitné;jsi.

Databaze GenBank pod spravou NCBI (National Center for Biotechnology
Information) pouziva BLAST jako standardni nastroj k vyhledavani nukleotidovych i
proteinovych sekvenci. Vysledkem vyhledavani je list sekvenci s nejvysS§im dosazenym

v

2.1.3 EVOLUCNI MODELY

Evoluéni modely se pouzivaji ke korekci vicenasobnych, zpétnych, paralelnich a
konvergentnich mutaci v sekvencich DNA, které se ndsledné¢ podrobi fylogenetické
analyze. V nékterych piipadech, kdy jsou si sekvence velmi podobné, neni ani potfeba
pouzit evolucni model a pocita se pouze se vzdalenostmi vypocitanymi jako podil poctu
rozdili mezi zarovnanymi sekvencemi ku jejich délce (p-distance), coz je hodnota:

kde ng je pocet rozdilnych znaki a L je délka zarovnanych sekvenci vcletné
zarovnavacich mezer.
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Pouzivané evolu¢ni modely uvazuji dva zadkladni druhy mutaci: transverze a
tranzice. Transverzni mutace je substituce purinové baze za pyrimidinovou a naopak.
Tranzi¢ni mutace je substituce purinové baze a purinovou nebo pyrimidinové baze za
pyrimidinovou.

Nejjednodussim Géelnym evolunim modelem je Jukestv-Cantoriv model (JC) P8,

Tento model ptfedpoklada, Zze vSechny transverzni i tranziéni mutace jsou na vSech
pozicich v sekvenci stejn¢ pravdépodobné. Mezi dvéma sekvencemi pozorujeme P
rozdilt (substituci, inzerci nebo deleci) a podle modelu miZzeme vypoditat
pravdépodobny celkovy pocet substituci K, ke kterym doslo béhem vyvoje sekvenci od
jejich oddéleni od spole¢ného predka:

K :—§In(1—ﬂ pj.
4 3

Tento jednoduchy model dobie popisuje sekvence s malym poctem zmén. Pro
geneticky vzdalengjsi sekvence (s vétsim poctem mutaci) je vhodnéjsi pouzit néktery
sofistikovanéj$i model, ktery pfedpokladd rozdilné pravdépodobnosti tranzici a
transverzi. Mezi takové modely patfi dvouparametricky Kimuriv model (K2P), ktery
tranzicim pfifazuje pravdépodobnostni parametr « a transverzim parametr S. Jelikoz je
transverznich kombinaci dvakrat vice nez tranzi¢nich je celkova hodnota zmén rovna
a+23 (viz Obr. 2.2) %,

a
A<s—>G
B B

C<o =T
Obr. 2.2 Kimuriv 2-parametricky model pro tranzice a transverze.

Dalsi, propracovanéj$i, modely (napf. Tamurtv-Neituv) piidavaji parametry
zohlednujici rozdilné¢ pravdépodobnosti riznych druhti tranzici a transverzi. Do
dnesnich dnt vzniklo mnoho riznych modelt zohlednujicich rizné vlastnosti rodin

sekvenci ¢i Casové variace evolucnich rychlosti. L70]

214 DENDROGRAMY A FYLOGENETICKE STROMY

Dendrogram (zjednodusené strom) je grafickym znazornénim kladogeneze, tj. zplisobu
rozvétvovani vyvojovych linii organisma v prubéhu evoluce. Strom je tvofen ¢arami
(vétvemi), které se postupné rozdéluji v mistech zvanych uzly az do koncovych usekt
zvanych listy reprezentujicich jednotlivé druhy. Vnitini vétve reprezentuji hypotetické
¢1 vymiel¢ ptedky druhti. Spolecného piedka vSech druhi zahrnutych do analyzy
predstavuje kofen stromu, coz je vétev, ze které se vSechny ostatni vétve oddéluji.
Délky vétvi a thly, které vétve mezi sebou sviraji, nemaji zadnou informacni hodnotu.
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Piiklad dendrogramu znazorfiuje Obr. 2.3. Fylogeneticky strom se od dendrogramu 1isi
tim, ze délka vétvi vyjadiuje dobu trvani druhti nebo mnozstvi evoluénich zmén.

koncové vétve (listy)

vnitfni vétev
kofen

Obr. 2.3 Schéma dendrogramu.

Nekotenovy dendrogram zobrazuje pouze vzajemné podobnosti mezi druhy bez
pfedpokladu spolecného piedka. Tento typ dendrogramu lze vytvofit zkazdého
zakofenéného stromu prostym odstranénim kofene, ale z nezakofenéného stromu neni
mozné jednoduSe vytvofit strom zakofenény, nebot nevime, mezi kterymi uzly by se
kotfen mél nachézet.

2.15 METODY KONSTRUKCE FYLOGENETICKYCH STROMU

Esencialni sou¢asti molekularni fylogenetiky je tvorba fylogenetickych stromii, coz jsou
diagramy zobrazujici vzajemnou piibuznost mezi druhy, pfipadné v Casovém métitku
zobrazuji 1 jejich evoluci. Fylogenetické stromy jsou vétSinou konstruovany na zakladé
analyzy sekvenci DNA nebo proteini. K tomuto by se mély vyhradné pouzivat
sekvence z homolognich sekvenci, tj. pochazejicich od spole¢ného piedka, i kdyz jejich
podobnost jiz mize byt mala.

Cilem konstrukce fylogenetického stromu je nalezeni nejpravdépodobnéjsiho
schématu vyvoje analyzovanych znakd/genti/druhti. MuZeme postupovat v zasadé
dvéma zplsoby. Z dat lze sestrojit vSechny mozné stromy a na zakladé zvoleného
kritéria optimality nasledn€ vybrat ten nejvice vyhovujici. Jiny pfistup zahrnuje ptimou
konstrukci jediného stromu na zakladé zvoleného vypocetniho algoritmu.

Prvné zminovany pfistup zalozeny na konstrukci vSech ptipustnych stromi a kritériu
optimality je vypocetné velmi naro¢ny i pro maly pocet sekvenci (maly objem dat) a
vysledkem nemusi byt pouze jeden strom nejlépe vyhovujici kritériu. V rdmci tohoto
pfistupu existuji dvé zakladni metody: metoda maximalni Uspornosti (maximum
parsimony) a metoda maximalni vérohodnosti (maximum likelihood).

Zakladni mysSlenka metody maximalni Uspornosti spocivad V nalezeni takového
stromu, ktery bude popisovat vyvoj sekvenci pomoci co nejmensiho mozného poctu
udalosti. To zahrnuje nalezeni nejmensiho poctu udélosti vedoucich ke vSem
sestrojitelnym stromim a vybér takového stromu, ktery ma nejnizsi pocet udalosti. Tato
metoda pracuje Se znakovymi sekvencemi DNA nebo proteint, které musi byt
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zarovnané. Existuji heuristické piistupy, na zaklad¢ kterych se nc€které stromy z analyzy
vylucuji, coz zrychli vyhleddvani optimalniho stromu. Pii pouziti heuristického pfistupu

vsak neexistuje jistota, ze vysledkem bude opravdu optimalni strom. [70L.[731.072]

Metoda maximalni vérohodnosti taktéZ pracuje se zarovnanymi znakovymi
sekvencemi. Tato metoda je zalozena na statistickém pfistupu a vypoctu vérohodnosti
vSech moznych stromt a jejich délek vétvi pro vybrany evolucni model. Vérohodnost
vyjadiuje pravdépodobnost, Zze dand topologie stromu nejlépe vysvétluje vyvoj
predlozenych dat. Jako nejvhodnéjsi se pak vybira strom Snejvétsi hodnotou
vérohodnosti. Vysledky jsou silné zavislé na zvoleném evolu¢nim modelu a metoda je
extrémné vypocetné naro¢nd. Vyhodou je jeji robustnost. [701.[73].[741.[75]

Druhy pfistup konstrukce jediného stromu nepracuje se sekvencemi jako takovymi,
ale smatici jejich vzajemnych vzdalenosti. Kazdy par sekvenci je zarovnan a je
spocitana jejich vzdalenost (p-distance), na kterou je jest¢ mozné aplikovat néktery
zevoluénich modelti. Kazdd vzdalenost je vlastné odhadem délky vétve
nezakofenéného stromu pro dané dva druhy. Mame tedy soubor takovychto
dvoudruhovych stromt, zkterych se nékterou z metod snazime sestrojit jeden n-
druhovy strom. AvSak jednotlivé p-distance neodpovidaji ptfesné délkam vétvi
v kone¢ném n-druhovém stromu. Kone¢né délky vétvi stromu nejsou funkei ¢asu, ale
odrazeji miru evoluce, tj. mnozstvi zmén, ke kterym doSlo béhem nespecifikovaného

¢asového useku od separace druhti od spole¢ného predka. [70L.[761 [771.[78]

Ke konstrukci stromu z distan¢nich dat se nejcastéji pouzivaji metody Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) " a spojovéani sousedt
(neighbor-joining) 081182

2.2 DNA BARCODING

2.2.1 ZAKLADNI PRINCIP

DNA barcoding je pfistup bez jednotné metodiky, ktery se pomoci kratké sekvence
DNA organismu snazi identifikovat jeho ptislusnost k jednotlivému zivo¢isnému nebo
rostlinnému druhu 3. Identifikaci druhéi se rozumi pfifazeni neznamého vzorku ke
znamému a popsanému druhu na zaklad¢ shody znaki; v ptipadé DNA barcodingu jde o
shodu v ramci sekvence DNA. Casto se kromé druhové identifikace pfifazuje k DNA
barcodingu také Klasifikace a molekularni taxonomie. Klasifikaci se rozumi tfidéni
souboru jedinc do skupin (druhl ¢i vysSich taxonomickych jednotek) podle sdileni
shodnych znakt. Barcode ptelozeno do CeStiny znamena Carovy kod, ktery se pouziva
k jednozna¢né identifikaci zboZi nebo objektd. DNA barcode sekvence by tedy méla
obdobné jednoznaéné vést k jedinému druhu organismu. Ackoliv byl tento pfistup zndm
uz dfive, teprve prace Paula Heberta z roku 2003 ¥ odstartovala praktické realizovéni
tohoto pfistupu s vyuzitim mitochondridlni DNA pro zivocichy a chloroplastové DNA
pro rostliny. Mitochondrialni DNA zivocichi ma v tomto pfistupu nékolik vyhod a
predpokladanych vlastnosti: je lehce extrahovatelnd z bunky, koédujici tseky nejsou
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odd€leny nekodujicimi tseky, inzerce a delece jsou méné cetné nez substituce,
substitu¢ni mutace maji pievazné neutralni charakter, DNA se dédi po matetské linii,
vétSinou nedochazi k rekombinaci, mutac¢ni rychlost mtDNA je nékolikanasobné vétsi
nez v jaderné DNA a m¢la by byt dostatecna na odliSeni 1 neddvno separovanych druht
(viz kapitola 1.5). Platnost nékterych vlastnosti, které uréuji mtDNA jako vhodny

marker molekulérni diverzity, je vSak omezena [30]

Pro zivocichy byla v literatuie jako univerzalni DNA barcode sekvence vybrana ¢ast
mitochondrialniho genu coxl (cytochrom c oxidaza podjednotka I, cCasto také
oznacovana jako col) o pfiblizné délce 650 bp. Sekvence coxl ulozené ve vefejnych
databazich vSak mohou byt o néco kratsi ¢i delsi v zavislosti na pouzitych primerech a
uspésnosti sekvenace. Tento Usek genu byl vybrdn Hebertem jako ,,nejvhodnéjsi a
univerzalni* ®¥%, aviak vybér byl zdlivodnén pouze analyzou omezeného souboru dat a
hloubkovéd analyza ostatnich tGseki mtDNA do dneSniho dne chybi. Rozdilnost
mitochondridlnich genli v omezeném souboru druhil metazoi byla sice publikovana, ale
nebyla vyhodnocovana vnitrodruhova variabilita [841.185] Existuji vSak 1 prace zalozené
na jinych ¢astech mtDNA jako nd2 ¢i cyt b 87 Nelze tedy obecné a jednoznacéné fici, Ze
usek mMtDNA coxl je optimalni volbou. Pro nékteré skupiny organismi jako jsou ryby,
ptaci, nékteré skupiny hmyzu, coxl skutecné postacuje, existuji vSak skupiny
organismil, jejichz vnitrodruhové variabilita na tomto useku znemoziluje jednoznacnou
identifikaci (napf. obojZzivelnici 88). Také u rostlin neni mitochondrialni gen coxl
vhodny, nebot’ je naopak malo variabilni, pouzivaji se proto rizné ¢asti plastidovych
genu jako trnH-psbA (pfedevsim pro kvetouci rostliny [89]) &i rbcL a matk P9, Existuje
fada vice ¢i mén¢ univerzalnich postupti pro ziskani DNA barcodingovych sekvencich

pro rtizné skupiny organismi o1,

2.2.2 IDENTIFIKACE DRUHU

K identifikaci druhti pomoci DNA barcode sekvenci se prevazné pouzivaji distanéni
metody, tak jak byly pouzity v prvni publikaci Paula Heberta % a dalsich nasledujicich
pracich, na kterych Hebert spolupracoval (napf-.: [92]’[93]’[94]). Jeho zptisob pievzala cela
fada dalSich autori a dalo by se fici, Ze v DNA barcodingu pfevazuje konzervativné
tento smér. Jednd se o vypocet vzajemnych p-distanci s korekci nékterym evolu¢nim
modelem (n¢jcastéji Kimurtv dvouparametricky model) a nasledné vytvareni
fylogenetického stromu nejcastéji metodou spojovani sousedil. Drtiva vétSina studii
vyuzivajici tohoto pfistupu je zalozena na nasledujicim schématu: 1. sekvenace skupiny
organismi v ur¢ité oblasti, kdy je kazdy jedinec morfologicky identifikovan; 2.
zpracovani DNA barcodingovych sekvenci distan¢ni metodou na dendrogram; 3. uréeni
vnitrodruhové a mezidruhové variability; 4. zvefejnéni ziskanych sekvenci ve
vetejné databazi. Jde tedy pfedevsim o ziskavani mnozstvi dat.

Tento Siroce rozsifeny piistup méd vSak i svoji skupinu kritikii, ktefi preferuji
znakové-orientované metody ¢i Gplnou revizi DNA barcodingu jako celku. Hlavni vytka
k distanénim metodam plyne z faktu, ze je nutné urcit prah hodnoty vnitrodruhové
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variability, ktery bude urcovat, kdy se jesté¢ jedna o stejny druh. Prahova distan¢ni
hodnota musi reflektovat vnitrodruhovou variabilitu a soucasné delimitovat piibuzné
druhy %] Bohuzel je vnitrodruhova variabilita riizna pro rizné skupiny organismu a
nelze mit tedy nastavenu jedinou hodnotu a takto orientovana identifikace ¢asto dava
nespravné vysledky predevsim z divodu, Ze se vnitrodruhova a mezidruhova variabilita
Casto prekryvaji [P6L7LIBINT - O dhlédneme-li od faktu, Ze se coxl barcode ukazal jako
nepiili§ univerzalni a spolehlivy, pak mnozi autofi navrhuji pouzivat K identifikaci
rad¢ji znakové orientované metody, které by mély byt pro identifikaci druha

spolehlivajsi. [100],[101],[102],[103]

Distan¢ni a nékteré znakové piistupy kK DNA barcodingu jsou pievazné zalozené na
zkonstruovani fylogenetického stromu ¢i spiSe dendrogramu. Diky své velké mutacni
rychlosti je mtDNA vhodna k analyze druht ptibuznych skupin organismi. U méné
ptibuznych skupin organismi dochazi pravé diky velké mutacni rychlosti k saturaci
bodovych mutaci a tim khomoplazii mezi mitochondridlnimi genomy. DNA
barcodingové sekvence samy o sobé tedy nemohou slouzit k vytvareni fylogenetickych
hypotéz mezi odliSnymi skupinami organismi ani ke klasifikaci organismt do
taxonomickych skupin. I stromy vytvofené pro jednu skupinu organismii jsou malo
robustni a ¢asto obsahuji chyby [104] Fylogenetick4 hypotéza zalozena na jednom useku
mtDNA neni validni. V analogii to odpovida uréovani ptibuznosti organismi pouze na
zaklad¢ jediného morfologického znaku. DNA barcoding nemuze slouzit k ur€ovani
fylogeneze druhd, muze byt pouze pomocnym nastrojem. V DNA barcodingu tedy
nejde o sestavovani fylogenetickych stromi v daném slova smyslu, ale jde obecny
fenogram, [10511061.107]

Je nutné poznamenat, Ze z jist¢ho pohledu je identifikace konkrétniho druhu na
zékladé analyzy genetickych odlisnosti nemozna, nebot druh se stale vyviji a tedy
teoreticky je nemozné statistickymi parametry definovat dynamickou entitu [108],
Z tohoto hlediska selhdva v identifikaci druhu kazd4d metoda. AvSak samotna definice
druhu je nejasnd a existuje nékolik teoretickych pojeti druhi. DNA barcoding
pouzivajici distan¢ni metody je viceméné fenetickym piistupem a druh je v tomto
ptipadé souborem jedinct charakterizovany vnitrodruhovou variabilitou a od dalsich
soubori jedinct (druhit) je tento druh oddélen mezidruhovou variabilitou, ktera by méla
byt nékolikandsobné vEtsi nez vnitrodruhova variabilita. Takovéto skupiny jedinct
identifikované molekularnimi pfistupy dostaly rizna jména, napt. MOTU (Molecular
Operational Taxonomic Unit) ™. Striktn& vzato DNA barcoding neurcuje piislusnost
vzorku ke druhu, ale jeho ptislusnost k MOTU. MOTU a druh nejsou synonyma, dokud
nebude existovat jednoznacné propojeni mezi druhem a variabilitou pouzivaného

molekularniho znakuy. 20711110

Kromé identifikace druhit Hebert navrhl, Ze by DNA barcodingové sekvence bylo
mozné vyuzit k nalezeni novych druhi, pfedev§im téch morfologicky kryptickych (621,
(1Y Tato mozna aplikace rozvifila znacnou diskuzi. Je mozné na zéklad¢ cca 650 bp
dlouhého tuseku sekvence urcit, jestli vzorek patii opravdu novému druhu? Neékteii
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autofi konstatuji, ze urCovani nového druhu by meélo zlstat v doméné¢ klasické
taxonomie zalozené na morfologickych, behavioralnich a ekologickych znacich
zkombinovanych s molekularné-biologickymi znaky. Samotny kratky usek DNA
nemuze mit dostatetnou vypovidaci hodnotu k ur¢eni nového druhu. DNA barcoding
muze alespon odhalit druhy, které jsou potencidlné nové; samotné urceni by pak bylo

predmétem hlubsi analyzy. [100].[112]

Kromé¢ distan¢nich metod, existuje jesté pristup znakovy, kdy je kazdy druh, nebo
spise MOTU, uréen specifickymi znaky na ur¢itych pozicich v sekvenci. Neporovnavaji
se potom celé sekvence ale pouze specifické pozice. Pro znakovou analyzu DNA
barcode sekvenci byl napiiklad vyvinut software CAOS (Characteristic Attributes
Organization System) 2. Zjednodusené tfeceno, CAOS pracuje tak, ze v souboru
sekvenci ve formatu FASTA nalezne variabilni znaky (nukleotidy), které charakterizuji
jednotlivé skupiny jedincl (druh@). Takto ziskané charakteristické znaky jsou pouZzity
jako identifikétory pro ur€eni ptislusnosti dalSich sekvenci. Tento pfistup se ukazal byt
na nékteré, pro distanéni metody obtizné, skupiny organismu efektivngjsi (193] podobns
jako CAOS pracuje 1 metoda BLOG (Barcoding with LOGic), kterd je také znakoveé
orientovana . Pro identifikaci druht se vyzkousSely 1 dal$i pfistupy jako je strojové

uéeni 11,

2.2.3 PRAKTICKE vYUZITIi DNA BARCODINGU

Aby byl DNA barcoding cennym nastrojem, je potfeba vytvorit databazi DNA barcode
sekvenci vSech organismu, které byly spravné identifikovany klasickym zplisobem
zahrnujicim morfologické a dal$i znaky. Od kazdého organismu by mél byt
nashromazdén soubor sekvenci tak, aby se pokryla vnitrodruhova diverzita v ramci
riznych populaci. Soucasné¢ musi byt stanovena metoda, kterou se budou vzorky
porovnavat s databazovymi druhovymi referencemi. Identifikaéni metoda musi byt
zaloZzena na diagnostickych kritériich, pomoci kterych bude moZné spolehlivé a
jednoznaéné druhy odlisit. [116]

Ve svétovém méfitku byla vytvotena specialni databaze The Barcode of Life Data
Systems (BOLD Systems), ktera DNA barcodingové sekvence uchovava i s popisnymi
daty (morfologie, fotografie, geografické udaje, atd.). V soucasnosti obsahuje databaze
4 318 601 zdznamii DNA barcode sekvenci z 245 635 druhli bezobratlych, obratlovcetl,
rostlin a hub 17 (adaj k 31. 7. 2015). Krom¢ uchovavani zaznami, databaze také
poskytuje nastroj pro identifikaci ,,nezndmé* sekvence. Timto ndstrojem je klasicky
algoritmus BLAST, ktery vcelé databazi vyhleda sekvence s nejniz§i hodnotou
podobnostniho skore. AvSak ani nejniz§i hodnota skore nemusi urovat nejblizsi
(nejpribuzngjsi) sekvenci [118] tj. prifadit neznamou sekvenci k druhu. Problém také
nastava Vv pfipad¢, kdy druh, ke které nezndmd sekvence skutecné patii, jesté neni
Vv databazi zastoupen.

V BOLD databazi je vétSina zaznamu shrnuta do jednotlivych projektt dle skupiny
organismu a piipadné lokality sbéru dat. Kazdy projekt ma v databazi svij jedinecny
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pismenny kod (napi. MNCN = Neotropical Birds). Kromé sekvenci obsahuji jednotlivé
projekty popisné informace o zastoupenych jedincich. Sekvence z vybraného projektu
Ize z databaze souhrnné ziskat jako soubor ve FASTA formatu. Ze sekvenci lze také
vytvofit fenogram metodou spojovani sousedu z distan¢ni matice, kdy mame na vybér
z vypoctu samotnych p-distanci ¢i aplikaci evolu¢niho Jukesova-Cantorova modelu a
dvouparametrického Kimurova modelu. Pro vypocet distanci je nutné vybrat algoritmus
zarovnani, kterych nabizi databazovy systém nékolik. Databaze Vv soucasnosti také
nabizi (k 31. 7. 2015) pro zvoleny projekt vypis charakteristickych znakt pro zvolené
taxonomické skupiny napft. rody, tfidy atd.

Od roku 2003 do poloviny roku 2015 bylo publikovano pies 590 casopiseckych
¢lankt obsahujicich souslovi ,,DNA barcode® v nazvu a indexovanych v databazi Web
of Knowledge. Lze tedy fici, Ze DNA barcoding je pro svoji jednoduchost ¢astym
nastrojem pro vyzkum. Nutno podotknout, Ze nekritické ptejimani Hebertovi metodiky
analyzy, mize vést k dezinterpretaci nckterych vysledkl, ptedev§im z davodu, Ze
zavadégjici jednoduchost DNA barcodingu prilakala védecké skupiny bez patiiéné
orientace v oblasti taxonomie M1,

Z praktického hlediska se DNA barcoding kromé obecného zkoumani diverzity
organismil uplatnil v n¢kolika specifi¢téjSich ulohach. Jelikoz je DNA barcoding
zalozen na molekularnich znacich, je mozné ho pouzit k identifikaci organismu, se
kterymi si klasicka taxonomie téZko poradi. Jedna se napt. o identifikaci organismu
majicich rozdilné morfologie v riznych Zivotnich stadiich jako bezobratli e, ryby [1201
& obojzivelnici MM nebo rozdilné morfologie socialniho hmyzu 2. DNA barcoding
take muze pomoci pii odhalovani blizce ptibuznych a kryptickych druhd (napf.:
[123]’[124]'[125]), 1 kdyZ v této oblasti nelze délat kone¢né zavéry bez dalsi analyzy jinych
molekularnich 1 nemolekularnich znak.

DNA barcoding se v dnesni dobé vyuziva také ke kontrole potravin, jako jsou napf.

[128]

moiské plody a ryby (126111271 “nebo k ovéfeni slozeni ptirodnich 1éciv a dalSim

kontrolnim testum.
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3  NUMERICKE REPREZENTACE

Genomické (nukleotidové) a proteomické (aminokyselinové) sekvence se standardné
zapisuji jako sled znaki s = s[n], kde 1<n <N a N je délka sekvence. Jde o symbolicky
zapis. V symbolickém zapise jsou sekvence ulozené ve vetfejnych databazich. Pro
sekvence DNA a RNA se pouziva abeceda S{A, C, G, T/U}, kde tyto znaky ve stejném
poradi zastupuji vyskyt bazi adenin, cytosin, guanin a tymin, a pro RNA je misto
tyminu uracil. Symbolické sekvence vSak nejsou vhodné pro analyzu metodami
digitalniho zpracovéani signalii. Z tohoto divodu se symbolické sekvence prevadi do
numerického formatu, tzv. mapovanim S — X za pomoci numerické mapy.

Idedlni numerickd mapa musi zajistit, ze vysledny digitalni genomicky ¢i
proteomicky signal ponese stejnou informaci jako sekvence v symbolickém zapisu.
Tzn., Ze vSechny biologicky vyznamné charakteristiky sekvence jsou vyjadiené
odpovidajicim matematickymi vlastnostmi vysledného digitdlniho signalu. Dale by
numerickd mapa neméla zavadét dalsi informaci, kterou ptivodni sekvence nenese.
Soucasné¢ by méla byt numerickd mapa dostate¢né jednoducha, aby umoziovala rychlé
a efektivni zpracovani a byla ¢itelna i pro lidského operatora.

Ne vSechny existujici numerické mapy jsou stejné vhodné pro rizné typy
nasledného zpracovani. Vhodné zvolenou numerickou mapou docilime zvyraznéni
vlastnosti sekvenci, které nasledna analyza studuje. Nevhodné zvolena numerickd mapa
muze poskytnout v dané analyze vysledky; jejich interpretace vSak bude obtizna, ¢i
pfimo zavadéjici. Pro nékteré druhy analyz lze zvolit numerickou mapu, kterd ponese
jen redukované mnozstvi informace nez ptivodni symbolicka sekvence.

Teoreticky lze odvodit ¢i navrhnout nepfeberné mnozstvi numerickych map. Jen
nékteré vSak budou vhodné k nasledné analyze vybranou metodou. V nasledujicich
kapitolach budou popsany nékteré zakladni numerické mapy, které maji realné vyuziti.
Numerickych map a zpusobu digitalizace genomickych dat bylo publikovdno mnoho,
bohuzel vétSina téchto piistupl realné uplatnéni nenasla. Vhodnost zvolené numerické
mapy pro danou aplikaci je nutné dikladné otestovat a ptipadné i srovnat vysledky se
standardné pouzivanymi znakové orientovanymi metodami, pokud takovd metoda pro
danou aplikaci existuje.

3.1 NUKLEOTIDOVY CTYRSTEN

Mezi biologicky vyznamné vlastnosti sekvenci patii biochemické vlastnosti nukleotidi,
viz kapitola 1.1, délené do tii skupin {R/Y}, {S/W} a {M/K}. Podle tohoto déleni
muzeme vytvofit reprezentaci Ctyfsténem/tetrahedronem (viz Obr. 3.1) (291 Pomoci
tohoto nukleotidového &tyfsténu je mozné odvodit numerické mapy bez ztraty
informace. Lze ho také rozsifit k pouziti pro aminokyseliny.
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Kazda hrana cCtyisténu odpovida jedné z biochemickych vlastnosti nukleotidii a
vrcholy na pfislusné hran¢ odpovidaji nukleotidim s danou vlastnosti. Hrany
komplementarnich vlastnosti (napf. purin a pyrimidin) jsou naproti sobé kolmo
orientované. Umistime-1i do stfedu Ctyfsténu pocatek kartézského souradného systému a
osy orientujeme rovnobé&zné s hranami Ctyisténu (viz Obr. 3.1), pak jsou nukleotidy
mapovany Ctyimi vektory symetricky umisténymi v prostoru a smétujicimi do vrcholi.

R-Y
()

|
’
—
e

M-K
(y)

Cc

Obr. 3.1 Nukleotidovy &tyFstén umistény v pomocné krychli 1,

Zavedeme-li osy jako rozdily mezi vlastnostmi:
Xx=W-S§ y=M-K z=R-Y,

a soufadnice (0,0,0) se bude nachdzet ve stfedu Ctyfsténu, pak jsou vektory
reprezentujici ¢tyfi nukleotidy vyjadieny takto:

a=i+]+k
C=—i+]-k
g=—i —j+k
f=i-j-k

Jednotlivym nukleotidim pak miiZeme pfifadit tyto soufadnice:

A=(111)

(-11-1)
(-1-11)
(1,-1-1)

=4 O O
([

coz predstavuje tfirozmérnou (3D) numerickou mapu.

V nékterych ptipadech je nutné uvedeny zplisob numerické konverze doplnit jesté o
vyjadfeni pomoci konvence IUPAC (International Union of Pure and Applied
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Chemistry). Jde 0 zavedeni dalSich symboli uzite¢nych v ptipadé, kdy v dusledku
selhani sekvenace nelze jednozna¢né urcit typ nukleotidu. Mezi tyto symboly patii uz
zminéné symboly pro skupiny (R, Y, M, K, S, W) a dale symboly pro trojice
nukleotidi:

B={C, G, T} =~A,
D={A G, T} =~C,
H={A C,T}=-~G,
V={A C G}=-T.

Tyto symboly pak ve étyfsténu zastupuji nasledujici vektory:

_a+t -
W=——=Ii
q2—>
s Ct0_
2
. a+c -
m:—:J
—»2_’
k=9t _ 5
—»2—>
r=279 g
2—»

C+t -~
Q:—:—k
y 2 -
6=6+g+t=_§
33
a=g+t+a=_g
.3 3
ﬁ=t+a+c=_g
8 3
lj:a+c+g:_t_

3 3.

Tato 3D numericka mapa mize byt zredukovana na dvourozmérnou (2D), i kdyz se
ztratou informacniho obsahu. Neékteré metody analyzy si vystaéi i se snizenym
informa¢nim obsahem. Redukované numerické mapy ziskdme projekci nukleotidového
Ctyfsténu obvykle do jedné ze 3 rovin rovnobéznych se sténami Ctyfsténu. Vybér
projekéni roviny zavisi na volb¢, kterou informaci o biochemickych vlastnostech
muzeme zanedbat (resp. ktera informace je pro nas zajimavd). Analyzou Sirokého
rozsahu vlastnosti DNA sekvenci bylo zjisténo, Ze skupina amino/keto je mén¢ diilezita
nez silnd/slaba vazba a purin/pyrimidin. Skupina amino/keto nemé pfedev§im vliv na
komplementaritu béazi, zatimco silnd/slabd vazba a skupina purin/pyrimidin piimo
komplementaritu urcuji. Vybéru zachovéani informa¢niho obsahu o skupinach R/Y a

W/S odpovida projekce &tyfsténu do roviny komplexni x-y (viz Obr. 3.2). %]
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Im=R-Y

-1 N Re =W-5

Obr. 3.2 Reprezentace nukleotidi v komplexni roviné X-y.

V této 2D reprezentaci lezi na kladné casti realné osy nukleotidy tvofici slabou
vazbu, na zaporné casti realné osy lezi nukleotidy tvorici silnou vazbu. V kladné ¢asti
imagindrni osy jsou pak umistény puriny a v zdporné Casti pyrimidiny. Jednotlivé
nukleotidy jsou analyticky vyjadiené:

a=1+j
c=-1-]
g=-1+]

=1-j

Symboly IUPAC jsou v reprezentaci v roviné X-y vyjadieny:

w=1
y=-1
-1
r=
k=m=n=0
d:1@+ﬁ
1
h=>(1-
13( j)
b==(-1- ]
;110
v=2(1+)

Existuje mnoho dalsich numerickych reprezentaci, které¢ vSak nevychazeji z modelu
nukleotidového Ctyfsténu. Zavisi na metodé zpracovani sekvenci DNA, jakou
numerickou reprezentaci zvolime. Spatné zvolena numericka reprezentace mize vyustit
V naprosto Spatné vysledky analyzy. Nejjednodussi z numerickych reprezentaci jsou
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jednorozmérné, pouzivaji se vsak i reprezentace ¢tyfrozmérné. Dale jsou nékteré z nich
popsany.

3.2 DALSI NUMERICKE MAPY

Reprezentace realnymi ¢isly

Jedna se o jednu z nejjednodussich metod numerické reprezentace DNA sekvence.
Kazdému nukleotidu je pififazeno jedno realné ¢islo, napf.:
A=1 C=2 G=3 T=4.
Tato reprezentace nenese zadné informace o biochemickych vlastnostech sekvence,
naopak zavadi vlastnost, kterou DNA sekvence nemaji a to, ze A < C <G < T (ptipadné
jinou relaci podle hodnoty pfifazenych ¢isel), coz nemad z biochemického hlediska

zadny smysl. Tuto reprezentaci je vSak mozné pouzit pro nékteré jednoduché ukoly
spiSe pomocného charakteru.

Binarni reprezentace

Bindrni numerick4 reprezentace vyuziva k mapovani nukleotidi pouze ¢islic 0 a 1.
Existuji dvé moZnosti binarni reprezentace a to bud pfifazenim bindrniho kodu
jednotlivym nukleotidiim, nebo binarni reprezentace vztazena na celou sekvenci.

Pro prvni moznost miZzeme binarni numerickou mapu zkonstruovat dle vybranych
biochemickych vlastnosti. Napf-.:

{R/Y}=0/1 {S/W}=0/1 {M/K}=0/1,
pak jsou jednotlivé nukleotidy binarné vyjadieny:
A =010 C =100 G =001 T=111.
V redukované formé pro {R/Y} = 0/1 a {S/W} = 0/1 plati:
A=01 C=10 G =00 T=11.

4D binarni reprezentace

Jako druhou moznost uved'me 4D binarni reprezentaci neboli také reprezentaci
indikacnimi vektory ™3 Tato reprezentace nezachovavd Zadnou informaci o
biochemickych vlastnostech DNA sekvence, ale zachovava informaci o periodicité
vyskytu nukleotidii v sekvenci. Pouziva se napi. pfi zpracovani sekvenci diskrétni

Fourierovou transformaci pro vyhledavani kodujicich tseki 13211331

Tato metoda vytvari Ctyfi indikacni vektory ua[n], uc[n], ug[n] a ur[n], které
indikuji pfitomnost nebo nepiitomnost daného nukleotidu na pozici n:

ux[n] =1 jestlize s[n] = X,
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kde s[n] pron =1, 2, ..., N je symbolicka sekvence o délce N.
Ptiklad pro sekvenci AGCGATGCA, pak jsou indikac¢ni vektory rovny:
ua = [100010001]
uc = [001000010]
ug = [010100100]
ur = [000001000]

3D numericka reprezentace vznikla redukci 4D binarni reprezentace

4D binarni reprezentaci sekvenci lze zredukovat na tfirozmérnou bez ztraty informace.
Tato reprezentace se vyuzivd napiiklad pro koédovani sekvenci v RGB barevném
prostoru. Kazdému z nukleotidl je ptifazen jednotkovy 3D vektor sméfujici ze stiedu
kartézského soutadného systému do jednoho ze ¢tyi vrcholll pravidelného Ctyfsténu,

napf.: [132]

C:(cr,cg,cb)— —%?—%]
G =(gr,gg,9b)=[—g,—§,—%]
T :(tr,tg,tb):[¥,0,—%j

DNA sekvence je pak reprezentovana tiemi numerickymi sekvencemi X,[n], Xg[n] a
Xp[N]:

Pro vykresleni takto kddované sekvence v RGB je vhodné jesté provést normalizaci
hodnot do rozsahu hodnot 0 az 1.

2D numericka reprezentace v 1. a 4. kvadrantu

Tato metoda zobrazuje DNA sekvenci v 2D prostoru pouze v 1. a 4. kvadrantu

[134]

kartézského soutadného systému . Kazd¢ z bazi A, C, G a T jsou piifazeny

jedine¢né soutadnice na osach X a y. Pyrimidinovym bazim (T a C) odpovida 1.
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kvadrant, purinovym (A a G) pak 4. kvadrant. Jednotkové vektory reprezentujici
jednotlivé baze jsou nasledujici:

y
T T
32+
2t ¢
112 Y32 1 X
-2 4+
G
-2+
1 A

Obr. 3.3 Reprezentace nukleotidii v 1. a 4. kvadrantu kartézského souradného systému.

S vyhodou se tato reprezentace pouziva pro grafické znazornéni DNA sekvence.
Pokud budeme vyjadfeni jednotlivych nukleotidii pficitat k piedchozi hodnotg,
dostaneme zobrazeni sekvence jako graf s pocatkem v pocatku soufadného systému a
cela kiivka sekvence se bude nachazet v kladné ¢asti osy X. Nedochazi tim k vytvateni
smycek, jak by se tvofily napfi. pfi reprezentaci ve vSech Ctyfech kvadrantech nebo v 1.
a 2. kvadrantu. Vytvafeni smycéek zpusobuje degeneraci zobrazované numericky
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vyjadiené sekvence a z takového grafického zobrazeni sekvence nelze zpétné
zrekonstruovat ptvodni sekvenci. Soucasné s tim odpovida kazdé sekvenci pouze jedna
graficka reprezentace (134113 pyiklad takové reprezentace viz Obr. 3.4,

20

I
—&lovék
—vacdice
15 -

-
o
T
1

Amplituda [-]
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T
|
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Obr. 3.4 Ptiklad kumulované reprezentace v 1. a 4. kvadrantu pro 1. exon genu hemogloninu 2
pro cloveka a vacici.

4D vektorova reprezentace

Kazdému z nukleotidil je ptfidélen ctyf-prvkovy vektor [136].

A=(10,00) C=(0100) G=(0,010) T=(0,001)

Toto pfidé€leni je volitelné, jelikoZ jsou vSechny sméry v 4D prostoru rovnocenng, a
nema zadny vliv na naslednou analyzu sekvence. Sekvence nukleotidl se pak piepisuje
tak, Ze se vektor na pozici n pficte k vektoru na pozici n-1.

Razné numerické charakterizace sekvenci lze vypocitat z dalsi 4D vektorové

[137] s

reprezentace, které lze vyuzit k podobnostni analyze , nebo z jednodussi 2D

reprezentace 8.

Grafické reprezentace

Graficka reprezentace sekvenci se od numerické reprezentace liSi pouze tim, ze je
zobrazitelnd napt. v kartézském soufadném systému a dava dodate¢nou vizualni
informaci o sekvenci, kterd neni v prostém sledu cislic (nebo ¢isel) patrna [139],[140.[241]
Grafickou reprezentaci miizeme naptiklad vyuZzit pro informativni porovnani sekvenci
[138][142).(143] Metody grafické reprezentace poskytuji jednoduchy néstroj k prohlizeni,

tfidéni a srovnavani rtznych genomickych 1 proteomickych sekvenci. Grafické
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reprezentace sekvenci existuji v riznych dimenzich (2D, 3D i vicerozmérn¢). Nekteré
grafické reprezentace mohou zplisobovat degeneraci sekvence [144] tj. v reprezentaci
vznikaji smyc¢ky, z kterych neni mozné zpétné ziskat pivodni symbolickou sekvenci.

Nové metody degeneraci nezptisobuji, napt. kumulovand nebo rozbalena faze viz nize
[134],[135]

V mnohych publikacich jsou metody numerické konverze demonstrovany na
porovnavani kratké sekvence 1. exonu f-globinu u riznych druhii obratlovct. Hlubsi
analyza vlastnosti metod a pfedevSim smysluplny ndvrh jejich praktického vyuziti
s demonstraci na SirSim okruhu redlnych dat chybi. Existuji samoziejmé 1 metody
S pfinosnym vyuzitim jako je napf. kumulovand a rozbalena faze, které mohou slouzit
Kk porovnavani cely genomi nebo chromozomiti.

Kumulovana a rozbalena faze

Nukleotidové sekvence mapované komplexnimi ¢isly maji fazovou charakteristiku.
Jsou-li nukleotidy vyjadiené dle obrazku 3.2, pak muze jeji faze nabyvat diskrétnich
hodnot uhlu v radianech {-3n/4, -n/4, n/4, 3n/4}.

Kumulovand faze piredstavuje sumu fazi komplexné vyjadienych nukleotiddi od

prvniho do aktualniho nukleotidu dle (1301,

Oy = % [3(ne —Nc )+ (nA —Ny )]’

kde na, Nc, NG a Nt jsou pocty prislusnych nukleotidd od zacatku sekvence do pozice M.

Rozbalend faze se vypocita ze sekvence vyjadiené komplexnimi ¢isly, kde absolutni
hodnota rozdilu mezi fazemi sousednich prvkil je udrZovana mensi nez m tim, Ze se
pri¢itd ¢i odecita prislusny nasobek 27 od faze aktualniho prvku. Na Obr. 3.5 je
znazornén priklad kumulované a rozbalené faze sekvence mitochondridlniho genu coxl|
ptaciho druhu Branta hutchinsii (berneska aljasska). Kumulovana faze souvisi se
statistikou jednotlivych nukleotidii, kdezto rozbalena faze souvisi se statistikou dvojic
nukleotida.
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Obr. 3.5 Rozbalena a kumulované faze sekvence ¢asti mitochondrialniho genu coxl druhu
Branta hutchinsii.

EIIP hodnoty

Sekvence nukleotidii ¢i aminokyselin lze pfevést do jednoho c¢iselného vektoru dle
hodnot praimérné energie vSech stavi valen¢nich elektronti, tzv. electron-ion interaction
potential (EIIP). Hodnoty pro jednotlivé nukleotidy a aminokyseliny shrnuje Tab. 3.1.
Toto koédovani lze s vyhodou pouzit misto 4D binarnitho vektoru pro vypocet
frekvenéniho spektra sekvence pro vyhledavani kodujiciho useku DNA nebo pro

analyzu spole¢nych funkei proteint. [143]

Tab. 3.1 Hodnoty EIIP pro nukleotidy a aminokyseliny 4.

Nukleotidy EIIP [Ry] Aminokyseliny EIIP [Ry] Aminokyseliny EIIP [Ry]

A 0,1260 Leu 0,0000 Tyr 0,0516
Cc 0,1340 Ile 0,0000 Trp 0,0548
G 0,0806 Asn 0,0036 Gln 0,0761
T 0,1335 Gly 0,0050 Met 0,0823
Val 0,0057 Ser 0,0829
Glu 0,0058 Cys 0,0829
Pro 0,0198 Thr 0,0941
His 0,0242 Phe 0,0946
Lys 0,0371 Arg 0,0959
Ala 0,0373 Asp 0,1263
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3.3 PRAKTICKE VYUZITI NUMERICKYCH MAP

Jak jiz bylo fe¢eno v kapitole o numerickych reprezentacich, numerickych map lze
definovat mnoho, ale maloktera nalezla skutecné hodnotné praktické vyuziti. V
nasledujici kapitole je diskutovano nékolik oblasti, ve kterych bylo aplikaci
numerickych reprezentaci a deterministickych metod analyzy dosazeno potenciondlné
hodnotnych vysledka.

3.31 PREDIKCE KODUJICICH USEKU

Kodujici useky DNA (tzv. exony) vykazuji periodicitu opakovani nukleotidd rovnou 3.
Tato periodicita vyjadiuje korelace pozici nukleotidi podél kdédujiciho useku a je
zpusobena nestejnomérnym zastoupenim jednotlivych nukleotidi v rdmci tii pozic
v kodonech. Béhem evoluce se mezi skupinami organismu ustalily rdzné kodonové
vzory exonu preferujici odlisné typy nukleotidii na tfech pozicich v kodonech. Kazda
skupina organismti preferuje i rizné kodony pro stejnou aminokyselinu (tzv. codon
bias). I pfes to je periodicita v kodujici oblasti viceméné univerzalni. V nekddujicich
oblastech (tzv. introny) neni charakteristicky vzor zastoupeni nukleotidd, a tudiz introny

nevykazuji stejnou periodicitu jako exony. [146],[1471,[248] [149]

Pro predikci kodujicich usekit DNA sekvenci existuje mnoho pfistupti, napf. se
vyuzivaji HMM (skryté Markovovy modely) ¢i metody zalozené na homologii sekvenci
[150], Principidlné jednoduchou signalové orientovanou metodou je vyhledani oblasti
sekvence s periodicitou 3 pomoci diskrétni Fourierovy transformace (DFT). Tato
periodicita se vyskytuje pfevazné v kddujicich oblastech eukaryotickych organismt. U
nekterych prokaryotickych organismi se tato periodicita vyskytuje a u nékterych ne.

Symbolicka sekvence DNA musi byt pievedena do numerického formatu, ktery
musi splilovat podminku: do sekvence nesmi zavadét umeélou periodu. Nejjednodussim
a také nejcastéji pouzivanym mapovanim je 4D bindrni reprezentace, kdy se sekvence
prevede do 4 indikaénich vektorti Ua, Uc, Ug @ Ur. Nasledn¢ se na vSechny indikaéni
vektory aplikuje diskrétni Fourierova transformace:

N “i2%k(n-1)
UX[k]:ZuX[n]e " ) X:AlClGiT
n=1

kde n je potadi vzorku indika¢niho vektoru, i =+/—1 a N je délka sekvence F*11%2,

Nasledné se vypocita ,,vykonové™ spektrum (poznamka: termin vykonové spektrum
je ustdleny vyraz vztahujici se k signalim jakozto zdznamim zmény néjaké fyzikalni
veliiny, napt. elektrického napéti; v piipadé genomického signalu vSak vyraz vykon
nema zadny vyznam):

S[k]=U k] +Uc K] +Ue k] + U, [K]°
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Jelikoz nejvyssi frekvence opakovani nukleotidi muze byt 1 (napf. sekvence
AAA...AAA) anejde o jednotku Casovou, nybrz o vyjadieni frekvence vyskytu znaku v
posloupnosti, budeme mluvit o ,,normalizované frekvenci.

Na Obr. 3.6 vlevo je piiklad ,,vykonového* spektra celého mitochondrialniho
genomu cClovéka o délce 16 569 bp. MtDNA Zivocichii neobsahuje introny, ale jen
kodujici sekvenci (vyjma nekodujiciho kratkého tseku D-loop). Z uvedeného divodu je
pak v pribéhu spektra zietelny vyrazny vrchol na normalizované frekvenci 1/3 Hz,
ktery odpovida charakteristice exonu. Prava ¢ast Obr. 3.6 pak zobrazuje ,,vykonové*
spektrum pouze casti D-loop (o délce 1 121 bp), kterd podle ocekavani nevykazuje
zadnou vyraznou periodicitu. Pii podrobnéjsi analyze zjistime, ze pouze ¢asti mtDNA
kodujici 13 proteinti maji opravdu vyraznou periodicitu 3; ostatni Casti kodujici rRNA a
tRNA stejné jako D-loop periodicitu nevykazuji.
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Obr. 3.6 Vykonové spektrum celé lidské mtDNA (vlevo) a pouze ¢asti D-loop (vpravo).

K vyhledavani pozic exonti v extrémné dlouhych sekvencich je potieba pocitat DFT
Vv definovaném okné s postupnym posouvanim okna po celé délce sekvence. Délka okna
a prekryv oken bude ur¢ovat pozi¢ni rozliSovaci schopnost metody. Tato metoda neni
schopna urcit pfesnou pozici zacatku a konce kodujiciho useku, pouze vymezi oblast,
kde se tento usek muize nachazet. Pfi postupném prochézeni sekvence staci pocitat
pouze frekvencni koeficient k = W/3, kde W je délka posuvného okna, a analyzovat
amplitudu tohoto koeficientu v zavislosti na pozici posuvného okna v sekvenci.

DFT lze aplikovat i na jiné numerické reprezentace nez na 4D binarni vektory.
Stejné vysledky ziskdme pouzitim 3D RGB mapy redukované ze 4D binarni, kde ve
vysledku je odlisna pouze poméroveé amplituda frekvencnich koeficient. Stejné tak Ize
pouzit jednovektorovou reprezentaci EIIP hodnotami nukleotidii (53] Tato metoda 3etii
vypocetni Cas, nebot’ frekvenéni koeficienty se pocitaji z jednoho ¢iselného vektoru
oproti 4, respektive 3 vektoriim ze 4D binarni ¢i 3D RGB reprezentace.
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3.3.2 PREDIKCE REPETITIVNICH USEKU

V sekvencich DNA se vyskytuji oblasti, ve kterych se opakované vyskytuje stejny usek
(ptipadné s mutacemi). Repetice se mohou tykat celych geni a Casti chromozomil.
Variace Vv poctu kopirovanych genti Casto souvisi s vyskytem onemocnéni a riznymi
fenotypovymi projevy, coz souvisi sjejich vlivem na expresi genl. Variace
repetitivnich oblasti je obecné oznacovana jako CNVs (Copy Number Variations) a dle
definice to jsou oblasti o velikosti minimaln¢ 1 kb (kilobazi) 154 CNVs tvoii

(51| mezi lidmi jsou CNVs
[156]

podstatnou soucast genomové diverzity mezi organismy
nedilnou soucasti variability stejné jako jednonukleotidovy polymorfismus

Tandemové repetice jsou naproti tomu posloupnosti kratkych posloupnosti né¢kolika
nukleotidii opakujicich se za sebou i stokrat ¢i vice. Tyto Useky se Casto oznacuji
zkratkou VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) nebo jako minisatelity. | v ramci
jedné populace organismi muze byt pocet opakovani tandemového tseku v jednom
genu ruzny. Vyvstava tedy otdzka, jakou maji tandemové repetice pro organismus
vyznam? Tandemové repetice jsou béhem replikace nachylné ke specifickému typu
mutace, kterd vede kinzerci dalsi repetice do sekvence, pfipadné jeji deleci.
Pravdépodobnost tohoto jevu je podstatné vyssi, nez jiné mutace zptisobené replikaénim
aparatem. Fondon a Garner zjistili vyznamnou korelaci mezi tandemovymi repeticemi a
morfologickymi znaky riznych plemen pst 57 M4 se tedy za to, ze VNTRs maji

velky vyznam v evoluci druht 8

. Nadmérné zkopirovani tfinukleotidové repetice
v nékterych mistech lidské DNA zpiisobuje vazna onemocnéni jako je Huntingtonova
choroba, syndrom fragilntho X a mnoho dalSich. Pocet opakovani téchto repetic

koreluje se zavaznosti choroby ™.

Tandemové repetice lze nalézt mnohymi pravdépodobnostnimi a statistickymi
metodami a metodami pivodné ur¢enymi ke zpracovani textu. VétSina téchto metod
potiebuje apriorné znat vzor, tj. nukleotidové sloZzeni tandemové repetice nebo alespon
délku vzoru. Nalezeni repetic predev§im znesnadiiuji bodové mutace vzoru. Algoritmy
zaloZené na vypoctu zarovnavacich matic maji nevyhodu v dlouhém vypocetnim case a
nejsou vhodné pro sekvence del$i neZ maximalné nékolik tisic bazi [159], Principidlné
jednoduché je metoda zaloZenéd na vypoctu editani vzdalenosti v rdmci sekvence [160]
Metoda nevyzadujici vzor ani jeho délku vyuzivajici vypocet k-tic shod zarovnani a

statistickd kritéria je popsana v L1e1],

Stejné¢ jako v ptipadé¢ predikce kodujicich usekit v DNA lze Kk vyhledavani
repetitivnich oblasti vyuzit spektrdlni analyzu diskrétni Fourierovou transformaci,
konkrétné spektrogramy tvoiené posloupnosti DFT v kratkém useku. Spektrogram lze
vytvoftit z jednotlivé pocitanych DFT pro kratké vypocetni okno (desitky az stovky bp)
s prekryvem ¢i bez piekryvu oken. Dobrych vysledkii lze dosahnout pouzitim
numerické mapy 3D RGB, pomoci které zavedeme do spektrogramu i pseudobarveni,
které usnadni néaslednou analyzu. Pied vykreslenim barevného spektrogramu je potieba
jednotlivé barevné slozky RGB reprezentace normalizovat, aby dosahovaly pouze
hodnot 0 az 1. [1621[16311164]
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Na Obr. 3.7 je znazorn spektrogram celého chromozomu III had’atka obecného
(Caenorhabditis elegans). Na ose x je vyneseno potfadové ¢islo nukleotidu, osa y ma
charakter ,,frekvence®. Svétla horizontalni linie pies celou délku sekvence na pozici y
rovnajici se zhruba 3300 charakterizuje periodicitu 3 pro kodujici oblasti. Linie je
preruSovana z duvodu vyskytu intron. Vyrazna vertikalni linie zhruba v oblasti X =
~7,4 Mbp piedstavuje minisatelit o velikosti 95 bp, ktery se opakuje v tseku o celkové
délce 30 kbp 184,

C elegans_111.1_.13783268_14 M_10000-0_15000
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Obr. 3.7 Spektrogram chromozomu III had’atka obecného (C. elegans), prevzato z 4. Svétla
horizontélni linie pfedstavuje periodicitu 3 kodujicich oblasti, vertikalni linie pfedstavuji
minisatelity.
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4  CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem disertatni prace je navrh nové deterministické metody pro zpracovani
genomickych dat, realizace této metody v programovém prostiedi Matlab a jeji ovéfeni
na redlnych datech z vetejné¢ piistupnych databéazi. Cile lze rozdélit na jednotlivé slozky
takto:

1. Studium, testovani a zhodnoceni modernich ptistupti k reprezentaci a analyze
DNA sekvenci:

a. studium tradi¢nich piistupt k reprezentaci a analyze DNA sekvenci,
b. vyuziti numerické konverze pro analyzu DNA,
c. metody podobnostni analyzy numericky vyjadfenych genomickych dat.

2. Navrh a realizace novych algoritmii numerické reprezentace a analyzy
genomickych dat:

a. numerickd konverze DNA sekvenci vhodnd pro vzajemné porovnavani
sekvenci,

b. podobnostni analyza genomickych dat ve specifickém numerickém
formatu.

3. Aplikace vytvorenych postupt na redlné DNA sekvence a vyhodnoceni:

a. ovéfeni navrZzené numerické reprezentace a metod pro podobnostni
analyzu na souboru realnych DNA sekvenci z vefejné pfistupnych
databazi,

b. vyhodnoceni vysledkti podobnostni analyzy vyuzivajici novou numerickou
reprezentaci.

Nova numerické reprezentace DNA sekvenci bude navrhovadna s ohledem na jeji
vyuZiti pro DNA barcoding, tj. porovnavani kratkych useki sekvenci. Metoda pro
podobnosti analyzu vyuzivajici nového numerického formatu DNA sekvenci by méla
byt vhodna pro porovnani velkych souborii dat. Redlné sekvence budou ziskdny
z vetejné databaze DNA barcodingovych sekvenci BOLD. U sekvenci, které nebudou
navrzenou metodikou spravné urceny, bude provedena analyza vyhledanim homologii
algoritmem BLAST v databazi GenBank.

Body 2a. a 2b. cilt dizerta¢ni prace jsou zpracovany v kKapitole 5. Body 3a. a 3b. cila
jsou zpracovany v kapitolach 6, 7 a 8.
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5 NUKLEOTIDOVE DENZITNI VEKTORY

Metoda denzity nukleotidd, resp. nukleotidovych denzitnich vektort, predstavuje
jednoduchy a efektivni zptisob numerické reprezentace symbolické sekvence DNA ¢i
RNA. V principu vyjadiuje primérné zastoupeni jednotlivych nukleotidii v definované
casti sekvence. Vyuziti této reprezentace k moderni analyze biologickych sekvenci
nebylo dosud publikovano v relevantni védecké literatuie. Popis distribuce nukleotidi
v sekvencich se objevuje pouze v publikacich vydanych pted rokem 1980, kdy byla
bioinformatika teprve na zacatku svého vyvoje a orientovala se pouze na kvantitativni
charakterizaci sekvenci.

5.1 VYPOCET NUKLEOTIDOVYCH DENZITNICH VEKTORU

Pro vypocet nukleotidovych denzitnich vektort (ND vektord) se nejprve ze
symbolické DNA sekvence vytvoii binarni indikaéni vektory ba[n], bc[n], bg[n], a
br[n], které obsahuji na pozici n hodnotu 1, pokud se dany nukleotid na pozici
v sekvenci vyskytuje, nebo hodnotu O v piipadé, Ze se nukleotid nevyskytuje.
V sekvencich se krom¢ znaka A, C, G a T pro jednotlivé nukleotidy mohou vyskytovat
jesté dalsi specialni znaky podle konvence IUPAC. Znak N, ktery reprezentuje neznamy
nukleotid, se projevi ve vSech indikac¢nich vektorech hodnotou 0,25. Tato hodnota
reprezentuje 25% moznost vyskytu nékterého ze Ctyt nukleotidi. Dalsi pouzivané znaky
reprezentuji nukleotidy o ur€ité biochemické vlastnosti (viz kapitola 1.1). V indika¢nich
vektorech pfislusnych nukleotidi se pak vyskytuje hodnota 0,5. Pfiklad: bude-li
v sekvenci znak R (purinovy nukleotid), pak v indikaénich vektorech pro adenin a
guanin bude hodnota 0,5, ktera ptedstavuje 50% moznost vyskytu purinu, tedy bud’
adeninu A nebo guaninu G. Tab. 5.1 shrnuje hodnoty binarnich indika¢nich vektort pro
vSechny IUPAC povolené znaky pro nukleotidy.

Nukleotidové denzitni vektory se ur€uji z bindrnich indikacnich vektorii pomoci
pramérovani v posuvném okné o definované velikosti, které se posouva vzdy o jednu
pozici (jeden nukleotid). Primérovanim v okné vSak vznikd problém, Ze vysledné
denzitni vektory jsou kratsi nez piivodni sekvence. Napi. pro sekvenci o délce M=100
bp a velikost vypocetniho posuvného okna W=5 nukleotidl ziskame denzitni vektory o
M-W+1=96 hodnotach. Vypocetni okno o velikosti W tak zkrati denzitni vektory celkem
0 W-1 hodnot. Toto zkraceni neni pro malé velikosti vypocetni okna vyznamné, je vSak
mozné toto eliminovat tak, Ze se na zacatky a konce bindrnich indikacnich vektori
doplni pfidatnymi hodnotami v poctu rovnajicim se poloviné velikosti posuvného okna
vyjadiujici stejné¢ jako v pfipadé¢ znakit N 25% moznost vyskytu jednoho ze Ctyt
moznych nukleotidl pfed zacatkem ¢i koncem sekvence, se kterou pracujeme. Analyza
vlivu hodnoty oSetfeni okraji binarnich indikac¢nich vektora je uvedena dale.
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Tab. 5.1 Hodnoty binarnich indika¢nich vektorti pro nukleotidové znaky.

Indikacni vektory Indikacni vektory

Znak ba be b by Znak ba be be by
A 1 0 0 O Y 0 0,5 0 0,5
C 0 1 0 0 K 0 0 05 05
G 0 0 1 0 \Y 033 033 033 0
T 0 0 O 1 H 033 033 0 033
U 0 0 O 1 D 033 0 033 033
M |05 05 0 O B 0 033 033 033
R 05 0 05 0 N 025 025 0,25 0,25
w |05 0 0 05 - 025 025 0,25 0,25
S 0 05 05 O

Po upravé (rozsifeni) binadrnich indikacnich vektort se pocitaji denzitni vektory
aplikovanim posuvného okna 0 velikosti W:

n+W /2

2. uxli]
dx[n]z%,nzlmM (5.1)

kde M je délka sekvence a X je typ nukleotidu. Posuvné vypocetni okno se pohybuje po
celé délce indikac¢nich vektort a vysledkem vypoctu je primér z hodnot v okné. Takto
ziskame sadu ¢tyf denzitnich vektord. Velikost posuvného okna je volitelna. Volba
velikosti okna je zavisld na délce sekvence a na poZadované rozliSovaci schopnosti
vysledného signalu. Pfi vyuZiti nukleotidové denzity jako vstupniho signalu do riiznych
metod analyzy sekvenci je potieba velikost posuvného okna pro kazdou metodu
optimalizovat, tj. vyzkouSet na zkuSebnim souboru dat riiznd nastaveni velikosti
vypocetniho okna a pro dal§i analyzy stejnou metodou pouzit to nastaveni, které vedlo
K nejlepsim vysledktim.

Nasledujici Tab. 5.2 zobrazuje ptiklad tvorby binarnich indikacnich vektort a
nukleotidovych denzitnich vektorti pro velikost vypocetniho okna W=5 nukleotidii
S pouzitim doplnéni binarnich indika¢nich vektorti o hodnoty 0,25 na zacatky a konce
vektort. Obr. 5.1 pak znazornuje blokové schéma tvorby ND vektort.

Jednoduchou analyzou lze zjistit, kterda z moznosti oSetfeni okraji bindrnich
indikacnich vektorti je nejlepsi, tj. zplUsobuje nejmensi zkresleni. Bylo provedeno
testovani oSetieni okraji pomoci pfidavani hodnot 0 az 1 s krokem 0,05 pro velikosti
vypocetniho okna W =3 az W=29 nukleotidi. Analyza byla provedena na realné
sekvenci DNA s délkou 500 bp. Tato sekvence byla pievedena na ND vektory pro rizné
hodnoty oSetfeni okraji bindrnich vektorti a délky vypocetniho okna. Nésledné byly

51



denzitni vektory zkraceny o W prvka na zacatku i konci, ¢imz se odstranily zkreslené
konce, a tyto denzitni vektory slouzily jako referencni spravné. Pro vyhodnoceni
zkresleni byla stejna DNA sekvence zkracena o prvnich a poslednich W nukleotidt jesté
pred vypoctem ND vektord. Po pievodu do denzitnich vektorti pak méla stejnou délku
jako referencni denzita a obsahovala zkreslené okraje. Mezi referencnimi a zkreslenymi
denzitami byly spocitany Euklidovské vzdalenosti viz vzorec (5.1).

Tab. 5.2 Piiklad tvorby nukleotidovych denzitnich vektort pro W=5.

Sekvence: A G T T N A C R A C
b 25 25 1 0 0 O 25 1 0 5 1 0 .25 .25
Binarmi . 25 25 0 0 0 O 25 0 1 0 0 1 .25 .25
indika¢ni
vektory be 25 25 0 1 0 0 25 0 0O 5 0 0 .25 .25
by 25 25 0 0 1 1 25 0 0 O 0 O .25 .25
da 30 25 25 25 25 25 45 .40 .25 .30
Nukleotidové . 10 05 .05 .05 .25 25 .25 .40 .45 .30
denzitni
vektory o 30 25 25 25 05 .05 .05 0 .05 .10
dr 30 45 45 45 45 25 05 0 .05 .10
Sekvence Odstranéni
nukleotid( znakl ,-“

\ 4
Odstranéni znak( ,,N“
ze zacatku i konce
sekvence

A\ 4

Vytvoreni bindrnich
indikacnich vektort

!

Doplnéni hodnot 0,25
na zacatky a konce
binarnich indikacnich
vektor(

A\ 4

Vypocet
nukleotidovych
denzitnich vektord

Volba velikosti
vypocetniho okna

\ 4

Obr. 5.1 Blokové schéma tvorby nukleotidovych denzitnich vektort.

S délkou vypocetniho okna Euklidovské vzdalenosti mezi denzitnimi vektory bez
zkresleni a se zkreslenim mirné rostly. NejmenSich rozdili dosahlo oSetieni okraji
pfidavanim hodnot 0,25. OSetiovani okrajii hodnotami 0 a 0,5 davalo stejné chyby.
Chybovost byla vintervalu 0 az 0,5 symetrickd s minimem v hodnoté 0,25. Nad
hodnoty 0,5 chybovost vyrazné rostla, viz Obr. 5.2 (pro ptehlednost jsou vykresleny
prub&hy jen pro nékteré z testovanych hodnot oSetfovani okrajii). Touto analyzou bylo
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potvrzeno, Ze oSetfovani okraji bindrnich vektortt hodnotami 0,25 je nejlepsi, tj.
zpusobuje nejmensi zkresleni a toto zkresleni roste s velikosti vypocetniho okna jen

malo.
3
2,5 -
—0
—_ —0,1
5 2 —0,2
(=]
& —0,25
s 0,3
515 ’
2 —0,4
"
-§ —0,5
% 1 — 0,6
2 / 0,7
s —0,8
, —0,9
—1
0

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
Velikost vypocetniho okna [nukleotidi]

Obr. 5.2 Vliv volby osetieni okraji binarnich vektort na zkresleni distan¢nich vektori
v zavislosti na velikosti vypocetniho okna W. Ptekryvaji se pritbéhy osetfeni hodnotami 0 s 0,5,
0,1s0,4a0,2s0,3.

Graficka reprezentace nukleotidovych denzit je mozna nékolika zpusoby.
Nejjednodussi je samostatné vykresleni jednotlivych nukleotidovych denzitnich
vektort, viz piiklad na Obr. 5.3. Tato vizualizace poskytuje informaci o vyskytu
jednotlivych nukleotidi v ramci sekvence a miiZzeme naptiklad rychle identifikovat ¢asti
sekvence s pievazujicim vyskytem uréitého nukleotidu. Druhy zptsob vizualizace tkvi
Vv zobrazeni sum nukleotidovych denzitnich vektord pro nukleotidy podobnych
biochemickych vlastnosti, viz Obr. 5.4 kde jsou zobrazeny 3 moznosti sumace z 6.
Sumace vektori se fidi biochemickymi vlastnosti nukleotidii dle d€leni na
purinové/pyrimidinové nukleotidy, nukleotidy tvofici silnou/slabou vodikovou vazbu a
nukleotidy obsahujici amino/keto skupinu. Toto déleni je detailnéji rozebrano v kapitole
1.1. VSech 6 moznosti sumace vektorti podle biochemickych vlastnosti 1ze vykreslit
také po dvojicich dle dané kategorie vlastnosti nukleotid (napf. puriny a pyrimidiny)
do jednoho obrazku, viz Obr. 5.5. V tomto typu vykresleni je na prvni pohled dobie
patrna komplementarita jednotlivych kategorii vlastnosti.
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Obr. 5.3 Nukleotidové denzitni vektory ¢asti mitochondrialniho genu coxl organismu Canis
lupus campestris, W=15.
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Obr. 5.4 Sumy nukleotidovych denzitnich vektora pro purinové, slabou vazbu tvotici a amino
nukleotidy ¢asti mitochondrialniho genu coxl organismu Canis lupus campestris, W=15.
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Obr. 5.5 Sumy nukleotidovych denzitnich vektord ¢asti mitochondrialniho genu coxl
organismu Canis lupus campestris dle biochemickych vlastnosti nukleotida, W=15.

V sekvencich v symbolickém zapisu se kromé znakit A, C, G a T reprezentujicich
jednotlivé nukleotidy obcas vyskytuji 1 znaky N, které zna¢i nezndmy nukleotid, nebo
znaky -, které pochazeji ze zarovnavani sekvenci a reprezentuji inzerci nebo deleci
nukleotidu. Vyskyt téchto znakl je potieba fesit jiz pii tvorb¢é binarnich indikacnich
vektord. Pokud se znaky N vyskytuji na zacatku ¢i konci sekvence lze je odstranit,
nebot’ nemaji Z4dny vyznam a jejich ponechdni pouze zpusobi zkresleni okrajli
denzitnich vektort. Vyskyt ojedinélych znaki N uvnitt sekvence 1ze fesit hodnotou 0,25
ve vSech binarnich indika¢nich vektorech. Zarovnavaci mezery (znak -) je vhodné ze
sekvence odstranit v jakékoli pozici vyskytu. Pokud vSak budeme chtit zobrazit denzity
vicenasobné zarovnanych sekvenci, pak musi byt zarovndvaci mezery feSeny
nahrazenim hodnotami 0,25 v binarnich indika¢nich vektorech. Obr. 5.6 ukazuje
jednotlivé denzitni vektory sekvence, kterd obsahuje na prvnich 10 pozicich znaky N a
pak jsou tyto znaky pfitomny na 240 az 250 pozici. Pouhou vizuélni inspekci obrazku
nejsme schopni urcit vyskyt znakd N; znalému muiZe pfijit jen podezielé nizké hodnoty
na zacatku vektort. Zalezi také na velikosti vypocetniho okna. Zietézeny vyskyt znakl
N je 1épe odhalitelny vizualizaci sum denzit viz Obr. 5.7. Obr. 5.8 pak ukazuje denzity
vzniklé po odstranéni pocatecnich N a nahrazenim vnitinich N hodnotami 0,25
V binarnich vektorech.
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Obr. 5.6 Nukleotidové denzitni vektory sekvence s vyskytem znakti N na pozici 1 — 10 a 240 —
250 bp, W=15.
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Obr. 5.7 Sumy nukleotidovych denzitnich vektora sekvence s vyskytem znakti N na pozici 1 —
10 a 240 — 250 bp, W=15.
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Obr. 5.8 Sumy nukleotidovych denzitnich vektort sekvence s vyskytem znakti N na pozici 1 —
10 a 240 — 250 bp, s korekci odstranénim poc¢ate¢nich N a nahrazenim vnitinich N hodnotami
0,25 v binarnich indikaénich vektorech, W=15.

5.2 VLASTNOSTI ND VEKTORU A JEJICH PRAKTICKE VYUZITI

Teoreticka pravdépodobnost, Ze bychom pro dvé rozdilné nukleotidové sekvence ziskali
stejné denzitni vektory, je velmi mald avSak ne nulova. Nukleotidové denzitni vektory
jsou zavislé na pozicich jednotlivych nukleotidii a na velikosti posuvného vypocetniho
okna. Byla provedena analyza vlivu zmény nukleotidu a velikosti vypocetniho okna na
Euklidovskou vzdalenost, viz vzorec (5.2), mezi dvéma sekvencemi. Jako referencni
sekvence, se kterou byly porovnavany sekvence se zménénymi nukleotidy, byla pouzita
cast sekvence lidského mitochondridlniho genu 16S rRNA. Pifi zméné jednoho
nukleotidu na libovolny jiny nukleotid je vzdalenost mezi sekvencemi stejna, tj.
nezavisla na typu zmény nukleotidu. Euklidovska vzdalenost s velikosti vypocetniho
okna klesa s mocninou okolo % i pro realné sekvence s mnozstvim mutaci, viz Obr.
5.9. Obdobné¢ klesa vzdalenost s délkou sekvence s mocninou -1.

Zpétnd rekonstrukce symbolické sekvence z denzity nukleotidd nemusi byt
jednoznacéna. Pfedev§im na zacatku a konci sekvence neni mozné piesné€ urcit polohu
nckterych nukleotidd. Tento typ numerické reprezentace ztraci informacni obsah o
ptesné pozici nékterych nukleotida.

Denzity nahodné vygenerované sekvence DNA nelze na prvni pohled odliSit od
skutecné DNA sekvence a stejné tak nemaji denzity sekvenci intronti od denzit sekvenci
exonl charakteristické ¢i jinak vyznamné odlisnosti. Z vizualizace denzitnich vektort
nelze fici, o jaky typ sekvence se jedna.

57



\ —200 bp - 1 mutace
6 =500 bp - 1 mutace
——1000 bp - 1 mutace

—c —1500 bp - 1 mutace
I —1000 bp - 70 mutaci
2
1]
@ 4
N
>
‘@
-
S
33
h]
=
=]
w

2 \\

1 \\

\\

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49
Velikost vypoéetniho okna [nukleotidil]

Obr. 5.9 Vliv velikosti vypocetniho okna na Euklidovskou vzdalenost mezi denzitami dvou
sekvenci riznych délek pfi zméné€ jednoho nukleotidu a distance dvou sekvenci se 70 mutacemi.

Nukleotidové denzitni vektory mohou najit uplatnéni v mnohych oblastech analyzy
nukleotidovych sekvenci. Jelikoz vektory vytvati jakysi charakteristicky vzor pro danou
sekvenci, jejich vyuziti ke komparativni genomice se samo nabizi. Nukleotidové
denzitni vektory by také §lo vyuzit k rychlému vyhledavani znamého motivu v sekvenci
nebo homolognich sekvenci s pouZitim metod, které se vyuzivaji ve zpracovani
digitalnich signalt. Lokalni charakter zastoupeni nukleotidd také muze pomoci pfi
vyhledavani CpG ostrivki, tj. oblasti s vysokym vyskytem cytosinu a guaninu (viz
piiklad na Obr. 5.10). Konzervovanost nékterych vzora v ND vektorech muze mit téz
spojitost s aktivnimi misty kodovaného proteinu. Dale je to vhodna numericka
reprezentace sekvenci pro signalové zarovnavani, napf. s vyuzitim metody
dynamického borceni ¢asu (dynamic time warping) 1291 Nize jsou na konkrétnich
prikladech ukézany nékteré moznosti vyuziti denzit.

malé CpG ostrivky hlavni CpG ostruvek
: :

Denzita nukleotidd [-]

Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 5.10 Sumy denzit purinové/pyrimidinové nukleotidy s lokalizaci CpG ostrivka v lidské
sekvenci X07398.1, W=49.
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Grafické zobrazeni nukleotidovych denzitnich vektorti pro del$i vypocetni okna (od
W=7 nukleotidi) dava dobrou vizualni informaci o pozici a mife odliSnosti mezi
sekvencemi. Sekvence rtznych genti maji pochopitelné naprosto odlisné ND vektory,
viz piiklad na Obr. 5.11 zobrazujici prvnich 500 nukleotidti mitochondrialnich gent
kodujicich 12S a 16S rRNA organismu Hippopotamus amphibius (hroch obojzivelny).
Globalni zarovnani téchto dvou sekvenci vykazuje 47% shodu, coz je shoda ndhodna.
Naopak sekvence jednoho genu ale jinych organismi maji znaéné podobny charakter.
Cim piibuzngjsi organismy, tim podobnéjsi ND vektory, viz Obr. 5.12 pro dva savce
Hippopotamus amphibius (hroch obojzivelny) a Canis lupus familiaris (pes domaci). Na
Obr. 5.13 jsou ND vektory prvnich 500 nukleotidi sekvence 12S rRNA pro blizce
ptibuzné organismy Canis lupus familiaris (pes domaci) a Canis lupus campestris (vlk
euroasijsky). Rozdil mezi sekvencemi je pouze v jednom nukleotidu na pozici 312, kde
u Canis I. familiaris je adenin a u Canis |. campestris je tymin. Proto v prostfedni ¢asti
obrazku, kde jsou zobrazeny sumy ND vektor slaba/silnd vazba, jsou pribéhy zcela
totoZne.

— 128 rRNA —16S rRNA
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B

Nukleotidova denzita [-]

| | | | | | ---‘ |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 5.11 Sumy nukleotidovych denzitnich vektort dvou riznych mitochondrialnich sekvenci
pro rRNA o délce 500 bp organismu Hippopotamus amphibius, W=15.
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Obr. 5.12 Sumy nukleotidovych denzitnich vektort dvou mitochondrialnich sekvenci pro 12S
rRNA o délce 500 bp organismti Hippopotamus amphibius a Canis lupus familiaris, W =
15.
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Obr. 5.13 Sumy nukleotidovych denzitnich vektorit dvou mitochondrialnich sekvenci pro 12S
rRNA o délce 500 bp organismt Canis lupus familiaris a Canis lupus campestris, W=15.

Analyzou ND vektori pro jeden gen, ale pro rtizné organismy, lze jednoduse
odhalit, v kterych ¢astech sekvence a jaké typy nukleotidi jsou konzervované. Obr.
5.14 znazoriiuje barevné kodované vicendsobné zarovnani 52 sekvenci riznych jedinct
jednoho druhu Etheostoma proeliare 470 bp dlouhé ¢asti mitochondrialniho genu coxl.
Hnédy hiebinek pod zarovnanim zobrazuje miru konzervovanosti nukleotidd. Plna
plocha v daném sloupci znamend, Ze na dané pozici se vyskytuje pouze jeden druh
nukleotidu. Hloubka bilého mista udava miru vyskytu dalsich druht nukleotid. Cim
méné je obdélnik ,,zubaty“, tim vice jsou nukleotidy v sekvencich konzervované.

Z tohoto obrazku vsSak nemame bezprostiedni informaci, které typy nukleotidl jsou
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Vv urcitych ¢astech sekvence konzervovanéjsi. Tuto informaci mizeme dostat bud’ dalsi
vypocetni analyzou zarovnanych sekvenci, nebo vykreslenim ND vektort, viz Obr.
5.15, kde jsou ND vektory jednotlivych nukleotidi pro vSechny sekvence vykresleny do
jednoho obrazku. Tam, kde se v§echny pribéhy prekryvaji, je dany nukleotid v sekvenci
pro vSechny jedince konzervovany. Napf. adenin je v piiblizné oblasti 120 az 220
konzervovany. Pii vykresleni sum ND vektori dle biochemickych vlastnosti dostaneme
dalsi informaci, které typy nukleotidu jsou vice konzervované nez jiné. Z Obr. 5.16 je
patrné, ze obsah purinovych/pyrimidinovych nukleotidii je podstatné vice konzervovan
nez obsah nukleotidli tvoficich slabou/silnou vazbu ¢i amino/keto nukleotidy. Vétsi
konzervovanost purinovych/pyrimidinovych nukleotidii v souboru podobnych sekvenci
souvisi s rozdilnou mirou tranzici a transverzi v ramci evoluce (viz kapitola 2.1.3).

Al | !
|
0

Obr. 5.14 Vicenasobné zarovnani ¢asti mitochondrialniho genu coxl pro 52 rtiznych jedinct
druhu Etheostoma proeliare. Radky odpovidaji sekvencim a sloupce znazorfiuji barevné
kédované nukleotidy.
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Obr. 5.15 Nukleotidové denzitni vektory ¢asti mitochondrialniho genu coxl pro 52 riznych
jedinct druhu Etheostoma proeliare, zelen€ je ohrani¢ena oblast konzervovaného obsahu
adeninu, W=15.
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Obr. 5.16 Sumy nukleotidovych denzitnich vektora ¢asti mitochondrialniho genu coxl pro 52
riznych jedincti druhu Etheostoma proeliare, W=15.

Obdobny piipad pro 26 sekvenci riznych druhi rodu Etheostoma ¢asti genu coxl
predstavuji Obr. 5.17, Obr. 5.18 a Obr. 5.19. Mira konzervovanosti sekvenci je
podstatné mensi, ale ND vektory maji zachovany trend.

i

Obr. 5.17 Vicenasobné zarovnani ¢asti mitochondrialniho genu coxl pro 26 riznych druhti rodu
Etheostoma. Radky odpovidaji sekvencim a sloupce znazoriuji barevné kédované nukleotidy.
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Obr. 5.18 Nukleotidové denzitni vektory ¢asti mitochondrialniho genu coxl pro 26 riiznych
druhi rodu Etheostoma, W=15.
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Obr. 5.19 Sumy nukleotidovych denzitnich vektora ¢asti mitochondrialniho genu coxl pro 26
ruznych druhd rodu Etheostoma, W=15.

V ND vektorech je také dobie patrna konzervativnost nukleotidd v ramci kodont
(trojice nukleotidl kodujicich aminokyselinu). Nasledujici Obr. 5.20, Obr. 5.21 a Obr.
5.22 zobrazuji ND vektory pouze z prvnich, druhych a tfetich nukleotidii kodonti ze
sekvenci celého mitochondrialniho genu coxl 10 riznych obratlovct. Nejvice mutaci se
projevuje v tietim nukleotidu kodonu, ¢emuz odpovida i vysoka variabilita ND vektort,
jak je zfeteln¢ vidét na Obr. 5.22. V piipad¢ genu coxl je nejméné variabilni druhy
nukleotid v kodonu, viz Obr. 5.21.
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Obr. 5.20 Sumy nukleotidovych denzitnich vektor prvnich nukleotidi v kodonech 10 sekvenci
obratlovci celého mitochondridlniho genu coxl, W=15.

Nukleotidova denzita [-]
o
W

o
[5;]

o

\ \ ! ! \ \ ! ! !
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Pocet vzorkd [nukleotidy]

Obr. 5.21 Sumy nukleotidovych denzitnich vektorti druhych nukleotid v kodonech 10
sekvenci obratlovctll celého mitochondrialniho genu coxl, W=15.
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Obr. 5.22 Sumy nukleotidovych denzitnich vektori téetich nukleotidti v kodonech 10 sekvenci
obratlovct celého mitochondrialniho genu coxl, W=15.

Také byla provedena analyza vlivu redukce poctu vzorki ND vektort na
Euklidovskou vzdalenost mezi ND vektory dvou sekvenci. SniZeni poctu vzorku je
vyhodné pii porovnavani velmi dlouhych sekvenci, napf. celych mitochondrii. Redukce
byla provedena pouhym vynechanim vzorkii, napt. redukce 2 znamend vynechani
kazdého druhého vzorku, redukce 3 znamené zachovani kazdého ttetiho vzorku apod.
K testovani bylo pouzito prvnich 1000 nukleotidi mitochondridlniho genu coxl u
organismu Canis I. familiaris a Canis |. campestris, které se lisi jen o 4 nukleotidy. A
dale pak prvnich 1000 nukleotidi z genti coxl a nd2 organismu Canis |. campestris,
pii¢emz tyto sekvence jsou naprosto odlisné. Obr. 5.23 zobrazuje sumy ND vektori jen
purinovych/pyrimidinovych nukleotidii sekvence coxl organismu Canis |. campestris,
pii razné volbé redukce vzorkl. Je patrna postupna ztrata podrobnosti se zvysujici se
hodnotou redukce, ale zakladni charakter ND vektort zustava zachovan. Obr. 5.24 pak
zobrazuje vliv redukce poc¢tu vzorkl a volba velikosti vypocetniho okna na Euklidovské
vzdalenosti mezi ND vektory dvou velmi podobnych a dvou naprosto odlisnych
sekvenci. Trend poklesu vzdalenosti mezi sekvencemi s rostoucim oknem zistal
zachovan, ale v ramci stejného vypocetniho okna distance roste s nariistem hodnoty
redukce vzorkli zhruba linearné. Trend distanci je stejny pro podobné i odlisné
sekvence, ale hodnoty distanci pro odlisné sekvence jsou zhruba o jeden fad vyssi.
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Obr. 5.23 Srovnani nukleotidovych denzitnich vektorti puriny/pyrimidiny pfi redukci vzorku
pro prvnich 1000 bazi mitochondrialniho genu coxl organismu Canis lupus campestris. Shora:
original s 1000 vzorky, 500 vzorku (redukce 2), 332 vzorka (redukce 3), 250 vzorku (redukce 4)
a 200 vzorka (redukce 5).
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Obr. 5.24 Vliv redukce vzorkt na Euklidovskou vzdalenost mezi sekvencemi. Vlevo pro
sekvence genu coxl dvou piibuznych organisma Canis | . familiaris a Canis |. campestris;
vpravo sekvence dvou raznych genti coxl a nd2 organismu Canis |. campestris.

66



Dale byla otestovana dal$i moznost redukce vzorki pomoci primérovani zvolené¢ho
poctu po sob¢ jdoucich hodnot. Distance mezi takto upravenymi ND vektory se jen
malo 1i$1 od hodnot distanci mezi denzitami redukovanymi vynechavanim vzork.

V nukleotidovych denzitnich vektorech se také projevuji tandemové repetice, coz
jsou zietézené stejné tiseky DNA. Na Obr. 5.25 je piiklad tandemové repetice TAGA
opakujici se 10 krat za sebou. Ackoliv byly ND vektory sekvence s repetici vytvoieny
pro vypocetni okno W=15 nukleotidii a repetice ma délku jen 4 nukleotidy, je repetice
v ND vektorech dobfe patrna jako ,,zoubkovany* prabéh. Z pribéhu vektori muzeme
¢astecn¢ 1 odhadnout slozeni repetice. Priib¢h pro cytosin je ve vyznafené oblasti
nulovy, takze repetice cytosin neobsahuje. Guanin a tymin maji stejnou Sitku ,,zoubku*,
coz znali, ze obsah téchto nukleotidl je stejny a stiidaji se. Adenin ma ,,zoubky*
dvakrét hust$i nez guanin a tymin, tudiz jeho obsah je v repetici dvojndsobny. Délku
motivu repetice nelze z pouhé vizualni inspekce ND vektort odhadnout; k pfesnému
urceni repetice je nutnd signalova analyza pribéhl. V obrazku je déle patrna zelené
vyznacend oblast pro guanin, kde se tento nukleotid vyskytuje opakované ctyti krat za
sebou s periodou opakovani 6.
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Obr. 5.25 Nukleotidové denzity sekvence s uméle vytvorenou repetici 10¥*TAGA na pozici 200
— 240 bp (Cerveng), jednotlivé G opakujici se s periodou 6 ¢tyiikrat (zeleng), W = 15.

5.3 IDENTIFIKACE S VYUZITIiM ND VEKTORU

V této dizertacni praci jsou nukleotidové denzitni vektory vyuzity ke komparativni
genomice Vvramci identifikace do taxonomickych skupin na zakladé DNA
barcodingovych sekvenci. Zakladni schéma identifikace porovnavanim nukleotidovych
denzitnich vektori je nasledujici:
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1) Shromazdi se dostateény pocet sekvenci jednoho druhu tak, aby byla
podchycena vnitrodruhova variabilita druhu, jak z hlediska pohlavi jedinct, tak
veku jedinct a geografie populaci.

2) Vytvoii se referenéni nukleotidové denzity pro jednotlivé druhy.

3) Analyzovana sekvence se pfifadi k tomu druhu, se kterym ma nejpodobnéjsi
(nejblizsi) nukleotidové denzitni vektory.

Shromazdéni dostatecného poctu vhodné vybranych sekvenci je ukol laboratorniho
charakteru, kdy je nutné ziskat organické vzorky a provést sekvenaci DNA. Predlozena
prace se vSak nezabyva ptipravou vzork; proto byly k analyzam pouzity sekvence z
databaze BOLD.

Metoda k vytvoteni referen¢nich nukleotidovych denzitnich vektorti konkrétniho
druhu musi vhodnym zptisobem zohlediiovat vnitrodruhovou variabilitu, tzn. jednotlivé
bodové mutace v sekvencich jedincl a jejich frekvenci vyskytu v celé populaci. Byly
navrzeny tfi metody zalozené na nukleotidovych denzitnich vektorech, které byly
otestovany, a byla vyhodnocena jejich vhodnost na velkém souboru realnych sekvenci:
metoda medianu ND vektord, metoda pruiméru ND vektori a metoda pruméru ND
vektort jen purinovych nukleotida.

Pii vypoctu referencnich ND vektori je potieba ND vektory riznych sekvenci
signalové zarovnat. Pro signalové zarovnani ND vektorti dvou sekvenci se postupuje
nasledovné. ND vektory delsi sekvence ozna¢me jako ND; a maji délku M; a ND
vektory kratsi sekvence oznacme jako ND; a maji délku M,. V piipadé stejnych délek
na poradi sekvenci nezalezi. Obr. 5.26 zobrazuje schematicky pocatecni a koncové
zarovnani obou ND vektord.

M1/2 Ml

ND vektory 1

ND vektory 2
M,/2 M, 1 M,/2 M,

posun po 1 vzorku

Obr. 5.26 Schéma signalového zarovnavani ND vektorti dvou sekvenci. Zobrazeno je pocate¢ni
a koncové vzajemné umisténi vektort.

ND; se porovnava vici ND;. Prvni okrajova pozice ND; vici ND; je mezi vzorky 1
az My/2 z ND; a vzorky M,/2 az M, z ND; a téchto vzorkt je L=My/2. Pro kazdou pozici
se spocita Euklidovska vzdalenost mezi ¢astmi ND vektort dle vzorce (5.2). Nasledné
se ND; posune vici ND; o jeden vzorek, takze se porovnavaji vzorky 1 az My/2+1
z ND; a vzorky My/2—1 az M, z ND; a téchto vzorki je L=My/2+1. Pti kazdém posunu
se zvétSuje porovnavana oblast ND,. Tento posun o jeden vzorek s vypoctem END
vzdalenosti pokracuje do pozice porovnavani vzorki 1 az M, z ND; a vzorky 1 az M,
Z ND; a téchto vzorkl je L=M,. Nyni se jiz porovnava cely tsek ND, s ND;. Pokracuje
se v posunu do pozice M;—My+1 az M; z ND; a vzorky 1 az M, z ND; a téchto vzorkd je
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L=M,. Toto je posledni pozice, kdy se porovnava cel¢ ND,, nasledn¢ se opét oblast
porovnavani zmensuje az k pozici vzorkli M;—My/2+1 az My z ND; a vzorky 1 az My/2
z ND; a porovnavanych vzorki je L=M,/2. Nejlepsi vzajemna pozice ND vektort je ta
s minimalni hodnotou Euklidovské vzdalenosti.

5.3.1 METODA MEDIANU ND VEKTORU

Pro kazdou sekvenci jedince daného druhu jsou vypocitany nukleotidové denzitni
vektory. Nukleotidové denzitni vektory vSech jedinc druhu (nebo vyssi taxonomické
skupiny) jsou signalové zarovnany tak, Ze se nalezne jejich vzajemna pozice, ktera
minimalizuje Euklidovskou vzdalenost mezi ND vektory, viz rovnice (5.2). Pro
signalové zarovnani lze pouzit i jinych pfistupti, napt. pomoci korelace. Vysledné
referencni ND vektory jsou tvofeny medianovymi hodnotami zarovnanych ND vektord.
Tab. 5.3 zobrazuje ptiklad tvorby medianové referenéniho ND vektoru da. Kompletni
reference je tvofena ¢tyfmi medianovymi ND vektory da, dc, d a dr.

Tab. 5.3 Priklad tvorby medianového referenéniho ND vektoru da.

Zarovnané vektory
1.d, 03 02 03 04 03 02 0 01 03

2.da 03 03 03 02 01 02 03 01
3.da 02 03 02 03 02 0 01
4. da 04 04 03 02 01 02 03 01 02

5.d, 03 02 03 04 03 01 01
03 02 03 04 03 02 01 01 03 01 02

Medidanovy
referencni du

5.3.2 METODA PRUMERU ND VEKTORU

Pro kazdou sekvenci jedince daného druhu jsou vypocitany nukleotidové denzitni
vektory. Nukleotidové denzitni vektory vSech jedincl jsou zarovnany tak, ze se nalezne
jejich vzajemna pozice, ktera minimalizuje Euklidovskou vzdalenost dle rovnice (5.2)
mezi ND vektory. Vysledné referencni ND vektory jsou tvofeny pramérnymi
hodnotami zarovnanych ND vektortu. Tab. 5.4 zobrazuje ptiklad tvorby primérného
referenéniho ND vektoru da. Kompletni reference je tvofena ¢tyfmi pramérnymi ND
vektory da, dc, dc a dt.

Tab. 5.4 Piiklad tvorby pramérného referenéniho ND vektoru da.

Zarovnané vektory
1.d, 03 02 03 04 03 0,2 0 01 03

2. da 03 03 03 02 01 02 03 01
3.da 062 03 02 03 02 0 0,1
4. d o4 04 03 02 01 02 03 01 02

5.dp 03 02 03 04 03 01 01
03 02 032 034 03 018 006 015 03 01 0.2

Primérny
referenéni dp
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5.3.3 METODA PRUMERU PURINOVYCH ND VEKTORU

Referencni ND vektory pro druh se tvoii obdobné jako v predchozi metod¢ priiméru
nukleotidovych denzitnich vektord. Po vypoctu Ctyt primérnych vektorti pro kazdy
druh nukleotidu se vsak jako reference bere pouze soucet primérnych vektorti pro
adenin a guanin. Pii identifikaci se pak vyuziva vypocet Euklidovské vzdalenosti dle
vzorce (5.3).

534 METODA IDENTIFIKACE

Pokud je jiz vytvofena databaze referen¢nich nukleotidovych denzitnich vektort,
muzeme neznamé sekvence identifikovat, tj. pfifadit k nékterému z referencnich druht.
Byla navrzena metoda zalozena na porovnavani nukleotidovych denzitnich vektort
neznamé  sekvence s referenénimi  ND  vektory. Ke  kvantifikaci
podobnosti/nepodobnosti dvou setdt ND vektort, tj. ND vektorti dvou sekvenci ¢i ND
vektor nezndmé sekvence S referencnimi ND vektory, byl vybran vypocet Euklidovské
vzdalenosti mezi ND vektory. Tato Euklidovska vzdalenost slouzi také Kk signalovému
zarovnani ND vektori, tj. pfi hleddni vzdjemné pozice vektori s minimalni
Euklidovskou vzdalenosti.

Pro identifikaci neznamé sekvence se postupuje nasledovné. Pro nezndmou sekvenci
se vypocitaji nukleotidové denzitni vektory a nasledné se tyto vektory porovnavaji se
v§emi referenénimi ND vektory pro druhy ¢i jiné taxonomické skupiny. Porovnavani
funguje tak, ze se ND vektory neznamé sekvence signalové zarovnaji se vSemi
referenénimi ND vektory. Signalové zarovnani znamena, ze se nalezne vzajemna pozice
ND vektoru takova, ktera dava nejmensi hodnotu délkové normalizované Euklidovské
distance na 1000 nukleotidii, zde oznacovana jako END vzdalenost (Euklidovska
vzdalenost ND vektoru):

1 L
ENDi,j:E 2 Z(Xi,n_xj,n *10° (5.2)

n:]. X:dA’dC’dG'dT

kde i je index ND vektorti neznamé sekvence; j je index referencnich ND vektort; da,
dc, dg a dr jsou ND vektory pfislusnych nukleotidl a L je délka porovnavaného useku
ND vektort. Neznama sekvence je prifazena ktomu druhu, sjehoz referenci ma
nejmensi hodnotu END vzdalenosti.

Z ptedbéznych analyz ND vektorti pro sekvence ptadkd vySlo najevo, Ze obsah a
pozice guaninu jsou znacn€ konzervovany a s mensi mirou to plati i pro adenin [129]
Adenin a guanin jsou purinové nukleotidy. Konzervovanost purinovych nukleotid
muze byt kli¢ovd pro pfifazovani analyzovanych sekvenci k vy$§im taxonomickym
jednotkam nez je druh. Proto byla vedle identifikace na zakladé Euklidovskych
vzdalenosti mezi ND vektory vsech nukleotidi navrhnuta jest¢ identifikace
porovnavanim ND vektort jen purinovych nukleotidii. ND vektory pro adenin a guanin
jsou secteny a nasledné se pocitd Euklidovska vzdalenosti téchto sumovanych vektort
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pro neznamou sekvenci a referencni ND vektory. Tuto vzdalenost oznaCujme jako
PEND (Purinova Euklidovska vzdalenost ND vektor() a pocita se dle vzorce:

L

PEND, , =% > (@0 +0i0)-(a,+9,,f ¥10°

n=1

kde i je index ND vektori neznamé sekvence; | je index referen¢nich ND vektord; a se
rovna da a g je dg; L je délka porovnavaného tseku ND vektorti.
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6 DRUHOVA IDENTIFIKACE

Databaze BOLD poskytuje DNA barcodingové sekvence velkého mnozstvi riznych
typl organismil. Sekvence z databaze nelze cilen¢ vybirat a ziskavat podle konkrétniho
druhu. Sekvence lze ziskat pouze ve formé souhrnného FASTA souboru zvoleného
barcodingového projektu. Projekty jsou vétSinou zamétené na jednu skupinu organismu
nebo na geografickou lokalitu. V jednom souboru se pak vyskytuji sekvence vétsiho
mnozstvi druhti a jejich jedincu.

Z databdze GenBank (pod spravou organizace NCBI) také neni mozné jednoduchym
automatizovanym zpusobem sekvence ziskat. Kazdy druh, ktery ma byt zahrnut do
analyzy, by se v databazi musel vyhledavat samostatné, v nalezenych sekvencich by se
musely ru¢né vybrat seky odpovidajici coxl, a teprve poté je mozné vybrané sekvence
ziskat v jednom FASTA souboru. To by znamenalo nezvladnutelné mnozstvi
stereotypni prace, proto byla déna ptednost ziskavani sekvenci z BOLD databaze ve
form¢ projektd. V posledni dobé se v BOLD databazi objevuji i projekty obsahujici
extrahovana data z GenBank databaze.

FASTA soubor DNA barcodingového projektu obsahuje sekvence fazené za sebou a
oddélené popisnymi hlavickami jednotlivych sekvenci. Ptiklad takového FASTA
souboru:

>BROMB378-06 | JN801479|A.aburriB6 |Aburria aburri|COI-5P
GTGACCTTCATCAATCGATGATTATTCTCAACTAACCATAAAGACATCGGCACCCTCTACTTAATTT...
>LGEMA345-08|JN801480 | LGEMA-363 |Accipiter bicolor|COI-5P
GTGACATTTATTAATCGATGAATATTCTCAACCAACCACAAAGACATTGGTACTCTTTACCTAATCT..
>BROMB692-07|JN801481 |DOT 12780 |Agamia agami|COI-5P
GTGACCTTCATTACCCGATGATTATTCTCAACCAACCACAAAGATATCGGCACCCTATACCTAATCT..

Nazev druhu, kterému sekvence pfislusi, je uveden v hlavi¢ce. Bohuzel se ne vzdy
dodrzuje poradi jednotlivych ¢asti hlavicky oddélenych znakem ,,|* ani v rdmci jednoho
souboru. Tento fakt komplikuje automatickou extrakci sekvenci ze souboru podle
ptislusnosti k druhu.

Pro ziskani sekvenci z projektovych souborti z databaze BOLD byla pouzita
k tomuto Gcelu vytvoiena vlastni uzivatelska aplikace DPT (Data Preparing Tool)
v prostiedi Matlab. Obrazek uzivatelské aplikace je na Obr. 6.1. Tato aplikace nacita
FASTA soubory se sekvencemi. Podle zobrazené hlavicky prvni sekvence se vybira
pozice nazvu druhu v hlavi¢ce a nasledné dochazi k extrakci sekvenci a znazornéni
jmen druht pro kazdou sekvenci v souboru. Pokud neni dodrZzena stejna pozice nazvu
druhu v hlaviéce u vSech sekvenci, pak je nutna ruéni korekce vybéru nadzvu pro danou
sekvenci. Po extrakci sekvenci ze souboru je mozné sekvence vybirat ru¢né a ukladat je
do samostatného souboru, nebo se sekvence automaticky roztiidi podle druhti a ulozi se
do separatnich souborti pro kazdy druh. Separatni soubory pro druhy pak slouzi
k automatické tvorb¢ druhovych referenci. Aplikace také umozZiiuje vicenasobné
zarovnavani sekvenci a export nazva druht do souboru v x1s formatu.
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Data Preparing Tool

Load FASTA

Loaded files

Extracted sequences:

Glyphorynchus spirurus
Glyphorynchus spirurus
Glyphaorynchus spirurus
Glypharynchus spirurus
Glypharynchus spirurus
Hylophilus ochraceiceps
Hylophilus ochraceiceps
Hylophilus ochraceiceps
Hylophilus ochraceiceps

All >> dataset

Seq >> dataset

Extract species

Dataset sequences:

Hylophilus ochraceiceps_2
Hylophilus ochraceiceps_3
Hylophilus ochraceiceps_4
Hylophilus ochraceiceps_5
Hylophilus ochraceiceps_6
Hylophilus ochraceiceps_7
Hylophilus ochraceiceps_8

Save dataset

nothing saved

Align dataset

Hylophilus ochraceiceps
Hylophilus ochraceiceps
Hylophilus ochraceiceps
Hylophilus ochraceiceps
Hylophylax naevius
Hylophylax naevius
Hylophylax naevius
Hylophylax naevius
Hylophylax naevius
Hylophylax naevius
Hylophylax naevius
Hylophylax naevius
Hylophylax naevius
Automolus ochrolaemus Hylaphylax naevius
Hylophylax naevius

COL5P = Hylophylax naevius

Extract sequences Hylophylax naevius i

Duplicates
alignment

Combination seq

File features:

Remove duplicates
Total lines: 1517

Sequences; 758 Combine seqs

Example of head Preserve segs

=MNCN456-08 b
JX487277
04NG347

Delete seq
Clear all

Species table

Clear extracted <

Obr. 6.1 Panel uzivatelské aplikace DPT v Matlabu pro extrakci sekvenci z projektovych
FASTA souborti z databaze BOLD.

6.1 REFERENCNI DRUHY

Metody tvorby referen¢nich nukleotidovych denzitnich vektorti a metody identifikace
byly otestovany na sekvencich zivocisnych druhi rtiznych skupin organismii. Pro
kazdou skupinu organismi existuje v databazi BOLD mnozZstvi dat, jen obojZivelnici a
savci jsou zastoupeni mén€, proto byl vybér dat ztéto oblasti znaéné¢ omezeny.
Projektové soubory sekvenci byly vybrany takové, aby obsahovaly alespon desitku
rozdilnych druht. U nékterych skupin organismil bylo mozné mit jeden samostatny
soubor pro vytvareni referenci a jiny soubor, ktery obsahoval sekvence stejnych druhii
ale jinych jedinct, mit pouze k identifikaci. Ve vétsing ptipad vsak neexistovaly dva
podobné soubory, bylo proto nutné najit takové soubory, kde bylo ke kazdému druhu
dostatek jedincl, a tyto jedince pak rozde€lit na poloviny, kde prvni cast slouzila
k vytvoreni referenci a druha k nezavislé identifikaci.

Stazené FASTA soubory sekvenci bylo nejprve nutné zpracovat aplikaci DPT.
Automaticky byly ze soubort extrahovany sekvence jednotlivych druhti. Pro kazdy druh
se vytvoril samostatny soubor ve formatu mat, ktery obsahoval sekvence vsech jedinct
daného druhu. Pro vytvareni referenci se vSak néasledné vybraly pouze ty druhy, které
mely alespon 3 sekvence jedinci. V piipadé jednoho souboru spole¢ného pro vytvareni
referenci i identifikaci byly pouzity pouze ty druhy, které mély v souboru alespon 4
sekvence jedincu, kdy 3 byly urceny k tvorbé reference a 1 pro identifikaci. V ptipad¢
vétSiho poctu sekvenci jednoho druhu, pak polovina slouzila k vytvofeni referenci a
druha polovina k identifikaci.
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Ackoliv je cela extrakce sekvenci druhi automaticka, je vhodné sekvence kazdého
druhu zkontrolovat zobrazenim jejich vicenasobného zarovnani, nebot se obcas
vyskytly piipady, kdy byly do databaze vloZzeny sekvence jiného tseku nez coxl, ¢i
sekvence velmi kratké nebo pattici pravdépodobné jinému druhu, protoze mnozstvi
odli$nych bazi piekra¢ovalo obvyklou mez vnitrodruhové variability (> 2 %). Takovato
sekvence by pak negativné ovlivnila charakter vytvoienych referen¢nich ND vektoru.
Kontrolu vicenasobnym zarovnani Ize provést aplikaci DPT. Pfitomnost o néco kratSich
¢1 delsich sekvenci Vv souboru sekvenci jedincti druhu neni na zévadu. Vytvotfené
algoritmy pro tvorbu referenci toto akceptuji a druhova reference pak ma délku jako
nejdelsi sekvence mezi jedinci. Obr. 6.2 znazornuje ptiklad, kdy v souboru sekvenci
pro jeden druh je 1 sekvence naprosto rozdilna, tudiz je potieba ji ze souboru odstranit,
a 1 sekvence je pouze delsi ale jinak shodna s ostatnimi, a proto je ponechdna.

627
| [mE (L1 (R E RN |
I} Il ‘ |

Obr. 6.2 Grafické znazornéni vicenasobného zarovnani sekvenci jednoho druhu, kde je 1
sekvence naprosto odlisna (musi se odstranit) a 1 je pouze delsi (ponecha se).

VEtsi Cast vybranych druhd organismt v projektovych souborech byla zastoupena
malym poctem jedinct, tudiz nebylo mozné dobie specifikovat jejich vnitrodruhovou
variabilitu. 'V drtivé vétsiné zastoupenych druhd byly wvnitrodruhové rozdily
v sekvencich i1 v ptipad€ vétSiho poctu jedinct pouze v n€kolika malo nukleotidech. To
by vedlo kzadnym nebo velmi malym rozdilim mezi referencemi vytvofenymi
metodou medianu ND vektori a metodou priméru ND vektort. Z tohoto divodu byla
identifikace druhli provedena pouze metodou priméru ND vektord a priméru ND
vektorid jen purinovych nukleotidi. Rozdil mezi vsemi metodami je patrny az na
vysledcich pro identifikaci do ¢eledi, viz kapitola 7.

Pro vytvafeni referenci druhi a naslednou identifikaci byla Vv prostfedi Matlab
vytvofena uzivatelska aplikace RND (Reference Nucleotide Density), viz obrazek Obr.
6.3. Kvytvofeni druhovych referenci je nutné nejprve nacist samostatné druhové
soubory diive vytvorené v aplikaci DPT. Néasledn¢ se zaddva velikost vypocetniho okna
pro vypocet nukleotidovych denzitnich vektorti a pifipadné¢ se voli metoda tvorby
reference (konsenzus, medidn nebo prameér). Pro vytvofeni druhovych referenci je
implicitné nastavena metoda primeérovanim. Vypoctené druhové reference pro vSechny
nactené druhové soubory se ulozi do jednoho souboru ve formétu mat, v jehoz ndzvu je
obsazena velikost nastaveného vypocetniho okna. Dfive vytvofené soubory
s referencemi 1ze spojovat dohromady a tim je umoznéno rozsifovani referen¢niho
souboru o nové druhy.

74



B RND_Species_Family

— Prepare referet

Select Files
Agrypnia colorata. mat o

Agrypnia deflata.mat

Agrypnia macdunnoughi.mat
/Agrypnia straminea.mat
\Arctopsyche ladogensis.mat
\Asynarchus montanus.mat
\Asynarchus mutatus mat
Banksiola crotchi.mat
Brachycentrus americanus.mat
Ceraclea annulicornis.mat
Ceraclea arielles.mat
Ceraclea excisa.mat
Glossosoma intermedium.mat
Glossosoma velonum.mat
Grammotaulius interrogationis.me

. . b

— Identification

Loaded file: BRAS mat
Window 5 1 Aburria aburri it )
2 Accipiter bicalor © Species
3 Agamia agami © Families
Method 4 Agelaioides badius .
5 Aglaeactis cupripennis
2 C;TEEE 6 Amazonetta brasiliensis
- 7 Anabacerthia amaurotis
© Median
3 Anas flavirostris patderies
© Average 9 Anas flavirostris © Purine densities
10 Anas specularioides )
11 Ancistrops strigilatus © Consensus
12 Anodorhynchus hyacinthinus
Create References 13 Anopetia gounellei loaded RefSpec file
14 Anthracothorax nigricollis
Unite References 15 Aramacao - =

Obr. 6.3 Panel uzivatelské aplikace RND v Matlabu pro vytvafeni druhovych referenci a
identifikaci sekvenci.

K tvorbé druhovych referenci byly vybrany soubory nékolika skupin organismu:
hmyz, ryby, obojzivelnici, ptaci a savci. Soubory sekvenci byly vybirany s ohledem na
omezené moznosti databaze a také tak, aby se na nich vyzkousely nékteré specifické
problémy identifikace jako napf. identifikace blizce ptibuznych druhG. Tab. 6.1
obsahuje stru¢nou specifikaci souborti vybranych pro tvorbu referenci a naslednou

nezavislou identifikaci. Reference byly vytvoreny pro velikosti vypocetniho okna W=3,

5, 7 az 25 nukleotidii. Nékteré z téchto soubort byly pouzity pouze k tvorbé referenci

(reference byly vytvofeny pro vSechny jedince druhu) a nékteré soubory slouzily

soucasné i k identifikaci (reference byly tvofeny z poloviny jedincti druhu a ostatni byly

pouzity k identifikaci).

Tab. 6.1 Soubory z databaze BOLD pouzité k tvorbé referenci druhti a nasledné

identifikaci.

K.Od Nazev projektu Jedinci  Druhi Ref. sek. Ref.o Rodové Ty_p P(_)uzm)
projektu druhi sek. organismu jako
CUCAD gg'g‘omera of Churchill 719 55 692 32 16 chrostici reference

DsTRI  Jrenopteraof Churehill g 23 245 - 240 chrostici  identifikace
GenBank Arthropoda-
GBANO  Diptera- 2003 111 1007+#1002 58 84 komaii reference +
L - identifikace
Culicidae- Anophelinae
EENA Freshwater I_:lshes of 4313 673 2108+1733 437 343 sladkovodni _refen_er}ce +
North America ryby identifikace
Fishes of Portugal — West motské
FCFP Coast 1 188 48 175 38 8 ryby reference
Fishes of Portugal — motské . -
FCFPS South Coast 200 55 124 - 25 ryby identifikace
FCrpw  Hishes of Portugal —West 49 130 - 24 mofské qentifikace
Coast 2 ryby
Genbank - Amphibia - .. reference +
GBAP 1515 477 490+428 74 188 obojzivelnici identifikace
MNCN Neotropical Birds 758 43 756 42 0 ptaci reference
BRAS Neotropical 637 432 85 - 84 ptaci identifikace
BCBNC ROM - Bats of Guyana 1 840 96 807 70 22 netopyfi reference
BCDR ROM — Bats of Guyana 2 4134 68 4051 - 54 netopyii identifikace

Ref. sek. — pocet sekvenci pouzitych k vytvoreni druhovych referenci
Rodové sek. — pocet sekvenci stejného rodu ale jiného druhu nez jsou druhové reference
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Z bezobratlych zivoc¢ichii obsahuje databaze BOLD sekvence predevs§im paraziti,
chrostikii a mekkysi, v mensi mife mravenci, vcel, Zizal a dalSich. Jelikoz je pfesné
taxonomické zafazeni sekvenci parazitd sporné (vétsinou je v souborech uveden pouze
rod), byly vybrany soubory hmyzu, kde jsou sekvence ve vétsi mife pfifazeny
k jednotlivym druhtim. Databaze BOLD obsahuje mnozstvi sekvenci chrostiku, tudiz
byl vybran soubor se zkratkou CUCAD, ktery byl cely pouzit k tvorb¢é referenci.
Existuje dalsi soubor s podobnymi sekvencemi, ktery bylo mozné pouzit k identifikaci,
se zkratkou DSTRI. Ze skupiny hmyzu byl dale vybran soubor GBANO, ktery obsahuje
sekvence komara jednoho rodu Anophelinae. Jelikoz k souboru neexistuje zadny
podobny, ktery by se pouzil k identifikaci, slouzila k tvorbé referenci jen polovina
sekvenci jedinci dané¢ho druhu, a druhd polovina pak slouzila k identifikaci. Tento
soubor je specificky pravé v mnozstvi druhti a jejich variant patiicich do jednoho rodu,
tj. obsahuje sekvence blizce ptibuznych druht.

Z ryb byl vybran k vytvofeni referenci jeden soubor pro sladkovodni ryby a jeden
pro moiské ryby. Soubor FFNA pro sladkovodni ryby severni Ameriky je nejvétsim
souborem ryb v databazi. K tvorbé referenci byla pouzita polovina jedinci druhti a
druha polovina pro identifikaci. Soubor portugalskych moiskych ryb FCFP byl pouzit
k tvorbé referenci cely, nebot’ existuji jesté dva dalsi soubory FCFPS a FCFPW
se sekvencemi stejnych druhi, ale jinych jedinct, které se pouzily pouze k identifikaci.

Databaze BOLD obsahuje pouze okolo 2000 sekvenci obojzivelnikd, coz je
V porovnani s ostatnimi skupinami Zivocichtt velmi madlo. Dlivodem je uvadéna
nevhodnost genu coxl Kk identifikaci této skupiny organismd kvili jejich vysoké
vnitrodruhové variabilits ®8. Vétsina sekvenci coxl obojzivelniki v databazi BOLD
byla ziskadna extrakci dat z celych mitochondrialnich sekvenci z databaze GenBank.
K tvorbé referenci byl tedy vybran soubor GBAP, ktery obsahuje pravé sekvence
extrahované z GenBank databéaze. Jelikoz soubor obsahuje velké mnoZzstvi druhtl a jen
malé mnozstvi jedincii pro jednotlivé druhy, bylo vytvofeno jen 74 referenci ze 477
druhdt v souboru se vyskytujicich. Tvorba referenci a identifikace sekvenci z toho
souboru méla za cil ukazat, s jakou mirou Gspésnosti si zde navrzena metoda poradi i
s udajné problémovymi sekvencemi.

DNA barcoding ptakil poskytuje nékolik tisic sekvenci ze vSech kontinentli. AC je
pocet dostupnych sekvenci velky, u vétSiny druhli bylo sekvenovano malo jedinct.
Soubory se v obsahu druhd také malo piekryvaji. K tvorbé referenci se jako vhodny
ukazal soubor neotropickych jihoamerickych ptakiit MNCN, k némuz existuje dalsi
soubor a vétsim poctem stejnych druhtt BRAS. Dalsi soubory ptdkd z rGznych
kontinentd pak byly vybrany pro analyzu schopnosti navrzenych metod piifazovat
sekvence do vyssich taxonomickych skupin (¢eledé a fady) viz kapitola 7.

Pro savce neobsahuje databaze BOLD mnoho dat. Duvodem nezajmu
barcodingovych skupin je, Ze savci jsou jiz taxonomicky dobie popsani. Jedina skupina
savcu, ktera se néjakému zajmu t&$i, jsou netopyii. Pro tvorbu referenci byl vybran
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soubor guyanskych netopyra BCBNC. Pouziti byli vSichni jedinci, jejichz sekvence se
Vv databazi nachazely. Soubor BCDR byl pouzit k identifikaci.

Pro vSechny referencni druhy byly vypocitany primérmé Euklidovské vzdalenosti
mezi jejich ND vektory a smérodatné odchylky vzdalenosti pro vypocetni okno W=5
nukleotidi. Praimérna vzdalenost mezi ND vektory pro druh byla ziskana tak, ze kazda
sekvence daného druhu byla pievedena na ND vektory a pro kazdou dvojici ND vektora
sekvenci byla spocitdna normalizovand Euklidovska vzdalenosti na 1000 nukleotidl a
tyto vzdalenosti byly zpraimérovany (Ey). Dale byly spoc€itany vzdalenosti mezi druhy
tak, Ze se porovnavaly vSechny dvojice referen¢nich ND vektort druht (primémé ND
vektory pro druh). Vzdalenosti byly zprimérovany v ramci druht patficich do stejnych
rodi (Eg) a pak vSechny ostatni, tj. mezidruhové vzdalenosti (Ev). Tyto hodnoty shrnuje
Tab. 6.2. Pramérné vzdalenosti mezi ND vektory jednoho druhu (vnitrodruhova
vzdalenost) jsou nékolikanasobné nizsi nez vzdélenosti mezi referenénimi druhovymi
ND vektory (mezidruhova vzdalenost), coz znamena, Ze identifikace porovnavanim ND
vektori by méla mit vysokou uspéSnost. Nejvyssi hodnoty vnitrodruhové vzdalenosti
vykazuji druhy obojzivelnikii ze souboru GBAP, a proto 1ze ocekavat problematickou
identifikaci. Odstup primérnych vzdalenosti pro druhy stejného rodu a ostatni druhy je
s pfihlédnutim k jejich smérodatnym odchylkdam podstatn€é mensi nez odstup
prumérnych vzdalenosti uvnité druhu a vzdalenosti mezi druhy, ale i tak lze
predpokladat, ze sekvence druhi, které nebudou mit druhovou referenci, budou pii
identifikaci pfifazovany s vyS$si UspéSnosti k referenénim druhim stejného rodu, pokud
takovy bude v databézi.

Tab. 6.2 Primérné Euklidovské vzdalenosti a jejich smérodatné odchylky pro druhy z
referencnich soubort.

P rOjekt Ey Oy Er OR Em Om

CUCAD 1,4128 1,1334 8§,1728 11,7116 11,3525 1,0311
GBANO 2,5125 1,0929 10,1482 3,9916 - -
FCFP 1,1221 0,7318 6,7378 2,4042 11,6123 0,7807
FENA 1,7519 1,5693 38,4390 1,4229 10,9859 1,1394
GBAP 35974 3,0632 8,6413 3,0030 13,3193 3,7825
MNCN 2,6232 1,1006 5,8688 1,6662 8,8621 0,7178
BCBNC 1,8561 1,0531 7,0139 11,8550 10,8034 0,6932

Ey — primérné vzdalenosti mezi ND vektory jednoho druhu,
Er — pramérné vzdalenosti mezi referenénimi ND vektory druht stejného rodu,
Enm — praimérné vzdalenosti mezi referenénimi ND vektory vSech druhtt mimo stejny rod.

Dva druhy (Cheumatopsyche campyla a Cheumatopsyche ela) ze souboru CUCAD
vykazuji nizkou mezidruhovou vzdalenost, kterd odpovidd spi§ vnitrodruhové
vzdalenosti, u téchto druhtt muzeme ptedpokladat problematickou identifikaci.
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V souboru GBANO pro komary rodu Anopheles se vyskytuje mnozstvi druhd, jejichz
mezidruhové vzdalenosti jsou ve stejném rozsahu jako vnitrodruhové vzdalenosti. U
téchto druhli neni mozna jednozna¢na identifikace Zadnou metodou zalozenou pouze na
porovnani CcoXl barcode sekvenci. Vycet téchto druhti viz kapitola 6.2.1. Taktéz
v souboru FFNA pro severoamerické sladkovodni ryby se nachdzi mnoZzstvi druha,
jejichz  mezidruhové vzdalenosti se prekryvaji s hodnotami vnitrodruhovych
vzdalenosti, ¢i se témto hodnotam blizi. Tyto druhy nebyla identifika¢ni analyza
schopna spravné urcit, viz kapitola 6.2.2. V souborech FCFP, MNCN a BCBNC neni
zadny druh, jehoZz vzdalenost sjinym druhem by se piekryvala s vnitrodruhovou
vzdalenosti.

6.2 VYSLEDKY IDENTIFIKACNI ANALYZY

Automaticka identifikace sekvenci se provadi pres aplikaci RND, ktera slouzi i k tvorb¢
referenci. VSechny sekvence nacéteného souboru, které se maji identifikovat, se
pfevedou na nukleotidové denzitni vektory, pfiemz se automaticky pouZzije stejna
velikost vypocetniho okna, jakou mé nacteny soubor referencnich druhii. Nasledné se
kazdéd sekvence porovnava se vSemi referencemi a je piifazena k tomu referen¢nimu
druhu, se kterym ma nejmensi Euklidovskou vzdalenost. Vysledkem automatické
identifikace je soubor ve formatu x1s, ktery v prvnim sloupci obsahuje nazvy druhi
jednotlivych identifikovanych sekvenci, v druhém sloupci jsou nazvy druhi, ke kterym
byly sekvence piitazeny, a tfeti sloupec obsahuje hodnoty nejmensi Euklidovské
vzdalenosti, na zakladé které doslo k pfifazeni k druhiim. Tento vystupni soubor se dale
pouziva k vyhodnoceni tspésnosti identifikace.

Sekvence, které byly pouzity ktvorbé druhovych referenci, byly také
identifikovany. Usp&snost identifikace tdchto sekvenci by méla byt teoreticky vyssi nez
Gispésnost identifikace sekvenci, ze kterych reference tvofeny nebyly. Uspé&$nost
identifikace silné zavisi na vnitrodruhové variabilit¢ druh. Dale v textu se budou
vyskytovat tyto vyrazy:

- referencni sekvence — sekvence pouzitd k vytvotreni druhové reference,
- druhové referencni sekvence — sekvence nalezi druhu majici druhovou referenci,

- rodové referencni sekvence — sekvence, ktera neni druhové referencni, ale jeji
druh je stejného rodu jako né&jaky referencni druh.

Kromé uspésnosti identifikace referencnich a druhové referen¢nich sekvenci byla
vyhodnocovéna i Uspé$nosti identifikace rodové referencnich sekvenci. Jako tspésna
identifikace téchto sekvenci se bralo jejich pfifazeni k libovolnému referenénimu druhu,
avsak stejného rodu jako je identifikovana sekvence.
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6.2.1 Hwmyz

Soubor CUCAD

Referen¢ni soubor CUCAD obsahuje celkem 716 sekvenci, pficemz z 692 sekvenci
byly vytvoteny druhové reference. Zbylych 16 sekvenci patfi do stejnych roda jako
referencni druhy (jsou rodové referencni) a dalSich 8 sekvenci patii jinym rodim ¢i
celedim. Pii verifikac¢ni identifikaci (identifikovany byly referencni sekvence) bylo pro
celé spektrum délek vypocetniho okna dosazeno 100% tuspéSnosti identifikace
referen¢nich sekvenci, kromé dvou problematickych sekvenci viz nize.

Nespravné byly vzdy ptifazeny 2 ze 7 sekvenci druhu Cheumatopsyche campyla.
Zatazeny byly do druhu Cheumatopsyche ela. Morfologicka taxonomie druht fadu
chrostikii vyskytujicich se v arktické oblasti Kanady je vzhledem k velkému poctu
druhti a jejich podobnosti a rozdilné morfologii jednotlivych vyvojovych stadii a
pohlavi znacn¢ obtizna. Dle literatury publikujici sbér DNA barcode sekvenci
obsazenych v souboru CUCAD, jsou pravé problémové sekvence druhu Ch. campyla
zminény, nebot' vykazovaly nestandardnd vysokou vnitrodruhovou variabilitu ¢,
Autofi usoudili, ze tyto sekvence by mohly poukazovat na morfologicky krypticky druh.
Obr. 6.4 piedstavuje sumy ND vektori podle biochemickych vlastnosti pro 1., 3., 4. a
7. sekvenci druhu Ch. campyla a jedné sekvence druhu Ch. ela pro vypocetni okno
délky W=21 nukleotidd (toto okno bylo zvoleno z divodu ptiznivé formy obrazové
informace). Prvni sekvence Ch. campyla byla uréena jako ptislusnik daného druhu. Co
se tyce vysoce konzervativniho obsahu purinovych bazi, je z obrazku patrna vyrazna
odlisnost této sekvence od sekvence druhu Ch. ela v piiblizné oblasti 330 — 370 bp,
Vv ostatnich oblastech jsou ND vektory témét shodné. Z vicenasobného zarovnani uréené
problémové sekvence druhu Ch. campyla ¢islo 3, 4 a 7 naprosto kopiruji pribéh R/Y
ND vektort druhu Ch. ela. Variabilngjsi sumy ND vektorti nukleotidd typu S/W ukazuji
vice odliSnosti pro vSechny sekvence, ale v mnohych oblastech je patrna vétsi shoda
mezi problémovymi sekvencemi se sekvenci Ch. ela nez s Ch. campyla. Stejné tak to
plati pro M/K sumy ND vektord. Jen 4. sekvence Ch. campyla ma mirné odlisny
charakter nez vSechny ostatni. Z charakteru ND vektord tedy usuzuji, Ze doslo
K nespravnému urceni sekvenci 3 a 7 k druhu Ch. campyla, nybrz by mély pattit druhu
Ch. ela; urceni 4. sekvence je nejisté, ale identifikacni analyza ji konzistentné
ptifazovala k Ch. campyla.

Algoritmus BLAST v BOLD databazi pii hledani homolognich sekvenci k témto
spornym sekvencim urcil jako 100% podobné samotné sporné sekvence a dale sekvence
druhu Ch. ela. Podobné vysledky dalo i hledani v databazi GenBank. Z toho vyplyva, ze
pravdépodobnéjsi vysvétleni nez krypticky druh, jak uvadi literatura, je nespravné
morfologické urceni sbiranych vzorkid chrostiki. Pokud tedy budeme brat, ze 3. a 7.
sekvence oznacené jako Ch. campyla jsou ve skutecnosti Ch. ela, pak byla identifikacni
analyza bezchybna.
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Obr. 6.4 Sumy ND vektort dle biochemickych vlastnosti sekvenci druhu Cheumatopsyche
campyla a Cheumatopsyche ela, W = 21. Prabéhy Ch. campyla 3, 4 a 7 jsou ve vétsiné piipadt
ptekryté prubéhem Ch. ela.

Chyby u rodové referenénich sekvenci se tykaly téméf vzdy dvou sekvenci rodu
Limnephilus, které byly piifazovany k druhu Grammotaulius interrogationis nebo
Asynarchus mutatus s hodnotami vzdalenosti velmi podobnymi hodnotam korektné
ptitazenych rodové referen¢nich sekvenci k druhu stejného rodu. Od velikosti
vypocéetniho okna W=17 nukleotidii se k chybam piidala sekvence rodu Hydroptila,
ktera byla pfifazovana kdruhu Asynarchus mutatus shodnotou vzdalenosti
nepiekracujici obvyklé hodnoty spravné zatazenych rodové referencnich sekvenci. U
nejdelsiho okna dosSlo jesté k chybé u sekvence rodu Brachycentrus, ktera byla
piifazena k druhu Agrypnia deflata.

Pfi identifikaci pouze na zakladé porovnani sum ND vektori purinovych (A+G)
nukleotidii, byly vSechny rodové sekvence pfifazeny spravné. Identifikace druhd na
zaklad¢ purinovych ND vektora byla totozna s vysledky pii pouziti vS§ech ND vektort,
mimo nejkrats$i vypocetni okno W=3 nukleotidy, kdy byla jedna sekvence pfifazena
ke komartam rodu Anopheles.

Ostatni sekvence, které nebyly ani rodové referencni, byly pfifazovany vzdy
k nékterému druhu chrostik.

Soubor DSTRI

Soubor DSTRI byl pouzit jen k identifikaci. Obsahuje, kromé 55 jinych sekvenci, 245
sekvenci odpovidajicich referenénim druhim a 240 sekvenci patticich alespon do
referenéniho rodu. ldentifikace sekvenci do druhd byla naprosto uspé$na pro vSechny
délky vypocetniho okna i v pfipadé purinové identifikace.

Vsechny sekvence rodové referenénich druhti Limnephilus infernalis a L. kennicotti
byly u vSech délek vypocetniho okna zafazeny do druhu Grammotaulius interrogationis
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nebo Asynarchus mutatus, coz jsou druhy ze stejné Celedé, tudiz blizce ptibuzné.
Primérné hodnoty vzdalenosti pro pfifazeni byly o pfibliznych 40 % vyssi nez hodnoty
u spravného pfirfazeni rodové referencnich sekvenci. S nartstajici délkou vypocetniho
okna se piidavaly i dal$i sekvence jinych druhi rodu Limnephilus a druhu Asynarchus
rossi, které byly pfifazeny blizce ptibuznému druhu Agrypnia colorata. V piipadé
identifikace pouze na zakladé porovnani purinovych ND vektori bylo dosazeno 100%
uspésnosti i na rodové referencnich sekvencich pro délky vypocéetniho okna od W=13
nukleotidll vySe, u nizsich oken se vyskytovalo nékolik chybnych pfitazeni.

Soubor GBANO

VEtsi cast jedincil (1007 sekvenci) souboru GBANO slouzila k tvorbé referenci a druha
¢ast pouze k identifikaci, kdy z nich je 1002 sekvenci druhové referenénich a dalSich 84
sekvenci rodové referencnich. Soubor obsahuje pouze sekvence blizce piibuznych
druhd komard rodu Anopheles. Bylo vytvofeno 56 druhovych referenci, pfi¢emz 8
Z nich patfilo riznym variantdm druhu A. longirostris. Je nutno poznamenat, ze soubor
vznikl extrakci dat z GenBank databaze, tudiZ nejde o sekvence, které byly primarné
ziskany pro DNA barcoding.

V tomto souboru se oproti ostatnim vyskytuje mnozstvi sekvenci podstatné delSich
nez je obvykly usek o délce cca 650 bp genu coxl pro barcoding pouzivany. Tyto
sekvence byly v souboru ponechany, coz vedlo k tomu, Ze pfislusné referenéni ND
vektory byly dlouhé tak jako nejdelsi sekvence daného druhu. To se tykalo pfedevsim
druhd: A. albimanus (1058 bp), A. arabiensis (1107 bp), A. benarrochi (1510 bp), A.
janconnae (1470 bp), A. costai (1510 bp), A. darlingi (1510 bp) a A. triannulatus (1510
bp). Nékteré byly naopak podstatné kratsi: A. baimaii (438 bp), A. dirus (438 bp), A.
goeldii (489 bp), A. scaloni (435 bp), A. sundaicus (441 bp) a A. vagus (471 bp).

Nejhorsi vysledky identifikace byly ziskany pro nejkrat$i vypocetni okno W=3
nukleotidy. Uspé&snost identifikace sekvenci, z kterych byly tvofeny reference, byla
55,39 % a uspésnost identifikace druhové referenc¢nich sekvenci byla pouhych 45,40 %.
Pti purinové identifikaci byly hodnoty uspé&snosti o nékolik procent nizsi a ve vysoké
mite (16,45 %) byly sekvence chybné pfitazovany K druhiim ze skupiny obojzivelniki
nebo ryb. U ostatnich velikosti vypocetniho okna bylo pfifazovani k nepfibuznym
druhim vzacné. Déle uvadéné vysledky plati pro vypocetni okna od W=5 nukleotidi.

Verifikaéni identifikace sekvenci, které slouZily k vytvofeni druhovych referenci,
dosahovala Uspésnosti v pfiblizném rozmezi 78 — 85 %. Vétsina chyb se vyskytovala
formou zdmény druhti:

A. antunesi — A. pristinus — A. marajoara,

A. arabiensis — A. gambiae,

A. baimaii — A. dirus,

A. dacidae — A. messeae,

A. epiroticus — A. sundaicus.
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Identifikace druhové referen¢nich sekvenci nepouzitych k tvorbé referenci byla
obdobna.

Druh A. albimanus majici dlouhou referenci je zastoupen 204 jedinci, z nichz
polovina slouzila k tvorbé reference. Pro délky vypocetniho okna W=5 a W=9
nukleotidi byla identifikace vSech téchto sekvenci bezchybna. Pro ostatni délky
vypocetniho okna kromé toho nejdelsiho byly vSechny delsi sekvence tfidény k jinym
druhtim chrostik, pfedev§im A. benarrochi ¢i A. darlingi. Pfi vyhledani homolognich
sekvenci v databazi GenBank byly vysledkem pouze sekvence A. albimanus, tudiz
pravdépodobnost, Ze by §lo opravdu o jiné sekvence, je velmi mala.

U druhti s krat$imi referencemi (351sekvenci pro tvorbu referenci a 350 druhové
referen¢nich sekvenci) byly bezchybné identifikovany sekvence druhd A. goeldi, A.
scaloni a A. vagus (216 sekvenci celkem). U ostatnich dochazelo ¢asto k chybam typu
A. baimai identifikovany jako A. dirus a opacné, A. sundaicus jako A. epiroticus.
Porovnani referen¢nich ND vektort a vicenasobného zarovnani (viz Obr. 6.5) sekvenci
druhd A. baimai a A. dirus ukazalo, Zze tyto jsou az na nékolik hodnot/bodovych
substituci totozné. Zadna publikace vztahujici se k tomuto souboru dat nebyla vydana,
nebot’ jde o data ziskand extrakci z databaze GenBank, tj. data byla pravdépodobné
nashromézdéna mnozstvim pracovist v delSim casovém tuseku a nejednotnou
metodikou. Proto jsou sekvence také nejednotné délky. Nelze tady uréit, nedoslo-li
k zamén¢ druhtt A. baimai a A. dirus. Pokud vSak byli jedinci, kterym sekvence patii,
spravné taxonomicky zafazeni, pak jsou tyto druhy zhlediska daného tseku
mitochondrialniho genu coxl nerozeznatelné. Stejné tak to plati pro druhy A. epiroticus
a A. sundaicus, kdy druhy jmenovany ma sekvence kratsi a dany usek je téméf totozny
s ¢asti reference prvné jmenovaného druhu.

|
Obr. 6.5 Vicenasobné zarovnani sekvenci druhu Anopheles baimai a Anopheles dirus. Neni
patrny zadny pred¢l oddélujici oba druhy.

Obdobna shoda byla zjisténa mezi druhy A. arabiensis a A. gambiae a druhy A.
dacidae a A. messeae. Pokud tedy pfifazeni sekvenci vsech vySe zminénych druht
nebudeme brat jako chybné, pak plivodn€ udané rozmezi Gspésnosti 78 — 85 % se zméni
na 90 — 98 %, kde vétSina chyb se tyka nespravného pfifazovani sekvenci druhu A.
albimanus, ktery vykazuje vysokou vnitrodruhovou variabilitu (viz Obr. 6.6)
souvisejici s vyskytem tohoto malarického komara témét v celé karibské oblasti.
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Obr. 6.6 Vicenasobné zarovnani sekvenci druhu Anopheles albimanus ze souboru GBANO.

Identifika¢ni analyza odhalila dal$i sporné sekvence, které¢ byly pro kazdou délku
vypocetniho okna vzdy pfifazovany k jinému ale vzdy k tomu stejnému druhu, nez jak
byly sekvence oznaceny. Jedna se o tii sekvence A. barbirostris, které byly vzdy
piitazeny k druhu A. campestris. Prohledani databaze GenBank algoritmem BLAST
nalezlo jen ty samé sekvence A. barbirostris nasledované 21 nejblizsich vysledka (98%
podobnost) patticich druhu A. campestris. Dalsi chyby se tykaly dvou sekvenci A.
campestris, které jsou ve vicenasobném zarovnani viéi ostatnim sekvencim druhu
znaéné posunuté. BLAST nalezl jako nejpodobnéjsi dvé sekvence A. barbirostris
s podobnosti 96 % a nasledné rizné sekvence rodu Anopheles s podobnosti kolem 91 %.
Tudiz ani vtomto pfipadé neslo o identifikaéni chyby, naopak navrZzena metoda
identifikace odhalila sekvence, jejichz druhové zatazeni miize byt sporné, ¢i doslo k jiné
proceduralni chybé¢ pti ziskavani sekvenci.

Podobn¢ dalsi tii sekvence druhu A. marajoara byly pfifazovany k druhu A.
janconnae. Tyto tii sekvence jsou podstatné delsi nez reference daného druhu. Analyza
BLASTem dala nejednoznaéné vysledky. Na piednich pozicich nejpodobnéjsich
sekvenci se vyskytovaly sekvence druhu A. albitarsis a A. janconnae. S vysokou
pravdépodobnosti by se tedy nemélo jednat o sekvence druhu A. marajoara, jak byly
sekvence v souboru oznacéeny.

Uz z vicenasobného zarovnani bylo patrné, ze jedna sekvence A. pristinus je zna¢né
odlisna od ostatnich stejného druhu. Pfitazovana byla k druhu A. antunesi. | BLAST
nalezl jako nejpodobnéjsi sekvence A. antunesi. Podobné tomu bylo i u dvou sekvenci
A. rangeli, které byly pfifazovany k A. benarrochi, coz potvrdil opét i BLAST.

Zna¢né problémové se ukazaly byt sekvence druhu A. subpictus. Z vicenasobného
zarovnani (viz Obr. 6.7) je ziejmé, ze sekvence jsou zna¢né rozdilné. Takovato
vnitrodruhova variabilita by v porovnani s ostatnimi druhy rodu Anopheles byla
nestandardni. Analyza algoritmem BLAST ukézala, ze jen zhruba polovina ze sekvenci
méla mezi deseti nejpodobnéjsimi sekvencemi pouze zéastupce stejného druhu, ostatni
mély vysledky nejednoznac¢né. Druhova reference vytvorena z prvni poloviny sekvenci
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tudiz nemiize byt validni a tedy samoziejmé i vysledky identifika¢ni analyzy.
Z uvedeného diavodu byly tyto sekvence z vysledkt analyzy vyjmuty.

N1

Obr. 6.7 Vicenasobné zarovnani sekvenci druhu Anopheles subpictus.

Vsechny varianty druhu A. longirostris majici referenci byly pro vSechny délky
vypocetniho okna od sebe odliseny. Viz Obr. 6.8 vicenasobného zarovnani nize je
vidét, Ze sekvence vykazuji variabilitu odpovidajici samostatnym druhiim. Tyto
sekvence byly z vétsi ¢asti spravné odliSeny i na zakladé purinovych ND vektoru, které
spiSe vedou k mensi GspéSnosti rozliSeni druhd, ale 1épe rozliSuji rody, nebot” pozice
purinovych nukleotidd je vice konzervovana. Na zakladé tohoto poznatku by si druh A.
longirostris zaslouzil hlubsi analyzu, protoze je pravdépodobné, ze nejde o jeden druh
s n¢kolika variantami ale n¢kolik druhd.

A T

Obr. 6.8 Vicenasobné zarovnani sekvenci variant druhu Anopheles longirostris.

Dale byla provedena i identifikace pouze porovnanim purinovych ND vektort.
Uspé&snost identifikace druhové referenénich i rodové referenénich sekvenci poklesla o
nékolik procent (viz Obr. 6.9). Chyby této identifikace nebyly ndhodné, ale soustiedily
se na nekteré¢ z druhti; jiné druhy byly soustavné identifikovany spravné. Nespravné
ptifazeni druhové referencnich sekvenci pro vSechny délky vypocetniho okna se tykalo
predevsim zdmén druhi:

(A. antunesi — A. pristinus — A. marajoara),

(A. arabiensis — A. gambiae),

(A. baimaii — A. dirus),

(A. barbirostris — A. campestris),

(A. dacidae — A. messeae),

A. dunhami — A. goeldii — A. nuneztovari,

(A. epiroticus — A. sundaicus),

A. lesteri — A. peditaeniatus,
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pficemz druhy uvedené v zavorkach nebylo mozné odlisit i na zaklad¢ identifikace
porovnavanim vSech ND vektora a tyto druhy mély také nizké hodnoty mezidruhovych
vzdalenosti, jejichz vypocet piedchazel identifikaci, viz kapitola 6.1. Na zakladé zamén
mezi druhy lze rdmcové usuzovat, ze tyto druhy maji velmi blizkého spole¢ného
predka, cemuz odpovidéd konzervované pozice adeninovych a guaninovych nukleotid.

Obr. 6.9 zobrazuje tuspéSnosti identifikace pro vSechny testované velikosti
vypocetniho okna pro soubory CUCAD, DSTRI a GBANO. Verifika¢ni identifikace
sekvenci kanadskych chrostiki (soubor CUCAD), ze kterych byly tvofeny druhové
reference, byla po odstranéni nejasnych sekvenci druhu Cheumatopsyche campyla
bezchybna jak pii porovnavani vSech ND vektoru tak jen pro purinové ND vektory,
stejn€ jako identifikace druhové referencnich sekvenci ze souboru DSTRI a rodové
referen¢nich sekvenci souboru GBANO.

~———CUCAD - ref. druh = CUCAD - ref. druh RY =——DSTRI - druh ———DSTRI - druh RY
——GBANO - rod --o--CUCAD - rod --4--CUCAD - rod RY --»--DSTRI - rod
=<--DSTRI - rod RY —e— GBANO -ref. druh  —#—GBANO - ref. druh RY —e— GBANO - druh
—+—GBANO -druh RY ----GBANO -rod RY
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Obr. 6.9 Uspé&snosti identifikacni analyzy v zavislosti na velikosti vypoéetniho okna pro
soubory hmyzu CUCAD, DSTRI a GBANO. RY - purinova identifikace. Prib¢hy pro CUCAD
— ref. druh, CUCAD - ref. druh RY, DSTRI — druh, DSTRI —druh RY a GBANO —rod se
prekryvaji na hodnoté tspésnosti 100 %.

6.2.2 RyBY

Soubor FCFP

Tento soubor se 188 sekvencemi celkem slouZil k vytvoteni 38 druhovych referenci, ze
175 sekvenci. V souboru se nevyskytuji zadné vyrazn¢ delSi nebo kratSi sekvence.
Verifikaéni analyza tohoto souboru identifikovala vSech 175 sekvenci jedincu
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referenCnich druht stoprocentné pro vsechny velikosti vypocetniho okna. DalSich 8
rodové referen¢nich sekvenci bylo také vzdy bezchybné ptifazeno k druhu spravného
rodu. Pii identifikaci purinovymi ND vektory byly vSechny sekvence pfifazovany také
bezchybné, kromé jedné referen¢ni sekvence pii okné W=3 nukleotidy.

Soubor FCFPS a FCFPW

Sekvence stejnych druhtt jako =z referencniho souboru FCFP motskych ryb
z portugalského pobiezi obsahuji jesté soubory FCFPS a FCFPW. V souboru FCFPS je
124 sekvenci patficich do referencnich druhti a také 25 sekvenci rodové referencnich.
Pro velikost vypocetniho okna W=3 bp byly dvé sekvence druhu Scorpaena notata
pfifazeny k obojzivelnikim stejné jako 5 rodové referenc¢nich sekvenci rodu
Microchirus. Pro vypocetni okno W=5 nukleotidi se chyby v ptifazovani druhové
referenénich sekvenci tykaly jedné sekvence druhu Macroramphosus scolopax a dvou
sekvenci druhu Scorpaena notata. U ostatnich velikosti vypocetniho okna a pro
purinovou identifikaci byla sekvence M. scolopax pfifazovana spravné. Vicenasobnym
zarovnanim a porovnanim ND vektoru (viz Obr. 6.10) péti sekvenci druhu Scorpaena
notata pouzitych k vytvoreni druhové reference a dvou Spatné pfifazovanych sekvenci
tohoto druhu ze souboru FCFPS bylo zjisténo, ze tyto sekvence jsou zna¢né odlisné.
Purinova identifikace davala pro tyto sekvence stejné vysledky. Algoritmus BLAST
nasel v databazi GenBank jako nejpodobnéjsi k témto sekvencim sekvence druhu
Scorpaena porcus s podobnosti 84 %, coz je malda hodnota na to, aby tyto dvé
problémové sekvence patfily k danému druhu. I odborny ¢lanek popisujici sbér dat
v souborech FCFP, FCFPS a FCFPW uvadi, ze tyto dvé sekvence by mohly patfit
jinému druhu (167 Mozna jde o druh morfologicky krypticky. Zajimava je i vyrazné&;jsi
rozdilnost mezi purinovymi ND vektory, ktera svoji hodnotou odpovida spise
sekvencim patticim do jiného rodu.

U rodové referencnich sekvenci se vyskytovaly chyby pouze v pfifazeni sekvenci
druhu Microchirus azevia a Microchirus boscanion. Sekvence téchto druht vykazuji
nizké hodnoty podobnosti s homolognimi sekvencemi vyhledanymi BLASTem
obdobné jako v predchozim piipadé a tyto homologni sekvence ve veétsSi ¢asti patii

cv v

v publikaci ¢!

purinové identifikaci byly vSechny rodové referencni sekvence pftifazovany ke

uvedeny, jen to, Ze vykazuji vysokou vnitrodruhovou variabilitu. Pfi

spravnému rodu.

Soubor FCFPW obsahuje 130 druhové referencnich sekvenci, 24 rodové
referenCnich sekvenci a 53 jinych sekvenci. VSechny druhové a rodové referen¢ni
sekvence byly pro vSechny délky vypocetniho okna spravné pfifazeny, stejné tak pro
purinovou identifikaci.
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Obr. 6.10 Sumy ND vektort dle biochemickych vlastnosti pro referenci druhu Scorpaena
notata a dvou problémovych sekvenci stejného druhu, W=21. Modry pribéh je prevazné piekryt
zelenym pribéhem.

Soubor FFNA

Soubor FFNA obsahuje 2108 sekvenci, z kterych byly vytvofeny druhové reference,
dale 1733 druhové referen¢nich sekvenci, 343 rodové referen¢nich sekvenci a 121
ostatnich sekvenci.

Verifika¢ni analyza sekvenci, zkterych byly vytvofeny druhové reference, a
naslednd identifikac¢ni analyza druhové referen¢nich sekvenci odhalily nesrovnalosti u
nekterych druhd. Ukazalo se, ze nékteré¢ druhy od sebe nelze na zakladé useku coxl
genu spolehlivé odliSit. Tyto vysledky byly potvrzeny vicenasobnym zarovnanim
sekvenci a BLASTem. Jedna se o tyto pary ¢i skupiny druhii:

Ammocrypta beanii — Ammocrypta bifascia,

Carpiodes carpio — Carpiodes cyprinus — Carpiodes velifer,

Cottus bairdii — Cottus cognatus — Cottus caeruleomentum — Cottus rhotheus,
Cyprinella callisema — Cyprinella garmani,

Cyprinella camura — Cyprinella galactura,

Esox americanus americanus — Esox niger; Esox americanus vermiculatus je diky
nekolika konzervovanym substitucim odliSeny,

rod Etheostoma viz text nize,

Ichthyomyzon bdellium — Ichthyomyzon greeleyi,

Ichthyomyzon fossor — Ichthyomyzon unicuspis,

Ichthyomyzon gagei — Ichthyomyzon castaneus,
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Lepomis marginatus — Lepomis megalotis,

Lythurus fumeus — Lythurus roseipinnis,

Lythurus fasciolaris — Lythurus umbratilis,

Notropis atherinoides — Notropis stilbius,

Notropis buchanani — Notropis volucellus,

Percina caprodes — Percina macrolepida — Percina kathae.

Rod Cottus s20 druhy vsouboru (celkem 174 sekvenci) se vyznacuje malou
mezidruhovou variabilitou. Na zaklad¢ analyzy dostupnych sekvenci bylo zjisténo, ze
nékteré druhy od sebe nelze spolehlivé oddélit viibec (napi. C. bairdii — C. cognatus —
C. caeruleomentum — C. rhotheus), nebo jsou od sebe odliseny tak malym pocétem
konzervovanych pozic, Ze je toto odliSeni zna¢né nespolehlivé. Hodnoty mezidruhové
variability se pohybovaly okolo 1 — 3 %, coz jsou hodnoty odpovidajici vnitrodruhovym
variabilitdm.

Rod Etheostoma je v souboru zastoupen celkem 1256 sekvencemi 139 druhd,
pficemz druhova reference byla vytvofena pro 97 druhii. Tento rod obsahuje velké
mnozstvi druhd, z nichZ vétSina se vyskytuje na zemi Spojenych statli a mnoho druhti
je endemickych pro urcitou feku nebo jezero. Jak vyplynulo z analyzy, mnohé druhy
jsou si viseku genu coxl natolik podobné, ze je neni mozné od sebe s jistotou
odseparovat:

E. aquali — E. cinereum,
E. bellum — E. camurum — E. wapiti,

E. caeruleum — E. uniporum,

E. lynceum — E. zonale,

E. nigrum — E. podostemone,

E. percnurum — E. sitikuens,

E. spectabile — E. burri — E. lawrencei.

Sekvence druhu E. artesiae byly pfifazovany pievazné K druhim E. swaini,
uniporum a whipplei, pficemz posledné zminény druh by mél byt nejblize pfibuzny. E.
artesiae byl v souboru zastoupen 88 jedinci a oproti dalsim druhtim ze stejného rodu
vykazuji sekvence zna¢nou vnitrodruhovou variabilitu, viz Obr. 6.11 v porovnani
s dalsim sekven¢né pocetnym druhem. Sekvence E. artesiae ptifazované k jinému
druhu byly takto ptifazovany 1 BLASTem s vysokou mirou podobnosti.

'?i e
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Obr. 6.11 Vicendsobné zarovnani sekvenci Etheostoma artesiae a Etheostoma radiosum.
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V souboru se vyskytovalo mnozstvi sekvenci, u kterych identifika¢ni analyza
odhalila nesrovnalosti. Napf.: jedna sekvence druhu E. smithi pfifazovana k E.
striatulum, stejné¢ dopadla kontrola BLASTem. Je malo pravdépodobné, Ze¢ by jedna
sekvence druhu s nizkou vnitrodruhovou variabilitou byla skute¢né sekvenci ucelené
populace daného druhu. BohuZzel odborny ¢lanek publikujici sbér dat souboru FFNA je
znacn¢ struény a neexistuje ani fotograficka dokumentace vzorka jedinct. Nelze tedy
dohledat, jestli sekvence tieba nepochazi z jiné separované populace, podruhu, ¢i doslo
k néjaké procesni chyb¢é pii taxonomické klasifikaci nebo pii zpracovani vzorki
Vv laboratofi.

Pro vSechny délky vypocetniho okna byla sekvence druhu Campostoma anomalum
ptitazovana k druhu C. oligolepis. K této sekvenci byly algoritmem BLAST také
nalezeny jako nejpodobné&jsi sekvence pravé druhu C. oligolepis.

Ctyii sekvence druhu Clinostomus funduloides byly vzdy piifazeny k druhu C.
elongatus. Vicenasobné zarovnani i BLAST ukazaly, Ze tyto sekvence jsou skutecné
podobngjsi sekvencim druhu C. elongatus, ale uplné shodné nejsou. Ostatni sekvence
druhu C. funduloides a dalsiho druhu rodu Clinostomus v souboru ptitomného byly od
sekvenci druhu C. elongatus na prvni pohled dobfe rozliSitelné, viz Obr. 6.12. Purinova
identifikace bud’ tyto sekvence pfifazovala spravné nebo jako pfislusniky druhu
Richardsonius balteatus, ktery patii do stejné podceledi.

Clinostomus | || | ‘
analis

N !
Clinostomus |
funduloides

Clinostomus || |
elongatus

Clinostomus | | ‘ ‘ | ‘
funduloides |

Obr. 6.12 Vicenasobné zarovnani sekvenci druhti rodu Clinostomus.

Dvé sekvence z 12 druhu Erimyzon oblongus byly pii vSech délkach vypocetniho
okna pfifazovany k druhu Erimyzon sucetta. Kontrola BLASTem také nalezla jako
nejpodobnéjsi sekvence druhu E. sucetta s podobnosti 98 % a sekvence E. oblongus
s podobnosti 94 %. Jelikoz jsou oba druhy morfologicky dobfe rozliSitelni,
pravdépodobnost zdmeény druhli by méla byt nizka. Purinova identifikace byla shodna,
jen pro nejdelsi okno W=25 nukleotidi byly sekvence piitazeny k druhu E. tenuis.

Druhym druhové nejpocetnéjsim rodem v souboru je rod Notropis s 53 referenénimi
druhy. Z téchto druhti od sebe neni mozné na zakladé dostupnych sekvenci jedinct
jednoznaéné separovat druhy Notropis atherinoides — Notropis stilbius a Notropis
buchanani — Notropis volucellus. Pfi purinové identifikaci se k prvni neodliSitelné
dvojici jesté piidal druh N. amoenus a k druhé dvojici druh N. spectrunculus. Dale
purinova identifikace neodlisi druhy Notropis texanus — Notropis xaenocephalus.
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Rodové referenéni sekvence

Pii pouziti vypocetniho okna W=3 nukleotidy byla vétSina chybnych pfifazeni
k nékterému druhu obojzivelnikt. Nasledujici popis vysledkd se tyka pro vypocetni
okna od W=5 nukleotidt a vyse.

U rodové referencnich sekvenci se soustavné vyskytovalo chybné ptifazeni u dvou
sekvenci druhu Cyprinella gibbsi, tfi sekvenci Cyprinella monacha a dvou Cyprinella
trichroistia. Pfifazovany byly kdruhtim rodu Notropis ¢i Ericymba. | BLAST
v GenBank databazi nalezl vysokopravdépodobnostni shodu se sekvencemi druhu
zminénych rodi, pfiCemz vSechny tfi rody jsou blizce pfibuzné a nalezi ke stejné
podceledi. Pti purinové identifikaci byly tyto sekvence bud’ ptfifazovany ke spravnému
rodu, ale také se vyskytlo piifazovani k dalsim dvéma rodim Hybopsis a Hybognathus
ze stejné podceledé.

Dale sekvence druhu Elassoma evergladei byly ptifazovany bud’ k naprosto Spatné
skupiné ryb, nebo dokonce k obojzivelnikiim. Z vicenasobného zarovnani byla patrna
znaéna odli$nost od dalsich sekvenci rodu Elassoma. BLAST jako nejpodobnéjsi ur¢il
sice sekvence stejného rodu ale s podobnosti jen 85 %. Identifikace jen purinovymi ND
vektory vsak ve vétsing piipadu tyto sekvence zafadila ke spravnému rodu.

Dv¢ sekvence druhu Eudontomyzon hellenicus byly pfitazovany k druhu
Caspiomyzon wagneri. Odlisnost téchto sekvenci od ostatnich sekvenci rodu
Eudontomyzon byla dobie patrna z vicenasobného zarovnani. Algoritmus BLAST k
témto sekvencim naSel jako nejpodobnéjsi také sekvence druhu Caspiomyzon wagneri
s podobnosti 93 %. Také jedna sekvence druhu Eudontomyzon mariae byla pfifazovana
k druhu Lampetra planeri, coz s 99% podobnosti potvrdil i BLAST.

Dvé sekvence druhu Gila coerulea byly piifazovany k druhu Ptychocheilus
umpquae a tfi sekvence Gila nigrescens k Ptychocheilus oregonensis. Porovnani
sekvenci s BLASTem nedéava jednoznacné vysledky, protoze sekvence jsou si podobné
s n€kolika riznymi druhy riznych rodt. Dale dvé rodové referen¢ni sekvence Hybopsis
hypsinotus byly pfifazovany k druhu Notropis buchanani a stejny vysledek dal i
BLAST. Dvé druhové referenéni sekvence Hybopsis wincheli byly pro délky
vypocetniho okna do W=13 nukleotidi ptifazovany k druhu H. amblops a tato vétsi
podobnost byla také potvrzena BLAStem, avSak pro ostatni délky vypocetniho okna
byly sekvence piifazovany ke spravnému druhu.

Sekvence druhti Lampetra geminis, L. richardsoni a L. zanandreai byly pfifazovany
k druhtim Entosphenus tridentatus, Entosphenus hubbsi a Eudontomyzon lanceolata,
avSak rod Entosphenus je synonymem rodu Lampetra, tudiz jde o spravné rodové
pfifazeni.

Dvé sekvence Poecilia reticulata byly piifazovany k obojzivelniktim.
Z vicenasobného zarovnani s dalSimi rodovymi sekvencemi byla patrna zna¢na
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odlisnost. BLAST nalezl mnozstvi velmi podobnych sekvenci P. reticulata, sekvence
dal$ich druhi rodu Poecilia mély podobnost nanejvyse 87 %.

U ostatnich sekvenci byla vysokd mira chybného piifazeni k obojzivelniktim.
Celkem bylo chyb pro vSechny velikosti vypocetniho okna 350; pficemz nejvice chyb
bylo pro okno W=3 nukleotidy 80 chyb a s délkou okna pocet chyb klesal az na 21 pro
okno W=25 nukleotidt. Identifikace na zakladé purinovych ND vektori pocet téchto
chyb radikaln¢ snizil na celkovy pocet 42.

Graf zévislosti uspésnosti identifikace na velikosti vypocetniho okna pro jednotlivé
soubory ryb je zobrazen na Obr. 6.13.
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Obr. 6.13 Uspé&snosti identifikagni analyzy v zavislosti na velikosti vypoéetniho okna pro
soubory ryb FCFP, FCFPS, FCFPW a FFNA. Vsechny prabéhy pro soubory FCFP a FCFPW a
prubéh FCFPS —rod RY se piekryvaji na hodnoté uspésnosti 100 %.

6.2.3 OBOJZIVELNICI

Soubor GBAP se sekvencemi obojzivelnikii byl sestaven ze sekvenci z databaze
GenBank, tudiz nejde o sekvence, které byly primarné sekvenované pro DNA
barcoding. Celkem je v souboru 1515 sekvenci, ale mnohé druhy jsou zastoupeny méné
nez Ctyfmi jedinci, takze znich nebylo mozné vytvofit druhové reference, kdy je
potfeba minimaln¢ tii sekvenci pro referenci a jedna sekvence pro identifikaci. Této
podmince vyhovovalo 74 druhti, pfi¢emz druhové reference byly vytvofeny z celkového
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poctu 490 sekvenci a pro samotnou identifikaci bylo pouzito dalsich 428 sekvenci. Dale
je v souboru 188 sekvenci rodove referen¢nich a 409 ostatnich.

| v tomto souboru se opét projevila nizka tspéSnost identifikace pro vypocetni okno
délky W=3 nukleotidy s vysokou mirou identifikace k druhtim jiné skupiny organismii,
zde konkrétné k druhim komari rodu Anopheles. Pro vSechny ostatni délky
vypocetniho okna byla jedna druhové referen¢ni sekvence druhu Allobates talamancae
ptifazovana k druhu Hyla meridionalis s hodnotou vzdalenosti nékolikanasobné vyssi
nez spravné prifazené ostatni sekvence stejného druhu. BLAST v databazi GenBank
nalezl jako nejpodobnéjsi sekvence druhti z rodu Bombina a to s nejvyssi podobnosti jen
85 %. Z vicenasobného zarovnani byla patrna naprosta odliSnost od ostatnich sekvenci,
tudiz se pravdépodobné nejedna o sekvenci useku coxl. Podobné byla jedna sekvence
druhu Dendrobates auratus prifazovana k Allobates caeruleodactylus. Vicenasobné
zarovnani 1 BLAST potvrdili, ze tato sekvence patti druhému zminénému druhu. Tyto
dva druhy jsou morfologicky dobie rozpoznatelné a v tomto ohledu nemohlo dojit
K jejich zaméng, pokud nesSlo o vzorek zraného pocateéniho vyvojového stadia.
Samoziejm& mohlo dojit 1 k procesni chybé pii zpracovani vzorkid nebo ukladani do
databaze.

Dale byla vzdy jedna sekvence druhu Desmognathus ocoee piitazovana
k pfibuznému druhu Desmognathus auriculatus. V tomto pfipad¢ nalezl BLAST jako
nejpodobnéjsi sekvence druhu Desmognathus monticola s podobnosti 94 % a dalsi
druhy stejného rodu. Porovnanim ND vektord (viz Obr. 6.14) je ale patrné, Ze dana
sekvence D. ocoee ma v nékterych tusecich blize kreferenci D. auriculatus nez
K referenci vlastniho druhu ¢i D. monticola. Reference D. monticola je v nékterych
usecich od ostatnich odlisna (Ze je tato reference del$i nemd pifi vypoctu vzdalenosti
vliv, nebot’ se berou v lvahu pouze signalové zarovnané vektory). Analyza dale
ukazala, ze druh Desmognathus auriculatus ma vysokou vnitrodruhovou variabilitu a s
druhem Desmognathus fuscus jsou od sebe na tseku coxl nerozlisitelné.

Algoritmem BLAST a vicendsobnym zarovnanim byla také potvrzena piisluSnost
dalSich sekvenci, které byly identifikacni analyzou pfifazovany k jinym druhtim, nez jak
byly tyto sekvence oznaéeny: 2 sekvence Bombina bombina k Bombina fortinuptialis, 2
sekvence Heterixalus tricolor k Heterixalus variabilis, 4 sekvence Onychodactylus
fischeri k Onychodactylus zhaoermii a 4 dalsi sekvence k Onychodactylus
zhangyapingi.

Ze 12 sekvenci n€kolika druhd rodu Fejervarya byla pro druh Fejervarya
limnocharis s5 sekvencemi vytvofena druhova reference. Naslednd analyza vSak
ukazala, ze sekvence byly az na dvé pfifazovany k riznym druhim riznych roda.
Sekvence, z nichz byla vytvofena reference, jsou znaéné rozdilné, stejné jako ostatni
rodové sekvence (viz Obr. 6.15). Dle literatury 6%
vyskytujici druhy rodu Fejervarya neoc¢ekavané vysokou variabilitu mitochondrialniho

vykazuji Siroce a hojné se

genomu, zcehoz se usuzuje na mozny parafyleticky ptvod nékterych druhii a
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morfologicky kryptické druhy. Z tohoto divodu nebyly vysledky identifikac¢ni analyzy

téchto sekvenci zapocitany do celkového piehledu uspésnosti identifikace souboru
GBAP.

——ref. D. monticola ——ref. D. ocoee ——ref. D. auriculatus ——sek. D. ocoee
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0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 6.14 Sumy ND vektoru referenci pro druhy Desmognathus monticola, Desmognathus
ocoee a Desmognathus auriculatus a problémovou sekvenci druhu Desmognathus ocoee, W=21.
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Obr. 6.15 Vicenasobné zarovnani sekvenci rodu Fejervarya.

Rodové referencéni sekvence

Je nutné poznamenat, Ze taxonomie zab tropickych oblasti predevSim celedé
Dendrobatidae neni ustalena a stale dochazi k pfesunim druhti mezi rody a nékteré
rody maji i vice synonymnich nazvi. V piipadé rodové referenc¢nich druhd v souboru
GBAP jde o rody ¢i jejich synonyma: Adelphobates, Allobates, Ameerega,
Anomaloglossus, Aromobates, Colostethus, Dendrobates a Epipedobates. Jde o rody
blizce ptibuzné s nejasnou ptisluSnosti mnoha druht a 1 identifikacni analyza casto
sekvence pfifazovala rGzné¢ vramci této skupiny. Pfi vyhodnocovani uspéSnosti
identifikace rodové referen¢nich sekvenci bylo brano pfifazovani v ramci této skupiny
rodt jako spravné.

Nasledujici sekvence mimo vySe zminéné rody byly piifazovany k druhu jiného
rodu a toto pfifazeni potvrdil i BLAST (tzn. sekvence ma vice podobnych znakl
Vv useku coxl s jinym rodem nez jak je taxonomicky zatfazen).

Jedna sekvence Batrachuperus mustersi byla pfifazovana k riznym druhtim,
pfevazoval Pachyhynobius shangchengensis a ktomuto druhu byla sekvence
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pfifazovana i1 na zakladé purinovych ND vektort. BLAST udal jako nejpodobnéjsi také
sekvence ruznych druhii s nizkymi hodnotami podobnosti. Ostatni sekvence rodu
Batrachuperus v souboru maji stejny charakter purinovych ND vektort. Na zakladé
nizkych podobnosti s ostatnimi druhy z rodu by si tento kriticky ohrozeny druh mloka
vyskytujici se na malém uzemi v Afghédnistanu zaslouzil podrobnéjsi analyzu
mitochondrialniho genomu.

Dvé sekvence Batrachuperus yenyuanensis byly pfifazovany k piibuznému mloku
Lius tsipaensis. Purinové ND vektory vSak na rozdil od piedchazejiciho druhu zafadily
tyto sekvence do spravného rodu. Obé tyto sekvence maji délku pies 1500 bp stejné
jako reference pro Lius tsipaensis. Reference druhi pro rod Batrachuperus a Lius jsou
si velmi podobné.

Jedna sekvence Eleutherodactylus mariposa a 1 Eleutherodactylus ronaldi byly
ptifazovany k Allobates femoralis; v piipadé¢ purinovych ND vektori Vv poloviné
ptipadti k nékterému z druhti rodu Bufo. BLAST nalezl 100% shodu se sekvencemi
druhu Bufo fustiger a Bufo peltocephalus, které ale nejsou v souboru GBAP zastoupeny
zadnou sekvenci. Rod Bufo patii k jiné ¢eledi nez Eleutherodactylus a tyto rody jsou z
hlediska morfologie dobfe rozeznatelné. Pfirozena shoda téchto sekvenci je
nepravdépodobna, zvlasté kdyz odstup referencnich denzit pro Eleutherodactylus
auriculatus a druhy Bufo je dostate¢ny a ostatni sekvence rodu Eleutherodactylus byly
pfifazovany spravné.

Sekvence rodu Hyla jsou oproti ostatnim sekvencim zna¢né posunuté; jejich prvnich
cca 80 bazi odpovida konclim standartniho tseku coxl. Osm sekvenci tohoto rodu
odpovidalo standardnimu tseku a nebyly proto pfifazovany k referencim daného rodu,
ale riznym jinym druhtm.

Dvé sekvence Ichthyophis glutinosus byly pfifazovany k riznym druhtim. Tento rod
je zastoupen je§té ¢tyfmi sekvencemi druhu Ichthyophis bannanicus majici druhovou
referenci. VySe zminéné dvé sekvence se od reference vyznamné lisi a i BLAST ur¢il
jako nejpodobné;jsi sekvence riznych druht s podobnosti nejvyse 83 % a mezi prvnimi
byly sekvence hlodavct a dalsich savct. Identifikacni analyza do velikosti vypocetniho
okna W=17 nukleotidi ur¢ovala sekvence jako piislusniky druhii n¢kterého z mloku,
kam sekvence skute¢né patii, pak mezi zaby. Pfi identifikaci purinovymi ND vektory
byly sekvence ptifazovany dokonce k rodovému druhu Ichthyophis bannanicus pro
velikosti vypocetniho okna W=5 az W=21 nukleotid, dale k mloktm.

Vsech Sest rodové referencnich sekvenci rodu Limnonectes byly pfifazovany
K riznym druhtim. VétSina téchto sekvenci byla podstatné del§i nez standartni tGsek
coxl. BLAST nalezl jako nejpodobnéjsi také rtizné sekvence, kde mezi prvnimi byly
I ptaci ¢i ryby. Nalezené rodové sekvence mély podobnost ne vyssi nez 85 %.
Identifikace purinovymi ND vektory ptifadila 4 z téchto sekvenci spravng pro vypocetni
okna del$i nez W=13 nukleotidu.
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Rodov¢ referen¢ni sekvence Litoria caerulea byla pfifazovana k riznym druhtim i
v ptipad¢ purinovych ND vektort, stejné tak BLAST k sekvenci nenalezl jako
nejpodobnéjsi sekvence rodovych prisluSnika. Dalsi nejasnosti u rodové referencnich
sekvenci patii po jedné sekvenci druhit Pseudohynobius puxiongensis a Pseudohynobius
shuichengensis. Tyto sekvence jsou dvakrat tak delSi nez ostatni a byly pfifazovany
k druhtim, jejichz reference byla také tak dlouha a soucasné patfily do stejné celedé. 1
BLAST udéaval jako nejpodobnéjsi sekvence jinych druht stejné celed€, 1 kdyz
v ptipad¢, ze by se sekvence zkratily o pfeCnivajici useky, tak jsou s ostatnimi
sekvencemi stejnych druhii téméf totozné.

Poslednimi problémovymi rodové referen¢nimi sekvencemi jsou nékteré sekvence
rodi Rana a Ranitomeya a byly piifazovany k riznym druhiim stejné Celedé i pii
purinové identifikaci. K nckterym sekvencim byly BLASTem nalezeny jako
nejpodobnéjsi sekvence rodu Maxomys (krysa) s podobnosti 83 % a dalsi sekvence
hlodavci ¢i ryb.

Uspé&snost piifazovani rodové referen¢nich sekvenci je velmi nizka a vypovida
pfedev§im o nedostatecném informac¢nim obsahu kratkych DNA barcodingovych
sekvenci k presnému odliSeni jednotlivych rodi a také klasické taxonomické rozde€leni
na zakladé morfologickych znakli nemusi korespondovat s rozdélenim dle
molekularnich znaki.

Graf zavislosti GspéSnosti identifikace na velikosti vypocetniho okna je zobrazen na
Obr. 6.16.
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Obr. 6.16 Uspésnosti identifikacni analyzy v zavislosti na velikosti vypo&etniho okna pro
soubor obojzivelniktt GBAP.
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6.2.4 PTACI

Soubor MNCN

Referencni soubor MNCN obsahuje 758 sekvenci a pouze dvé z nich nebyly pouZity pro
vytvofeni referenci 42 druhii. Verifikacni identifikace sekvenci méla 100% uspésnost
pro vSechny délky vypocetniho okna, viz Obr. 6.17. U purinové identifikace dochazelo
k zaménam 5 sekvenci druhu Thalurania furcata za Thalurania fannyi.

Soubor BRAS

Soubor BRAS slouzici pouze k identifikaci obsahuje z celkového poctu 637 sekvenci
jen 85 sekvenci druhové referen¢nich a 84 rodové referencnich sekvenci. Identifikace
druhové referen¢nich sekvenci byla bezchybnd, pouze pro velikost vypocetniho okna
W=25 nukleotidi byla jedna sekvence druhu Myiobius barbatus pfitazovana k druhu
Schiffornis turdina. Identifikace purinovymi ND vektory pfifadila tyto sekvence
spravné vzdy a také dochazelo, stejné jako v pripadé souboru MNCN, k zaméné mezi
druhy Thalurania furcata a Thalurania fannyi.

Identifikace rodové referencnich sekvenci bezchybna nebyla. Jedna sekvence druhu
Campylopterus macrourus (synonymum Eupetomena macroura) byla u vsech délek
vypocetniho okna pfitazena k pfibuznému druhu kolibfikt Thalurania furcata. Mezi 50
nejpodobnéj§imi sekvencemi nalezenymi BLASTem nefiguruje zadnéa dalsi sekvence
rodu Campylopterus nebo Eupetomena, ale jde o druhy rtiznych roda kolibiiki a ¢asto
se zde objevuje Thalurania furcata i s nejvyssi podobnosti 92 %. K tomuto druhu byla
sekvence pfifazovana i identifikaci purinovymi ND vektory.

Dalsi rodové referen¢ni sekvence Hypocnemis hypoxantha byla pfifazovana k
Hylophylax poecilinotus patiici do stejné celed¢ Thamnophilidae. Identifikace
purinovymi ND vektory sekvenci identifikovala spravné k rodu Hypocnemis. BLAST
nalezl jako nejpodobnéjsi smésici druhd dané celedé s podobnostmi v rozsahu 90 — 93
%. V databazich GenBank 1 BOLD se nachazi pouze tato jedna sekvence dan¢ho druhu.

Pét rodové referen¢nich sekvenci ruznych druhtt rodu Myrmotherula byly
pfifazovany téméf vzdy k druhim blizce ptibuzného rodu Hylophylax. Jenda z nich byla
pro okna W=9 a W=13 nukleotidli pfifazovana k spravnému rodu. BLAST také
pfifazoval sekvence se stejnou hodnou podobnosti 90 % k rGznym druhiim celedé
Thamnophilidae, ptevazné rodu Hylophylax nebo Hypocnemis. Vsechny tyto sekvence
se v databazi vyskytuji vjednom ¢i dvéma exemplafi. Identifikace purinovymi ND
vektory sekvence prifazovala stejn¢ jako identifikace vsemi ND vektory.

A jako posledni dvé rodove referencni sekvence rodu Pipra byly pfifazovany bud’
k druhu Dixiphia pipra (stejna celed’) nebo Automolus ochrolaemus (jina celed).
Sekvence druhu Dixiphia pipra byly ptevazujici mezi vysledky vyhledavani BLASTem.
Identifikace purinovymi ND vektory obé sekvence také prifazovala k D. pipra nebo
k Pipra erythrocephala.
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Obr. 6.17 Uspénosti identifika¢ni analyzy v zavislosti na velikosti vypoéetniho okna pro
soubory ptaki MNCN a BRAS.

6.2.5 SAvCI

Soubor BCBNC

Soubor projektu BCBNC obsahuje 840 sekvenci, pficemz z 807 sekvenci bylo
vytvofeno 70 druhovych referenci. Referen¢ni druhy netopyrt patfily k témto fadim:
Emballonuridae, Molossidae, Mormoopidae, Noctilionidae, Phyllostomidae a
Vespertilionidae, pficemz kfadu Phyllostomidae patiilo 49 druhti. Verifika¢ni
identifikace druhG byla stoprocentni pro vSechny délky vypocetniho okna. Pfi
identifikaci purinovymi ND vektory byla vétSina chyb typu zdména druhG Artibeus
lituratus — Artibeus planirostris, Carollia brevicauda — Carollia perspicillata a
Molossus molossus — Molossus rufus.

Z 22 rodové referen¢nich sekvenci byly nespravné piifazovany 2 sekvence druhu
Glyphonycteris daviesi a to do druhu Artibeus bogotensis. Z vicenasobného zarovnani
(viz Obr. 6.18) je dobfe patrna znacna odliSnost téchto sekvenci od druhové
referenc¢nich sekvenci stejného rodu. Purinova identifikace vSak az do okna 17
nukleotidii vCetn¢ tyto sekvence zafazovala spravné, pak kdruhu Sturnira lilium.
BLAST jako nejpodobnéjsi nalezl kromé sekvenci stejného druhu sekvence rodi
Hylonycteris, Micronycteris a Vampyrodes s podobnosti 84 %. Mezi stovkou
nejpodobnéjsi sekvenci nebyla ani jedna rodu Glyphonycteris.
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Obr. 6.18 Vicenasobné zarovnani sekvenci druhi Glyphonycteris daviesi, Glyphonycteris
sylvestris a Artibeus bogotensis.

DalSimi Spatné pfifazovanymi rodové referenénimi sekvencemi byly 2 sekvence
druhu Pteronotus parnellii, které byly pievazné zafazeny k Chiroderma villosum.
V databazi se nachazi pies stovku barcodingovych sekvenci P. parnellii, jejichz
podobnost dand BLASTem je mezi 90 — 100 %. Dale byly jako nejpodobnéjsi nalezeny
sekvence Tonatia saurophila s podobnosti 84 %. Purinova identifikace, stejné jako
Vv piedchozim piipadé, pfifadila sekvence k druhové referenci stejného rodu az do okna
W=17 nukleotidi.

Jedna sekvence Saccopteryx bilineata byla zafazovana k nejbliz§imu piibuznému
druhu Saccopteryx leptura, stejné vysledky dal BLAST s podobnosti 87 %. Druha
sekvence daného druhu byla spravné zafazovana do okna W=13 nukleotidu, pak byla
pfifazena ptevazné k Myotis riparius. Dalsi dvé rodové referen¢éni sekvence byly
pfifazovany k riznym druhtim. Identifikace purinovymi ND vektory prvni dvé sekvence
ptifazovala spravné vzdy, druhé dvé az do okna W=13 nukleotidt.

Poslednimi nespravné pfifazovanymi sekvencemi byly dvé sekvence druhu
Vampyressa thyone a to do druhu Mesophylla macconnelli i pro vSechny délky
vypocetniho okna pfi identifikaci purinovymi ND vektory. VSechny rody tribusu
Stenodermatini, kam Vampyressa i Mesophylla patii, jsou si purinovych ND vektorech
velmi podobné, ale v ostatnich vektorech jsou odlisnosti, které umoznuji identifikovat
jednotlivé druhy, ale zaroven tyto odliSnosti nejsou spole¢né rodové. BLAST nalezl
jako homologni sekvence druhti Vampyressa pusilla (podobnost 89 %) a Platyrrhinus
helleri (podobnost 88 %).

Soubor BCDR

Soubor BCDR obsahuje 4134 sekvenci 68 druht, pficemz 4051 sekvenci odpovida
referen¢nim druhiim, 54 sekvenci je rodové referencénich a 29 sekvenci patfi druhtim
nereferenénim. Druhové referencni sekvence byly identifikovany vzdy bezchybné;
v ptipad¢ identifikace purinovymi ND vektory dochazelo ke stejnym druhovym
zaménam jako v souboru BCBNC viz text vyse.

Z rodové referencnich sekvenci byly nespravné pfifazovany pro nejkratsi vypocetni
okno W=3 nukleotidy 4 sekvence ze 7 druhu Pteronotus parnellii, pro ostatni okna byly
vsechny sekvence piifazovany stejné jako v souboru BCBNC viz text vyse. Purinova
identifikace byla uspésna do okna W=21 nukleotidl, pak byly 3 sekvence ze 7
zafazovany Spatné.
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Graf zavislosti uspésnosti identifikace na velikosti vypocetniho okna je zobrazen na
Obr. 6.19.
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Obr. 6.19 Uspé&nosti identifika¢ni analyzy v zavislosti na velikosti vypoéetniho okna pro
soubory netopyra BCBNC a BCDR. Prabéhy pro BCBNC — ref. druh a BCDR - druh se
prekryvaji na hodnoté aspésnosti 100 %.

6.3 SHRNUTI

Identifikace sekvenci do referencnich druht byla pro témét vSechny testované skupiny
organismi velmi uspésnéd S dosazenou shodou v tirovni téméf 99 % a ve sledovaném
rozsahu velikosti vypocetniho okna, kromé nejkratSiho, byly uspéSnosti identifikace na
velikosti okna jen malo zavislé. Nejmensi hodnoty uspésnosti identifikace byly ziskany
pti pouziti vypocetniho okna W=3 nukleotidy, pfi kterém také dochazelo k vyssi mite
pfifazovani k druhiim jiné skupiny organismi, kdeZto toto chybné pfifazovani druhové
a rodove referencnich sekvenci bylo u ostatnich délek vypocetniho okna ojedinélé.
V priméru z uspéSnosti pro druhové a rodové referencni sekvence byly nejlepsi
vysledky dosazeny pro okno délky W=5 a W=9 nukleotidd. Obr. 6.20 zobrazuje vazené
pruméry uspésSnosti identifikace pro vSechny analyzované délky vypocetniho okna.
Byly provedeny dal$i analyzy pro okna délek W=29 az W=59 nukleotidl, jejichz
vysledky zde nejsou podrobné diskutovany, avSak uspésnosti identifikace od okna
W=25 nukleotidi vytrvale mirn¢ klesaji. Nize je uvedeno stru¢né shrnuti vysledkl pro
rozsah délek vypocetniho okna W=3 az W=25 nukleotida.
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Obr. 6.20 Vazené praméry uspé&snosti identifikaéni analyzy v zavislosti na velikosti
vypocetniho okna pro v§echny soubory.

Tab. 6.3 shrnuje prumérné hodnoty a smérodatné odchylky normalizovanych
Euklidovskych vzdéalenosti na 1000 nukleotidd spravné a nespravné pfifazenych
sekvenci k druhtim a rodiim a také ostatnich sekvenci spravné pfifazenych alespon do
skupiny organismtl. Vzdalenosti pro rod jsou vzdy né€kolikrat vétsi neZ pro druh vcetné
zapocitani odchylek a vzdalenosti pro ostatni sekvence jsou vétSinou véEtsi oproti
druhovym o jeden fad.

Tab. 6.3 Primérné hodnoty s odchylkami Euklidovskych vzdalenosti spravné a
nespravné prirazenych sekvenci do druhti a rodt, W=5.

Projekt ~ Druh dobfe Druh $patné Rod dobfe Rod $patné Ostatni
CUCAD 0,9829+1,2865 - 7,8161+2,0384 8,1140+0,4528  9,4151+1,1761
DSTRI 1,5178+0,7846 - 7,3289+1,4018  8,0453+0,1801  10,5643+1,2928
GBANO 2,0508+0,9600 6,2315+1,6290 6,1241+1,8355 - -
FCFP 0,7417+0,7384 - 7,2573+1,6933 - 9,4492+0,9034
FCFPS 1,0822+1,2176 - 7,5180+1,5427  9,9495+0,0560  9,7976+0,9311
FCFPW 0,9578+0,7901 - 6,7062+1,1999 - 9,4088+0,9787
FFNA 1,6861+1,4387 4,1555+1,1877 5,3711+2,2699 8,6417+1,0460  9,4910+1,1264
GBAP 2,4867+1,7703 3,8351+3,4277 7,5707+1,9775 9,12394+2,0241  9,7158+1,7513
MNCN  1,9806+1,0631 - - - 8,6290+0,1628
BRAS 3,1962+1,4791 - 6,4334+1,6062 7,1332+0,4913  7,9048+0,8104
BCBNC 1,3123+0,8995 - 8,0306+1,4822 9,5588+0,5700 10,0099+0,4121
BCDR 1,4327+0,7328 - 8,8766+0,4575 10,0880+0,1922 10,0737+0,0155
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Druhové reference byly vytvofeny z celkového poctu 6016 sekvenci, pro které
samoziejm¢ vychazely nejvyssi hodnoty uspésSnosti kontrolni identifikace. Nezavisla
identifikace druhové referenc¢nich sekvenci byla provedena na celkovém poctu 7778
sekvenci. Uspé&snosti této identifikace byla jen mirné niz§i nez kontrolni identifikace.
Dale byla hodnocena uspéSnost piifazeni 1094 rodové referencnich sekvenci
k referenénimu druhu stejného rodu. Nejlepsi vazeny pramér uspéSnosti identifikace do
druhti pro vSechny soubory byl ziskan pro okno W=5 nukleotidi a to 98,77 % a pro
okno W=9 nukleotidd 98,97 %. Pro rodové referenéni sekvence bylo maximalni
uspéSnosti 86,48 % dosazeno pro okno velikosti W=13 nukleotidd. U purinové
identifikace bylo primérného maxima tUspéS$nosti pro druh dosazeno pro okno W=25
nukleotidi a to 91,44 %. Ackoliv z Obr. 6.20 se muze zdat, ze GspéSnost purinové
identifikace do druhu ma rostouci tendenci v zavislosti na velikosti okna, pro okna nad
W=25 nukleotidl Gsp&Snosti vytrvale klesaji. Purinové identifikace rodov¢ referenc¢nich

% bylo dosazeno pro okno W=13 nukleotidi.

V pfipad€é zastupcii hmyzu, kanadsti chrostici (soubor CUCAD a DSTRI), se
problémy s identifikaci tykaly jen rodové referenénich sekvenci rodt Asynarchus a
Limnephilus; u druhého zminéného rodu byly sekvence piifazovany k druhtim blizce
ptibuznych rodl ze stejné celed€. Identifikacni analyza odhalila dvé sekvence oznacené
jako druh Cheumatopsyche campyla, které vSak byly pfifazovany k druhu
Cheumatopsyche ela. Tuto piislusnost potvrdil i algoritmus BLAST. Druhové reference
byly vytvoteny pro 32 druhl z 21 riiznych rodi z 10 Celedi, coz znamena, Ze vétSina
referencnich druhll je od sebe dostatecné evoluéné vzdalena a to se také projevuje na
distinkénich DNA barcodingovych sekvenci.

Opacny piipad predstavuje soubor GBANO, ktery obsahuje sekvence druhil
jediného rodu a to komarti rodu Anopheles. Identifika¢ni analyza odhalila 11 druhu,
které neni moZné na zéklad¢ useku genu coxl spolehlivé oddélit. Z toho lze usuzovat, ze
tyto druhy byly evolu¢né separovany teprve nedavno. Bylo také nalezeno nékolik
sekvenci riznych druhii, které konzistentné, tj. u vSech délek vypocetniho okna a
purinové identifikace, byly pfifazovany k jinému druhu, pficemz i BLAST u téchto
sekvenci urcil jako nejpodobnéjsi sekvence piitazovaného druhu. Je zajimavé, Ze druh
A. longirostris byl zastoupen osmi variantami oznac¢enymi pismeny A-H a vSechny tyto
varianty byly od sebe spolehlivé odliSeny a v pfipad€ purinové identifikace byla
polovina z téchto variant také spravné odlisena. To vede k tivaze, jestli jde skutecné o
jeden druh nebo n€kolik samostatnych druhli, zejména kdyz vezmeme v ivahu, zZe
nekolik samostatnych druhti je na stejném useku mtDNA neodlisitelnych.

U soubortt moiskych ryb z pobiezi Portugalska bylo dosazeno skvélych vysledkd.
Reference byly vytvoieny pro 38 druhti 23 riznych rodi z 10 Celedi. Z toho plyne, ze
zastoupené¢ druhy byly od sebe dostatecné evolucné vzdaleny, aby byla jejich
identifikace bezproblémova. Byly vSak odhaleny dvé sekvence oznacCené jako druh
Scorpaena notata, které vSak vykazuji od ostatnich sekvenci druhu zna¢nou odliSnost.
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BLAST udal jako nejpodobnéjsi sekvence druhu Scorpaena porcus avsak s nizkou
hodnotou podobnosti. Charakter pribéhit ND vektorG vede k hypotéze, ze se jednd o
naprosto jiny druh, mozna dokonce i jiného rodu nez Scorpaena, nebot’ sekvence byly
piifazovany k druhtim jinych ¢eledi a dokonce 1 jinych skupin organism, jak se stava u
sekvenci, které nejsou ani rodove referencni.

Severoamerické sladkovodni ryby ze souboru FFNA, ktery vznikl extrakci dat
z databaze GenBank, jsou zastoupeny 436 referen¢nimi druhy (95 roda, 20 celedi, 11
fadt). Nejvice druhu patii rodim Etheostoma (97), Notropis (53) a Percina (29). U rodu
Etheostoma byly vSechny sekvence 77 druhti bezchybné identifikovany pii vSech
délkach vypocetniho okna; u ostatnich druhti dochéazelo k chybam pouze v ramci rodu,
pficemz u 16 z téchto druha byla zjiSténa takova shoda v coxl sekvenci, Ze druhy neni
mozné od sebe odlisit. U zbylych 3 druht, ve kterych se vyskytlo nespravné pfifazeni,
bylo dal8i analyzou vicendsobnym zarovnanim a BLASTem potvrzeno, Ze ptislusnost
dané sekvence k druhu, pod kterym byla v databazi ulozena, je sporna. Tedy veskeré
dalsi chyby se soustfedily na jeden druh, ktery se vyznacoval neobvykle vysokou
vnitrodruhovou variabilitou. Pouze dva druhy zrodu Notropis vykazovaly S$patné
pfifazovani, které bylo zplsobené malou odlisnosti v coxl téchto dvou druhii mezi
sebou. U rodu Percina se také nalezly 3 neodlisitelné druhy a krom¢ jednoho druhu se
par chyb vyskytlo pouze u dvou nejkratSich vypocetnich oken. Purinova identifikace
zhorsila o n€kolik procent druhovou 1 rodovou identifikaci.

Druhovych referenci pro soubor obojzivelnikit GBAP bylo vytvofeno 73 (29 rodd,
15 celedi, 3 rody). Vysledky pro druhové referenéni sekvence jsou srovnatelné
S ostatnimi skupinami zivocicht, ale velmi Spatn€ byly pfifazovany rodové referencni
sekvence, ackoliv vétSina téchto nespravnych pfifazeni byla alespont v ramci celedé.
Purinové identifikace sice vedla k zlepSeni identifikace rodové referencnich sekvenci,
ale souCasné vyrazné poklesla uspéSnost pfitazeni druhové referen¢nich sekvenci. Bylo
nalezeno mnoho sekvenci se spornou piisluSnosti k druhu a i BLAST c¢asto potvrdil
ptislusnost téchto sekvenci k jinému druhu stejného rodu.

Jihoamericti tropicti ptaci (soubory MNCN a BRAS) byly, co se tyce druhi,
perfektn¢ identifikovany az na jednu sekvenci pro dvé nejdelsi vypocetni okna.
Druhovych referenci bylo vytvoteno 42 z 36 rodi (16 Celedi, 6 tadd, ptrevlada rad
Passeriformes). To znamena, ze se v souborech vyskytovalo jen velmi malo blizce
ptibuznych druhi, u nichz by mohla byt vétsi pravdépodobnost nespravné identifikace.
Pouze u purinové identifikace dochazelo pravé k identifikaénim chybdm mezi dvéma
blizce ptibuznymi druhy. Identifikace rodové referencnich sekvenci bezchybna nebyla a
purinova identifikace vysledky nezlepsila.

Savci byli v analyze zastoupeni pouze tropickymi netopyry (soubory BCBNC a
BCDR). Vytvoieno bylo 70 druhovych referenci (42 rodu, 6 ¢eledi), piicemz 9 z nich
byly rizné druhové varianty. Identifikace druhi byla pro oba soubory bezchybna i1 pro
druhové varianty. Pfi purinové identifikaci dochézelo k zdaméndm mezi dvéma
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dvojicemi blizce pfibuznych druht. Pro rodové referen¢ni sekvence ze souboru BCBNC
je uspésnost relativné nizka z toho divodu, ze sekvenci bylo jen 22 a tak kazda chybné
piifazend sekvence vyrazné sniZzuje procento uUspéSnosti. Purinova identifikace pro
kratkd okna UspéSnost vyrazné zlepSila. U rodové referencnich sekvenci druhého
souboru byla uspéSnost akceptovatelna a purinova identifikace dosahovala dokonce
témet vzdy 100 %. Soucasné ale purinova identifikace nebyla schopna od sebe odlisit
nekteré druhy stejnych rod.

6.4 Diskuze

VedlejSim produktem identifikacni analyzy nové navrZzenymi metodami je mnoZzstvi
biologicky vyznamnych informaci o sekvencich v pouzitych souborech. Vzhledem
k tomu, ze byla k testovani pouzita realna data, jejichZ vlastnosti maji daleko k idealnim
vlastnostem, které by DNA barcodingové sekvence mély mit, doSlo tedy soucasné
K testovani vlastnosti téchto sekvenci. V mnohych ptipadech identifikace odhalila
sekvence, které¢ pravdépodobné patii jinému druhu, nez pod kterym jsou uloZené. Tyto
vysledky byly ve vétSiné piipadii potvrzeny i1 prohleddvanim databiaze GenBank
algoritmem BLAST. Tento algoritmus hleda v databazi homologni sekvence na zakladé¢
lokalni podobnosti a vypocitava statistickou vyznamnost shod. BLAST je viceméné
jediny nastroj, kterym lze podobné sekvence v databazich hledat. Je vSak nutné
zdiiraznit, Ze vysledky BLASTu nemusi vZdy korespondovat se skutecné homolognimi
sekvencemi (181,
kdy dochézi k saturaci mutaci, tj. vzdalené¢ piibuzné organismy mohou mit velmi

Predevs§im v piipadé€ rychle mutujiciho mitochondrialniho genomu,

podobné sekvence, mize BLAST dévat Spatné vysledky, nebot’ pocita pouze s celkovou
podobnosti (skére zarovnani), ale uz nebere v potaz umisténi mutaci v sekvencich.
Vysledky také mohou byt ovlivnény vybérem skorovacich parametrii. Naproti tomu v
ptipadé nukleotidovych denzitnich vektori ovliviiuje bodova mutace charakter vektoru
Vv zavislosti na svém umisténi a také je tato zména ovlivnéna vyskytem nukleotidli
Vv okoli daném velikosti vypocetniho okna.

Z hlediska metody identifikace druhii pomoci referen¢nich nukleotidovych
denzitnich vektorGi se neprojevil zadny faktor, ktery by mél na vysledky vyrazné
negativni vliv a to ani velikost vypocetniho okna kromé velikosti W=3 nukleotidy.
Jedinym projevenym faktorem byla nevérohodnost dat. Kazdy mésic piibyde do
databdze BOLD 70 — 150 tisic novych sekvenci véetné DNA barcode sekvenci pro
rostliny a houby. Pfi tomto mnozstvi dat vznika otazka, jestli byl kazdy organismus, ze
kterého byla sekvence ziskana, spravné identifikovan zkuSenym taxonomem, a jestli
byla kazda sekvence verifikovana prohledanim databaze, ptipadné zda je skutecné
podobna piipadnym dal§im jedinclim stejného druhu. Samotna verifikace dat je totiz
velmi pracna a Casové narocnd oproti dnes jiz vcelku dobfe zvlddnutym postupem
sekvenace DNA barcode sekvenci, a proto jsou obavy o vérohodnosti dat na misté.
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Ackoliv byla identifikacni analyza provedena na relativné malém souboru dat
vzhledem k celkové rozsdhlosti databaze BOLD, bylo objeveno nemalé mnozstvi
sekvenci, které se n¢jakym zptusobem vymykaji z charakteru dalSich sekvenci stejného
rodu nebo sekvenci velmi blizce ptibuznych. Mnozstvi takovychto sekvenci devalvuje
hodnotu databaze. Mnozstvi odborniki vola po revizi ptistupu k DNA barcodingu a
vyzivaji predevSim k peclivému ziskavani sekvenci z jednoznacné identifikovanych
organismul namisto hore¢natého sbéru bez jasnych pravidel, ke kterému dochazi.

Bylo publikovano nékolik praci zabyvajicich se i jinymi piistupy k identifikaci
druhti nez jsou distan¢ni a znakové metody. Pocatkem roku 2014 byla publikovana
prace, ve které byly vyzkouSeny Ctyii pfistupy reprezentované algoritmy strojového
uceni na souboru dat riiznych skupin organismill. Celkem byly metody testovany na
6764 sekvenci bezobratlych, obratlovcll a nékolika desitek sekvenci hub a fas. Primérné
uspé&snost metod pro vSechny testované skupiny organismui byla v rozmezi 88 az 94 %
(1151 Kontrolng byla data identifikovdna 1 pomoci algoritmu BLAST s primérnou
uspésnosti priblizné 89 %, coz je ve vSech piipadech mensi GspéSnost nezZ u navrzené
metody zalozené na porovnavani nukleotidovych denzitnich vektort, ktera byla 98,97
% (avSak pouZita byla jina data). K identifikaci byla také testovana tfi-vrstva neuronova
sit’ se zpétnym Sifenim chyby, kterd byla testovdn na 159 sekvencich stievlik a 407
sekvenci tropickych motyll, pficemz k trénovani sité bylo pouzito 79 a 132 sekvenci a
zbylych 80 a 275 bylo nezavisle identifikovano. Uspésnost neuronové sité na téchto
datech byla 97,5 % a 95,6 % 161,

104



7 IDENTIFIKACE DO CELEDI

DNA barcoding by mél predevsim slouzit k pfifazeni nezndmého vzorku organismu
k druhu. Nekteti autofi navrhovali, ze by Slo DNA barcodingu vyuzit také pro
taxonomii, tj. roztfid'ovat druhy do nadfazenych taxonomickych skupin a zkoumat tak
fylogenezi druhli. Tento ptistup k DNA barcodingu vsak byl ¢asti odbornikii zahy
zamitnut jako nevhodny (viz kapitola 2.2.2).

Jak ukazala identifika¢ni analyza, referen¢ni nukleotidové denzitni vektory dobie
reprezentovaly jednotlivé druhy testovanych skupin organismi a byly specifické i pro
sekvence rodové referenéni. Ackoliv byla uspésnost pfifazovani rodové referen¢nich
sekvenci k rodu vyhodnocovana na zakladé¢ pfifazeni k referenénimu druhu daného rodu
a nebyly tedy vytvafeny samostatné reference pro rody, tj. nevytvaiely se reference ze
vSech sekvenci riznych druhti daného rodu, myslim si, Ze neni potfeba samostatné
analyzy rodové identifikace. Soustfedila jsem se na problémovéjsi analyzu ptifazovani
k celedim.

Zakladnim predpokladem, aby bylo mozné jednotlivé analyzované sekvence
ptifazovat k ¢eledim, je, ze DNA barcodingové sekvence ¢asti genu coxl nesou dostatek
informace o taxonomické piislusnosti sekvence zalozené na analyze morfologickych,
behavioralnich a ekologickych znakt. To znamend, dostatecné mnozstvi nukleotidl je
na svych pozicich v ramci ¢eledé konzervovanych a nedochazi k jejich mutacim. Pokud
DNA barcodingové sekvence nesou dostatek informace o pfislusnosti do vysSich
taxonomickych jednotek, méla by metoda porovnavani sekvenci s referencnimi
nukleotidovymi denzitnimi vektory byt stejné UspéSna jako v ptipadé¢ druhové
identifikace. JelikoZz je metoda vytvareni referenci a nasledné identifikace pomoci
reprezentace DNA sekvenci nukleotidovymi denzitnimi vektory testovana na realnych
datech, jsou vysledky siln¢€ ovlivnény prave vlastnostmi dat.

Byly testovany tfi varianty vytvafeni referenCnich nukleotidovych denzitnich
vektord pro ¢eledé a to metoda medianu ND vektorti, metoda priméru ND vektord a
metoda praméru jen purinovych ND vektord ze signalové zarovnanych ND vektord
sekvenci patfici do téze Celedé, viz kapitola 5.3. Jelikoz zatim neexistuje zadny volné
dostupny a standardné pouzivany nastroj na identifikaci DNA barcodingovych sekvenci
do taxonomickych skupin kromé vytvafeni fylogenetickych stromli z vybran¢ho
souboru sekvenci, byla K porovnani snavrZzenou metodikou pouzita kombinace
standardné pouzivanych piistupii Kk vytvofeni reference a nasledné identifikaci.
Standardni reference pro Celed’ je tvofena konsenzudlni sekvenci, ktera byla urcena
Z vicenasobné zarovnanych sekvenci téze Celed¢. Identifikace pak probiha tak, Ze
analyzovana sekvence je globalné€ zarovndna Needlemanovym-Wunchovym algoritmem
se vSemi referenénimi konsenzudlnimi sekvencemi a jsou spocitdny evolucni K2P
distance. Sekvence je pfifazena k Celedi, S jejiz konsenzualni sekvenci ma nejmensi
K2P distanci.
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7.1 REFERENCNI DATABAZE

Databaze referenci Celedi byla vytvofena ze sekvenci Zivocisné téidy ptakt. Databaze
BOLD shromazduje data ze vSech kontinentli a soucasné je DNA barcoding ptakl
vyuzivan fadou vyzkumnych skupin. Vhodnych dat (sekvenci ptakti z rGznych ¢asti
svéta) je proto v databazi ulozeno znacné mnozstvi. Pokud bude metoda identifikace do
vysSich taxonomickych jednotek opravdu robustni a vySe zminény piedpoklad o
dostate¢ném informacnim obsahu sekvenci platny, méla by byt metoda schopna spravné
zattidit sekvence ptaka z referencnich Celedi, 1 kdyz pochazejicich z druhii vyskytujicich
se na jiném kontinentu. Druhy dtivod, pro¢ byla vybrana téida ptakd, je, Ze ptaci maji
dobte propracovanou taxonomii, s kterou miZzeme vysledky porovnavat. Samoziejme je
nutné vzit v Gvahu, Ze neustdle probihaji drobné revize, co se tyce celedi a druht do
nich patficich. V soucasné dobé je pocet ¢eledi zijicich ptaki podle riznych odbornych
ornitologickych skupin od 172 70 do 232 ™. Klasické taxonomické tiidéni vsak
nemusi nutn¢ korespondovat s taxonomii zalozenou na molekularnich znacich.

Vybér samotného projektu se sekvencemi pro vytvoreni referenci byl nahodny a bez
odivodnéni vhodnosti tohoto projektu k vytvafeni referencni databaze. Od metody pro
identifikaci do celedi neznamého vzorku organismu ocekdvame robustnost, proto byl
referencni soubor vybran viceméné ndhodné, jedinym kritériem byla dostate¢na velikost
souboru. Reference ¢eledi byly vytvoteny obdobnym zpiisobem jako druhové reference.
V tomto piipad€ vSak nelze vyuzit automatické extrakce sekvenci pres aplikaci DPT.
Sekvence dané taxonomické skupiny je potfeba na zékladé¢ znamého taxonomického
zatazeni vybirat v aplikaci DPT ru¢n€ do datasetu a ten uloZit pod ndzvem ptislusné
taxonomické skupiny. Takto pfipravené datasety se néasledné zpracovavaji aplikaci
RND stejnym zplisobem jako V pfipadé druhovych soubori, je vSak moZné vyuZit
vSechny tfi metody vypoctu reference (median ND vektord, pramér ND vektort, primér
jen purinovych ND vektort) a ,,standardni metoda konsenzualni sekvence.

7.1.1 DATA PRO REFERENCE CELED{

Reference celedi byly vytvotfeny ze sekvenci ¢asti mitochondrialniho genu coxl ptakd z
DNA barcodingového projektu Birds of Argentina — Phase I (dale jen BARG), ktery byl
jako FASTA soubor stazen z databaze BOLD. Celkem se v souboru nachazi 1588
sekvenci. Pro vytvareni referenci byly vybrany pouze sekvence del$i nebo rovny 600
bp. V Tab. 7.1 je uveden soupis ptacich fadu a Celedi, které byly zafazeny do referenéni
databaze. Aby byla celed’ zarazena mezi reference, musely byt v BARG projektu
alespon tii sekvence rtiznych druhd z dané ¢eledé. Celkem obsahuji referencni databaze
38 ¢eledi vytvorenych ze 445 druhi o celkovém poctu 1450 sekvenci.

106



Tab. 7.1 Soupis fadu a ¢eledi projektu BARG, z nichZ byly vytvofeny reference ¢eledi.

Rad Celed’ Pocet druhii  Pocet jedinci
Accipitriformes Accipitridae 19 37
Falconiformes Falconidae 15 15
Anseriformes Anatidae 22 81
Caprimulgiformes Caprimulgidae 5 14
Columbiformes Columbidae 13 47
Coraciiformes Cerylidae 3 10
Cuculiformes Cuculidae 6 15
Gruiformes Rallidae 10 21
Charadriidae 7 22
Charadriiformes Scolopacidae 6 15
Sternidae 5
Thinocoridae 2
Cardinalidae 8 30
Emberizidae 6 29
Formicariidae 3 8
Fringillidae 7 20
Furnariidae 54 224
Hirundinidae 4 12
Icteridae 19 73
Mimidae 4 22
Passeriformes Motacillidae 3 10
Parulidae 7 21
Pipridae 3 12
Thamnophilidae 6 21
Thraupidae 49 166
Tityridae 4 10
Troglodytidae 3 25
Turdidae 39
Tyrannidae 70 220
Pelecaniformes Ardeidae 21
Phoenicopteriformes  Phoenicopteridae 7
Piciformes Picidae 17 57
Ramphastidae
Podicipediformes Podicipedidae
Psittaciformes Psittacidae 14 37
Strigiformes Strigidae 20
Tinamiformes Tinamidae 19
Trochiliformes Trochilidae 14 43
Celkem 442 1450
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Druhy ptakt byly zatiidény do tadu a Celedi na zakladé klasické taxonomie, kterou
bereme jako referencni. Klasickd taxonomie zalozena na morfologickych,
behavioralnich a ekologickych informaci vSak nemusi plné odpovidat skuteéné
pfibuznosti druhd. Zatfidéni nékolika druht vyskytujicich se v projektu BARG je
dokonce sporné, jedna se o nékteré drobné pévce z fadu Passeriformes, kde se hranice
mezi nékterymi ¢eledémi prolinaji. Taxonomické zatfidéni nam tudiz do referenci vnasi
chybu. Rad Falconiformes (sokoloviti) podle nékterych odbornikdi neexistuje a je
soucasti fadu Accipitriformes (dravci) jako ¢eled” Falconidae. Avsak podle nového
vyzkumu retroposonu (kratké specifické useky DNA) je ¢eled” Falconidae piibuznéjsi
s fadem Psittaciformes (papousci) a Passeriformes (pévci) nez s ostatnimi ¢eledémi
dravcii a méla by tedy byt od fadu Accipitriformes oddglena 7.

Celed Ardeidae (volavkoviti) dle star§ich zdroji patfi k Fadu Ciconiiformes
(brodivi), novéjsi zdroje vSak uvadéji, Ze dle genetického vyzkumu obsahuje tento fad
dvé nepiibuzné skupiny. Az na ¢eled’ Ciconiidae (¢apoviti) byly vSechny ostatni ¢eledé
véetné Ardeidae ptesunuty k fadu Pelecaniformes (veslonozi) 73],

Nukleotidova variabilita Celedi

Variabilitu sekvenci je obtizné jednoznaén& kvantifikovat. Casto se pouziva nasledujici
ptistup. Sekvence vSech jedincli z dané Celed€ byly vicenasobné zarovnany, pak byla
vytvofena konsenzudlni sekvence a pomoci ni byl spocitan pocet rozdilnych nukleotida
v bloku zarovnanych sekvenci vic¢i konsenzualni sekvenci. Tento pocet byl podélen
poctem sekvenci v Celedi. Byla tak ziskana priméma hodnota poctu rozdilnych
nukleotidli na sekvenci vici konsenzudlni sekvenci. V idedlnim piipad¢ bychom pro co
nejpresnéjsi kvantifikaci variability potfebovali co nejvétsi pocet sekvenci dané celedé.
Jelikoz maji vSechny konsenzualni sekvence Celedi stejnou délku 694 bp nebylo nutné
provadét normalizaci na jednotku délky sekvenci. Tab. 7.2 shrnuje hodnoty primérnych
variabilit jednotlivych celedi ze souboru BARG. Pro porovnani jsou uvedeny i pocty
sekvenci v dané Celedi.

Na Obr. 7.1 je pro pfedstavu znazornéno vicenasobné zarovnani sekvenci Celedé
Tyrannidae, které odpovida druhd nejvyssi variabilita. Hnédé zobrazeny hiebinek pod
zarovnanim piedstavuje miru zastoupeni nukleotidi z konsenzualni sekvence na dané
pozici.
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Obr. 7.1 Vicenasobné zarovnani sekvenci pro ¢eled’ Tyrannidae.
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Tab. 7.2 Primérné variability v ramci referen¢nich ¢eledi ze souboru BARG pro délku

sekvenci 694 bp.

Nazev Celedi  Variabilita Sekvenci  Nazev Celedi Variabilita Sekvenci
Accipitridae 47,05 37 Phoenicopteridae 13,86 7
Anatidae 50,31 81 Picidae 55,95 57
Ardeidae 49,57 21 Pipridae 41,92 12
Caprimulgidae 46,79 14 Podicipedidae 31,60 5
Cardinalidae 46,93 30 Psittacidae 53,43 37
Cerylidae 45,00 10 Rallidae 47,33 21
Columbidae 58,98 47 Ramphastidae 41,25 4
Cuculidae 65,00 15 Scolopacidae 56,87 15
Emberizidae 42,72 29 Sternidae 39,67 9
Falconidae 55,73 15 Strigidae 67,70 20
Formicariidae 61,13 8 Thamnophilidae 62,81 21
Fringillidae 35,80 20 Thinocoridae 24,00 9
Furnariidae 67,72 224 Thraupidae 52,42 166
Hirundinidae 47,08 12 Tinamidae 83,26 19
Charadriidae 55,86 22 Tityridae 63,40 10
Icteridae 43,88 73 Troglodytidae 25,68 25
Mimidae 13,55 22 Trochilidae 59,72 43
Motacillidae 28,30 10 Turdidae 28,74 39
Parulidae 39,14 21 Tyrannidae 73,60 220

Referen¢ni ND vektory pro ¢eledé vypocitané metodami medianu a priméru ND
vektord se od sebe navzajem lisi a lisi se také ND vektory konsenzualni sekvence pro
Celed. Rozdily vznikly diky wvariabilit¢ vramci Cceledi, kterou kazda z metod
reprezentuje jinym zptisobem. Na Obr. 7.2 jsou znazornény ND vektory vypocitané
témito metodami pro cast sekvence mitochondrialniho genu coxl celedé¢ dravcu
Accipitridae (jestfaboviti). Je dobfe znatelné, Ze suma ND vektori pro purinové
nukleotidy jsou znaén¢ konzervované a referencni konsenzualni, medianové a primérné
denzity se tedy lisi neznatelné. Nejvice rozdilt je patrnych v sumach ND vektort
amino/keto skupiny.

Rozdily mezi referenénimi ND vektory tizce souvisi s variabilitou ¢eledi. Cim vétsi
variabilita ¢eledi, tim vétsi rozdily mezi referencnimi ND vektory jednotlivych metod.
Hodné¢ variabilni ¢eled¢ maji signifikantni rozdily i v sumé denzit puriny/pyrimidiny.
Jelikoz konsenzualni sekvence obsahuje nukleotidy s nejvyssi frekvenci vyskytu,
zkresluje celkovy charakter sekvenci celedé v pfipadé porovnatelnych frekvenci
vyskytu nukleotidli na urcité pozici. Tento fakt mize ovliviiovat identifikaci sekvenci
do celedi.
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— Denzita konsenzu — Median denzit — Primér denzit

Nukleotidova denzita [-]
o
w

I \ ! I I \
340 360 380 400 420 440
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 7.2 Rozdily mezi referen¢nimi ND vektory pro ¢eled’ Accipitridae vytvorené tfemi
metodami. Median a primér ND vektora (denzit) pro W=15.

7.1.2 VERIFIKACE REFERENCI PRO CELEDE

Verifikace metod vypoétu referenci pro Celedé spociva v identifikaci do éeledi téch
stejnych sekvenci, zkterych byly vytvofeny reference celedi. Pokud by uspéSnost
identifikace na téchto sekvencich byla nizka, byly by reference dané metody jesté méné
uspésné pro jiné sekvence, a tudiz pro identifikaci nevhodné.

Verifikovany byly reference celedi tvofené konsenzualnimi sekvencemi,
medianovymi ND vektory, primémymi ND vektory a primémymi ND vektory jen
purinovych nukleotidi. Kazda sekvence zprojektu BARG byla porovnana
s referencemi vytvofenych dle vSech metod. Sekvence byly zattidény do celedi podle
nejmensi hodnoty K2P distance v piipad¢ konsenzualni reference (RK) a Euklidovské
vzdalenosti pro medianové ND reference (RM), pramémé ND reference (RP) a
prumérné ND reference jen purinovych nukleotidt (RP-RY). Pro metody RM a RP se
Euklidovska vzdalenost pocita dle vzorce (5.2) a pro metodu RP-RY dle vzorce (5.3).
Analyza byla provedena pro velikosti vypocetniho okna od W=5 do W=19 nukleotidi
pro vypocty nukleotidovych denzitnich vektord. Velikost vypocetniho okna W=3
nukleotidy nebyla vzhledem k nizké mife uspésnosti identifikace sekvenci do druhi
pouzita.

Prehled tspésnosti identifikace sekvenci do ¢eledi porovnavanim s referencemi je
zobrazen na nasledujicich obrazcich Obr. 7.3 az Obr. 7.5. Uspé&nost identifikace do
fadu byla ziskana tak, Ze se hodnotilo pfifazeni k ¢eledi, kterd patfila do dané¢ho fadu
(pouze pro tady Charadriiformes, Passeriformes a Piciformes, které mély vice nez jednu
referencni Celed’). Napf.: pokud sekvence byla pfifazena k Celedi, do které nepatii, pak
byla jeji identifikace do ¢eledi neuspésna, ale pokud ptifazena Celed patii do fadu, kam
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dana sekvence spada, pak byla jeji identifikace do fadu uspé$na. Pokud tad byl
Vv referencni databazi zastoupen pouze jednou celedi, pak jsou samoziejmé uspeSnosti
identifikace do fadu a ¢eledi shodné.

Median denzit Pramér denzit Pramér denzit - puriny
Kons.s 7 5 11123151719 5 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19

Accipitridae a7
Falconidae 15
Anatidae 81

Caprimulgidae 14
Ardeidae 23
Columbidae A7
Cerylidae 10
Cuculidae 15
Rallidae 21

Charadriudae 22
Scolopacidae 15
Sternidae 9

Thinocoridae 9

Cardinalidae 29
Emberizidae 29
Formicariidae 8

Fringillidae 20
Furnariidae 224
Hirundinidae 12
Icteridae 7

Mimidae 22
Motacillidae 10
Parulidae 21

Pipridae 12
Thamnophilidae 21

Thraupidae 170
Tityridae 10
Troglodytidae 25
Turdidae 39
Tyrannidae 220
Phoeconipteridae 7

Picidae 57
Rhamphastidae 4

Podicipedidae 5

Pgittacidae a7
Strigidae 20
Tinamidae 19
Trochilidae 43

Obr. 7.3 Grafické znazornéni procentualni uspé$nosti identifikace do ¢eledi metodami
konsenzus (Kons. = RK), median denzit (RM), prumér denzit (RP) a primér denzit jen
purinovych nukleotidi (RP-RY) pi#i délkach vypocetniho okna W=5 az W=19 nukleotidi
(vertikalné€) pro soubor BARG.

M 100 %

[ 90-<100 %
80 - <90 %
70 - <80 %
60 - <70 %

[ 50 - <60 %

M <50 %

[o%)

Obr. 7.3 zjednodusené graficky znazoriiuje procentualni uspéSnost identifikace do
Celedi pii verifikaci vSemi metodami vyuZzivajici nukleotidové denzitni vektory
Vv zavislosti na délce vypocetniho okna a porovnani s metodikou konsenzudlni sekvence.
Vertikalni smér odpovida potadi Celedi; horizontalni smér odpovida délce vypocetniho
okna W=5, 7,..., 19 nukleotidi ve sméru zleva doprava. Je vidét, Ze metoda priméru
ND vektora (RP) ma celkové nejlepsi vysledky pro délky vypocetniho okna W=9 a
W=11 nukleotid. Vazeny primeér uspésnosti identifikace celedi metodou RK byl 96,49
%, nejlepsi hodnota pro metodu RM byla 98,08 %, pro metodu RP 99,31 % shodné pro
vypocetni okna délek W=9 a W=11 nukleotidi a pro metodu RP-RY 99,04 5 pro W=5
nukleotidd.
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K méné uspéSnym pii identifikaci patii nékolik Celedi z fadu Passeriformes (pévci),
ktery je co do poctu celedi a celkové druhti velmi obsahly. Mnoho druhti pévci je
obtizné spravné klasifikovat do Celedi diky jejich morfologické podobnosti a blizké
piibuznosti jednotlivych Celedi. U vSech metod v pfipad¢€ ne stoprocentni uspésnosti,
byly sekvence z ¢eledi Cardinalidac, Emberizidae a Fringillidae nejcastéji zatiidény do
Celed¢ Thraupidae. Soucasn¢ druhy z celedé¢ Thraupidae byly klasifikovany jako
Cardinalidae nebo Emberizidae. VSechny tyto celed¢ patfi do nadceled¢ Passeroidea.
Na zakladé téchto vysledkli mizeme vyslovit hypotézu, Ze druhy patiici do nadceledé
Passeroidea jsou Vv piipadé casti genu coxl téZko charakterizovatelni piedevSsim na
zéklad¢ konsenzualni sekvence. Metoda priméru ND vektorG ale byla schopna
sekvence téchto celedi prevazné odlisit. Komplikovand piibuznost nadceledé
Passeroidea byla studovana i na zakladé mitochondrialniho genu cytochrome b a NADH
dehydrogenase subunit 2 7.

Nizkou uspésnost u vétSiny metod a délek okna méla celed’ Tinamidae (tinamoviti) a
to nejcastéji 73,68 % kromé& metody RP-RY, ktera s touto celedi doséhla uspé$nosti
témeét 95 %. Vzdy byly Spatné identifikovany stejné sekvence. Tito ptaci patii mezi
jedny z nejstarSich doposud zijicich ptaku a patii do samostatné podtiidy Palacognathae,
kam patii jeSté pStrosi. VSichni ostatni ptaci patii do podtifidy Neognathae. Vysoka
variabilita mezi druhy je tedy vysvétlena dlouhou evoluci pfislusnych druht, kdy
dochazelo k hromadéni bodovych mutaci v mitochondridlnim genomu, coz také
zapric¢inuje nizkou hodnotu uspéSnosti identifikace, nebot’ ke genetickému oddéleni
jednotlivych druhtt mohlo dojit diive nez o oddélovéani jednotlivych fadt a celedi

podtfidy Neognathae.

Zajimava je velmi nizka GspéSnost identifikace celed¢ Strigidae metodami RM a RP
pro vypocetni okno W=5 nukleotidi, kterd byla pod 50 %, ale pro vypocetni okna od
W=11 nukleotidi byla uspé$nost jiz 100%. Metoda RP-RY s témito sekvencemi
nechybovala viibec.

Obr. 7.4 podobné znazoriuje Uspé$nost identifikace do fadu pouze sekvenci
nalezicich do &eledi, kterych bylo daného fadu mezi referencemi vice. Usp&snost je pro
vSechny metody ve vétSiné ptipadid stoprocentni, ale opét se ukéazalo, Zze metoda
praméru ND vektord jen purinovych nukleotidii dosahuje nejlepSich vysledka. RP-RY
ptistup zlepsil identifikaci do fadi na 100 % pro téméi vSechny délky vypocetniho
okna, ale identifikace do celedi byla mirné nizsi nez v pfipadé porovnavani denzitnich
vektorti v§ech nukleotidi. NejvyraznéjSiho zlepSeni pii identifikaci do ¢eledi pomoci
purinové identifikace bylo dosazeno pro celed Strigidae, kdy uspéSnost byla
stoprocentni pro vSechny délky vypocetniho okna, pficemz u klasické identifikace
metodou RP byla uspésnost pro okno délky W=5 nukleotida jen 45 %. A také se zvysila
uspésnost pro Celed’ Tinamidae, konkrétné doslo ke zvyseni pro okna délky W=5 a W=9
nukleotidl na necelych 95 % a pro ostatni délky okna na 84 %. Naopak u celedi
nadceled¢ Passeroidea doSlo k mirnému poklesu uspéSnosti v dasledku zamén mezi
témito velmi blizce piibuznymi ¢eledémi.
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Median denzit Pramér denzit Primér denzit - puriny
Kons. s 7 91113151719 5 7 9 1113151719 5 7 9 11131517 19
Charadriidae 22

Scolopacidae 15

Sternidae 9

Thinocoridae 9

Cardinalidae 29 M 100 %
Emberizidae 29

Formicariidae 8 90 - <100 %
Fringillidae 20

Furnariidae 224 80 -<90 %
Hirundimidae 12

Icteridae 73 70 - <80 %
Mimidae 22

Motacillidae 10 60 -<70 %
Parulidae 21

Pipridae 12 50 - <60 %
Thamnophilidae 21

Thraupidae 170 M <50 %
Tityridae 10

Troglodytidae 25

Turdidae 39

Tyrannidae 220
Picidae 57
Rhamphastidae 4

Obr. 7.4 Grafické znazornéni procentualni uspésnosti identifikace do fadt metodami konsenzus
(Kons. = RK), median denzit (RM), primér denzit (RP) a primér denzit jen purinovych
nukleotidii (RP-RY) pii délkach vypocetniho okna W=5 az W=19 nukleotidl (vertikalng) pro
soubor BARG. Rady jsou oddéleny horizontilami v potadi: Charadriiformes, Passeriformes a

Piciformes.
100 ‘7‘=‘~——~:2:I:::
: —8—RK - Celed’
X 99 ¢ —8-RM - celed’
Q
.;ﬂ :: : : ‘—_'-3 ——RP - éeled
E:E 98 - - —8-RP RY - &eled
s /'/ \\ ——RK - Fad
E 97 ——RM - fad
c
:E < ——RP - Fad
» 96 ..
o ——RP RY - rad
95
5 7 9 11 13 15 17 19

Velikost vypo&etniho okna [nukleotidii]

Obr. 7.5 Vazené pramérné procentualni Gspésnosti identifikace sekvenci BARG do Celedi a
fadi v zavislosti na velikosti vypocetniho okna pro metodu medianové denzity (RM), primérné
denzity (RP) a primérné denzity purinovych nukleotidii (RP-RY) v porovnani s metodou
konsenzualni sekvence (RK), kterd se v okné nepocita.

Obr. 7.5 zobrazuje pro vSechny testované metody vazené priméry uspéS$nosti
identifikace pro vSechny Celed¢ a fady v zéavislosti na velikosti vypocetniho okna pro
metody zaloZené na nukleotidovych denzitnich vektorech. VSechny metody zalozené na
vypoctu ND vektorti maji v urcitém rozsahu délek vypocetniho okna lepsi hodnoty
uspéSnosti piifazeni do celedi i fadi. Vazeny primér uspéSnosti identifikace fadi
metodou RK byl 99,25 %, nejlepsi hodnota pro metodu RM byla 100,0 % pro délky
vypocetniho okna W=13 az W=19 nukleotid{i, pro metodu RP byla tspé&snost 100,0 %
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pro vypocetni okna délek W=7 az W=11 nukleotidi a W=21 nukleotidii a pro metodu
RP-RY 100 % az do okna W=19 nukleotidii. Nejlepsich vysledkii pro identifikaci do
¢eledi dosahla metoda RP s hodnotou 99,31 % pro okna W=9 a W=11 nukleotidu.

7.2 VYSLEDKY IDENTIFIKACE DO CELEDI

Po otestovani metod identifikace na stejnych datech, kterd byla pouzita pro vytvoreni
referenci Celedi, byly navrzené metody pouzity na datech odliSnych. Pouzily se dalsi
DNA barcodingové projekty se sekvencemi ptakd zriznych kontinenti. Tab. 7.3
obsahuje vycet pouzitych projekta s poctem sekvenci a druhli v nich obsazenych spolu
s poctem sekvenci, které byly pfifazovany do Celedi. Tyto projekty byly stazeny jako
FASTA soubory se sekvencemi delsimi nez 600 bp z databaze BOLD Systems.

Tab. 7.3 Vybrané DNA barcodingové projekty pro identifikaci do ¢eledi.

Kaéd Nazev Pocet Pocet Ref. Ref.
projektu projektu sekvenci druhi sekvenci Celedi
KBBI DNA Barcoding Korean Birds 254 102 180 18
TZBNA  Birds of North America 410 247 295 27

BNACA Birds of North America

. 137 2 137 1
— Canadian geese
BNABS Birds of_North Amerlca 114 37 102 7
— Canadian passerines
BNAUS  Birds of North America 1695 551 1165 30
— General sequences
BEPAL  Birds of the eastern Palearctic 1665 398 813 20
SWEBI Birds of Scandinavia
_ Swedish birds ar7 - 258 281 20
NORBI Birds of Scandinavia 480 254 270 19

— Norwegian birds

Ref. sekvenci — pocet sekvenci patticich do ¢eledi majicich referenci
Ref. ¢eledi — pocet celedi majicich referenci

Vsechny sekvence zvyjmenovanych projekti byly pfifazovany do referenénich
¢eledi vytvorenych ze sekvenci souboru BARG pomoci metod konsenzualni sekvence,
medianu ND vektorti, priméru ND vektord a priméru ND vektorti jen purinovych
nukleotidii. K vyhodnoceni uspéSnosti identifikace do celedi bylo nutné kazdou
sekvenci zatfidit dle klasické taxonomie do tadl a cCeledi. Sekvence, které pattily do
jiného tadu, nez které byly obsazené mezi referencemi, nebyly hodnoceny. Sekvence
nalezici k fadu, jehoz alespon jedna Celed je referencni, byly hodnoceny na uspéSnost
pfifazeni alespoil do patfi¢ného fadu.

V nésledujicich kapitoldch jsou popsany vysledky identifikace do celedi a tada
jednotlivé pro analyzované soubory. VétSina sekvenci v téchto souborech ndlezi jinym
druhim ptakt, nez ze kterych byly vytvoreny reference celedi. Tab. 7.4 shrnuje pocty
sekvenci z analyzovanych souborti, které odpovidaji druhlim, jez byly pfitomny i
v projektu BARG pouzitém pro tvorbu referenci. V souboru BNACA neni zadny
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spolecny druh zastoupen. Ostatni projekty obsahuji n€kolik sekvenci stejnych druht,
jedna se o jednotky procent z celkového poctu sekvenci v souboru az na soubor KBBI,
kde 15 % sekvenci je druhové shodnych s referencnim souborem BARG. U téchto
sekvenci lze pfedpokladat o néco mensi uspésnost identifikace nez pii verifikaci, nebot’

vvvvvv

je dana délkou trvani separace populaci na kontinentech.

Tab. 7.4 Pocty sekvenci stejnych druht jaké byly pouZity pro tvorbu referenci.

Celkem Spoleéné s BARG
Soubor Druhi Jedincd Druhi Jedinci
KBBI 66 180 8 27
TZBNA 174 295 14 30
BNACA 2 137 0 0
BNABS 32 102 2 6
BNAUS 394 1165 39 103
BEPAL 208 813 6 16
SWEBI 150 281 6 11
NORBI 150 270 6 9

V piipadé identifikace ¢eledi maji pojmy druhové a rodové referencni sekvence jiny
vyznam nez v piipad¢ identifikace do druhi. Druhové referencni znamena, Zze
analyzovana sekvence patii k druhu, jehoz sekvence jiného jedince byla soudasti
sekvenci, z kterych byla vytvofena reference ¢eledé. Rodové referen¢ni pak znamena,
ze analyzovana sekvence patii k druhu, ktery nebyl zastoupen mezi sekvencemi pro
tvorbu reference Celedg, ale patfil tam jiny druh stejného rodu.

7.2.1 SouBoR KBBI

Soubor KBBI (DNA Barcoding Korean Birds) obsahuje celkem 254 sekvenci, z nichz
180 nalezi druhtim patiicim do referencnich ¢eledi. Na Obr. 7.6 je graficky znazornéna
procentualni uspésnost identifikace sekvenci do referenénich ¢eledi. Na Obr. 7.7 je pak
graficky znazornéna procentualni GspéSnost identifikace do fadu, ktera byla v pripadé
vsech metod 100 %.

V tomto souboru se vyskytuje 21 sekvenci ¢eledé Accipitridae 5 riznych rodd, ale
zadny z druhti neodpovida druhtim zastoupenych v referencich. I piesto byly sekvence
perfektné ptifazeny do spravné Celedé€. | u ¢eled¢ Falconidae, ktera ma ze 12 sekvenci
spoleCnou s referenci jednu druhovou sekvenci, byly vSechny sekvence také
identifikovany bezchybné.
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Median denzit Pramér denzit Pramér denzit - puriny

Kons.s 7 5 1112151719 5 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19
Accipitridae 21
Falconidae 12
Anatidae 28
Caprimulgidae 2
Ardeidae 27
Columbidae 12
Cerylidae
Cuculidae 1
Rallidae 3
Charadriudae 2
Scolopacidae 14
Sternidae
Cardinalidae
Emberizidae 6
Fringillidae 1
Hirundinidae 4
Icteridae
Mimidae
Motacillidae
Parulidae
Thraupidae
Tityridae
Troglodytidae
Turdidae
Tyrannidae
Picidae
Podicipedidae
Psittacidae

Strigidae 27 [ ]

Trochilidae

M 100 %

[ 90-<100 %
80 - <90 %
70 - <80 %
80 - <70 %
50 - <60 %

M <50 %

;%]

o

-

Obr. 7.6 Grafické znazornéni procentualni uspésnosti identifikace do Celedi sekvenci ze
souboru KBBI.

Median denzit Pramér denzit Praimér denzit - puriny
Kons. s 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19

Charadriidae 2

Scolopacidae 14

Sternidae B 100 %
Cardinalidae

Emberizidae 6 [ 90-<100 %
Fringillidae 1

Hirundinidae 4 80 - <90 %
Icteridae

Mimidae 70-<80 %
Moteciidee 2 (Il (NN DN -

Parulidae 60-<70%
Thraupidae

Tityridae 50 - <60 %
Troglodytidae

Turdidae 8 B <50 %
Tyrannidae

Picidae 9

Obr. 7.7 Grafické znazornéni procentualni Gispésnosti identifikace do fadt sekvenci ze souboru
KBBI.

Celed Anatidae ma v souboru 21 sekvenci, znichz 18 je rodové referenénich.
Vsechny sekvence byly spravné identifikovany. Stejného dobrého vysledku bylo
dosazeno u celed¢ Ardeidae, kterd ma v souboru 4 sekvence referencniho druhu, ktery
vsak byl pfi tvorbé referenci zastoupen pouze jednou sekvenci. Ostatnich 23 sekvenci
této Celedé patii rodim nevyskytujicich se v referenci az na 3 sekvence z rodu Egretta.
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Dvé sekvence celedé Caprimulgidae odpovidaji jednomu zrodi obsazenych
v referenci av$ak jiného druhu. Tyto dvé sekvence byly vzdy spravné identifikovany.

Celed” Columbidae obsahuje v souboru 4 sekvence stejné druhu zastoupeného i
v referenci jednou sekvenci a dalSich 8 sekvenci, které nejsou v referenci zastoupeny
ani rodové. | tak byla identifikace velmi uspésna stejné jako pro devét sekvenci celedé
Picidae a jednu celed¢ Podicipedidae.

Pouha jedna sekvence v souboru patii ¢eledi Cuculidae, a i kdyz druh, kterému
sekvence nalezi, neni V referenci pfitomen ani rodové, byla sekvence ve vSech
piipadech spravné identifikovana.

Dvé ze tii sekvenci ¢eledé Rallidae jsou druhové shodné s datasetem pro referenéni
Celed” a jejich identifikace byla vSemi metodami bezchybna. Chyby v identifikaci
nastaly pii metodach RM a RP pravé u sekvence, ktera se v sekvencich svym rodem
nevyskytovala, avSak metoda purinové identifikace spravné pfifadila i tuto sekvenci.
Metody RM a RP tuto sekvenci pro delsi okna piitazovaly k ¢eledi Cuculidae.

V souboru byly ze 4 celedi fadu Charadriiformes zastoupeny 2 a to celedémi
Charadriidae a Scolopacidae. Dv¢ sekvence z prvné zminéné celedé jsou rodove
pfitomny v referenci. Druhd celed je v analyzovaném souboru zastoupena 13
sekvencemi 5 ruznych rodut, kde 7 téchto sekvenci je i rodové ptitomno v referenci. U
metody RM doSlo u jedné sekvence celedé Scolopacidae, jejiz druh nepatii
K referen¢nim, k chybnému pfitazeni k celedé Charadriidae pro dvé nejdelsi velikosti
vypocetniho okna a taktéZ u purinové identifikace pro nejdelsi okno.

U tadu Passeriformes byly metody RK, RM a RP madlo uspésné s celedémi
Emberizidae, Fringillidae a Motacillidae. Jednalo se celkové o pouhych 9 sekvenci,
které nepatfily k rodlim, z nichZ se tvoftily reference. Metoda purinové identifikace RP-
RY selhala pouze v piipadé jediné sekvence &eledé Fringillidae. Celed’ Hirundinidae
byla zastoupena 4 sekvencemi jednoho referen¢niho druhu a tyto sekvence byly vzdy
spravné piifazeny. Celed’ Turdidae se 7 sekvencemi nereferenéniho rodu a 1 sekvenci
referenéniho rodu dosahla také 100% uspéSnosti pro vSechny metody a velikosti
vypocetniho okna. Ve vSech ptipadech chybné celed'ové identifikace byly sekvence
pfifazeny spravné alespon do fadu Passeriformes.

Osmnact z27 sekvenci Celedé¢ Strigidae nebylo rodové zastoupeno v referenci.
Metoda RK vSechny sekvence druhu Otus lempiji ptifazovala do ¢eledé Podicipedidae.
Metoda RM do délky okna W=13 $patné identifikovala pouze sekvence druhu Ninox
scutulata, jehoz rod neni v referenci. Metoda RP od velikosti vypocetniho okna W=13
méla 100% uspésnost identifikace do spravné celed¢ a vSechny nespravné identifikace
pro kratsi okna se tykaly pouze sekvenci druhu Ninox scutulata. Tyto sekvence byly
pfifazovany k ¢eledim Charadriidae nebo Accipitridae. Purinovéa identifikace byla
bezchybna.
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Soubor KBBI také obsahuje 62 sekvenci nereferen¢nich ¢eledi nalezejicim k fadtm,
jejichz alespon jedna Celed’ patiila k referencnim. Tab. 7.5 shrnuje praméry GspéSnosti
identifikace téchto sekvenci alesponn do fadu. Metoda konsenzualni sekvence ma
nejnizsi hodnoty uspéSnosti. U ostatnich metod je zajimava vysoka uspesSnost
identifikace sekvenci nereferencnich c¢eledi do spravného fadu Charadriiformes a
Passeriformes. Tyto dva fady byly zastoupeny vice nez dvéma referen¢nimi ¢eledémi
s vét§im podtem sekvenci. Rad Gruiformes byl zastoupen pouze jednou referenéni
¢eledi Rallidae, coz jsou mensi chiastaloviti ptaci, kdezto hodnocena sekvence patii do
¢eled¢ Gruidae, coz jsou ptaci jefaboviti ndlezejici do jiného podiadu. Metoda purinové
identifikace pfifazovala sekvenci fadu Gruiformes vzdy k ¢eledi Podicipedidac a
v piipad¢ sekvenci fddu Passeriformes chybovala pouze u sekvenci jednoho druhu
z ¢eledé Corvidae, které ptifazovala k ¢eledi Cerylidae z fadu Coraciiformes. Druhé dveé
metody nebyly v chybném pfifazovani tak konzistentni.

Tab. 7.5 Primérné procentualni GspéSnosti identifikace do fada pro sekvence
nereferenénich ¢eledi souboru KBBI.

Uspésnost [%0]
Rad Potet RK RM RP RP-RY
Gruiformes 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Charadriiformes 5 60,00 96,92 64,62 100,0
Passeriformes 56 92,86 99,31 99,31 94,37

7.2.2 SouBOR TZBNA

Soubor TZBNA (Birds of North America) obsahuje celkem 410 sekvenci, z nichz 295
nalezi druhtim patficim do referen¢nich celedi. Na Obr. 7.8 je graficky znazornéna
uspésnost identifikace téchto sekvenci do ¢eledi a na Obr. 7.9 pak do tadu.

Celed Accipitridae je v souboru zastoupena celkem 17 sekvencemi z 10 rodd,
pfi¢emz 12 sekvenci nalezi k rodiim referen¢nim. Zadna z 32 sekvenci ¢eledé Anatidae
nepatii K referen¢nim druhdm, ale 14 z nich je referen¢nich rodové. Pouhé 3 sekvence
v souboru jsou z ¢eledé Caprimulgidae a patii stejnému rodové referenénimu druhu.
Celed Ardeidae i Columbidae jsou zastoupeny také po tfech sekvencich raznych druhi i
rodi a vSechny jsou rodem referen¢ni a ¢eled” Cuculidae ma v souboru pouze jednu
rodové referenéni sekvenci. Celed Falconidae ma v souboru sekvenci rodu Falco a 5
Z nich piimo odpovidd druhiim obsazenym v referenci. Celed Rallidae je v souboru
zastoupena 3 sekvencemi, z nichz jedna je rodové pfitomna v referenci. Vsechny tyto
zminéné Celedé dosahly u vSech metod a velikosti vypocetniho okna 100% uspé&snosti
identifikace do ¢eledi az na jednu $patné identifikovanou sekvenci ¢eledé¢ Ardeidae pro
metodu RP a okno W=5 nukleotid.
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Median denzit Pramér denzit Pramér denzit - puriny
Kons.s 7 5 1112151719 5 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19

Accipitridae 16
Falconidae

Anatidae
Caprimulgidae
Ardeidae

Columbidae
Cerylidae

Cuculidae

Rallidae

Charadriudae
Scolopacidae
Sternidae
Cardinalidae
Emberizidae
Fringillidae 18
Hirundinidae 6
Icteridae 21
Mimidae 4
Motacillidae 1
Parulidae 1
Thraupidae

Tityridae
Troglodytidae
Turdidae

Tyrannidae

Picidae
Podicipedidae
Psittacidae

Strigidae

Trochilidae

Obr. 7.8 Grafické znazornéni procentualni uspésnosti identifikace do Celedi sekvenci ze
souboru TZBNA.
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Median denzit Pramér denzit Praimér denzit - puriny

Kons. s 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19 5 7 9 1113 1517 19
Charadriidae 12
Scolopacidae 58

Sternidae 3 B 100%
Cardinalidae 1

Emberizidae 12 [ 90-<100 %
Fringillidae 18

Hirundinidae [ 80-<90 %
Icteridae 21

Mimidae 4 70-<80%
Motacillidae 1

Parulidae 31 60 -<70 %
Thraupidae

Tityridae [ 50-<60%
Troglodytidae [

Turdidae 10 M <50 %
Tyrannidae 4

Picidae 17

Obr. 7.9 Grafické znazornéni procentualni Gispé$nosti identifikace do ¢eledi sekvenci ze
souboru TZBNA.

Celed’ Charadriidae ma v souboru 10 sekvenci jednoho rodu, ktery byl v referenci
zastoupen 4 sekvencemi riiznych druhtl. Celed’” Sternidae ma jen 3 sekvence a dvé
z nich nejsou referen¢ni ani rodem. U obou ¢eledi bylo dosazeno perfektni identifikace
u v8ech metod nezavisle na délce vypocetniho okna. Méné ispésna byla identifikace pro
celed” Scolopacidae. Reference této Celedé byla vytvoiena z pouhych 6 sekvenci tii
rodd. V souboru TZBNA je 58 sekvenci této celedé celkem, z toho 29 jich rodové
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odpovida referenci a z nich jich 14 dokonce je shodnych druhové. Chyby v identifikaci
v identifikaci sekvenci této Celed¢ byla metoda RP-RY, pro okna do délky W=17
nukleotidli byla metoda bezchybna.

U obsahlého tadu Passeriformes bylo pro nékteré celedé dosazeno vybornych
vysledki identifikace, u nékterych zase byly vysledky velmi $patné. Celed’ Cardinalidae
je v souboru zastoupena pouze jednou rodové nereferen¢ni sekvenci. Metoda RK' si
s touto sekvenci neporadila a metoda RM ji byla schopna spravné urcit pouze pii
nejdelsim vypocetnim okné, avSak sekvence byla alespon piifazena do spravného radu.
Metoda RP ji Spatné identifikovala jen jednou a metoda RP-RY byla uspésna vzdy.
Dvanact sekvenci ¢eledé Emberizidae také neni rodem referenéni a metoda RP s nimi
Fringillidae. Dv¢ sekvence ¢eledé¢ Hirundinidae jsou druhové referencni, dvé rodové a
dalsi dvé nebyly v referenci zastoupené. Metody RM i1 RP $patné identifikovaly do
¢eledé pouze ty dvé referenci neznamé sekvence.

Patnact z 21 sekvenci Celed¢ Icteridae je rodové referencnich (dvé i1 druhové).
Vsechny identifikacni chyby u vSech metod se tykaji rodové referen¢nich sekvenci.
Celed’ Mimidae obsahuje v souboru TZBNA pouze sekvence, které nemaji v referenci
zastoupeni ani rodové. Nekolik chyb v identifikaci pattilo k sekvencim rodu Dumetella,
druhy rod Toxostoma byl identifikovan bezchybné. V souboru je z ¢eledé¢ Motacillidae
pouze jedna rodové referencni sekvence, ktera byla bezchybné identifikovéna. Z 31
sekvenci ¢eledé Parulidae jsou pouze tfi rodové zastoupeny v referenci a i ptesto byly
vSechny metody s témito sekvencemi Uspésné.

Vsechny sekvence celed¢ Troglodytidae maji v referenci rodového zéstupce, stejné
tak Celed’ Turdidae az na 3 sekvence z 10, naopak z ¢eledé¢ Tyrannidae ma rodového
zastupce v referenci 1 sekvence ze 4. U vsech téchto ¢eledi bylo dosazeno 100%
spravné identifikace do ¢eledi vSemi tfemi metodami.

Ze 17 sekvenci ¢eledé¢ Picidae je pouze jedna rodové nereferencni a identifikace byla
bezchybna stejn¢ jako téméf ve vSech piipadech dvou druhové referencnich sekvenci
Celed¢ Podicipedidae a ¢tyt rodoveé nereferenénich sekvenci ¢eledé Psittacidae.

Sest sekvenci ze 14 &eledé Strigidae nema rodového zastupce v referenci. Metody
RM a RP mély niZ§i miru uspéSnosti identifikace pro nereferencéni sekvence druhu
Aegolius funereus a rodove referenéni druh Glaucidium, naproti tomu metody RK a RP-
RY byly bezchybné.

Celed” Trochillidae méa v souboru tfi sekvence, které nemaji v referenci rodové
zastoupeni. I presto byly vSemi metodami spravné identifikovany.

Co se tyka identifikace nereferen¢nich celedi referencnich fadu, vysledky jsou
shrnuty v Tab. 7.6. Rad Charadriiformes obsahuje 38 sekvenci druhti z nereferenénich
Celedi a tad Passeriformes 52 sekvenci. Az na par ptipadl, pfedevsim u metody RK,
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byly tyto sekvence z fadu Charadriiformes spravné zatfidény do tohoto fadu. Jednalo se
nejvice o sekvence z Celedi Alcidae a Laridae, které patii do stejného podiadu jako
referenCni Celed” Sternidae, avSak sekvence nebyly Castéji pfifazovany k této nejblizsi
referenci. U fadu Passeriformes patii sekvence pievazné Kk c¢eledim Corvidae a
Vireonidae, u kterych se také neprojevila vyrazna inklinace k n&jaké celedi. Sekvence
fadu Gruiformes patii stejnému rodu jako sekvence v pfedchozim piipadé souboru
KBBI a stejn¢ tak nebyla ani v jednom pfipad¢é spravné klasifikovana. Nereferencni
sekvence tadu Falconiformes patii druhu Pandion haliaetus ¢eledé Pandionidae.
Reference obsahovala pouze sekvence celedé Falconidae. Sekvence nebyla ani
V jednom piipad¢ klasifikovana ani do velmi blizkého fadu Accipitriformes.

Tab. 7.6 Primérné Gspésnosti identifikace do fada pro sekvence
nereferenc¢nich ¢eledi souboru TZBNA.

Uspésnost [%0]
Rad Potet RK RM RP RP-RY
Gruiformes 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Charadriiformes 38 73,68 92,71 96,56 100,0
Passeriformes 52 80,77 82,84 92,01 93,20
Pelecaniformes 3 0,00 0,00 0,00 0,00

7.2.3 SouBoR BNACA ABNABS

Soubor BNACA (Birds of North America — Canadian geese) obsahuje 137 sekvenci
vrubozobych ptakd a to pouze dvou druhi bernesky velké (Branta canadensis) a
bernesky aljasské (Branta hutchinsii). Vsechny c¢tyfi metody identifikovaly tyto
sekvence do spravné celedé neomylné, pficemz rod berneSek neni V referenc¢nich
sekvencich obsazen.

Soubor BNABS (Birds of North America — Canadian passerines) obsahuje 114
sekvenci fadu Passeriformes, kde 12 z nich nalezi nereferenénim c¢eledim. Z toho 40
sekvenci patii ¢eledi Emberizidae Sesti riznych rodd, pficemz pouze jeden z nich je
zastoupen Vv referenci avsak jinymi druhy. VSechny sekvence tohoto rodu byly vzdy
spravné identifikovany. U ostatnich sekvenci dochazelo k chybam v identifikaci do
celede, pti¢emz nejhorsi vysledky byly pro metodu RP-RY, ale identifikace do tadu
byla bezchybna. Na Obr. 7.10 je graficky znazornéna uspéSnost identifikace téchto
sekvenci do ¢eledi a na Obr. 7.11 pak do fadu.

Z Celedé Fringillidae jsou v souboru zastoupeny rody Carduelis a Carpodacus.
Prvné zminovany rod je zastoupen i vreferenci avSak jinymi druhy, ten druhy
zastoupen neni. Metoda purinové identifikace spravné zaradila vSechny sekvence,
nejhorsi vysledky dala metoda konsenzualni sekvence.
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Median denzit Pramér denzit Pramér denzit - puriny
K@5.5791113151719 5 7 9 11131517 19 5 7 9 1113151719

Accipitridae
Falconidae
Anaticee will I P
Caprimulgidae
Ardeidae

Columbidae

Cerylidae - 100 %
Cuculidae

Rallidae 90 -<100 %
Charadriidae
Scolopacidae 80-<90 %
Sternidae
Cardinalidae 70-<80 %
Emberizidae 40 .
Fringillidae 10 60-<70%
Hirundinidae

u
Icteridae 50 -<60 %
Mimidae 4
Motacillidae B <50 %
Parulidae 27

Thraupidae

)

Tityridae
Troglodytidae 6 I
Turdidae 12
Tyrannidae
Picidae
Podicipedidae
Psittacidae
Strigidae
Trochilidae

Obr. 7.10 Grafické znazornéni procentualni Gspésnosti identifikace do ¢eledi sekvenci ze
souboru BNACA a BNABS.

Median denzit Primér denzit Pramér denzit - puriny
Kons.s 7 s m13151719 5 7 9 1113151719 5 7 9 1113151719

Charadridae
Scolopacidae

Sternidae B 100 %

Cardinalidae
90 - <100 %
80 -<90 %
70 - <80 %
60 - <70 %
I

(%)

Thraupidae
Tityridae
Troglodytidae
Turdidae 12
Tyrannidae

Picidae L]

a2}

Emberizidae 40
Fringillidae 10
Hirundinidae

Icteridae

Mimidae 4
Motacillidae

Parulidae 27

50 - <60 %

B <50 %

Obr. 7.11 Grafické znazornéni procentualni Gsp&snosti identifikace do fadu sekvenci ze
souboru BNACA a BNABS.

Celed Icteridae ma v souboru BNABS pouze tfi sekvence rodu Molothrus, ktery je i
soucasti reference, a vSechny byly spravné pfifazeny. Zajimavy je postupny pokles
uspésnosti identifikace pro ¢eled” Mimidae u metod RM a RP a ostry piechod od 100 %
k0 % u RP-RY; bezchybné nebylo ani pfifazeni k fadu. Jedna se vSak o pouhé 4
sekvence rodu Dumetella. Reference ¢eledé¢ Mimidae je tvofena pouze sekvencemi rodu
Mimus.
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Ptaci Celed¢ Parulidae jsou zastoupeny 27 sekvencemi 7 rodl, z nichz ani jeden neni
soucasti reference. I pfesto byly tyto sekvence identifikovany s vysokou uspésnosti, i
kdyZ u purinové identifikace byla GispéSnost nizsi, ale neklesla pod 88 %. Soubor také
obsahuje 6 sekvenci fadu Troglodytidae dvou druhti rodu Troglodytes. Jeden z nich je
zastoupen i v referenci. VSechny sekvence byly vzdy spravné identifikovany stejné jako
sekvence Celed¢ Turdidae, ktera ma v souboru jen sekvence rodu Catharus a Turdus,
jez jsou také oba obsazeny v referenci, piicemz 3 sekvence odpovidaji i referencnimu

druhu.

Dvanact sekvenci ze souboru BNABS patii nereferenénim celedim Certhidae,
Paridae, Regulidae a Vireonidae fadu Passeriformes. Pramérna GspéSnost identifikace
téchto sekvenci do fadu metodou RK 100 %, metodou RM byla 85,90 %, metodou RP
91,67 % a metodou RP-RY 80,00 %.

7.24 SouBOR BNAUS

Soubor BNAUS (Birds of North America — General sequences) obsahuje celkem 1695
sekvenci, kde 155 z nich patii do nereferencnich fadu a 375 do referenénich tadu ale
nereferenénich celedi, takze zbyva 1165 sekvenci pro identifikaci. Na Obr. 7.12 je
graficky znazornéna spésnost identifikace téchto sekvenci do ¢eledi a na Obr. 7.13
pak do radi.

Celed Accipitridae ma v souboru 32 sekvenci, kde pouze tfi z nich nemaji rodového
zastupce v referenci a dokonce 6 jich je druhové referencnich. Veskeré chyby
v identifikaci se tykaly pouze dvou sekvenci druhu Elanus leucurus, ktery byl kupodivu
druhové¢ referencni. VSechny sekvence ¢eledé Falconidae patii rodu Falco, ktery je
referencni, a skoro polovina sekvenci je druhové shodna s referenénimi sekvencemi.
Metoda RP-RY chybovala u delsich vypocetnich oken, kdezto druhé dvé spise u
kratSich oken. Nespravné piifazované sekvence obou fadi nebyly piitazovany
recipro¢né, coz svym zpusobem podporuje nové poznatky, ze tyto skupiny dravych
ptakia nejsou blizce piibuzné.

Z 219 sekvenci celedé Anatidae jich 60 rodem odpovida referenénim. I pies velké
mnozstvi rodové nereferen¢nich sekvenci byly vSechny metody v identifikaci
bezchybné. Dale bylo bezchybné identifikovano vSech 19 sekvenci celedé
Caprimulgidae, z nichz 10 je druhové referenc¢nich a 2 rodové referencni, a 3 rodoveé
referencni sekvence Celedé¢ Columbidae. U celedé Ardeidae jen 3 sekvence z 22 nema
rodovou referenci, pficemz 8 sekvenci ma druhovou referenci a identifikace byla téméf
bezchybna, jen pro nejkratsi okna se vyskytlo par chyb pro metody RM a RP.

Sedm z 10 sekvenci celed¢ Cerylidae je druhové referenc¢nich. Metody RM a RP
byla pti identifikaci s kratkymi vypocetnimi okny méné uspesna S druhové
nereferenénimi sekvencemi, naproti tomu metody RK a RP-RY byly vzdy 100%.
Podobné¢ to platilo i pro sekvence ¢eledé Cuculidae a Rallidae, které jsou z vétsi casti
rodové a nekteré i druhové referencni.
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Accipitridae
Falconidae
Anatidae
Caprimulgidae
Ardeidae
Columbidae
Cerylidae
Cuculidae
Rallidae
Charadriidae
Scolopacidae
Sternidae
Cardinalidae
Emberizidae
Fringillidae
Hirundinidae
Icteridae
Mimidae
Motacillidae
Parulidae
Thraupidae
Tityridae
Troglodytidae
Turdidae
Tyrannidae
Picidae
Podicipedidae
Psittacidae
Strigidae
Trochilidae

Median denzit
Kons.s 7 g 11131517 19
32
1
219
19
22
30
10
1
19
21
51
a7
24
111
23
10
80
17
9
103
2
2
25
54
75
77
12
5
52
22

Primér denzit
5 7 9 11 13 15 17 19

M 100 %

[ 90-<100 %
80 - <90 %
70 -<80 %
60 - <70 %

[0 50-<60 %

M <50 %

Pramér denzit - puriny
5 7 9 11 13 15 17 19

Obr. 7.12 Grafické znazornéni procentualni Gspésnosti identifikace do ¢eledi sekvenci ze
souboru BNAUS.

Median denzit
Kons. s 7 5 11121517 19

Charadriidae 21

Scolopacidae 51

Sternidae 37
Cardinalidae 24
Emberizidae 11
Fringillidae 23
Hirundinidae 10
Icteridae 60
Mimidae 17
Motacillidae 9

Parulidae 103
Thraupidae 2

Tityridae 2

Troglodytidae 25
Turdidae 54
Tyrannidae 75
Picidae 7

Primér denzit
5 7 9 11 13 15 17 19

Primér denzit - puriny

5 7 9 11 13 15 17 19

I 100 %

[0 90-<100 %
80 - <90 %
70-<80 %
60 -<70 %

[ 50 - <60 %

W <50 %

Obr. 7.13 Grafické znazornéni procentualni uspésnosti identifikace do fada sekvenci ze
souboru BNAUS.

Vsechny sekvence v souboru ¢eledé Charadriidae jsou minimaln€ rodové referencni,

a proto byla vysoka tspésnost identifikace ocekavana a bylo ji i dosazeno pro vSechny

metody a délky vypocetniho okna. U celed¢ Sternidae je pies polovinu sekvenci rodoveé

¢i druhové referencnich. Chyby v identifikaci se vyskytovaly pouze u jedné

nereferenni sekvence pro metody RM a RP, kterd vSak byla alesponi dobie

identifikovana do fadu. Celed’ Scolopacidae ma 27 z 51 sekvenci v souboru minimalné
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rodové referencni. VSechny chybné identifikované sekvence této celed¢ patiily
k nereferen¢nim sekvencim a metody RM a RP chybovaly i v identifikaci do fadu.

Naproti tomu identifikace do fadu Passeriformes byla pro vSech 515 sekvenci
vynikajici. Naopak identifikace do &eledi byla méné tsp&sna. Celed” Cardinalidae
obsahuje v souboru BNAUS 24 sekvenci nemajici v referenci rodového zastupce.
Vysledky identifikace téchto sekvenci do ¢eled¢€ byly pro vétSinu metod velmi Spatné:
RK <5 %, RM 4 % — 33 %, a RP 33 % — 50 %; naopak metoda purinové identifikace
RP-RY spravné ptiradila vSechny sekvence pro délky vypocetniho okna W=5 az W=17
nukleotidii. Celed” Emberizidae ma v souboru 111 sekvenci, z nichZ pouze 15 je rodové
referencnich. U Z4dné z metod nepiesahla Gspésnost klasitikace 90 %. Dalsi netispésné
identifikovanymi celedémi byla celed’ Fringillidae, jejiz dvé tifetiny sekvenci také
nejsou referenéni. Mezi témito celedémi dochazelo K nespravnému pfifazovani
k ¢eledim Icteridae a Thraupidae, které patii do stejné skupiny zpévnych ptakt (nine-
primaried oscines) nad¢eled¢ Passeroidea. Z 60 sekvenci Celed¢ Icteridae nejsou dvé
tietiny ani rodové referen¢ni a nejméné spésné s jejich rozlisenim byly metody RK a
RP-RY. Jen dvé sekvence jednoho druhu patii v souboru celedi Thraupidae. Do stejné
rodové referen¢nich. VSechny metody identifikovaly tyto sekvence S uspésnosti nad 90
%, kdy vé&tSina chyb patfila dvéma sekvencim jednoho druhu. Do nad¢eledé Passeroidea
a pfifazovaly je vySe zminénym celedim skupiny Passeroidea, kdeZto metoda RP-RY
byla bezchybna. Sekvence celedé¢ Hirundinidae jsou vice nez z poloviny rodové
referencni. Metody RM a RP byly stejné Gspésné ale ne bezchybné, metody RK a RP-
RY byly 100%. Ackoliv jen 2 ze 17 sekvenci ¢eledé¢ Mimidae jsou rodové referenéni,
metody RK a RM v identifikaci nechybovaly, ostatni dvé metody chybovaly nékolikrat
pouze u jedné sekvence. Celed Tityridae ma v souboru jen dvé rodové referenéni
sekvence a identifikace byla bezchybna. Celed’ Troglodytidae ma 25 sekvenci, kde jsou
4 druhové referencni a ostatni nejsou ani rodové referencni. Zajimavé je, Ze vSechna
nespravna piifazeni byla k ¢eledim z podskupiny Passeroidea, kam vSak Troglodytidae
nepatii. Ze 75 sekvenci ¢eled¢ Tyrannidae jich 33 neni ani rodové referen¢nich. Oproti
sekvencim celed¢ Turdidae s podobnym pomérem referencnich a nereferencnich
sekvencich, byly tyto sekvence identifikovany bezchybné.

V souboru je dale 77 sekvenci 5 riznych rodu ¢eledé Picidae, pticemz 4 rody jsou
referen¢ni. U metody RM byly pro okno W=19 nukleotidi chybné identifikovany
sekvence referen¢niho rodu Melanerpes, u kterych chybovala i metoda RP.

Ttetina sekvenci z 12 Celedé Podicipedidae neni ani rodové referencni. VSechny
metody identifikovaly tyto sekvence bezchybné stejné jako 5 sekvenci celedé
Psittacidae, z nichz jsou tii druhové referenéni a dvé nejsou referenéni ani rodove, a 22
sekvenci ¢eled€ Trochillidae, kde neni ani jedna rodové referencni.
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Z celkového poctu 52 sekvenci Celedé Strigidae jich 5 nema rodového zastupce
v referenci. Sekvence byly piitazeny téméf bezchybné kromé par piipadi u sekvenci
druhu Aegolius acadicus (nereferen¢ni) a Asio flammeus (druhové referenéni).

V souboru BNAUS bylo i mnoho sekvenci patficich do referen¢nich fadua ale
nereferenénich Celedi. Tab. 7.7 shrnuje pramérné uspéSnosti identifikace takovychto
sekvenci do spravného fadu. V souboru jsou 4 sekvence ¢eledé¢ Pandionidae z fadu
Accipitriformes. Metoda RP byla schopna tyto nereferen¢ni sekvence zatfidit téméf
vV 79 % piipadu, kdezto nejhorSich vysledkli dosahla metoda RP-RY s 15,38 %.

Nereferen¢ni sekvence fadu Gruiformes patii do jiného podiadu neZ referencni
Celed’ Rallidae, kam patii vzristové mensi chiastaloviti ptaci. Nereferencni sekvence
patiily velkym jefabovitym ptakim. Velké morfologické rozdily mezi t€émito ¢eledémi
jsou pravdépodobné v korelaci srozdily mezi sekvencemi a to vedlo k nespravné
identifikaci do fadu ve vSech ptipadech.

Dale se v souboru vyskytuje vysoky pocet sekvenci nereferen¢nich ¢eledi fadu
Charadriiformes. Pfevazna ¢ast sekvenci patii Celedim Alcidae a Laridae, které jsou
nejblize piibuzné referencni celedi Sternidae. VSechny metody byly schopny
nereferenéni sekvence identifikovat do spravného fadu s vysokou tuspésnosti, metoda
RP-RY nespravné ptifadila jen dvé sekvence pro nejdelsi vypocetni okno.

Z tadu Passeriformes je sekvenci z 19 nereferenénich celedi celkem 199. Vsechny
tfi metody byly s identifikaci do fadu vcelku uspéSné. Naopak madlo Usp&$né byly
metody pfi identifikaci 45 nereferen¢nich sekvenci fadu Pelecaniformes. U ftadu
Strigiformes figurovaly 3 sekvence ¢eledé Tytonidae, které metoda RP byla az na par
ptipadl spravné pfifadila.

Tab. 7.7 Primérné Gspé&snosti identifikace do fadu pro sekvence
nereferen¢nich ¢eledi souboru BNAUS.

Uspé&nost [%0]

Rad Potet RK RM RP RP-RY
Accipitriformes 4 100,0 67,31 78,85 15,38
Gruiformes 6 0,00 0,00 0,00 0,00

Charadriiformes 111 64,86 96,12 97,09 99,86
Passeriformes 199 90,45 90,07 95,36 97,68
Pelecaniformes 45 0,00 8,89 8,21 5,13
Strigiformes 3 33,33 38,46 94,87 33,33

7.25 SouBOR BEPAL

Soubor BEPAL (Birds of the eastern Paleartic) obsahuje celkem 1665 sekvenci,
pticemz sekvenci referencnich celedi je 813. Na Obr. 7.14 je graficky znazornéna
uspésnost identifikace téchto sekvenci do ¢eledi a na Obr. 7.15 pak do fadu.
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Accipitridae
Falconidae
Anatidae
Caprimulgidae
Ardeidae
Columbidae
Cerylidae
Cuculidae
Rallidae
Charadriudae
Scolopacidae
Sternidae
Cardinalidae
Emberizidae
Fringillidae
Hirundinidae
Icteridae
Mimidae
Motacillidae
Parulidae
Thraupidae
Tityridae
Troglodytidae
Turdidae
Tyrannidae
Picidae
Podicipedidae
Psittacidae
Strigidae
Trochilidae

Median denzit

Kons. s 7 9 111315 17 19
12
12
a7
[
13
19

9
5
30
107
22

131

167
23

70

12
7

43

Primér denzit
5 7 9 11 13 15 17 19

Pramér denzit - puriny
5 7 9 1113 15 17 19

M 100 %

[ 90-<100 %
80 - <90 %
70 - <80 %
60 - <70 %

[ 50 - <60 %

M <50 %

Obr. 7.14 Grafické znazornéni procentualni Gspésnosti identifikace sekvenci do ¢eledi ze
souboru BEPAL.

Charadriidae
Scolopacidae
Sternidae

Median denzit
Kons. s 7 9 111315 17 19

Cardinalidae
Emberizidae
Fringillidae
Hirundinidae
Icteridae
Mimidae
Motacillidae
Parulidae
Thraupidae
Tityridae
Troglodytidae
Turdidae
Tyrannidae

Picidae

Primér denzit

5 7 9 1113 15 17 19

30
107
22
131
167
23
70
[ 50-<60%
12
71 B <50 %
43

Praimér denzit - puriny

5 7 9 11 13 15 17 19

M 100 %

[0 90 - <100 %
80 - <90 %
70 - <80 %
60 - <70 %

Obr. 7.15 Grafické znazornéni procentualni Gsp&snosti identifikace sekvenci do fadu ze
souboru BEPAL.

Celed’ Accipitridae ma v souboru 12 sekvenci a vSechny jsou rodové referencni a

celed’ Falconidae ma v souboru 12 sekvenci jednoho referencniho rodu 5 rznych

druhti. Z 37 sekvenci Celedé Anatidae jich 24 nema rodového zastupce v referenci.

Celed’ Caprimulgidae ma v souboru 6 sekvenci dvou druhti stejného referenéniho rodu.
U celedé¢ Ardeidae jsou 3 sekvence z 5 druhové referencni, celed Cuculidae je
V souboru zastoupena 9 sekvencemi dvou druhii rodu Cuculus, ktery nebyl pouzit pro
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tvorbu referenci, a Celed Columbidae ma 11 rodové referennich sekvenci z 19.
Vsechny sekvence téchto ¢eledi byly bezchybné identifikovany vSemi ¢tyimi metodami
pii vSech délkach vypocetniho okna.

Celed’ Rallidae mé v souboru pouhych 5 sekvenci, pfi¢emz jedna je druhové a jedna
rodove referencni. Chybné byly identifikovany metodami RM a RP pouze nereferencni
sekvence pfi nékterych délkach vypocetniho okna.

Vsech 30 sekvenci ¢eled¢ Charadriidae je rodové referen¢nich. Metoda RK a
metoda RM pfi kratSich vypocetnich oknech Spatn¢ identifikovaly nejen do Celedé ale 1
do fadu sekvence druhu Charadrius dubius; ostatni dvé metody byly bezchybné. Celed
Scolopacidae ma v souboru 107 sekvenci, z nichz 52 je rodové referen¢nich. VSechny
metody chybovaly pouze v identifikaci nereferen¢nich sekvenci, pfedev§im v rodech
Limosa, Numenius a Xenus, pfi¢emz metoda RP-RY chybovala pouze se sekvencemi
rodu Numenius, ale pfifadila je oproti ostatnim dvéma metodam alespon k piibuzné
Celedi Charadriidae. Pfesné¢ polovina z 22 sekvenci celedé¢ Sternidae je rodoveé
referencni a Zadna z metod u té€chto sekvenci nechybovala.

Celed’ Emberizidae je v souboru zastoupena 131 sekvencemi, z nichZ viak ani jedna
neni ani rodové referencni, a jejich identifikace byla zna¢né problémova pro vSechny
metody. Podobné malo Gspésna byla identifikace sekvenci ¢eled¢ Fringillidae. Ze 167
sekvenci jich 57 je rodové referencnich, z nichZ nékteré byly také Spatné identifikovany,
predev§im druhu Carduelis flammmea. Stejné jako v piipadé predchazejiciho souboru,
byly sekvence téchto Celedi pfifazovany k blizce ptibuznym celedim Icteridae a
Thraupidae. O né€co malo 1épe dopadla identifikace 23 sekvenci ¢eledé Hirundinidae,
Z nichZ 5 je druhové referenc¢nich I kdyZ uspéSnost metod RK, RM a RP byla vcelku
nizka, purinové identifikace byla naopak bezchybna. Sekvence ¢eledé Motacillidae byly
také identifikovany s malou uspéSnosti az na metodu RP-RY. Pfes polovinu sekvenci je
rodové referencnich a tyto sekvence byly vétSinou identifikovany spravné. Posledni
Vv souboru pfitomné celedé fadu Passeriformes jsou Troglodytidae a Turdidae. Prvné
zminény ma v souboru 12 sekvenci jednoho rodové referencniho druhu. Kromé ptipadt
s nejkrat$imi vypocetnimi okny pro RM a RP byly metody v identifikaci 100% Gsp&s$né.
Druhé zminéna ¢eled’ ma v souboru 71 sekvenci 12 druht jednoho referen¢niho rodu a
byly vzdy bezchybné identifikovany.

Celed’ Picidae je v souboru zastoupena 43 sekvencemi, kde 10 jich je rodové
referen¢nich. Metoda RM chybovala pouze v jedné sekvenci druhu Jynx torquilla,
stejné tak metoda RP, kromé pfipadu s nejkratSim vypocetnim oknem, kde 1 tuto
sekvenci identifikovala dobfe, a metoda RP-RY chybovala s touto sekvenci pro okno
W=19 nukleotidu.

Ze 7 sekvenci ¢eled¢é Podicipedidae neni pouze jedna rodové referenéni a vSechny
sekvence byly spravné klasifikovany vSemi metodami.

Ze 17 sekvenci Celedé Strigidae jsou 3 druhové referencni a 7 rodové referencni.
Metoda RK chybovala ve dvou rodové referenc¢nich sekvenci, metoda RM byla
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v identifikaci perfektni do velikosti vypocetniho okna W=17 nukleotidi vcetné¢,
nasledné chybovala v jedné nereferencéni sekvenci. Metody RP a RP-RY byly
bezchybné.

Z hlediska faktu, ze byly analyzovany sekvence euroasijskych populaci ptaki,
pificemz reference byly vytvofeny =z jihoamerickych populaci, tak je vysledek
identifikace do ¢eledi/fadl vynikajici predevsim pro metodu purinové identifikace.

Soubor obsahuje mnozstvi Celedové nereferencnich sekvenci predevsim z tadu
Passeriformes, kterych je dokonce vice nez sekvenci odpovidajicich referen¢nim
Celedim, viz Tab. 7.8. Konkrétn¢ téchto sekvenci bylo 732 a vSechny metody
identifikace dokazaly tyto sekvence pfifazovat K piibuznym ¢éeledim s vysokou mirou
uspé&snosti nad 96 %. Stejné vysoce Uspé€Sné byly metody, kromé RK, s pfifazovanim
k piibuznym ¢eledim 39 sekvenci fadu Charadriiformes, kde metoda purinové
identifikace byla dokonce pii vSech délkach vypocetniho okna bezchybna. Nulovou
uspésnost vykazaly vSechny tfi metody se sekvencemi ostatnich fadi.

Tab. 7.8 Primérné uspésnosti identifikace do ada pro sekvence
nereferenc¢nich ¢eledi souboru BEPAL.

Uspésnost [%0]

Rad Potet RK RM RP RP-RY
Columbiformes 4 0,00 0,00 0,00 0,00
Coraciiformes 22 0,00 0,00 0,00 0,00
Gruiformes 1 0,00 0,00 0,00 0,00
Charadriiformes 39 33,33 93,69 89,15 100,0
Passeriformes 732 98,63 96,06 97,16 98,79
Pelecaniformes 2 0,00 0,00 0,00 0,00

7.2.6 SouBOR SWEBI

Soubor SWEBI (Birds of Scandinavia — Swedish birds) obsahuje celkem 477 sekvenci,
z nichz 25 neni ani fadové referencnich. Sekvenci nalezejicich do referencnich celedi je
celkem jen 281. Na Obr. 7.16 je graficky znazornéna tspésnost identifikace téchto
sekvenci do ¢eledi a na Obr. 7.17 pak do radu.

Ptes polovinu z 24 sekvenci ¢eledé Accipitridae je rodové referencénich. Metoda RM
chybovala pouze v jedné az dvou sekvencich nereferen¢niho druhu Pernis apivorus pii
delsich vypocetnich oknech.

Zadna z metod v identifikaci do &eledi nechybovala u nasledujicich eledi. Jedenact
sekvenci ¢eled¢ Falconidae nalezi 6 druhim referen¢niho rodu Falco. Z 50 sekvenci
eledé Anatidae jich 20 je rodové referenénich. Celed’ Caprimulgidae ma v souboru
pouze dv¢ sekvence, ¢eled’ Ardeidae tii sekvence a ¢eled’ Columbidae 7 sekvenci, které
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jsou viechny rodové referenéni az na dvé sekvence z posledné zminéné ¢eledé. Celed’
Cuculidae ma v souboru dvé nereferenéni sekvence.

Median denzit Pramér denzit Pramér denzit - puriny
5 7 9 1113 15 17 19 5 7 9 1113 15 17 19

Kons. s 7 9 111315 17 19

Accipitridae 24

Falconidae 11

Anatidae 50

Caprimulgidae 2

Ardeidae 3

Columbidae 7

Cerylidae

Cuculidae 2 - 100 %
Rallidae 9

Charadriidae 13 [ 90-<100%
Scolopacidae 40

Sternidae 11 80 -<90 %
Cardinalidae

Emberizidae 12 70 -<80 %
Fringillidae 32

Hirundinidae [ 60 - <70 %
Icteridae

Mimidae [ 50 - <60 %
Motacillidae 8 T

Parulidae M <50 %
Thraupidae

Tityridae

Troglodytidae 2

Turdidae 10

Tyrannidae

Picidae 14

Podicipedidae 5

Psittacidae

Strigidae 20

Trochilidae

Obr. 7.16 Grafické znazornéni procentualni Gsp&snosti identifikace do ¢eledi sekvenci ze
souboru SWEBI.

Median denzit Pramér denzit Prdmér denzit - puriny
Kons. s 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19

Charadriidae 13

Scolopacidae 40

Sternidae 11 M 100%
Cardinalidae

Emberizidae 12 [0 90-<100%
Fringillidae 32

Hirundinidae [ 80-<90 %
Icteridae

Mimidae 70 -<80 %
Motacillidae 8

Parulidae 60-<70 %
Thraupidae

Tityridae [ 50-<60%
Troglodytidae 2

Turdidae 10 M <50 %
Tyrannidae

Ficidae 14

Obr. 7.17 Grafické znazornéni procentualni Gsp&snosti identifikace do fadu sekvenci ze
souboru SWEBI.

Z 9 sekvenci celed¢ Rallidae jsou 4 rodové referencéni. Metody RM a RP chybovaly
v nereferencnich sekvencich. VSech 13 sekvenci celedé Charadriidae je rodové
referenéni. U vSech metod patiila vétSina Spatné identifikovanych sekvenci k druhu
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Charadrius dubius. Pies polovinu sekvenci Celedé Scolopacidae je také rodové
referenCnich a vSechny metody Spatné identifikovaly predevSim sekvence druhu
Numenius arquata. V piipadé sekvenci téchto dvou ¢eledi nebyla pro metody RK, RM a
RP bezchybna ani identifikace do fadu. U celed¢ Sternidae jich 6 z 11 je rodové
referené¢nich a jedna druhové referenéni. Zadna z metod pii identifikaci téchto sekvenci
nechybovala.

Sekvenci z fadu Passeriformes odpovidajicich referenénim ¢eledim je veelku malo a
stejné jako v ptipad¢ piedchozich souborl, vykazuji sekvence celedi Emberizidae a
Fringillidae velmi nizkou uspésnost identifikace, nebot’ jsou piifazovany k jinym blizce
ptibuznym ¢eledim. Taktéz ¢eled¢ Hirundinidae a Motacillidae byly metodami RM a
RP pftifazovany s nizkou UspéSnosti oproti metodé RP-RY, kterd pfifazovala sekvence
bezchybné. VSechny metody byly maximalné uspéSné se sekvencemi Cceledi
Troglodytidae a Turdidae.

Ze 14 sekvenci celedé Picidae jsou jen 4 z nich rodové referencni. Veskeré chyby
pfi identifikaci se tykaly pouze dvou sekvenci nereferen¢niho druhu Jynx torquilla, jako
tomu bylo i vsouboru BEPAL. VSech 5 sekvenci ¢eledé¢ Podicipedidae je rodové
referencnich a byly bezchybné identifikovany. U ¢eledé Strigidae jsou z 20 sekvenci 2
druhové a 14 rodové referencnich. Az na jednu sekvenci (druhové referencni) pro okna
délek od 15 nukleotidi a metodu RM byla identifikace perfektni.

V souboru je také mnozstvi sekvenci nereferen¢nich Celedi ale referen¢nich tadu.
Stejn€ jako v predeslych souborech byly vSechny metody schopny s vysokou mirou
uspésnosti spravné zatadit sekvence k pfibuznym celedim fadi Charadriiformes a
Passeriformes. U ostatnich fadu byla identifikace viceméné netispésna, viz Tab. 7.9.

Tab. 7.9 Primérné Gspé&snosti identifikace do fadu pro sekvence
nereferencnich Celedi souboru SWEBI.

Uspé&nost [%0]

Rad Potet RK RM RP RP-RY
Accipitriformes 2 0,00 38,46 5385 15,38
Coraciiformes 4 0,00 0,00 0,00 0,00
Gruiformes 2 0,00 0,00 0,00 0,00
Charadriiformes 34 70,59 94,34 96,61 100,0
Passeriformes 120 96,67 96,09 97,12 98,72
Pelecaniformes 7 0,00 0,00 0,00 0,00
Strigiformes 2 100,0 7,69 1000 0,00

7.2.7 SouBor NORBI

Soubor NORBI (Birds of Scandinavia — Norwegian birds) obsahuje celkem 480
sekvenci prevazné stejnych druht jako ptedchozi soubor SWEBI ale jedna se o jiné
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populace. Na Obr. 7.18 je graficky znazornéna uspésnost identifikace téchto sekvenci
do Celedi a na Obr. 7.19 pak do fada.

Median denzit Pramér denzit Pramér denzit - puriny
Kons.s 7 5 11123151719 5 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19

Accipitridae 17 E

Falconidae 11
Obr. 7.18 Grafické znazornéni procentualni Gsp&snosti identifikace do ¢eledi sekvenci ze

Anatidae 38
Caprimulgidae
souboru NORBI.

Ardeidae 1
Columbidae 6
Cerylidae

Cuculidae 2
Rallidae 7
Charadriudae 9
Scolopacidae 44
Sternidae [
Cardinalidae
Emberizidae 12
Fringillidae 39
Hirundinidae 6
Icteridae

Mimidae

Motacillidae 21
Parulidae

Thraupidae

Tityridae
Troglodytidae 2
Turdidae 13
Tyrannidae

Picidae 14
Podicipedidae 6
Psittacidae

Strigidae 17
Trochilidae

M 100 %
[ 90-<100%
80 - <90 %

70 -<80 %

60 - <70 %

[ 50-<60%
B <50 %

Median denzit Pramér denzit Prdmér denzit - puriny
Kons. s 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19 5 7 9 11131517 19

Charadriidae 9
Scolopacidae 44

Sternidae [i} M 100%
Cardinalidae

Emberizidae 12 [0 90-<100%
Fringillidae 39

Hirundinidae [ 80-<90 %
Icteridae

Mimidae 70 -<80 %
Motacillidae 21 P

Parulidae 60-<70 %
Thraupidae

Tityridae [ 50-<60%
Troglodytidae 2

Turdidae 13 M <50 %
Tyrannidae

Ficidae 14

Obr. 7.19 Grafické znazornéni procentualni Gsp&snosti identifikace do fadu sekvenci ze
souboru NORBI.

Vsechny metody byly schopny perfektné identifikovat pro cely rozsah délek
vypocetniho okna cCeledé Accipitridae, Anatidae, Ardeidae, Columbidae, Cuculidae,
Falconidae, Podicipedidae, Sternidae, Troglodytidae a Turdidae. Pro ostatni ¢eledé, u
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jejichz sekvenci se vyskytovalo pfifazovani k nespravné celedi, plati, ze metoda
purinové identifikace davala nejlepsi vysledky, az na ¢eled Emberizidae, u které
selhavaly vSechny metody.

Co se tyce prifazovani k ¢eledim jin¢ho fadu, nez kam sekvence skutecné patii, tak u
fadu Passeriformes se zadna takova chyba nevyskytla a purinova identifikace opét dava
obecné nejlepsi vysledky.

Uspé$nost piifazovani sekvenci nereferenénich &eledi ale referenénich ¥ada byla
opét jako v piedeSlych souborech vysoka pro sekvence tada Charadriiformes a
Passeriformes a nizka nebo vétsinou nulova u ostatnich fada, viz Tab. 7.10

Tab. 7.10 Pramérné uspésnosti identifikace do fadu pro sekvence
nereferenc¢nich celedi souboru NORBLI.

I'Jspéénost [%]

Rad Potet RK RM RP RP-RY

Accipitriformes 3 66,66 38,89 41,67 20,51
Coraciiformes 1 0,00 0,00 0,00 7,69
Gruiformes 2 0,00 0,00 0,00 0,00
Charadriiformes 35 60,00 96,70 98,90  100,0
Passeriformes 140 97,86 95,99 95,88 99,34
Pelecaniformes 4 0,00 0,00 0,00 5,77

7.3 SHRNUTI

Identifikace do ¢eledi byla v souétu provedena na 3244 sekvencich patiicich do 30
riznych Celedi. Referenci celedi bylo 38. Osm zreferen¢nich celedi nemélo
v analyzovanych souborech zadného zastupce. Reference celedi byly vytvotfeny jako
konsenzualni sekvence (RK) z vicenasobné zarovnanych sekvenci, median ND vektort
(RM), primér ND vektorti (RP) a pramér ND vektorti pouze purinovych nukleotida
(RP-RY). Nukleotidové denzitni vektory byly pocitany pro rozsah vypocetnich oken
W=5 az W=19 nukleotidi. Obr. 7.20 znazornuje vazené pruméry uspésnosti identifikace
do celedi a fada v zavislosti na velikosti vypocetniho okna, kromé metody RK, kterd se
v okné nepotita. Uspé&nost identifikace do ¢eledi pro metody RM, RP a RP-RY ma
mirn¢ klesajici zavislost na velikosti vypocetniho okna, pfi¢emz metody medianu a
praméru ND vektortt maji velmi podobné vysledky. Metoda priméru purinovych ND
vektori ma piiblizné o 8 % vysSi uspeSnost nez obé diive zminéné metody a to
konkrétné pro celedé¢ 96,24 % pro okno délky W=5 nukleotidii, coz je pro celedé
nejlepsi vysledek ve vazeném primeéru pro viechny soubory. Uspé&$nost identifikace do
fadu se pro vSechny tfi metody liSi jen malo a pro vSechny metody jsou uspésnosti nad
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98 %. Metody medianu a praméru ND vektort dosahly maxima pro okna délek W=15 a
W=17 nukleotidi. Nejlepsich vysledkii pro fady opét dosdhla metoda purinové
identifikace RP-RY, ktera pro okna délek W=5 az W=17 nukleotidi méla 100%
uspesnost pro vSechny soubory. Metoda konsenzudlni sekvence RK, ktera slouzila jako
,standardizovana® metoda dévala vysledky srovnatelné s metodami medianu a priméru
ND vektori.

100 * *- + >4 - <
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Délka vypoéetniho okna [nukleotidi]

Obr. 7.20 Vazené pramérné uspésnosti identifikace sekvenci ze v§ech souboru do ¢eledi a fadt
v zavislosti na velikosti vypocetniho okna. RK — metoda konsenzualni sekvence, RM — metoda
medidnové denzity, RP — metoda primérné denzity, RP-RY — purinova identifikace.

Nejmensi uspéSnosti pii identifikaci do celedi mély sekvence nalezici do celedi
Cardinalidae, Emberizidae a Fringillidae z tadu Passeriformes, které byly nespravné
pfifazovany predevsim k ¢eledim Icteridae, Parulidae nebo Thraupidae ze stejného fadu.
Vsechny tyto zminéné Geledé patii do jedné podskupiny zpévnych ptakd. Celed
Motacillidae, kterd ma také nizkou UspésSnost identifikace, patii do stejné nadceledi jako
vySe zminénd skupina, a jeji sekvence byly pfifazovany pravé k témto celedim.
Nejvyraznéjsi zlepSeni UspéSnosti pfifazovani k celedim vykézala metoda purinové
identifikace pravé u téchto problematickych blizce ptibuznych celedi.

Na Obr. 7.21 je graficky znazornéna procentudlni uspésnost identifikace do celedi
pro vSechny soubory dohromady (mimo referen¢ni soubor BARG) a na Obr. 7.22 je
znazornéna procentualni uspéSnost identifikace vSech sekvenci do tadt. Z téchto
obrazku je patrna vyrazné vétsi ispéSnost metody identifikace zalozené na porovnavani
sekvence s referencemi spocitanymi jako primér nukleotidovych denzitnich vektort
purinovych nukleotidu.
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Accipitridae
Falconidae
Anatidae
Caprimulgidae
Ardeidae
Columbidae
Cerylidae
Cuculidae
Rallidae
Charadriudae
Scolopacidae
Sternidae
Cardinalidae
Emberizidae
Fringillidae
Hirundinidae
Icteridae
Mimidae
Motacillidae
Parulidae
Thraupidae
Tityridae
Troglodytidae
Turdidae
Tyrannidae
Picidae
Podicipedidae
Psittacidae
Strigidae
Trochilidae

Median denzit
Kons. s 7 9 111315 17 19

Primér denzit
5 7 9 11 13 15 17 19

Pramér denzit - puriny
5 7 9 1113 15 17 19

M 100 %

[ 90-<100 %
80 - <90 %
70 - <80 %
60 - <70 %

[ 50 - <60 %

M <50 %

122
64
541
32
69
77
10
26
46
87
314
79
25
324
290
55
84
25
111
161
2
2
53
178
79
174
33
9
147
25

Obr. 7.21 Grafické znazornéni procentudlni Gsp&snosti identifikace do ¢eledi sekvenci ze vSech
analyzovanych soubort.

Median denzit
Kons. s 7 9 111315 17 19

Primér denzit

5 7 9 1113 15 17 19

Prdmér denzit - puriny

5 7 9 1113 15 17 19

Charadriidae 87

Scolopacidae 314

Sternidae 79 M 100%
Cardinalidae 25

Emberizidae 324 [0 90-<100%
Fringillidae 200

Hirundinidae 55 80-<90 %
Icteridae 84

Mimidae 25 70 -<80 %
Motacillidae 11

Parulidae 161 60 -<70 %
Thraupidae 2

Tityridae 2 [ 50-<60%
Troglodytidae 53

Turdidae 178 M <50 %
Tyrannidae 79

Picidae 174

Obr. 7.22 Grafické znazornéni procentualni uspésnosti identifikace do fadu sekvenci ze vSech
soubort.

1.4 Diskuze

Identifikacni analyza ukézala, Ze referencni nukleotidové denzitni vektory vytvorené
jako prumér jen purinovych nukleotidi nejlépe ze vSech testovanych pfistupt
charakterizuji jednotlivé celedé i tady. Metoda je samoziejmé tUzce provazana
s vlastnosti pouzitych DNA barcodingovych sekvenci. Vhodnost téchto veelku kratkych
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sekvenci k tfidéni sekvenci podle jejich podobnosti do vyssich taxonomickych skupin je
diskutabilni. Nepiedpoklada se, ze by cCast rychle mutujiciho mitochondridlni genu
mohla nést dostatek informace o pfislusnosti druhu do vyssi taxonomické skupiny, které
byly vytvofené¢ piedev§im na zdkladé¢ morfologické podobnosti. Zde prezentovana
identifika¢ni analyza ukazala, ze vhodné zvolena metoda muze mezi sekvencemi pro
vysSi taxonomické skupiny nez je druh ¢i rod nalézt sdilené podobnosti a podle téchto
podobnosti uréit pfisluSnost dalich sekvenci k taxonomickym skupinam. Na zaklad¢
vysledkii lze tvrdit, ze ackoliv byly reference pro jednotlivé celedé¢ vytvoreny
z omezen¢ho poctu druht ptakd vyskytujicich se v ¢asti Jihoamerického kontinentu,
byla jejich podobnost se sekvencemi ptakt z jinych kontinentti dostate¢na k tspéSnému
pfifazeni k vys§i taxonomické skupiné, a tudiz DNA barcodingové sekvence nesou
dostatek informace o pfislusnosti druhti k vy$§im taxonomickym skupinam, jako jsou
Celed¢ a tady. Samoziejmé tento poznatek nelze zobecnit na vSechny skupiny
organismul.

V impaktovaném periodiku byla za poslednich 5 let publikovana pouze jedna prace
ptimo se zabyvajici identifikaci sekvenci do vysSich taxonomickych skupin. Wilson a
kol. vyhodnocovali uspésnost identifikace sekvenci lisajovitych motyla (Celed
Sphingidae) do vyssich skupin jako je rod, tribus a podéeled’ v ptipadé, ze sekvence
stejného druhu se v databdzi nenachazi. Testovdno bylo 118 sekvenci, které byly
porovnavany s 1095 sekvencemi, jez tvofily referen¢ni databazi, z které bylo postupné
odstraniovano urcité procento sekvenci. Identifikace probihala na principu vytvareni
fylogenetickych stromii metodou NJ z K2P distanci a analyzovand sekvence byla
pfifazena k té¢ taxonomické skupiné, se kterou tvofila ve stromu shluk. Pfifazeni bylo
ovlivnéno riiznymi moZznostmi topologie shlukd. Nejvyssi uspéSnost tohoto piistupu
byla 83 % pfifazeni do rodu, 74 % do tribusu a 90 % do podceledi. [174)

V této praci navrZena a testovana metodika zaloZena na nukleotidovych denzitnich
vektorech dosédhla na jinych a rozsdhlejSich datech srovnatelnych ¢i lepSich vysledki.
Nejlepsich vysledki dosédhla metoda zaloZena na porovnavani s referencemi celedi
vypocitanych jako primér nukleotidovych denzitnich vektori jen purinovych
nukleotid. Nejlepsi uspésnosti této metody bylo dosaZzeno pro vypocetni okno W=5
nukleotidl v priméru pro vSechny sekvence a vSechny celed¢. Z 30 referencnich Celedi,
které¢ mély v testovanych souborech svoje zéastupce, jich metoda RP-RY pro vypocetni
okno W=5 nukleotidi 100% spravné identifikovala 24, coz v sumé predstavuje
2221sekvenci. U dalSich 6 ¢eledi (1023 sekvenci) neklesla uspésnost pod 80 %. Celkem
bylo z3244 sekvenci spravné identifikovano do &eledi 3122 sekvenci. Spatné
identifikovanych sekvenci bylo 122 (pfevdzné z celedé¢ Emberizidae), které byly
pfifazovany alesponl k blizce ptibuznym celedim. Identifikace do fadi byla pro okno
W=5 nukleotidii bezchybna.

Vynikajici GspéSnost této metody oproti ostatnim metodam, které porovnavaji
zastoupeni vSech nukleotidii v sekvencich, je nejpravdépodobnéji zplisobend vysokou
konzervativnosti pozic purinovych nukleotida.
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8 ANALYZA DENDROGRAMU

V piipad¢ databaze BOLD, ktera je v DNA barcodingu nejobséahlejsi, je identifikace
druhti z DNA barcodingovych sekvenci zalozena na vyhledani homolognich sekvenci
v databazi pomoci algoritmu BLAST. Stejny algoritmus se k ucelu vyhledavani
nejpodobnéjsich sekvenci pouziva i v databazi GenBank, ktera také obsahuje mimo jiné
stejnd data jako databaze BOLD. Dal$im nastrojem analyzy sekvenci, ktery databaze
BOLD poskytuje (k 31. 7. 2015), je vytvofeni dendrogramu ze sekvenci jednotlivych
projekti (soubor sekvenci urcité lokality nebo skupiny organismil). Dendrogram je
konstruovan metodou spojovani sousedi (neighbor-joining) z p-distanci mezi
sekvencemi, které mohou byt upraveny korekci Jukesovym-Cantorovym (JC) nebo
dvou-parametrickym Kimurovym (K2P) evoluénim modelem. Databaze vSak
neumoziuje cileny vybér sekvenci ke konstrukci dendrogramu, Ize pouzit pouze jeden
konkrétni projekt sekvenci s vybérem minimalni délky sekvenci, které budou pouzity.

Byla provedena srovnavaci analyza dendrogrami vybranych dataseti sekvenci,
které byly pouzity k identifikaéni analyze do druht a celedi (viz kapitola 6 a 7).
Konstruovany byly dendrogramy metodou spojovani sousedl na zaklad¢é ¢ty metod
vypoctu vzdalenosti sekvenci. Prvni a druha metoda odpovida standardni metodice
pouzivané v databazi BOLD, tj. vypocet p-distanci s korekci Jukesovym-Cantorovym a
dvou-parametrickym Kimurovym evolu¢nim modelem ze zarovnanych sekvenci. Tieti
metoda pocitda Euklidovské vzdalenosti mezi nukleotidovymi denzitnimi vektory
sekvenci pro vSechny Ctyfi typy nukleotidi (END) a ¢tvrta metoda pocita Euklidovské
vzdalenosti pro sumu nukleotidovych denzitnich vektor purinovych nukleotidii
(PEND). Pro vypocet nukleotidovych denzitnich vektorti byly pouzity vypocetni okna
délek 3, 5, 7 a 9 nukleotidii. Pro vykresleni vSech ¢tyf druhii dendrogramii a nasledné
porovnavani byly pouZity pouze informace o uspofadani uzli; délka vétvi porovnavana

nebyla.

Datasety sekvenci pro konstrukci dendrogrami obsahovaly vsechny sekvence
daného DNA barcodingového projektu pro vybranou skupinu organismi.
K vyhodnoceni stromi byla pouzita jednoducha metrika nezavisla na subjektivnim
hodnoceni spravnosti/nespravnosti pfifazeni sekvence do shluku. Navrzena metodika
pouze pocita poméer mezi poctem vétvi stromu vici poctu taxonomickych jednotek.
Vytvofené dendrogramy pro jednotlivé datasety a metodu vypoctu vzdalenosti byly
kondenzovany pro druh, rod a vyssi taxonomickou skupinu (Celed’, nadceled’, apod.).
Kondenzace dendrogramu znamena, ze v pfipadé dvou listl (koncovych vétvi) majici
spole¢ny uzel a patiici ke stejnému druhu, je jeden z téchto listd (libovolny) a uzel
odstranény. Tento krok se opakuje, az nejsou ve stromé zadné dva listy ve stejném uzlu
nalezici ke stejnému druhu. Kondenzace pro rod i vyss$i taxonomickou skupinu je
obdobna. Piiklad kondenzace viz Obr. 8.1.
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a) Anas acuta 1 b) c) d)

Anas acuta 2 Anas acuta

Anas
Branta bernicla 1 Branta bernicla

Branta Anatidae
Anas acuta 3 Anas acuta —{

Anas Accipitridae
Accipiter gentilis 1 Accipiter gentilis

Accipiter VLP = 2/2
Accipiter gentilis 2 Accipiter nisus
Accipiter nisus 1 Accipiter nisus RLP = 4/3
Accipiter nisus 2 DLP = 6/4

Obr. 8.1 Kondenzace dendrogramu: a) originalni dendrogram, b) kondenzace pro druh, c)
kondenzace pro rod a d) kondenzace pro celed’.

Kondenzaci se odstrani nadbyte¢né listy pro skupinu sekvenci stejného druhu a ve
stromu zlstane misto vétve s mnozstvim listd pouze jeden reprezentativni list.
V idealnim ptipadé pak strom po kondenzaci pro druh obsahuje pouze stejny pocet listii
jako je celkovy pocet druhd v datasetu. V ptipadé, Ze néktery druh ma vysokou
vnitrodruhovou variabilitu a v souboru se vyskytuji sekvence jiného blizce ptibuzného
druhu, pak mohou byt sekvence téchto druhli uspotfadany v jedné vétvi a po kondenzaci
nemusi byt tyto druhy reprezentovany pouze dvéma listy. Obdobné to plati také pro
rody a vyssi taxonomickou skupinu. Vliv méa samoziejmé i metoda vypoctu vzdalenosti
sekvenci. Kondenzované dendrogramy tedy reflektuji jednak kvalitu sekvenci a také
pouzitou metodu vypoctu vzdalenosti sekvenci.

Uspésnost kondenzace dendrogramu lze jednoduse vyhodnotit pomérem mezi
poctem listd a poctem taxonomickych jednotek v souboru:

- pomér poctu listt kondenzovaného dendrogramu pro druh k poétu druhd
v datasetu (pomér DLP),

- pomeér poctu listd kondenzovaného dendrogramu pro rod k poctu rodd v datasetu
(pomér RLP),

- pomér poctu listi kondenzovaného dendrogramu pro vysSi taxonomickou
skupinu (napt. ¢eled) k poctu téchto skupin v datasetu (pomér VLP).

V idealnim ptipad¢ by vSechny zminéné poméry mély mit hodnotu 1. Hodnota
poméru v podstaté vyjadiuje do kolika vétvi je kazdd z taxonomickych jednotek
pramérné rozdélena. Pokud nebudeme uvazovat vliv metody konstrukce dendrogramu,
pak ma na hodnotu vySe definovanych poméra ptedev§im vliv vnitrodruhova a
mezidruhové variabilita a schopnost metody kvantifikace podobnosti sekvenci tyto
variability charakterizovat. A dale u pomérd RLP a VLP hraje roli, jakou mérou
reflektuji DNA barcodingové sekvence rozdéleni druhd do vys$Sich taxonomickych
skupin.

Jelikoz nékteré soubory sekvenci, pro které byly dendrogramy konstruovany,
obsahovaly 1 sekvence, jejichz pfisluSnost k druhu byla identifikaéni analyzou
zpochybnéna, ¢i maji sekvence n¢kterych druhli zna¢né vysokou anebo prekryvajici se
vnitrodruhovou variabilitu, pak hodnoty pomértt DLP musi byt vyssi nez 1.
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Dendrogramy byly zkonstruovany pro projekty CUCAD, GBAP, MNCN, BCBNC a
BARG. V Tab. 8.1 jsou shrnuty kondenza¢ni poméry DLP, RLP a VLP pro jednotlivé
soubory a metody vypoctu distanci mezi sekvencemi.

Tab. 8.1 Poméry poctu vétvi kondenzovanych dendrogramti pro vybrané DNA

barcodingové projekty.
Parametr Parametr
Projekt Pocet | Metoda DLP RLP VLP | Metoda DLP RLP VLP
CUCAD  Sekvenci 716 JC 126 135 283 K2p 126 135 250

Druhd 54 END3 1,11 112 183 |PEND3 109 108 1,67
Rodi 26 END5 111 112 150 | PEND5 109 108 1,67
Nadceledi 6 END7 1,11 112 183 |PEND7 109 108 1,67
END9 111 119 233 |[PEND9 109 108 1,67

GBAP Sekvenci 1515 JC 131 236 76,33 K2p 1,28 230 76,33
Druhtt 475 END3 132 196 2500 |PEND3 133 183 19,67

Rodii 166 END5 124 189 2433 |PEND5 132 189 21,33

Radi 3 END7 124 189 2533 |PEND7 129 187 23,00

END9 123 191 2767 |PEND9 129 184 25,00

MNCN  Sekvenci 758 JC 305 3,09 7,67 K2P 1,05 1,03 150
Druhd 42 END3 1,07 106 150 [ PEND3 123 1,09 1,50

Rodd 35 END5 1,07 106 233 |[PEND5 1,19 106 1,83

Radi 6 END7 107 106 233 |[PEND7 1,19 106 1,50

END9 105 106 233 |[PEND9 124 106 1,50

BCBNC  Sekvenci 840 JC 130 138 3,08 K2p 130 142 323
Druhit 96 END3 100 106 208 |[PEND3 191 104 154

Rodd 50 END5 100 106 231 | PEND5 164 106 1,62

Podceledi 13 END7 100 108 238 |PEND7 168 106 1,77

END9 100 120 292 |PEND9 155 106 1,77

BARG Sekvenci 1588 JC 105 111 227 K2Pp 1,04 1,10 242
Druht 498 END3 101 110 181 |PEND3 1,11 109 150

Roda 313 END5 1,02 110 185 |[PEND5 1,11 1,12 1,65

Radi 26 END7 101 109 215 |PEND7 112 1,10 1,73

END9 101 110 208 |PEND9 111 111 1,88

DLP — pomér kondenzace pro druh

RLP — pomér kondenzace pro rod

VLP — pomér kondenzace pro vyssi taxonomickou jednotku
END x, PEND x — kde x je velikost vypocetniho okna W
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Kondenzace dendrogramt zkonstruovanych z JC evolu¢nich distanci byla nejméné
uspesna ve vsech ptipadech, piipadné shodna s vysledky pro K2P distance. Poméry
kondenzace pro druh se casto blizi idealni hodnoté 1; nejlepSich vysledk bylo
dosazeno pro metodu vypoctu vzdalenosti END. Vliv velikosti vypocetniho okna je
velmi maly a neni mozné jednoznacné urcit, ktera z pouzitych velikosti je nejlepsi.
Vétsi pocet listli pro sekvence druhiti (pomér DLP) u dendrogrami konstruovanych
zhodnot PEND oproti END je zpusoben Kkonzervativnosti obsahu a pozic
purinovych/pyrimidinovych nukleotidi u blizce ptibuznych druht, jez se oddélily od
spolecného predka v neddvné dob¢. V takovém piipad¢ byly sekvence téchto druht
V jedné spolecné vétvi a tuto vétev nebylo mozné redukovat jen na jednoho zastupce pro
kazdy druh. Metoda vypoctu vzdéalenosti END byla tyto druhy schopna odlisit diky
zohlediiovani obsahu a pozic vSech druhti nukleotida.

Rozdéleni do vyssich taxonomickych jednotek je limitované informa¢nim obsahem
DNA barcodingovych sekvenci. Jelikoz se jedna o vcelku kratké, rychle mutujici
sekvence, nemusi byt dostatecn¢ odlisné mezi jednotlivymi druhy a zaroven dostatecné
shodné v ramci vys$s$i taxonomické skupiny jako jsou celedé ¢i tady. Identifikacni
analyza do ¢eledi pomoci porovnavani referen¢nich nukleotidovych denzitnich vektorti
pro celed¢ s nukleotidovymi denzitami analyzovanych sekvenci ukazala, ze DNA
barcodingové sekvence by mélo byt mozné k tomu ucelu pouzit s vysokou mirou
uspésnosti (viz kapitola 7).

V dendrogramech zkonstruovanych ze standardné pouzivanych evolu¢nich distanci
JC a K2P byly vyssi taxonomické skupiny rozdéleny do vice samostatnych vétvi nez
Vv piipad¢ dendrogrami zkonstruovanych ze vzdalenosti END a PEND. Je to pfedevs§im
pfipad souboru GBAP se sekvencemi obojZivelnikd, u nichZz se ukazalo jako
problémové nejen shlukovani podle druhi, ale 1 rodové rozdéleni a predev§im rozdéleni
do tii fadl bylo zna¢né nekonzistentni. Stromy zkonstruované ze vzdalenosti JC a K2P
maji nékolikanasobné vyssi hodnoty kondenzace do fadu nez stromy zkonstruované
Zz END a PEND vzdélenosti, avSak i pro tyto stromy jsou kondenza¢ni parametry
podstatné vyssi nez u souborl pro jiné skupiny organismu. Potvrzuje to stanovisko, Ze

¢ast genu coxl neni pro obojzivelniky vhodnou DNA barcodingovou sekvenci [68].

Ve vSech ptipadech byly dendrogramy vytvofené na zéklad¢ standardné pouzivané
p-distance s korekci Jukesovym-Cantorovym evoluénim modelem ,horsi“, co se tyce
poctu vétvi pro jednotlivé druhy, rody a celedé (pfipadné rody), nez dendrogramy
z Euklidovskych vzdalenosti mezi nukleotidovymi denzitnimi vektory vSech nukleotida
nebo jen sumy purinovych nukleotidi. Lze fici, Ze Euklidovska vzdalenost mezi
nukleotidovymi denzitnimi vektory dvou sekvenci je minimalné informacné
ekvivalentni standardné pouzivanym evolu¢nim distancim JC a K2P, i1 kdyZ jde o
deterministickou metriku bez vazby na evolu¢ni modely.
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Piiklad dendrogramii kondenzovanych pro rody souboru CUCAD viz Obr. 8.2, kde
je dobie patrny rozdil mezi poctem listli pro rody u jednotlivych metod kvantifikace

podobnosti mezi sekvencemi.
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Hydroptila
Glossosoma
Psychomyia
Neureclipsis
Chimarra
Hydropsyche
Cheumatopsyche
Arctopsyche
Banksiola
Ptilostomis
Agrypnia
Agrypnia
Phryganea
Arctopora
Lenarchus
Limnephilus
Grammotaulius
Limnephilus
Asynarchus
Agrypnia
Banksiola
Limnephilus
Apatania
Asynarchus
Asynarchus
Apatania
Brachycentrus
Lepidostoma
Oecetis
Triaenodes
Oecetis
Ceraclea
Mystacides
Molanna
Protoptila

b)

£
&
i

—L

Hydroptila
Glossosoma
Psychomyia
Neureclipsis
Chimarra
Hydropsyche
Cheumatopsyche
Arctopsyche
Agrypnia
Banksiola
Ptilostomis
Agrypnia
Agrypnia
Phryganea
Asynarchus
Apatania
Agrypnia
Banksiola
Limnephilus
Apatania
Asynarchus
Limnephilus
Grammotaulius
Limnephilus
Arctopora
Lenarchus
Brachycentrus
Lepidostoma
Oecetis

Hydroptila
Glossosoma
Hydropsyche
Cheumatopsyche
Chimarra
Psychomyia
Arctopsyche
Neureclipsis
Profoptila

Oecetis
Triaenodes
Ceraclea

Brachycentrus
Lepidostoma
] Brachycentrus
Apatania
Phryganea
Ptilostomis
Banksiola
Agrypnia
Asynarchus
Lenarchus
Arctopora
Limnephilus
Grammotaulius
Limnephilus
\—I

Mystacides
Molanna

Triaenodes
Oecetis
Ceraclea
Mystacides

Hydropsychoidea
= Philopotamoidea
= Hydroptiloidea

Phryganeoidea

u Limnephiloidea
= [ eptoceroidea

= Glossosomatoidea

Molanna
Protoptila

Obr. 8.2 Kondenzované dendrogramy pro rody projektu CUCAD sestrojené z: a) JC
evoluénich distanci, b) K2P evolu¢nich distanci a ¢) END 5 distanci. Barevné znacky

odkazuji na pfislusnost rodi k nadceledim.

Analyza zkonstruovanych dendrogramii ukézala, ze Euklidovské vzdalenosti mezi

nukleotidovymi denzitnimi vektory jednotlivych sekvenci jsou vhodnou kvantifikaci

podobnosti/nepodobnosti sekvenci pro ucely konstrukce dendrogramii z distan¢nich dat.
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9 ZAVER

Cilem dizerta¢ni prace bylo navrhnout numerickou reprezentaci DNA sekvenci, ktera
bude vhodna pro komparativni genomiku se zaméfenim na identifikaci druht, dale pro
tento ucel navrhnout vhodnou metodiku a provést verifikaci na souboru realnych dat.
Nukleotidové denzitni vektory byly navrzeny jako takovd vhodnd numericka
reprezentace, kterd vyjadiuje primérné zastoupeni jednotlivych druht nukleotidi
v definované¢ oblasti DNA sekvence. Pro kazdy typ nukleotidu je V posuvném
vypocetnim okné vypocitan samostatny Ciselny vektor primérného zastoupeni tohoto
nukleotidu. Vysledkem numerického mapovani DNA sekvence jsou pak 4 samostatné
vektory, které je mozné pro dalsi ucely napi. sumovat dle biochemickych vlastnosti
nukleotidii. Nasledné byla navrzena metodika porovnavani nukleotidovych denzitnich
vektord pro identifikacni ucely zalozend na vypoctu Euklidovské vzdalenosti mezi
denzitnimi vektory. Navrzena numericka reprezentace a metodika porovnavani byly
otestovany na rozsahlém souboru DNA barcodingovych sekvencich ziskanych z volné
dostupné databaze BOLD. Do testovacich dat byly zahrnuty vSechny tiidy celistnatych
obratlovcti a zbezobratlych pak zastupci chrostiki a komard. Kromé testovani
identifikace do druhti byla provedena i podobna analyza identifikace do Celedi a tadu
(vyssi taxonomické skupiny), k cemuz byly pouzity DNA barcodingové sekvence ptaki
zriznych kontinentli, a na zavér byla provedena jeSté komparativni analyza
dendrogrami konstruovanych ze standardné pouzivanych evolu¢nich vzdalenosti a
Euklidovskych vzdalenosti mezi nukleotidovymi denzitnimi vektory.

Pro identifikaci sekvenci do druhli byla c¢ast sekvenci pouzZita pro vytvofeni
druhovych referenci a druhd Cast dat byla nezavisle pfifazovana k vytvofenym
druhovym referencim. Druhové reference byly ziskany tak, Ze se kazda z pouZitych
sekvenci ptfevedla do formatu nukleotidovych denzitnich vektori, poté se takto
reprezentované sekvence patfici do jednoho druhu signalové zarovnaly, tj. naSla se
jejich vzajemna pozice s nejmensi Euklidovskou vzdalenosti mezi nukleotidovymi
denzitnimi vektory, a jako reference pak slouzil primér ze zarovnanych nukleotidovych
denzitnich vektort. Druhové reference byly pocitany pro razné velikosti vypocetniho
okna nukleotidovych denzitnich vektord v intervalu W=3 az W=25 nukleotidl. Nasledna
identifika¢ni analyza probihala tak, ze ,neznamd* sekvence byla pifevedena do
nukleotidovych denzitnich vektort, pak byla signalové zarovnana se vSemi referencemi
a piifazena byla ktomu druhu, sjehoz referenci méla nejmensi Euklidovskou
vzdalenost. Celkem bylo vytvofeno 751 druhovych referenci z 6035 sekvenci. Tyto
sekvence byly také verifikaéné identifikovany s nejlep§im vazenym primérem
uspesnosti identifikace 99,17 % pro délku vypocetniho okna W=9 nukleotidii. DalSich
7798 sekvenci bylo pouzitou pouze k identifikaci s nejlep§im vazenym primérem
uspésnosti identifikace 99,06 % také pro délku vypocetniho okna W=9 nukleotida.

Soubory sekvenci pouzité¢ k identifikacni analyze obsahovaly kromé druhové
referenCnich sekvenci také sekvence nepattici k referencnim druhtim, ale pattici do
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stejného rodu. Pro tyto rodové referencni sekvence byla také vyhodnocena tspéSnost
piifazeni k druhu stejného rodu. Nejlepsi vazeny primér uspéSnosti identifikace byl
91,04 % pro délku vypocetniho okna W=5 nukleotidti; pro okno W=9 nukleotidl byla
uspésnost 89,87 %.

V piipadé, Ze byla néktera sekvence pfifazovana k jinému a stile tomu stejnému
druhu pro vSechny nebo vétSinu délek vypocetnich oken, byly k této sekvenci
vyhledany nejpodobnéjsi sekvence algoritmem BLAST v databazi GenBank. Pokud se
vysledek BLASTu shodoval s pfifazenim identifikacni analyzy, pak bylo toto ptifazeni
brano jako spravné. Tyto ptipady signalizovaly, Ze dana sekvence patii k druhu
s vysokou vnitrodruhovou variabilitou, ktera se prekryva s jinym druhem, nebo je také
mozné, Ze jedinec organismu byl Spatné taxonomicky identifikovan. NeodliSitelnost
téchto druhtl byla potvrzena nejen vysledky vyhleddvani homolognich sekvenci pomoci
algoritmu BLAST, ale také konstrukci dendrogrami z Jukesovych-Cantorovych a
Kimurovych 2-parametrickych evolu¢nich vzdalenosti, kde nebyly sekvence téchto
druhd oddéleny v samostatnych vétvich. Tento fakt znedivéryhodniuje spolehlivost a
jednoznacnost DNA barcodingu pomoci ¢asti genu coxl, zvlasté v oblasti identifikace
blizce ptibuznych druha.

Pro identifikaci do celedi bylo vytvofeno 38 referenci Celedi z 1450 sekvenci 445
riznych druhi argentinskych ptdkl. Nasledné¢ bylo dalSich celkem 3244 sekvenci
pfifazovano k ¢eledim, pficemz tyto sekvence pochazely pfedevsim z ptakl ze Severni
Ameriky a Euroasijského kontinentu. Reference celedi byly vytvofeny tfemi pfistupy
zalozenymi na nukleotidovych denzitnich vektorech obdobné jako v piipad¢ druhovych
referenci. VSechny sekvence patfici druhim jedné celedé byly prevedeny na
nukleotidové denzitni vektory a byly signdlové zarovnany. Prvni metoda brala jako
referenci medianovou hodnotu ze zarovnanych ND vektort (RM), druha metoda brala
jejich primérnou hodnotu (RP) a tieti metoda brala primérnou hodnotu jen purinovych
nukleotidi (RP-RY). Pii identifikaci do ¢eledi byly analyzované sekvence pievadény do
nukleotidovych denzitnich vektord a byly signalové zarovnany ke vSem referencim
celedi. K celedim pak byly pfifazovany na zakladé¢ minimalni Euklidovské vzdalenosti
mezi ND vektory. Pro tvorbu referenci byly pouzity velikosti vypocetniho okna
v intervalu W=5 az W=19 nukleotidd.

JelikoZ neexistuje Z4dn4 standardni metodika identifikace sekvenci do vysSich
taxonomickych skupin, byla za ucelem porovnani vysledkli navrZena metodika co
nejvice vyuZzivajici standardné pouzivané ptistupy. Pro celedé byly vytvoieny
konsenzudlni reference tak, ze vSechny sekvence patfici k jedné ¢eledi byly vicenasobné
zarovnany a ze zarovnani byla odvozena konsenzualni sekvence, tj. sekvence slozena
z nukleotidl o nejvyssi Cetnosti na pozici. Analyzované sekvence pak byly pfifazovany
k té referen¢ni Celedi, se kterou méla nejmensi K2P vzdalenost (metoda RK).

»Standardni® metoda RK dosdhla priimérné tspesnosti identifikace do celedi 84,99
%, metoda RM dosahla primérné nejlepsi uspésnosti 86,12 % pro vypocetni okno W=7
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nukleotidli, metoda RP 88,13% pro vypocetni okno W=7 nukleotidi a celkové
nejlepSich vysledkti dosahla metoda RP-RY $96,24 % pro okno W=5 nukleotida.
Vyhodnocena byla i tspéSnost identifikace do tadu, které mély vice referencnich celedi,
kde byly vysledky pro RK 98,83 %, RM 99,02 % pro vypocetni okno W= 15
nukleotidi, RP 99,36 % pro vypocetni okno W=13 nukleotidli a RP-RY m¢éla 100 %
uspesnost pro vsechny délky vypocetniho okna kromé W=19 nukleotida. Identifikace do
vysSich taxonomickych skupin zaloZzena na referencich z primérnych ND vektori a
vypoctu Euklidovské vzdalenosti mezi sumami ND vektorii jen purinovych nukleotida
dosahla relativné vysoké uspésnosti. Uvedené vysledky jsou v pozitivnim slova smyslu
piekvapivé, nebot’ reference celedi byly vytvoreny ze sekvenci argentinskych druhi
ptaki, ale identifikovany byly sekvence ptdkll z jinych kontinentli a ptfevazné 1 jinych
druht.

Zavérecna analyza dendrogrami zkonstruovanych pro vybrané DNA barcodingové
soubory sekvenci méla za ukol ukdzat, jestli je mozné pouzit Euklidovské vzdalenosti
mezi denzitnimi vektory i ke konstrukci stromtl, a nakolik je topologie takovych stromu
odlisnd od topologie stromli zkonstruovanych ze standardné pouZzivanych distanci.
Dendrogramy byly konstruovany metodou spojovani sousedii ze zavedenych
Jukesovych-Cantorovych (JC) a Kimurovych 2-parametrickych (K2P) evoluénich
vzdalenosti a Euklidovskych vzdalenosti mezi ND vektory vSech nukleotidi (END) a
Euklidovskych vzdélenosti mezi sumou ND vektort purinovych nukleotidii (PEND).
Nukleotidové denzitni vektory byly pocitany pro okna délek W=3 az W=9 nukleotidu.
K hodnoceni stromil se pouzila nekomplikovand metrika, kterd porovnavala pocet
shlukii pro druhy, rody a vyss§i taxonomickou skupinu. Ve vétSin€ ptipadii obsahovaly
taxonomickych jednotek, z ¢ehoZ vyplyva, Ze porovnavani nukleotidovych denzitnich
vektorli mize slouZit i ke konstrukei dendrogramd.

Tato dizertacni prace ukazala, Ze vypocetné nenaro¢na numericka reprezentace
nukleotidovych sekvenci a pln€ deterministickd metodika komparace mulze davat
zna¢n€ kvalitni vysledky v porovnani se standardné pouZivanymi metodami pro
molekularni identifikaci organismti.
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Seznam symbolu a zkratek

AK — aminokyselina

ATP — adenosintrifosfat

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

BLOG — Barcoding with LOGic

BLOSUM — BLOcks amino-acid SUbstitution Matrix

BOLD - The Barcode of Life Data Systems

bp — pary bazi

CAOS - Characteristic Attributes Organization System

CNVs — Copy Number Variations

coxl — cytochrom ¢ oxidaza podjednotka I

DFT — diskrétni Fourierova transformace

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EIIP — Electron-lon Interaction Potential

FASTA — typ datového souboru genomickych nebo proteomickych sekvenci
Gbp — giga pary bazi

GK — geneticky kod

HMM - skryté Markovovy modely

HSP — tézké vlakno mitochondrialni DNA, koduje vice mMRNA
IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry
JC — Jukestiv-Cantortiv evolu¢ni model

K2P — Kimurtiv dvouparametricky evolu¢ni model

LSP — lehké vlakno mitochondrialni DNA, koduje méné mRNA
MOTU — Molecular Operational Taxonomic Unit

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

MtDNA — mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina

NCBI — National Center for Biotechnology Information

ND — nukleotidové denzitni vektory

ORF — otevfeny Cteci ramec

PAM — Point Accepted Mutation

RNA — ribonukleova kyselina

rRNA — ribozomova ribonukleové kyselina

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus

tRNA — transferova ribonukleova kyselina

UPGMA — Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
VNTRs — Variable Number Tandem Repeats
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