VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH TECHNOLOGII
USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION
DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

ZNAKOVE-ORIENTOVANE METODY DNA BARCODINGU

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. KATERINA LESAKOVA
AUTHOR

BRNO 2015



[T

——

)~

\

s

=

LIIIIII

VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH
TECHNOLOGII

USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVi

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION
DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

ZNAKOVE-ORIENTOVANE METODY DNA
BARCODINGU

CHARACTER-BASED METHODS FOR DNA BARCODING

DIPLOMOVA PRACE

MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE

AUTHOR

VEDOUCI PRACE

SUPERVISOR

BRNO 2015

Bc. KATERINA LESAKOVA

Ing. DENISA MADERANKOVA



VYSOKE UCENI
TECHNICKE V BRNE

Fakulta elektrotechniky
a komunikaénich technologii

NS

N\ Ustav biomedicinského inzenyrstvi

Diplomova prace

magistersky navazujici studijni obor
Biomedicinské inzenyrstvi a bioinformatika

Studentka: Bc. Katerina Lesakova ID: 138944
Rocnik: 2 Akademicky rok: 2014/2015
NAZEV TEMATU:

Znakové-orientované metody DNA barcodingu

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Vypracuite literarni reSersi na téma znakové-orientované metody DNA barcodingu. 2) Na vhodné
zvoleném souboru dat vyzkousejte alespon dvé z volné dostupnych znakovych metod pro identifikaci
organismu, napf. metodu CAOS a BLOG. 3) Vysledky identifikace mezi metodami porovnejte a
diskutujte. 4) Navrhnéte vylep3eni jedné ze znakové-orientovanych metod &i vliastni metodu a toto
implementujte v libovolném programovém prostfedi. 5) Pomoci navrzené metody provedte identifikaéni
analyzu rlznych typl organismu a vysledky porovnejte s dfive testovanymi metodami.

DOPORUCENA LITERATURA:

[1]1 SARKAR, I. N.; PLANET, P. J. a DESALLE, R. CAOS software for use in character-based DNA
barcoding. Molecular Ecology Resources. 2008, 8, 1256-1259.

[2] WEITCHEK, E.; VAN VELZEN, R.; FELICI, G. a BERTOLAZZI, P. BLOG 2.0: a software system for
character-based species classification with DNA Barcode sequences. What it does, how to use it.
Molecular Ecology Resources. 2013, 13, 1043-1046.

Termin zadani: 9.2.2015 Termin odevzdani: 22.5.2015

Vedouci préce: Ing. Denisa Madérankova
Konzultanti diplomové prace:

prof. Ing. lvo Provaznik, Ph.D.
Predseda oborové rady

UPOZORNENI:

Autor diplomové prace nesmi pfi vytvareni diplomové prace poru$it autorska prava tretich osob, zejména nesmi
zasahovat nedovolenym zpusobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt piné védom nasledku
poruseni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského zékona ¢. 121/2000 Sb., véetné moznych trestnépravnich
dasledku vyplyvajicich z ustanoveni ¢asti druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku €.40/2009 Sb.



ABSTRAKT

Diplomové prace se zabyva studiem znakové orientovanych metod DNA barcodingu. Uvod
obsahuje informace o DNA barcodingu a znakové¢ orientovanych metodach DNA barcodingu.
V teoretické Casti je popsdna metoda CAOS a metoda BLOG. V praktické ¢asti jsou popsany
oba programy pro znakov¢ orientované metody k analyze genomickych sekvenci. V praktické
¢asti je rovnéZ popsana teorie a realizace vlastni metody. V zavéru jsou shrnuty vysledky

analyzy.
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ABSTRACT

This work deals with character-based DNA barcoding. DNA barcoding and character-based
DNA barcoding methods are described in the introduction. Another part contains information
of method CAOS (Characteristic Attributes Organization) and method BLOG (Barcoding
with LOGic). Programs are described in the practical part. The end contains results.
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1 Uvod

Tato diplomova prace se zabyva studiem znakové orientovanych metod DNA
barcodingu. Prace kratce popisuje DNA Barcoding a jeho znakov¢ orientované metody. Blize
je zde popsan princip dvou V soucasnosti dostupnych metod, které se danou problematikou
zabyvaji. Jedna se o metodu CAOS (Characteristic Attributes Organization) a metodu BLOG
(Barcoding with LOGic). U obou metod je rovnéz V praktické Casti diplomové prace popsano
uzivatelské rozhrani dostupnych programti a navod na manipulace s nimi.

Podstatou této diplomové prace je piedevsim osvojit si obé metody po teoretické strance.
A jejich nasledné testovani pomoci vhodné zvoleného souboru dat, kdy budou popsany
vysledky analyzy. Cilem je poté navrhnout vlastni znakové¢ orientovanou metodu pro analyzu
DNA barcodovych sekvenci.

Vysledky identifikace organismi pomoci obou zminénych metod budou porovnany a
ptipadné klady a zapory diskutovany v prubéhu prace. Na zdklad¢ ziskanych informaci o
obou metodach bude jedna z uvedenych metod vyhodnocena jako vhodnéjsi pro klasifikaci
pomoci znakové orientovaného DNA barcodingu.

Na zékladé této skuteCnosti budou zakladni principy vybrané metody realizovany
v praktické ¢asti diplomové praci, a to v libovolném programovém prostiedi. Po vytvofeni
této metody bude nasledné provedena analyza na testovaném souboru dat a vysledky analyzy
nudou porovnany s vybranou metodou v této diplomové praci.



1.1 DNA barcoding

Barcode v ptekladu z anglického jazyka znamena ¢arovy kod, coz nam muze napoveédeét,
jak by tato metoda mohla vypadat. O DNA barcodingu se mohla védecka komunita zaméfena
na tuto oblast poprvé dozvédét jiz v roce 2003, kdy vyzkumna skupiny Paula Heberta
z kanadské univerzity Guelph v Ontariu publikovala c¢lanek s nazvem "Biologické
identifikace prostiednictvim DNA barcodingu". Ten spocCiva prevazné v tom, Ze navrhuje
novy systém urcovani zivocisSnych a rostlinnych druhti véetné objevovani druhi novych
organismi pomoci kratkého tiseku DNA ze standardizované oblasti genomu. Tyto sekvence
DNA mohou byt pouzity k identifikaci riznych druhd, podobné jako skener v supermarketech
pouziva znamé Cerné pruhy ¢arového kodu k identifikaci vaseho nakupu.

DNA barcoding mize slouzit k dvojimu téelu, a to jako novy nastroj v taxonomickém
toolboxu rozsitujici jeho znalosti a zaroven jako inovativni zatizeni pro laiky, ktefi potiebuji
rychlou identifikaci neznamych druhd.

Usek genu, ktery je pouzivan pro téméf viechny Zivo¢isné skupiny, je usek dlouhy 648
pari bazi pochdzejici z bunéénych mitochondrii a nachdzi se pravé v mitochondridlnim
cytochromu ¢ oxidasy genu 1. V praxi je oznacovan jako "CO1". Tento tGsek se ukazal jako
velmi uéinny pfi urovani zastupcti ptakti, motyld, ryb, much a mnoha dalSich zvifecich
skupin. Vyhodou pouziti COl je, Ze je tato sekvence dost kratk4 na to, aby mohla byt rychle a
snadno sekvenovana a zaroven dost dlouha na to, aby mohla slouzit k identifikaci variaci mezi

druhy. [1]

1.2 Znakové orientované metody DNA barcodingu

Na nasledujicich strankach diplomové prace budou detailné popsany dvé nedavno
zvetfejnéné metody DNA barcodingu, které jsou zaloZené na hledani znakii v analyzovanych
sekvencich.

Jedna se konkrétné o jiz zminéné metody CAOS (Characteristic Attributes Organization)
a BLOG (Barcoding with LOGic). Pomoci nalezenych spole¢nych znakti v sekvencich u
piibuznych zastupct, jsme ve vetsing piipadl schopni analyzovat nezndmé sekvence a priradit

je k jiz znamé skupiné zivocichu, rostlin ¢i hub.



2 Teoreticka cast

2.1 Metoda CAOS

2.1.1 Princip

Metoda CAOS (Characteristic Attributes Organization), volné pielozeno jako systém
organizace zalozeny na vyhleddvani charakteristickych atributii v sekvencich, byl zvetfejnén
v roce 2008. Jedna se o automatizovanou a systematickou metodu, ktera naléza neménné
charakteristické stavy ve fylogenetickych stromech nebo ve skupinidch kategorickych
informaci.

CAOS definuje tzv. atribut testy v misté¢ kazdého uzlu ve fylogenetickém stromu.
Jedna se vlastné o znakové stavy v sekvencich, zde je nazyvame jako charakteristické
atributy. Na rozdil od rozhodovacich algoritmt pfi tvorbé fylogenetickych stromt, systém
CAOS nebere v potaz vSechny atributy, ale pouze ty diagnosticky informativni, tedy
vyznamné charakteristické atributy. [2]

sPu cPu

TTCG%EE TTATTC

dt

dTCGTCG TTAGTC
dTCTTCG TTATCG
dTCGTCG TTAGCG
CACTTCTTCGTGHTITACITA
CCCTTCGTAGGG G
CACTTCCTTGCAT[TACAT
CCCTTACTTGCHT[TATAC

B

sPr cPr

Obrazek 1: CAOS Systém



2.1.2 Popis atributi CAOS

Na obrazku ¢. 1 si mizeme nazorn¢ ukézat s jakymi atributy metoda CAOS pracuje a
co si pod nimi muzeme piedstavit. Jako prvni zde tedy mizeme vidét atribut T, ktery se fadi
do skupiny atributii Simple Pure CAs (sPu), nebot’ ji tvofi jedind baze T (thymin). Tato baze
je pfitomna na vSech pozicich v prvni skupiné¢ znaki, ale jiz se nevyskytuje v druhé,
alternativni skuping.

Dalsi atribut definovan jako AT je oznacen jako Compound Pure CAs (cPu), a to
z diivodu, Ze je viceznakovy, tedy ze obsahuje vice znakl nez jeden. Tento atribut existuje
napii¢ celou skupinou, ale tato kombinace neni zastoupena odpovidajicimi pozicemi ve druhé,
alternativni skupiné sekvenci.

V pofadi prvni atribut s ozna¢enim TC je Simple Private CAs, nebot’ baze T a C jsou
ptitomny u nékterych ¢lentt druhé skupiny, ale v alternativni, prvni skupiné je jiz
nenalezneme. Posledni atribut TC je Compound Private CAs, je tvofen vice znaky a

kombinaci bazi TC nenajdeme v alternativni, prvni skuping. [2]

2.1.3 Popis postupu analyzy CAOS

Na obrazku uvedeném pod timto odstavcem si mizeme graficky piedstavit v ¢em
systém CAOS spociva.

Jednd se o identifikaci jednotlivych typt atributl (CAs). Zakladnimi typy atributll
jsou atributy Pure (Cisty) a atributy Private (uzavieny). Pure atributy (PU) jsou tzv. znakové
stavy, které existuji ve vSech slozkach (napfi¢ vSemi €leny) dané skupiny, ale nejsou ¢leny
alternativni skupiny. Private atributy (Pr) jsou pifitomny pouze u nékterych ¢lent skupiny, ale
chybi v alternativni skupiné.

CAOS nejprve identifikuje vSechny jednotky CAs, které jsou slozené z jednoho
znakového stavu. Mluvime zde o Simple (jednoduché) CAs (SCAS), jsou to atributy na
jednotlivych pozicich ve fylogenetickém stromu. Opét zde rozliSujeme dva typy atributd:
Simple Pure CAs (sPus) a Simple Private CAs (SPrs).

CAOS poté vyhledava viceznakové stavy s ndzvem Compound CAs (cCAs). Atribut
cCAs neni nikdy slozen z zadnych jednotek CAs. Opét existuji Compound Pure atributy a
Compound Private atributy, které jsou oznaceny pismeny cPu a cPr.

Takto nalezené atributy CAs jsou organizovany do indukéni sady pravidel, kterd mize
byt pouzita ke klasifikaci nové sekvence (nového taxonu) do jiz vytvoieného fylogenetického
stromu, odkud byly jednotlivé atributy pfedem ziskany. [2]



2.1.4 Klasifikace

CAOS Klasifikuje novy taxon pomoci sady pravidel zastoupenych atributy (CAs), ktera jsou
aplikovana v pfedem definovaném potadi kvili spravné identifikaci. Rizné kombinace
jednotek CAs mohou byt pouzity pro klasifikaci riznych taxont na stejném uzlu ve stromu.
Zaroven je zde mozno provést klasifikaci v kazdém uzlu fylogenetického stromu.

Zatimco topologie puvodniho fylogenetického stromu je pouzita jako voditko pro
rozhodovaci strom, rozhodovani v kazdém uzlu je stanoveno za pouziti dil¢iho shlukovaciho

algoritmu. Pfehled celého CAOS procesu je zndzornén na obr. 2.
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Obrazek 2: Piehled schématu metody CAOS



Na nasledujicich fadcich jsou popsany kroky programu, které jsou znazornény na
obrazku vyse. CAOS systém je realizovan jako proces o ¢tyfech krocich.

Prvnim je ziskdni DNA sekvenci a provedeni fylogenetické analyzy, probihd tedy
tvorba fylogenetického stromu (1). Nasleduje tzv. zhrouceni uzlii ve stromé podle potieby,
tedy v pfedem urcenych druhovych hranicich a vytvofeni datového souboru ve formatu
NEXUS (2). Poté probihd stanoveni jednotlivych diagnostickych pozic, zminovanych
atributti, v kazdé z hlavnich taxonomickych skupin pomoci programu CAOS P-Gnome (3).
Poslednim krokem je klasifikace novych sekvenci do taxonomickych seskupeni pomoci
programu CAOS P-EIf (4). [2]

2.1.5 Popis programu

CAOS systém se sklada ze dvou samostatné realizovanych programil s nazvy P-
Gnome a P-EIf. P-Gnome slouzi jako generator diagnostickych pravidel, ktery prohledava
dané matice dat a stanovi zminéné diagnostické sady pravidel pro kazdy z determinovanych
subjektli v matici dat. Program P-elf pak mulze klasifikovat soubor dotazovacich sekvenci
podle pravidel generovanych programem P-Gnome.

Program P-Gnome pouziva specificky format soubor s ndzvem NEXUS, ktery se
skladd z matice obsahujici DNA data, pievadéciho bloku, ktery pfevadi nazvy taxonii na
celociselné hodnoty ve stromové reprezentaci a tzv. Newickova stromu, ktery je vysledkem
zhrouceni uzli vzhledem k zdjmovému taxonomickému seskupeni (tj. determinovanymi
hranicemi druhti). Tento proces je zde zna¢né usnadnén pomoci fylogenetickych zkusSebnich
balickl jako Macclade (Maddison a Maddison 2005) nebo Mesquite (Maddison a Maddison
2007). [2]

Vystup programu P-Gnome je umistén v nékolika souborech, znichz soubory
oznacené jako atributy a tzv. skupinové soubory jsou nejvice relevantni pro stanoveni
diagnostiky. Soubor s nazvem skupiny piedstavuje vstupni strom a umisténi v§ech koncovych
vétvi do vnotenych skupin, které mohou byt dale pouZity nebo vyfazeny jako hypotézy pfi
procesu seskupovani druhd. Soubor snazvem atributy uvadi diagnostiku a uroven jeji
spolehlivosti pro kazdou ze skupin stanovenych v souboru skupiny.

Aby bylo mozné 1épe uspofadat vysledky analyzy CAOS, vystup z P-Gnome je
navrzen a formatovén tak, Ze lze manipulovat v tabulkovych aplikacich, jako je Microsoft
Excel. Na zakladé¢ souboru pravidel vytvorenych pomoci P-Gnome, program P-Elf ¢te
FASTA soubory a vraci soubor s nejlepsi identifikaci kazdého vstupu bud’ jednotlive, nebo

skupinove. Tento vystup je rovnéz jednoduchy na manipulaci v tabulkach. [2]



2.2 Metoda BLOG

2.2.1 Princip metody BLOG

Metoda BLOG (Barcoding with LOGic) opét pracuje S Barcodovymi DNA sekvencemi.
I zde se jedna o nalézani pravidel pro klasifikaci sekvenci z hlediska umisténi klicovych
nukleotidii, které slouzi Kk diagnostice analyzované sekvence. Zde se k ziskani DNA
barcodové sekvence jako obvykle vyuzivd gen cytochromu C oxidazy I (COI) z Casti
mitochondridlni DNA.

Princip klasifikace touto metodou muzeme popsat nasledujicim zptisobem. Mame
referenéni knihovnu slozenou s DNA barcodovych sekvenci znamych druhti a jednu
nezndmou DNA barcodovou sekvenci. Cilem metody je tuto sekvenci rozpoznat a prifadit ke
druhu, ktery se jiz nachazi v referen¢ni knihovné.

Metoda BLOG identifikuje pro kazdy druh v pfiruéni referencni knihovné
charakteristické pozice nukleotidi v DNA barcodové sekvenci a zaroven pfifazuje kazdému
druhu logickou klasifika¢ni formuli. Jedna se o takova mala pravidla ve tvaru ,,jestlize — pak*,
kterd jsou schopna charakterizovat druhy kompaktnim zplGsobem. Muzeme si zde uvést
jednoduchy piiklad takového pravidla BLOGU: " Pokud pos40 = T a pos265 = T, pak je
vzorek klasifikovan jako Ompok bimaculatus ". Tedy pokud se na pozici ¢islo 40 a 265
nachazi baze thyminu, jedna se sekvenci pfislusného druhu, zde Ompok bimaculatus.

Vyraznd vyhoda BLOGu ve srovnéani s jinymi dostupnymi metodami je, Ze takové
logické vzorce nabizeji dalsi, ptidavnou Groven informace o jednotlivych druzich, ktera miize
byt pouzita mimo ramec DNA barcodingu, naptiklad v druhovém popisu, v molekularni

detekci nebo ve fylogenetické analyze. [3]

Metoda BLOG je zaloZena na dvou hlavnich vypocetnich krocich. Zaprvé se provede
tzv. volba znaku, tzn. ze BLOG vybere maly soubor obsahujici pozice DNA barcodovych
sekvenci, které jsou vhodné k rozliSovani druhti v ptiru¢ni referencni knihovné. Za druhé se
provede tzv. ziskani vzorce, tzn. Ze BLOG vypocita logické vzorce, které jsou poté schopny
klasifikovat kazdy druh ptitomny v pfirucni referencni knihovné.

Metoda BLOG pouziva pfistup tzv. strojového uceni s ucitelem. Ten kdo pracuje s touto
metodou, tedy uzivatel, musi poskytnout tzv. trénovaci mnozinu, kterd obsahuje vzorky DNA
sekvenci s jiz zndmymi ¢leny jednotlivych druhti. Na zaklad¢ této trénovaci mnoziny software
vybere vhodné nukleotidové pozice (tzv. znakovy vybér) a vypocita logické vzorce pro
klasifikaci druhti (tzv. ziskani vzorce). Nasledné 1ze tyto logické vzorce aplikovat na testovaci
mnozinu DNA sekvenci, kterd obsahuje neznamé vzorky, které vyzaduji klasifikaci. Testovaci

mnozina miZze obsahovat vzorky s neznamou pfislusnosti ke druhu, nebo alternativné ty



vzorky, které maji a priori zndmou pfislu$nost k druhu, coZ ndm umoziuje ovéfeni spravné
klasifikace vzorka. [3]

Referentni knihovna obsahujici OhA,
sekvence znamych druhi A a B

BLOG ‘L

1} wyber vhodmych 2} zisk logického vzorce
nuklecotidowych pozic:

Sekvence druhu A:

000000400000

00o0000A00000

000000400000 Fravidlo 1: pos7 = A—® druh A

Seloence druhu B:
onCooGooooon
onCooGooooon

ooCoolooo000 Fravidlo 2: pos3 = C & posb=0G —w druh B

i Aplikace vzorcl na testovaci mnoZinu

Testovaci mnoZina o 3 neznamrych DMNA sekvencich

1} oooCooGooooo
2} oooCooTaooooo
3} ooooooAooooo

v

Pfitazeni selvenci ke znamému druhu:

1} pfifazena ke druhu B
2} nepfitazena ke druh A ani B
3} pfifazena ke druhu C

Obrazek 3: Schéma metody BLOG

Metoda BLOG je pievazné urcena k identifikaci umisténi klicovych diagnostickych
pozic nukleotidi u kazdého druhu zvlast v pln€ definované trénovaci mnozin€. Pro ziskani
spolehlivych vysledkli musi tedy zkusebni mnozina obsahovat pouze vzorky druhd, které jsou
pfitomny v trénovaci mnozin€. Stejné¢ tak je nutnd kompletni pfiruéni knihovna, tzn.
knihovna, ve které budou i polymorfismy pfitomné u jednotlivych druhli v trénovaci mnozing,
aby se vyloucily fale$né negativni vysledky.



2.2.2 Vstupy a vystupy programu BLOG

Vstupni soubory jsou DNA barcodové sekvence ve standardnim FASTA formatu.
Tedy soubor obsahujici tzv. hlavicku s popisem sekvence, za kterou nasleduje samotna DNA
sekvence. Trénovaci sekvence musi pochéazet z t¢hoz regionu genu nebo musi byt predbézné
zarovnané do stejného regionu pred zpracovanim metodou BLOG.

Vystupem BLOGu jsou logické formule pro klasifikaci druhti, mira klasifikace a
matice zadmén. Logické formule, které ptidéluji vzorek ke druhu, jsou to zminéna malé
pravidla ve tvaru "jestlize - pak®. Miry klasifikace jsou stanoveny jako pocet a procento
spravné, nespravné klasifikovanych a neklasifikovanych vzorkd. Matice zdmén poskytuji
detailni informace o spravnosti klasifikace a o piipadné kiizové klasifikaci.

Hodnota na pozici i-j buiiky této matice ptredstavuje pocéet vzorki jednotlivych druhd,
kde se predpoklada zatazeni do druhu prislusici sloupci j. Spravné klasifikované prvky jsou

na hlavni diagonale matice zamén. [3]

Prvni vypocetni krok BLOGu je vybér druhové specifickych pozic sekvenci DNA
barcodingu z trénovaci mnoziny. Pfistup volby znaku BLOGu je zaloZzen na matematické
optimaliza¢ni formulaci, kterou najdeme blize popsanou v ¢lanku od Bertolazziho z roku
2010. BLOG pfejima Uc¢inny heuristicky algoritmus zaloZzeny na ndhodném vyhledavani,
ktery je schopen produkovat vysoce kvalitni feseni po omezenou dobu. (Proveditelné feseni je
produkovano v linearnim Case v zavislosti na velikosti problému).

Piedchozi verze BLOGu aplikovala krok volby znaku na vSechny druhy v referen¢ni
databazi soucasné. Nicméné znaky, které umoznuji oddéleni jednoho druhu, nemusi byt
uzite¢né pro separaci jiného. BLOG 2.0 muze aplikovat krok volby znaku oddélené€ pro kazdy
druh v pfiruéni knihovné zvlast. V kazdém kroku volby znaku, je uvazovanym druhlim
pfifazena tfida A a vSem ostatnim druhtim tfida B. V disledku toho je potieba vytesit problém
volby znaku pro m piipadii v kazdém béhu analyzy, kde m je pocet druhli v trénovaci
mnozin€. Dlouha doba vypoctu bude zapotiebi v ptipadé pouziti piesnych algoritmd. [3]

2.2.3 Tvorba logickych vzorci

Cilem kroku, oznacovaném jako ziskani vzorce, je vytvofit logicky vzorec nebo
pravidlo, schopné oddélit kazdy druh. BLOG pfijima tzv. metodu Lsquare, kde se logické
formule ziskaji feSenim posloupnosti dobfe znamého a zaroven tézkého logického
optimaliza¢niho problému v podobé Minimum Cost Satisfiability Problems (MinSat).



Kazdy literal vzorce, chapano jako prvek nesouci pevné danou hodnotu, predstavuje
piifazeni nukleotidu (tj. Adeninu, Thyminu, Guaninu nebo Cytozinu) na konkrétni pozici v
sekvenci DNA barcodu.

Ptedchozi verze BLOGU obvykle produkovaly vzorce s pozitivnimi i negativnimi
literaly, aby se minimalizovala velikost vzorcu. Piiklad negativniho literalu je napt. pos40 =
NOT T, tedy Ze na pozici 40 v sekvenci se nevyskytuje baze Thymin. Nicméné, negativni
literaly rozpoznavaji tfi rizné nukleotidy, coz z nich d¢la potencidlné méné presné literaly nez
literaly pozitivni. Pro pfedstavu si mizeme uvést nasledujici ptiklad. Vzorec Pos40 = G OR
pos40 = C by byl piesnéjsi vzorec nez vzorec pos40 = neni T. Proto verze BLOG 2.0 zavadi
zvySeni nakladi na negativni literaly v MinSat problémovych vzorcich ku celkovému

prospéchu pievazné vystupnich pozitivnich literalt. [3]

Pfed vyhodnocenim zkusebni mnoziny provede BLOG 2.0 vyhodnoceni trénovaci
mnoziny s cilem pfifadit relativni vdhy v§em logickymi vzorclim podle algoritmu popsané¢ho
v ¢lanku od Weitschek zroku 2011 se vyuziva se tzv. Laplaceovo skore, tedy faleSné
pozitivni a pravdivé pozitivni miry jsou vypocitany pro kazdy logicky vzorec v referencni
knihovné a tyto vysledky jsou pak zohlednény v testovaci mnoziné pii provadéni tkont
klasifikace.

Kromé¢ slibnych vysledkt klasifikace je vyraznou vyhodou BLOGu vystup z modelu,
ktery dava kompaktni a ptesny popis druhi v pfirucni knihovné. BLOG navic nabizi dalsi
informace o druzich v podob¢ logickych klasifika¢nich vzorct, které mohou byt také pouzity

mimo ramec DNA barcodingu v popisu druht nebo molekularni detekce. [3]
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3 Prakticka cast

3.1 Popis pracovniho souboru

V praktické Casti se budu zabyvat samotnym pouzitim popsanych metod CAOS a
BLOG urcenym k analyze DNA barcode sekvenci, a to pomoci jiz vytvorenych programd,
které jsou voln¢ dostupné na webovych strankach, které se touto problematikou zabyvaji.

K testovani jsem si vytvofila soubor ve formatu FASTA, ktery obsahuje vice sekvenci,
které byly postupné¢ ziskavany zjednotlivych FASTA souborii a ulozeny postupné do
jednoho. FASTA format obsahuje hlavicku, ve které jsou vétSinou informace typu ID
sekvence, nazev organismu, umisténi v genu atd. Tyto informace jsou odd€leny svislymi
carami. Ddle je vV souboru obsazena uz jen samotnd sekvence jako sled nukleotidovych bézi.
Nasleduje ukazka FASTA souboru.

>l GSMC585-05|Adela caeruleella] COI-5P|GU088564
AACTTTATATTTTATTTTTGGAATTTGATCAGGATTACTAGGAACTTCATTAAGTTTATTAATTCGAA
CAGAATTAGGAATACCTGGATCTTTAATTGGAAATGATCAAATTTATAATACAATTGTCACAACTC
ATGCTTTTATTATAATTTTTTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGAGGATTTGGTAATTGATTAATT
CCTTTAATGCTTGGGGCTCCAGATATAGCTTTTCCTCGTCTTAATAATA

Pracovni soubor byl vytvoren z DNA sekvenci zivoc¢isného fadu Lepidoptera, Cesky
motyli. Tyto sekvence jsem ziskala z datab4dze Barcode of Life Database (BOLD), kterd byla
vytvofena a je nadale udrZzovana pomoci University of Guelph v Ontariu. Tato databaze nabizi
védciim zpusob, jak shromazd'ovat, spravovat a analyzovat data DNA barcodingu. BOLD
slouzi jako ulozisté pro barcodové zdznamy, kde je moZzno vyhledavat carové kody, ukladat
vzorky dat a obrazky, stejné jako sekvence a stopové soubory. [1]

Cely soubor obsahuje 50 sekvenci, které pfislusi dohromady c&tyfem ZivociSnym
druhtim, a to Adela caeruleella, Aidos perfusa admiranda, Anthela ocellata a Atteva aurea.
Jedna se o kratké sekvence c¢itajici okolo 700bp, pochazejici z genu cytochromu C oxidazy 1
(COl) z ¢asti mitochondrialni DNA. [4]
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3.2 Metoda CAOS

3.2.1 Popis programu

Program COAS je umistén na webové strance http://bol.uvm.edu/caos-
workbench/caos.php, kde jej mizeme pouzivat on-line. Vstupem do programu je soubor ve
formatu NEXUS, ktery byl popsan vyse. K jeho vytvofeni z FASTA souboru s vice DNA

sekvencemi, potfebujeme nékteré z nasledujicich programtit MacClade nebo Mesquite. Zde

jsem pro nase potieby pouzila program Mesquite (Maddison and Maddison, 2007). Jeho
uvodni okno mizeme vidét v piiloze ¢ 1. [5]

Do programu vstupuje testovaci soubor sekvenci ve formatu FASTA. Testované
sekvence je nutné pred pouzitim globaln¢ zarovnat pomoci jakéhokoli programu pro praci
s fylogenetickymi daty. Zde byl pro zarovnani pouzit program ClustalX2.1. Pti vkladani
souboru do programu Mesquite pomoci File = Open File se soubor rovnou ulozi do formatu
NEXUS. OvSem pro potieby analyzy je nutno takto vytvofeni soubor znovu otevfit
V programu Mesquite a pomoci nastroju pro Matice (Matrix) nastavit jako typ not interleave,
kdy tento idaj bude odebran ze souboru. [6]

Dalsim krokem je provedeni fylogenetické analyzy vstupnich sekvenci, tedy vytvoreni
fylogenetického stromu. Fylogeneticky strom muzeme vytvofit napiiklad pomoci programi
PAUP nebo PHYLIP. Zde vyuzivam nastroji programu PAUP. Jedna se o zkratku programu
Phylogenetic Analysis Using Parsimony, ktery vyuziva optimaliza¢ni metodu maximalni
vérohodnosti pro vicenasobné zarovnani sekvenci (Maximum Parsimony). Uvodni okno s jiz
otevienym NEXUS souborem muzeme vidét v pfiloze ¢. 2. Strom si vygenerujeme pod
zalozkou Trees pomoci piikazu Generate trees a ulozime opét jako NEXUS format. [7]

Dalsim krokem je upraveni takto vytvorenych dat, tedy souboru se sekvencemi a
vytvofeného fylogenetického stromu, Vprogramu Mesquite ndsledovné. Otevieme jiz
vytvofeny NEXUS soubor se sekvencemi, pomoci Open File, poté musime pies zalozky
Taxa&Trees - Import File with Trees =2 Include contents oteviit soubor s vytvofenym
stromem. Tento strom je zde potieba oteviit ptikazem Show tree a upravit v§echny uzly tak,
aby z nich vychazely pouze dvé vétve a opét ulozit pomoci Tree - Store tree. Strom mizeme
upravit bud’ ruéné¢ nebo za pomoci zalozky Trees > Alter/Transform Tree - Resolve
polytomies, ktera tpravu provede za nas. Spravnou podobu stromu muizeme vidét v pfiloze
¢.3. Ovéfit si tuto informaci miZzeme ve vlastnostech stromu, kdy ndm program vypise

informaci ,,no polynomies .
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Nyni je vytvofen jeden koneény NEXUS soubor potiebny pro vstup do programu
COAS. Vlastné zde doslo k apravé souboru se sekvencemi pomoci souboru s fylogenetickym
stromem, kam se ptenesla informace o stavbé stromu. [6]

3.2.2 Postup analyzy

Na webovych strankach s programem CAOS je analyza rozdé€lena do Ctyf kroki s
nazvy CAOS Analyzer, CAOS Barcoder, CAOS Classifier a CAOS Library. [5]

CAOS Analyzer

Prvni z uvedenych €asti, které je nutno pouzit, je CAOS Analyzer. Vstupem do této
casti je konecny vytvoreny soubor se DNA barcode sekvencemi s informaci o stromové
struktufe ve formatu NEXUS. Vystupem jsou ¢tyii soubory ve formatu TXT.

Jednd se o soubor snazvem Atributy (CAOS_attributesFile.txt), ktery obsahuje
nalezené atributy metodou CAOS a obsahuje Sest sloupcl. Prvni a druhy sloupec uvadéji
pozici skupin, které byly vytvofeny v souboru skupiny. Treti sloupec ukazuje pozici
zarovnani, ktera je potencidln¢ diagnosticka, a ¢tvrty sloupec udava miru divéry v diagnoze.
Pouze diagnostiky s hodnotami 1,00 jsou povazovany za ¢isté diagnostické.

Dalsi soubor ma nazev Skupiny (CAOS_groupFile.txt ) a seskupuje nazvy a ¢islovani
skupin a vede zaznamy o uzlech béhem klasifikace, kdy byla vytvorena pravidla skupiny pro
dany uzel. Dal§imi dvéma soubory, uz pro analyzy méné podstatnymi, je soubor
CAOS_overviewFile.txt, ktery obsahuje vstupni data ve ~ formatu CAOS a soubor help.txt,
ktery podrobné vysvétluje vystup. [5]

CAOS Barcoder

Vstupem do dal§i Casti programu jsou vygenerované soubory Atributy a Skupiny
spolecné se souborem s analyzovanymi sekvencemi ve formatu FASTA. Zde dochézi k
vytvoreni souboru CAOS barcode. Vysledek tohoto néstroje bude obsahovat referen¢ni matici
(Ref_matrix.xls), ktera obsahuje seznam vsech jedine¢nych znakd pro kazdy uzel v jediném
grafu. Pokud se soubory bude vstupovat i soubor se zarovnanymi sekvencemi ve formatu
FASTA, bude vysledek také obsahovat jeden nebo vice piehledti o souborech, kde se vytiidily
vSechny jedine¢né znaky jednotlivych taxonii pro vSechny uzly v samostatnych grafech.

V referenéni matici prvni sloupec (s vyjimkou prvniho fadku) zndzorfiuje polohu
znaku v ramci zarovnani a dale zobrazuje nazvy taxonu pfitomné ve vétvi v daném misté ve
stromu. Cislo za znakem ukazuje hodnotu spolehlivosti. Kazdé dva fadky ve schématu

predstavuji jeden uzel ve fylogenetickém stromu. [5]
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CAQOS Classifier

Dalsi blok jiz slouzi k samotné klasifikaci neznamé sekvence. CAOS muze
klasifikovat sekvence do existujiciho hierarchického systému pomoci znakové orientované¢ho
barcodingu. Sta¢i zadat bud’ vlastni ¢arovy kod (barcode) vytvoreny datovym souborem
CAOS, pomoci bloki popsanych vyse, nebo vybrat stavajici barcode z CAOS Library. Ve
druhém kroku se vybere FASTA soubor, ktery obsahuje jednu nebo vice sekvenci, které
chceme, aby byly klasifikovany.

Vysledkem tohoto nastroje bude taxonomické seskupeni, které¢ bude obsahovat
analyzovanou sekvenci a odpovidajici geneticky nejblizsi sekvenci, a nejlepsi shoda pro obé
sekvence ve FASTA souboru. Je zde i moznost se podivat na odkaz se zarovnanim téchto

dvou sekvenci. [5]
CAOS Library

Tato sekce obsahuje databazi jak soubori FASTA, tak soubort NEXUS, vcetné jiz
vytvofenych CAOS barcode pro potieby klasifikace, které mohou byt také vyuzivany. [5]

3.2.3 Vysledky analyzy testovaného souboru

Analyza byla provedena na jiz popsaném souboru Snazvem CAOSTRAIN.fasta,
Citajici padesat DNA barcode sekvenci, které byly globalné zarovnany, a rovnéz obsahuji
Ctyf1 zivo€isné druhy. Z tohoto FASTA souboru byl pomoci programu Mesquite vytvoren
pozadovany format NEXUS snazvem CAOSTRAIN.nex. Nasledné¢ byl pomoci takto
vytvofeného souboru vytvofen fylogeneticky strom v programu PAUP s ndzvem
CAOSTRAIN.tre, ktery splnoval vyse uvedené podminky. Poté probéhla tprava souboru
NEXUS za pomoci vytvofené¢ho stromu opét v programu Mesquite, tak aby kone¢ny NEXUS
soubor se sekvencemi obsahoval i informaci o topologii stromu.

Takto vytvofeny soubor vstupoval do prvni casti programu CAOS, tedy CAOS
Analyzer, kde se po uspe€Sném probéhnuti programu vytvofily Ctyfi textové soubory
CAOS_attributesFile.txt, CAOS_groupFile.txt, CAOS_overviewFile.txt a soubor help.txt.

Timto zpusobem ziskané soubory byly poté pouzity jako vstupy do dalsiho bloku
programu CAOS Barcoder. Jako mozny vystup z nabizenych moznosti byl zvolen soubor,
ktery bude obsahovat pouze atributy sPu + sPr + dalsi. Po prob&hnuti programu byl na
vystupu ziskan soubor s nazvem Ref _matrix.cvs, kde prvni sloupec (s vyjimkou prvniho

fadku) zobrazuje nazvy taxonl piitomné ve vétvi v daném misté ve stromu. V dalSich
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sloupcich jsou uvedené charakteristické znaky, kde ¢islo za timto znakem ukazuje hodnotu

spolehlivosti. Kazdé dva fadky ve schématu predstavuji jeden uzel ve fylogenetickém stromu.

Dalsim krokem bylo pouziti vytvofeného souboru s atributy, k analyze nezname
vstupujici sekvence. Tento posledni krok sice probéhl, ale bohuzel neuspésné. Doslo ke
srovnani testované sekvence se sekvencemi v souboru pro klasifikaci, ovSem ve vysledné
tabulce v poli pro shodu, byla vypsana chyba programu, ktera dle informaci obsazenych
V napovedé, mize probéhnout z divodu nedostate¢né kvalitnich ziskanych atributt,
respektive jejich nedostateéného poctu pro klasifikaci.

Na soucasném vystupu programu CAOS v jeho zavére¢né fazi se dle autora webovych
stranek stale pracuje takovym zptisobem, aby analyza byla spolehlivéjsi. Z uvedeného diivodu
nebylo mozné analyzovat vybrana data a podat konecné vysledky analyzy testovaného

souboru touto metodou.

Aby testovani programu CAOS nebylo ukonceno netspésnou analyzou a mohla se
ovétit jeho funk¢nost, rozhodla jsem se pro vyzkouseni dal§iho FASTA souboru s nazvem
QuickTest.fas, ktery byl k dispozici pravé na webovych strankach programu COAS.

Dany soubor byl upraven stejnym postupem jako ptedesly. Do programu CAOS
Analyzer vstupoval hotovy soubor ve formatu NEXUS, obsahujici zarovnané sekvence a
informaci o podobé fylogenetického stromu. Byly ziskdny &tyfi textové soubory
CAOS _attributesFile.txt, CAOS_groupFile.txt , CAOS_overviewFile.txt a soubor help.txt.

Timto zpisobem ziskané soubory byly opét poté pouzity jako vstupy do dalsiho bloku
programu CAOS Barcoder. Jako mozny vystup z nabizenych moZnosti byl zvolen soubor,
ktery bude obsahovat pouze atributy sPu + sPr + dalsi. Po prob&hnuti programu byl na
vystupu ziskan soubor snazvem Ref matrix.cvs. Dal$im krokem bylo pouziti tohoto
vytvofeného souboru s atributy pro klasifikaci sekvence druhu.

Konecné analyza v tomto ptipad¢ probehla 1 s uvedenim miry shody, kterd zde byla
vycCislena na 100% u celkem osmi pfifazenych druhti. Jedinym problémem bylo, Zze ve
vysledny soubor neobsahovat ndzvy jednotlivych sekvenci, ale pouze jejich ID. Tento vystupu
nalezneme v piiloze ¢. 6.

Pfi snaze analyzu zakoncit i s obsahem jmen jednotlivych druhti, byl cely postup
analyzy opakovan od pocate¢niho kroku. Jedinou zménou v postupu bylo vyuziti programu
pro pocatecni zarovnani sekvenci, kdy byla vyuzita webova aplikace MUSCLE. Vysledny
soubor jiZ obsahovat jména 1 ve sloupci s ndzvem Best hit, tedy pro sekvence s nejlepsi
shodou, ovSem se zde nepodafilo miru shody vycislit, ale byla opét vypsana chyba jako
V ptipadé testovani piedeslého souboru.

Toto pouze dokazuje, Ze prace s timto programem je velice slozita, ptevazné pii tvorbé
spravné podoby vstupujiciho formatu NEXUS, kdy malé niance v podobé souboru mohou
ovlivnit vyslednou analyzu.

15



3.3 Metoda BLOG

3.3.1 Popis programu

Program  ve  verzi BLOG2.0 je dostupny na  webové  strance
http://dmb.iasi.cnr.it/blog.php. Jeho instalace je snadna a prace s programem je také lehce

pochopitelna. Nahled uzivatelského rozhrani je v piiloze ¢. 4. Pro praci s programem jsou
nejdulezitéjsi tlacitka vlevo. A to Open file, kam zadavame trénovaci soubor s DNA
sekvencemi a Open Test file, kam se uklada cesta k souboru s DNA sekvencemi, které maji
byt analyzovany. Analyza se poté spusti pomoci tla¢itka Run Blog.

Do programu vstupuji sekvence ve FASTA formatu a je tieba se zaméfit na nazev
vstupujiciho souboru, nebot’ pokud se v ndzvu objevi néjaké neocekdvané znaky typu mezera
nebo podtrzitko, program neprob&hne uspésné.

Pomoci tlacitka s ndzvem Set Parameters si miizeme nastavit parametry analyzy pro
nase potieby. Na zacatku jsou hodnoty nastaveny defaultné, lze zde naptiklad nastavit
zkracovani sekvenci dle nejkratsi nebo typy zarovnani sekvenci. [8]

Pokud navolime cestu k souboru pomoci policka Open File, objevi se ndm okno v
podobg, jaké je na obrazku v ptiloze ¢. 4. Vidime, ze doslo k naplnéni obsahu pole s nazvem
Data, ve kterém muzeme najit sloupce snazvy Name obsahujici ID sekvence, Class
obsahujici ndzev sekvence (organismu) a Sequence s DNA sekvenci. Pod timto oknem vidime
okno grafu snazvem Plot, ktery pfedstavuje mnozstvi nukleotidd v dané sekvenci. Je
zobrazena aktualné ta sekvence, kterou si oznac¢ime kurzorem mysi. Napravo od tlacitka Set
Parameters, se objevila rozbalovaci lista, ktera obsahuje ndzev nalezenych druhti organismui.

Jestlize si zde zvolime druh a pozici nukleotidu v sekvenci pomoci ¢itace vedle, a
stiskneme tlacitko Get, v okn€ pod rozbalovaci liStou mizeme vyc€ist primérné zastoupeni

jednotlivych nukleotidd na této pozici u tohoto druhu v procentech.

Pokud nyni stiskneme tla¢itko Run Blog aniz bychom zadali testovaci soubor, ktery
by mél obsahovat sekvence k analyze, program i tak prob&hne uspésné. Ze zadaného souboru
sam automaticky si vytvoii jak mnoZinu trénovaci, kterou tvoii asi 80% vstupnich sekvenci,
tak mnozinu testovaci, kterd obsahuje zbylé sekvence. Po prob&hnuti programu se v okné
objevi Sest novych vystupi, které se zobrazi za zalozkou s ndzvem Data, zaroven dochazi k
vytvoreni Sesti souborti ve formatu MS Excel s totoZnym obsahem, které jsou umistény ve
sloZce s analyzovanym FASTA souborem.

Jestlize bychom navolili zaroven cestu K testovaci mnoziné, byla by tu i zalozka
snazvem Test data, kterda ma stejné parametry jako zalozka data, ale obsahuje informace o

testovaci mnozing. [8]
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3.3.2 Popis vystupnich dat

Zalozka Blog Output nam pouze sdéluje, jak program probéhl, zda nedoslo k chybé a
podobné. Soubory TEST Statistics a TRAIN Statistics nam piedstavuji tzv. klasifika¢ni
matice. Jednd se vlastné o miry klasifikace, které jsou stanoveny jako pocet a procento
spravné nebo nespravné klasifikovanych vzorkti a neklasifikovanych vzorkli. Podobu takto
vytvofenych matic v programu BLOG2.0 vidime na obrazcich v pfiloze ¢. 5.

V souboru TEST formulas nalézame pravé zminované logické formule, které
pridéluji vzorek ke druhu, coz jsou mala pravidla ve tvaru "jestlize - pak®, na kterych je
metoda BLOG (Barcoding with LOGic) zalozena. Ty se vytvofily na zakladé¢ zadané
trénovaci mnoziny a miizeme si je prohlédnout v pfiloze €. 5.

Soubory TEST Confmatrix a TRAIN Confmatrix nam pfedstavuji, tzv. matice zdmén
poskytujici detailni informace o spravnosti klasifikace a o pripadné ktizové klasifikaci. Tyto

soubory mizeme vidét na v pfiloze €. 5. [8]

3.3.3 Vysledky analyzy testovaného souboru

Pro potieby analyzy jsem si pracovni FASTA soubor o 50 sekvencich rozdélila na dva
soubory o0 25 sekvencich, obsahujici stejné jiz zminéné Ctyfi Zivocisné druhy, tak abych
ziskala trénovaci mnoZinu snidzvem BLOGTRAIN a testovaci mnoZinu s nazvem
BLOGTEST. Tyto soubory jsem vloZila do programu a provedla analyzu vySe popsanym

zpisobem. NiZe budou uvedena a pospsana vysledna vystupni data.

Vzhledem k dobie zvolenym vstupnim sekvencim probéhla celd analyza naprosto
uspésné. Informace v soubory obsahujici klasifikaéni matice (TRAIN Statistics, TEST
Statistics) jsou velice podobné. Sdéluji nam tedy, ze soubory shodné obsahuji 25 sekvenci,
spravné klasifikovanach sekvenci bylo 25, Spatné klasifikovanych sekvenci bylo O,

neklasifikovanych sekvenci bylo téZ 0. Totéz je vyjadieno v procentech.

Jedinym rozdilem téchto vstupnich dat bylo, ze zde vstupoval riizny pocet zastupcii od
kazdého druhu. V trénovaci mnoziné€ bylo 6 sekvenci druhu Adela caeruleella, 7 sekvenci
druhu Aidos perfusa admiranda, 5 sekvenci druhu Anthela ocellata a 7 sekvenci druhu Atteva
aurea. V testovaci mnoziné€ bylo 6 sekvenci druhu Adela caeruleella, 9 sekvenci druhu Aidos
perfusa admiranda, 5 sekvenci druhu Anthela ocellata a 5 sekvenci druhu Atteva aurea.
Vsechny tyto informace mizeme vidét v nasledujicich tabulkach, kterd program vytvari ve
formatu CSV. [8]
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Tabulka 1: Soubor TRAIN Statistics ve formatu CSV

STATISTICS
tot | unknown adela_ aidos_perfusa_ | anthela_ | atteva_
caeruleella admiranda ocellata aurea
No. EI 25 0 6 7 5 7
No. Correct Class. 2 25 0 6 7 5 7
No. Wrong Class. 3 0 0 0 0 0 0
No. Not Class.* 0 0 0 0 0 0
Pct. Correct Class. ° 100 0 100 100 100 100
Pct. Wrong Class. © 0 0 0 0 0 0
Pct. Not Class.” 0 0 0 0 0 0
Tabulka 2: Soubor TEST Statistics ve formatu CSV
STATISTICS
tot | unknown adela_ aidos_perfusa_ | anthela_ | atteva_
caeruleella admiranda ocellata aurea
No. Of El 25 0 6 9 5 5
No. Correct. Class. 25 0 6 9 5 5
No. Wrong Class. 0 0 0 0 0 0
No. Not Class. 0 0 0 0 0 0
Pct. Correct Class. 100 0 100 100 100 100
Pct. Wrong Class. 0 0 0 0] 0 0
Pct. Not Class. 0 0 0 0 0 0

Dal$im vystupem funkce je soubor obsahujici logické formule (TEST formulas) pro

pridélovani vzorkl ke druhlim, které se vytvoftili ze zadané trénovaci mnoZziny. Tento vystup

je umistén v potadi dalsi tabulce.
Pro druh Adela caeruleella se vytvofil logicky vzorec ve tvaru pos38 = C, coz

znamena, zZe pokud na pozici ¢islo 38 v testované sekvenci bude nukleotid s bazi cythosinem,

ptifadi se ke druhu Adela caeruleella. V programu mutizeme zjistit, ze u sekvenci tohoto druhu

se na pozici 38 baze C vykytovala v celych 100 % piipadl z trénovaci mnoZiny. Vzhledem

k charakteru vSech vstupujicich sekvenci, se toto pravidlo i nasedujici, jevi jako vhodné pro

pfifazeni testované sekvence ke znamému druhu.

Pro dalsi druh Aidos perfusa admiranda se vytvoril logicky vzorec ve tvaru

pos471 = C. U sekvenci tohoto druhu se na pozici 471 baze C vyskytovala rovnéz ve 100%
piipadi. Pro druh Anthela ocellata se vytvoril logicky vzorec ve tvaru pos271 = C. U

L Poget elementt (prvki);

2 Pocet spravné klasifikovanych element

8 Pocet Spatné klasifikovanych elementti

4 Pocet neklasifikovanych elementi

® Procento spravné klasifikovanych elementi
® Procento $patné klasifikovanych elementil
" Procento neklasifikovanych elementt
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sekvenci tohoto druhu se na pozici 271 baze C vykytovala také ve 100% piipada. Pro

posledni druh Atteva aurea se vytvofil logicky vzorec ve tvaru pos343 = A. U sekvenci tohoto

druhu pro bazi A na pozici 341 plati totéz co u ostatnich.

Tabulka 3: Soubor TEST formulas ve formatu CSV

CLASS 1: adela_caeruleella CLASS 3: anthela_ocellata
pos38=C pos271=C

Coverage: 1 Coverage: 1

False Negative: 0 False Negative: 0

False Positive: 0 False Positive: 0

Score (Laplace): 0.7 Score (Laplace): 0.667
FP/TP: 0 FP/TP: 0
CLASS 2: aidos_perfusa_admiranda CLASS 4: atteva_aurea
pos471=C pos343=A

Coverage: 1 Coverage: 1

False Negative: 0 False Negative: 0

False Positive: 0 False Positive: 0

Score (Laplace): 0.727 Score (Laplace): 0.727
FP/TP: 0 FP/TP: 0

Poslednimi vystupnimi soubory jsou soubory TRAIN Confmatrix a TEST Confmatrix,

obsahujici matice zdmén. V tabulkdch 4 a 5 miZeme pozorovat, Ze k zddné zaméné ani

kiizové klasifikace nedoslo tedy, Ze nebyl zadny druh pfifazen chybné k neodpovidajicimu

druhu.
Tabulka 4: Soubor TRAIN Confmatrix ve formatu CSV
Unknown adela_ aidos_perfusa | anthela | atteva
caeruleella | _admiranda | _ocellata | _aurea
Unknown 0 0 0 0 0
adela_caeruleella 0 6 0 0 0
aidos_perfusa_admiranda 0 0 7 0 0
anthela_ocellata 0 0 0 5 0
atteva_aurea 0 0 0 0 7
Tabulka 5: Soubor TEST Confmatrix ve formatu CSV
Unknown adela aidos_perfusa | anthela | atteva
_caeruleella | _admiranda | _ocellata | _aurea
Unknown 0 0 0 0 0
adela_caeruleella 0 6 0 0 0
aidos_perfusa_admiranda 0 0 9 0 0
anthela_ocellata 0 0 0 5 0
atteva_aurea 0 0 0 0 5
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3.4 Vyhodnoceni testovanych metod

Z vyse popsanych vysledkii plyne, Ze na testovaném souboru uspéSné probéhla pouze
analyza pomoci programu BLOG2.0. Tato metoda ma ptivetivé uzivatelské rozhrani a jevi se
jako jednodussi i pro piipadnou implementaci v programovém prostiedi. Dle vysledka
Z analyzy, za pouziti testovaného souboru, se tato metoda jevi jako spolehlivd a vhodna
k analyze DNA barcodovych sekvenci, nebot’ tispésnost spravné klasifikace zde byla 100%.

Analyza pomoci metody CAOS se na testovaném ani na alternativnim souboru dat
nezdafila, pravdépodobné kvuli nedokonalosti kone¢né analyzy souboru on-line programem.
Tuto metodu, zejména jeji program povazuji za velice naro¢nou pro zacinajici uzivatele.
Komplikace se objevuji pfevazné v postupu spravného vytvoieni vstupnich soubort, kdy je
zapotiebi seznamit se a vyuzivat dal$i programy pro praci s genomickymi daty. Samotna
analyza na webovych strankéach je rozsahla a v pifipad¢€, ze program ozndmi chybu, neni ve
veétsing pripadt dostatek relevantnich zdroju S potfebnymi informacemi, kde by byl popsan
postup pro odstranéni nahlasené chyby.

Z uvedenych divodl bych se v navazujici praktické c¢asti diplomové prace zabyvala
vlastni realizaci metody zalozené na principech metody BLOG, nebot’ se tato metoda na

testovaném souboru osvédcila a vysledky byly vice nez uspokojivé.
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3.5 Vlastni metoda

Jak jiz bylo zminéno v odstavcich vySe, tvorba vlastni metody bude zaloZena na
principech metody BLOG (Barcoding with LOGic) a to z divodi snadné&jsi realizace a kvalité
vysledkti ziskanych analyzou. Vlastni metoda bude realizovana v programovém prostiedi
Matlab s pouzitim dostupnych nastrojt z bioinformatického toolboxu, které Matlab nabizi.

Bude se jednat o vytvofeni referenéniho souboru tzv. charakteristické druhové
struktury, pomoci trénovaci mnoziny obsahujici zastupce odlisnych druhd. Soubor bude
obsahovat charakteristické informace o DNA sekvencich pouzitych zastupcl zivocisnych
druhii. Takto vytvofeny soubor bude poté pouzit pro klasifikaci neznamé DNA sekvence,
kterd ma byt analyzovéna.

Vysledkem a zéroven vystupem analyzy by mél byt vycet tii zastupct druha, se kterymi
si byla testovana sekvence z hlediska hodnocenych parametrii nejvice podobna. Buse se
samoziejme jednat pievazné o zastupce druhti, které byly pouzity pro tvorbu charakteristické

druhové struktury.

3.5.1 Teoreticky navrh metody

Program pro vytvoreni charakteristické druhové struktury

Vstupem do programu bude soubor ve formatu FASTA, ktery by mél obsahovat vice
nez jednoho zastupce Zivoc¢iSného druhu. Zaroven by v tomto souboru mél byt dany druh
zastoupeny idealné péti a vice sekvencemi, aby mohl byt zahrnut do dal$iho zpracovani.

Ve FASTA souboru se sekvencemi bude poté provedena kratka analyza, ktera zjisti,
kolik jednotlivych zivo¢isnych druhd se v tomto souboru vyskytuje a kolika sekvencemi jsou
zde tyto jednotlivé druhy zastoupeny. Do dal$iho zpracovani postoupi pouze zastupci téch
zivoc¢isnych druhi, které jsou zastoupeny péti a vice sekvencemi.

Pro kazdy takto zvoleny ZivociSny druh se v dal§i €asti programu vytvofi tzv.
charakteristickd druhové struktura. Tato struktura bude obsahovat celkem pét poli, které
budou reprezentovat charakteristické znaky vytvofené ze vstupnich druhovych sekvenci

v

a bude slouzit k pozdéjsi identifikaci sekvence nezndmého druhu.

Prvni pole této charakteristické druhové struktury bude obsahovat proménnou
sndzvem konzervované pozice. Konzervovanymi pozicemi mame na mysli ty pozice
Vv testovanych sekvencich, ve kterych se vyskytoval stejny nukleotid u vSech vstupnich
sekvenci, byl zde tedy z hlediska aktualné vstupujicich sekvenci tzv. zakonzervovan. Mimo
indexti téchto pozic, bude vV tomto poli jesté vytvoreno tzv. sekven¢ni logo pro konzervované
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pozice, které nam fika procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotidi (A, C, G, T) na dané
pozici. Vzhledem ke konzervovanym pozicim se v sekven¢nim logu bude vyskytovat pouze
hodnota 100 pro piitomnost daného nukleotidu na dané pozici nebo hodnota 0 pro jeho
nepiitomnost.

Druhé pole charakteristické druhové struktury bude obsahovat proménnou s ndzvem
nekonzervované pozice. Protoze zde probiha analyza i tzv. nekonzervovanych pozic, tedy
pozic, kde neni u vstupujicich sekvenci na dané pozici vzdy shodny nukleotid, ale objevuji se
zde dva az Ctyii rozdilné nukleotidy. V tomto poli bude opét mimo indext nekonzervovanych
pozic uloZeno sekvencni logo pro nekonzervované pozice, které bude obsahovat procentudlni
zastoupeni jednotlivych nukleotidii na dané pozici v rozsahu 0 az sto a bude zaokrouhleno na
cela cisla.

Hodnota délky konsensualni sekvence, vytvofené pomoci vstupujicich druhovych
sekvenci, bude ulozena do tietiho pole charakteristické druhové struktury. Pod pojmem
konsensualni sekvence si mizeme predstavit charakteristickou a relativné konzervovanou
sekvence bazi DNA spole¢nou vétSimu poctu sekvenci. Samotna podoba konsensualni
sekvence bude uloZena do nasledujiciho pole struktury.

Paté pole charakteristick¢é druhové struktury miizeme oznacit pouze za doplikové,
jelikoz nebude obsahovat zadna data, kterd by byla pouzita pii analyze, ale bude obsahovat
pouze nazev zivoc¢isného druhu pro pozdéjsi identifikaci vysledkt analyzy.

Vystupem tohoto programu bude charakteristicka druhova struktura, poptipadé vice
charakteristickych druhovych struktury v jednom soubory v zavislosti na poctu a charakteru
vstupujictho FASTA souboru. Po novém spusténi programu s odliSnym vstupnim souborem

sekvenci bude mozno nové vytvorené struktury ptidat do stavajiciho souboru.

Program pro analyzu

Vstupem do programu pro analyzu bude soubor s charakteristickymi druhovymi
strukturami, vytvofeny pomoci prvniho programu, a sekvence, ktera se ma analyzovat.

Prvni zasadni operaci v tomto programu bude zarovnani testované sekvence jednotlivé
a postupné se vSemi konsensudlnimi sekvencemi z referencnich struktur pro potieby dalsi
analyzy.

Poté se budou prochédzet pozice této sekvence odpovidajici pravé konzervovanym
pozicim z hlediska referen¢ni konsensudlni sekvence. Bude se zde zkoumat pfitomnost ¢i
nepiitomnost konzervovaného nukleotidu V testované vstupni sekvenci. MiiZzou zde nastat
Ctyfi mozné situace, které jsou ohodnoceny jistym skérovacim systémem, ktery kazdé z
variant pfifadi nizkou numerickou hodnotu.

Situace si mizeme predstavit napiiklad z hlediska nukleotidu adeninu (A) a prvni
pozice v sekvencich. Adenin se vyskytuje v testované sekvenci na prvni pozici a v referencni

struktufe se bud’ vyskytuje, nebo nevyskytuje. Naopak se se Adenin nevyskytuje v testované
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sekvenci na prvni pozici a v referen¢ni struktuie se opét bud’ vyskytuje, nebo nevyskytuje.
Nejveétsi hodnota ze skorovaciho systému bude logicky ptid€lena situaci, kdy se Adenin
vyskytuje na konzervované pozici V konsensualni sekvenci a zaroven na odpovidajici pozici
V testované sekvenci.

Totéz se provede v ptipadé pozic odpovidajicim nekonzervovanym pozicim z hlediska
referenni konsensualni sekvence. V tomto piipadé je skorovaci systém modifikovany
vzhledem k sekvenénimu logu nekonzervovanych pozic, kde na rozdil od konzervovanych
pozic nejsou jen hodnoty 0 a 100, ale hodnoty pravé z tohoto intervalu. Skérovaci systém zde
také prid€luje rozdilné numerické hodnoty. Zde se hodnota skore odviji od vyskytu ¢i ne-
vyskytu daného nukleotidu v testované sekvenci V zavislosti na mife vyskytu daného
nukleotidu na dané pozici v konsensualni sekvenci. Jsou zde stanoveny intervaly hodnot, do

kterych mohou spadat hodnoty miry vyskytu v sekven¢nim logu nekonzervovanych pozic.

Je nutné zminit, Ze celkové vyS$i hodnoty pfifazujeme ve skdérovacim systému
Vv pfipadé konzervovanych pozic, jelikoz to je to hlavni, co dany druh charakterizuje. Je také
potieba brat v uvahu, ze soubor sekvenci, z n¢hoz je reprezenta¢ni struktura tvofena, nemusi
byt dostatecné obsahly a tim padem dostatecné reprezentativni. MiiZe se naptiklad stat, Ze pfi
vstupu dalSich nebo jinych sekvenci od jednoho zivoc¢isného druhu, se na misté konzervované
pozice ulozi jiny nukleotid nez pti predeslych sekvencich. Na tento fakt je potfeba dbat pii
volbé hodnot ve skoérovacim systému, aby zde nemély pfili§ vysokou vahu pravé
konzervované pozice.
kter¢ vzniklo sumaci dvou piedeslych zminénych skoére zkonzervovanych a
nekonzervovanych pozic. U téchto hodnot bude zaroven pfifazeno jméno piislusného

zivociSného druhu z reprezentacni struktury.
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3.5.2 Popis programi

Zjiz zminéného vyse vypliva, ze bylo nutné vytvofit dva oddélené programy pro
potieby popsané vlastni metody. Program pro vytvofeni charakteristické — reprezentacni
struktury pro zivo€isSny druh a druhy program pro samotnou analyzu testované sekvence.
Programy byly vytvofeny jako volatelné funkce v programovém prosttedi Matlab. Nazorné
blokové schéma, které nam pomuze se v programech zorientovat, si mizeme prohlédnout na
obrazku nize.

Pii vyvoji funkci byla pouzita data ziskand z databdze BOLD. Konkrétn¢ FASTA
soubor, obsahujici DNA sekvence zivoc¢isnych druhti, které¢ spadaji do riznych kment a tfid
napii¢ zivoCiSnou fi§i. Variabilita dat zde byla zajiSténa zastupci z kmene strunatct
(Chordata), v némz byla zastoupena tfida savci (Mammalia), tfida obojzivelnikti (Amphibia)
a tiida ptaka (Aves), dale z kmene c¢lenovca (Arthorpoda), zde byla tiida Hmyz (Insekta) a
nakonec z kmene mékkyst (Mollusca).

MnoZina obsahujici znamé
OMA sekvence

BLOG_TRAIN
¥

Vytvofeni reprezentacni druhové struktuny:

Konzervované pozice: [MxM double]
Mekonzemované pozice: [NxM double]
Délka konsensudlni sekvence: M
Konsensensudlni sekvence: [1xM char]
MNazev: 'Rodove druhove jmenc’

BLOG_TEST

F

Analyza testované sekvence:

Porovnavanim konzerovanych a
nekonzemnovanych pozic
+

Pfifazeni hodnoty skdre

ol Testovani sekvence

F

Wypis:

3 nepy55i hodnoty skore
= nejpodobnéjsi druhy

Obrazek 4: Blokové schéma vlastni metody
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Program pro vytvoreni charakteristické druhové struktury

Program pro vytvoteni charakteristické — reprezentacni druhové struktury ma pracovni
nazev BLOG_TRAIN.m. Vstupem je soubor sekvenci ve formatu FASTA, ktery se musi
zadavat pomoci apostrofii a koncovky.fas. Na nasledujicich fadcich budou podrobné popsany
jednotlivé ¢asti tohoto programu.

Soubor se sekvencemi pro tvorbu charakteristické reprezentacni struktury se nacita
klasickym piikazem fastaread, kdy se do dvou samostatnych proménnych ulozi jak nazvy
sekvenci, tak sekvence samotné.

Prvni oddil se vénuje selekci sekvenci dle jejich druhovych nazva pro nasledujici
vstup do dalsi ¢asti programu. Z proménné s nazvy jsou ziskany jména jednotlivych zastupct
druhtt pomoci vyhledavani svislych znakt v hlavi¢ce sekvence za pomoci piikazu strfind a
naslednou indexaci. Poté se v jednoduchém cyklu for vygeneruji pouze rozdilna jména a
jejich pocet za pomoci piikazu pro porovnani fetézcii strcmp. Na nésledujicich fadcich
programu jsou ziskany ve vnofenych cyklech for indexy shodnych druhti a do dalsi casti

programu jsou poslany pouze ty, které jsou zastoupeny péti a vice sekvencemi.

Do dal$iho obséhlého cyklu postupné vstupuji sekvence od shodného druhu za pouZziti
ziskanych indext v predeslé casti. Nasleduje blok, ktery upravuje vstupujici sekvence tim
zpusobem, ze odejimé znaky ,N‘ a ,-‘, reprezentujici mezery a neidentifikované nukleotidy,
ze zacatku a konctli sekvenci, tak aby zbytecné neovlivitovali dalsi zpracovani. Po této upraveé
jsou vstupujici sekvence zarovnany do bloku pomoci piikazu multialign a tento blok je
nasledné¢ upraven tak, aby na prvni pozici mély zacatek asponi dvé ze vstupujicich sekvenci.

Nasleduje rychlé a snadné vytvofeni konsensualni sekvence za pomoci ptikazu
seqconsensus z bioinformatického toolboxu Matlabu pro praci se sekvencemi. Konsensualni
sekvence je vlozena do ¢tvrtého pole vznikajici reprezentacni struktury. Tteti pole obsahuje
Vv této souvislosti délku konsensudlni sekvence.

Nalezeni konzervovanych pozic je postupné provadéno za pomoci srovnavani
vstupujicich sekvenci s vytvofenou konsensualni sekvenci. Pokud se na dané pozici
V konsensudlni sekvenci a zaroven ve vSech vstupujicich sekvencich vyskytuje shodny
nukleotid, je tato pozice vyhodnocena jako konzervovand. Indexy téchto pozic jsou uloZeny
na prvni fadek matice, uloZené v prvnim poli vznikajici reprezentacni struktury. Do stejného
pole je vloZeno 1 sekvencni logo konzervovanych pozic, které ma podobu matice. Jednotlivé
fadky reprezentuji nukleotidy v posloupnosti A, C, G, T a hodnota 100 znaci pfitomnost

daného nukleotidu a 0 jeho nepfitomnost na dané konzervované pozici.
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Nekonzervované pozice jsou ziskany jednoduchym systémem a to pomoci identifikaci
zbylych pozic konsensualni sekvence, které se vytvorfili odejmutim jiz zjiSténych pozic
konzervovanych. Indexy nekonzervovanych pozic jsou spolu s vytvofenym sekvencnim
logem pro nekonzervované pozice ulozeny do druhého pole vznikajici reprezentacni
struktury. Hodnoty sekven¢niho loga na dané pozici a daném fadku, opét odpovidajicim
danému nukleotidu, byly vypocitiny jako pocet dané¢ho nukleotidu na odpovidajici
nekonzervované pozici ve vSech vstupujicich druhovych sekvencich, a tento pocet byl

nasledné podélen celkovym poctem sekvenci a preveden na procenta.

Zaverecnou upravou postupné vytvorené reprezentacni struktury je pfiddni jména
zpracovavaného druhu do jejiho posledniho pole. Vypis struktury pro jeden druh v prostiedi
Matlab mtize vypadat nasledujicim zptisobem.

Konz_pozice: [5x532 double]
Nekonz_pozice: [5x187 double]
Delka_kons_sekvence: 719
Konsens_sekvence: [1x719 char]
Nazev: 'Felis catus'

V souhrnu tedy prvni fadek charakteristické reprezentac¢ni druhové struktury obsahuje pole
s nazvem Konz_pozice, ktery obsahuje indexy konzervovanych pozic z hlediska konsensualni
sekvence a sekven¢ni logo, znacici zastoupeni jednotlivych nukleotidi na dané pozici. Druhy
fadek obsahuje proménnou s nazvem Nekon_pozice, ve které jsou téZ indexy a sekvencni logo
pro pozice nekonzervované. Oba tyto fadky obsahuji hodnoty tybu double.

Tteti pole v burice nese nazev Delka_kons_sekvence a zaznamenava pravé pocet part
bazi odpovidajici konsensualni sekvenci. Dalsi fadek s nazvem Konsens_sekvence obsahuje
konsensualni sekvenci jako sled nukleotidovych bazi A, C, G, T. Nazev sekvence je logicky
ulozen v poli Nazev.

Vystupem tohoto programu je jediny soubor, ktery v sobé ¢itd jednotlivé reprezentacni
struktury pro dany druh. Je zde nastavena moznost rozsifeni vytvorené reprezentacni struktury
o nove¢ vzniklé struktury. Toto je provedeno v zavére¢né casti, kdy program zjisti, zda dany
soubor jiz existuje v cilové slozce a pokud ano, rozsiii ji o nové vzniklou strukturu, ktera

vznikla pomoci jiného souboru dat, na kterém byl program spustén.
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Program pro analyzu

Vstupem do dalsiho programu s pracovnim nazvem BLOG_TEST.m je soubor
S vytvofenymi reprezentacnimi strukturami a sekvence, kterd ma byt analyzovdna. Vstupni
sekvence je upravena stejnym zpusobem jako v minulém programu, jsou tedy odejmuty
nadbytecné znaky ,N° a ,-*, na zacatku a konci sekvence.

Sekvence je nasledné postupné zarovndna se vSemi piritomnymi konsensudlnimi
sekvencemi pomoci piikazu nwalign, provadé&jici globalni zarovnani nukleotidd pomoci
Needleman - Wunschova algoritmu, a je zde zaroven vytvoieno i jakési vlastni sekvenéni
logo, reprezentujici pfitomnost nukleotidii na danych pozicich, pro potieby néasledné analyzy.
Pfitomnost urc¢itétho nukleotidu je reprezentovana jedni¢kou v odpovidajicim fadku z

celkovych Ctyt fadku, reprezentujici postupné Adenin, Cytosin, Guanin a Tymin.

Pfred samotnym porovnavanim testované sekvence s konzervovanymi a
nekonzervovanymi pozicemi je upraveno indexovani testované sekvence, vzhledem
k moznému posunu pozic, ktery mohl byt zplsoben piedchozim zarovnanim. Zpusob
porovnavani pozic testované sekvence s konzervovanymi pozicemi konsensualni sekvence, je
zalozen na porovnani nukleotidu zastoupeného na dané konzervované pozici v konsensualni
sekvenci s nukleotidem, ktery na dané pozici obsahuje testovana sekvence. V tomto okamziku
se definuji hodnoty pro prvni ze skoérovacich systémi. Hodnoty byly experimentalné urceny
nasledovné.

Pokud je urcity nukleotid zastoupen v testované sekvenci a rovnéZ je zastoupeny na
konzervované pozici v konsensudlni sekvenci, pfifadi se hodnota 0.6. Pokud je urcity
nukleotid zastoupen v testované sekvenci, ale neni zastoupeny na konzervované pozici
Vv konsensualni sekvenci, pfifadi se hodnota 0.1. Pokud je urcity nukleotid zastoupeny na
konzervované pozici v konsensudlni sekvenci, ale neni zastoupeny V testované sekvenci,
piifadi se také hodnota 0.1. A pokud se urcity nukleotid, naptiklad Adenin, nevyskytuje ani na
konzervované pozici v konsensudlni sekvenci ani v testované sekvenci, je pfifazena hodnota

0.2. Piehledné zvolené hodnoty skore ukazuje nasledujici tabulka.

Tabulka 6: Hodnoty skore pro konzervované pozice

. Testovana sekvence Konsensualni sekvence Skére
Pritomnost
kleotid dané
n e.o-l unadane Ano (1) Ano (100) 0.6
pozici (hodnota
-y Ano (1) Ne (0) 0.1
v sekvencnim logu)
Ne (0) Ano (100) 0.1
Ne (0) Ne (0) 0.2
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Zpusob porovnavani testované sekvence s nekonzervovanymi pozicemi konsensualni
sekvence, je zalozen na porovnani nukleotidu zastoupeného na dané konzervované pozici
testované sekvence, jednickou reprezentovana jeho pfitomnost, s procentudlnim
zastoupenim nukleotidu na dané pozici V konsensudlni sekvenci. Piehledné hodnoty skore

stanoven¢ experimentalné pro nekonzervované pozice ukazuje opét nasledujici tabulka.

Tabulka 7: Hodnoty skore pro nekonzervované pozice

; Interval
Testovana Ly, ,
konsensualni Skoére
sekvence
sekvence
Ano (1) <0-25> 0
Pfitomnost nukleotidu na <26-50> 0.1
dané pozici / <51-75> 0.2
hodnota v sekvenénim logu <76 -100 > 0.3
Ne (0) <0-25> 0.2
< 26-50 > 0.1
<51-75> 0.05
<76-100 > 0.05

Hodnota vysledného skore pro danou reprezentacni strukturu je vypocitana jako suma
ze skore pro konzervované pozice a ze skore nekonzervované pozice. KoneCnym vystupem
programu je vypis tfi nejvysSich hodnot skore snazvem odpovidajiciho druhu,
reprezentovaného vybranou strukturou. Tato data jsou rovnéz exportovdna do souboru MS
Excel.

3.5.3 Vysledky analyzy

Program byl vyvijen a testovan pomoci sekvenci z databdze BOLD, kde byly
zastoupeny ruzné zivo€isné druhy, které jsou popsany Vv uvodu teoretické ¢ésti této prace. Pro
ovéefeni spravnosti fungovani programu se nabizi otestovat, zda testovana sekvence, ktera byla
rovné€Z pouzita spole¢né s ostatnimi sekvencemi pro tvorbu referencni struktury, bude opét
spravnég pfifazena ke svému druhu.

Zastupci druhti, pro které se poprvé vytvarely referencni struktury a které obsahovali
vzdy pét az osm sekvenci, byly nasledujici: Adela caeruleella (motyl), Felis catus (kocka),
Otus lempiji (sova), Theba subdentata (hlemyzd’) a Mantidactylus femoralis (Zaba). VSechny
tyto sekvence byly sdruZzeny do FASTA souboru s nazvem Soubory.fas a tento soubor byl dan
na vstup programu BLOG_TRAIN.m, jehoZ vystupem byl soubor s nazvem struktura, ktery
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obsahoval pét rozdilnych referencnich struktur pro kazdy zastoupeny druh zvlast. Vybrana

data z tohoto soubory vidime v tabulce pod textem.

Tabulka 8:Data z druhové struktury pro soubor Soubory.fas

Délka Pocet Pocet
Poradi Druh konsensualni konzervovanych nekonzervovanych
sekvence pozic pozic
1 Adela caeruleella 658 653 5
2 Felis catus 719 532 187
3 Otus lempiji 686 683 3
4 Theba 682 488 194
subdentata
5 Mantldactylus 626 385 241
femoralis

V tabulce vidime délky konsensuélnich sekvenci, které jsou pro vSechny vstupujici

druhy srovnatelné. Z poctu konzervovanych a nekonzervovanych pozic mizeme fici, Ze velice

podobné sekvence maji zastupci druhu Adela caeruleella a Otus lempiji. Naopak zbyvajici

druhy jsou charakterizovany velkym poctem rozdilnych pozic mezi sekvenci t¢hoz druhu, coz

nam muze zna¢né zkomplikovat dal$i analyzu.

Ziskany soubor struktura, dale vstupoval spole¢né s testovanou sekvenci do programu

s ndzvem BLOG TEST.m. Testovana sekvence byla postupné zastoupena vSemi péti zastupci

druhti zminénymi vysSe. Jaké byly vystupy programu pii tomto postupu a experimentalné

stanovenych hodnotach ve skorovacich systémech, si mizeme prohlédnout v tabulce nize.

Tabulka 9: Vysledky analyzy sekvenci ze souboru s nazvem Soubory.fas

1. . 2. Ly, . .
Poradi Vstupujici Neivvesi Odpovida Neivvesi Odpovida Ne'?l <& Odpovida
sekvence ) ,y druhu ) ’y druhu ) ’y druhu
skore skore skoére
1 Adela 78765 | A€l 663.6 Ots 1 e1345 || Felis catus
caeruleella caeruleella lempiji
o | Mantidactylus | ¢ g Ows | ea13 | Feliscatus | 633.1 | Mantidactylus
femoralis lempiji femoralis
3 Felis catus 765.65 Felis catus | 709.85 Otusm 656.1 .
lempiji caeruleella
t
4 Otus lempiji | 820.05 Otus | ga365 | Adela 634.8 | Felis catus
lempiji caeruleella
Theba Theba Adela
> subdentata 711.05 subdentata 657.55 caeruleella 654.45 CiRe )
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V tabulce vidime, ze ve vétSin€ byl k testované sekvenci piifazen spravny druh. OvSem
v piipadé, kdy do programu vstupovala sekvence druhu Mantidactylus femoralis, jako druh
nejvice podobny a s nejvétsim skore, byl vyhodnocen Otus lempiji, poté Felis catus a az tieti
nepodobnéjsi v potadi byl Mantidactylus femoralis. Tato situace mohla byt mimo jiné
zpusobena, Ze testovana sekvence byla o vice jak 100bp kratS$i neZ ostatni sekvence.
Podobnou zasluhu na S$patné identifikaci mohou mit i nevhodné zvolené hodnoty ve
skorovacich systémech pro konzervované a nekonzervované pozice konsensuélnich sekvenci.

Zaroven si zde mizeme vSimnout, ze hodnoty skore se od sebe piili§ nelisi, jedna se o
rozdily v fadu desitek mezi jednotlivymi druhy. Podobné vysledky mohou byt opét zptsobeny
hodnotami ve skorovacich systémech.

Z tabulky dale vyplyva, ze program V této podobé¢, tedy se zvolenymi hodnotami ve
skorovacim systému, nema stoprocentni vysledky, ale vysledky se daji povazovat za
pfinejmensim uspokojivé. Pfi daném rozsahu testovani se pohybujeme na GspéSnosti 80%.

Pro dosazeni kvalitngj$ich vysledkl je potfeba provést dalSi analyzy a na zaklad¢ jejich

vysledkd hodnoty skorovaciho systému upravovat.

Dals$im souborem, na kterém byla vytvofend metoda testovdna, byl soubor s pracovnim
nazvem Soubory?2.fas. Tento soubor obsahoval sedm zastupcti druhu Notomyotida (hvézdice),
osm zastupcti druhu Anthopleura elegantissima (sasanka), Sest zastupci druhu Haplothrips
aculeatus (trubénka - hmyz), pét zastupci druhu Osteolaemus tetraspi (krokodyl), osm
zastupcd druhu Crocidura buettikoferi (bélozubka) a ¢tyfi zastupce tiidy Agelenopsis utahana
(pavouk).

Do programu vstupovalo celkem Sest zastupct zivociSnych druhd. Referenénich
druhovych struktur bylo vytvofeno pouze pét. Struktura se nevytvotila pro druh Agelenopsis
utahana z divodu, ze byl v souboru zastoupen pouze Ctyimi sekvencemi. Hlavni udaje
z referen¢nich druhovych struktur najdeme v tabulce pod textem.

Tabulka 10: Data z druhové struktury pro soubor Soubory2.fas

Délka Pocet Pocet
Poradi Druh konsensualni | konzervovanych | nekonzervovanych
sekvence pozic pozic
1 Notomyotida 658 630 28
2 Anthopleura 658 608 50
elegantissima
3 Haplothrips 659 341 318
aculeatus
4 Osteolaemus 513 304 209
tetraspis
Crocidura
1 21
> buettikoferi 635 614
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V tabulce jsou vycisleny pocty konzervovanych pozic a nekonzervovanych pozic pro
jednotlivé druhy spolecné s délkou konsensualni sekvence. Miizeme si zde vSimnout, ze
konsensualni sekvence maji srovnatelnou délku (pocet bp) az na druh Osteolaemus tetraspis,
ktery obsahoval o cca 100 bp méné.

Dale vidime, ze zatimco druhy Notomyotida, Anthopleura elegantissima a Crocidura
buettikoferi obsahuji vysoky pocet konzervovanych pozic vzhledem k délce konsensualni
sekvence, jsou si tedy vzajemné velice podobné, tak zbyvajici druhy Haplothrips aculeatus a
Osteolaemus tetraspis obsahuji daleko mensi pocet konzervovanych pozic vzhledem ke
konsensualni sekvenci a tim padem, zde bylo nalezeno i mnoho pozic nekonzervovanych.
Velky pocet nekonzervovanych pozic ndm znaci, ze vstupujici sekvence tohoto druhu se
vzajemné velice odliSovali v umisténi nukleotidi na jednotlivych pozicich. Takto vytvofena

reprezentacni druhova struktura nemusi byt plné funkéni pro analyzu testovanych sekvenci.
Takto vytvofeny soubor s referencnimi druhovymi strukturami byl ddn na vstup

programu pro analyzu spoleéné se sekvencemi jednotlivych druhd. Vystupy analyzy ze
souboru Soubory2.fas jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Tabulka 11: Vysledky analyzy sekvenci ze souboru s nazvem Soubory2.fas

Pofadi Vstupujici Ne't. <& Odpovida Ne'i. - Odpovida Ne'?l- <& Odpovida
sekvence ) ’y druhu ] ’y druhu ] ’y druhu
skore skoére skore
1 | Notomyotida | 765.8 | Notomyotida | 626.15 | ATthopleura | o1, g5 | Crocidura
elegantissima buettikoferi
g | Anthopleura | o005 | Anthopleura | o) as | Notomyotida | 614.95 |  Crocidura.
elegantissima elegantissima buettikoferi
Haplothri Haplothri Anthopl
3 aplOtNrips | o417 55 | HOPIOUIIPS | sq3 45 | Notomyotida | 587.55 | ~\Mthopleura
aculeatus aculeatus elegantissima
a | Osteclaemus | oo o5 | Notomyotida | 584,25 | 09U | gy g5 | Anthopleura
tetraspis buettikoferi elegantissima
5 Crocidura | o318 | Notomyotida | 619.7 | 079U | gog.q | Anthopleura
buettikoferi buettikoferi elegantissima

V piipad€¢ analyzy na tomto souboru UspéS$nost identifikace sekvenci poklesla. Tti
z druhd byly spravné ptifazeny ke svému druhu jako nejpodobnéjsi. U druhu Crocidura
buettikoferi, program vyhodnotil, Zze je tato vstupujici sekvence vice podobna s druhem
Notomyotida a poté az s korektnim druhem Crocidura buettikoferi, ovSiem hodnoty skore
Vv tabulce jsou si velice blizké pro ob¢ varianty.
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Negativné dopadla analyza druhu Osteolaemus tetraspis, tato sekvence byla postupné
vyhodnocena jako nejpodobnéjsi s druhy, které nebyly korektni. Toto mohlo byt zptisobeno
nedostateCné reprezentativni charakteristickou strukturou pro tento druh, jelikoz zde bylo
velké mnozstvi nekonzervovanych pozic. Nespravnou identifikaci mohly rovnéz ovlivnit
nevhodné zvolené hodnoty ve skoérovacim systému, ovsem vzhledem k podobé referenéni
struktury lze tento vliv zanedbat.

Z vysledkl této konkrétni analyzy miizeme ucinit dil¢i zavér, ze pokud pozadujeme,
aby byla charakteristicka druhova struktura dostate¢né reprezentativni, je potieba, aby do
programu pro tvorbu této charakteristické struktury vstupoval dostateCny pocet zastupcu
daného druhu a tyto druhy byly sami o sob¢ reprezentativni, coz se tyCe pievazné jejich
dostatecni informativni hodnoty. Informativni hodnotou méam na mysli jeji dostate¢nou
sekvenaci, tedy ze se v sekvenci nebude vyskytovat pfiliS mnoho mezer a neuréenych
nukleotidi.

Poslednim souborem, na kterém byla metoda testovana, byl soubor s nazvem
Soubory3.fas. Tento soubor obsahoval sekvence popsané v uvodu prace. V souboru byli
zastupci tfidy motyld a jednalo se o druhy Adela caeruleella, Aidos perfusa admiranda,
Anthela ocellata a Atteva aurea.

Tento soubor se od ptfedchozich odliSuje tim, Ze v sobé sdruzuje velice piibuzné
organismy, coz nam muze ovlivnit vysledky analyzy, vzhledem k teoretické podobnosti
sekvenci zastupcu téchto druh. Vzhledem k dostatecnému poctu vstupujicich sekvenci u
jednotlivych druhti byly vytvoreny Ctyfi charakteristické druhové struktury, jejichz parametry
si mizeme prohlidnout v tabulce ¢. 12.

Tabulka 12:Data z druhové struktury pro soubor Soubory3.fas

Délka Pocet Pocet
Poradi Druh konsensualni | konzervovanych | nekonzervovanych
sekvence pozic pozic
1 Adela caeruleella 658 653 5
2 Aidos perfusa 658 580 78
admiranda
3 Anthela ocellata 658 302 356
4 Atteva aurea 633 386 247

V tabulce je opét vidét, ze velké mnozstvi nekonzervovanych pozic obsahuji sekvence
druhti Anthela ocellata a Atteva aurea.
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Takto vytvotené druhové struktury byly pouzity opé€t k analyze vstupujicich sekvenci.
Vysledky analyzy shrnuje nasledujici tabulka.

Tabulka 13:Vysledky analyzy sekvenci ze souboru s naizvem Soubory3.fas

L, 1. - 2. i . _—
Poradi Vstupujici Neivvesi Odpovida Neivvesi Odpovida Ne'?/ & Odpovida
sekvence ) ’y druhu ] 'y druhu ) ’y druhu
skére skore skoére
Adela Adela Ao Anthela
1 749.15 668.25 perfusa 556.55
caeruleella caeruleella : ocellata
admiranda
Aidos Aidos
Adel Anthel
2 | perfusa | 760.75 | perfusa | 7233 dela 1 o35 nthela
: ; caeruleella ocellata
admiranda admiranda
Aidos
Adel Anthel
3 | Anthela | o4 GG 692.7 | perfusa | 6703 nthela
ocellata caeruleella : ocellata
admiranda
Aidos
4 Atteva | o4 Adela 694.45 | perfusa | 6736 | €V
aurea caeruleella : aurea
admiranda

Vysledky analyzy nejsou pfilis dobré, nebot” druhy Anthela ocellata a Atteva aurea,
byly diagnostikovany az jako v pofadi treti sekvence, které jsou si nejvice podobné

s konsensudlni sekvenci vytvofenou z téchto druhil a s jejimi konzervovanymi, poptipadé

nekonzervovanymi pozicemi. VIiv na diagnostiku mimo zvolené hodnoty skoérovaciho

systému melo i vysoké zastoupeni nekonzervovanych pozic u téchto druhd.

Ve snaze zajistit lepSi vysledky analyzy v tomto souboru dat byly experimentalné
zménény hodnoty ve skdrovacim systému pro konzervované pozice na hodnoty, které ukazuje
nasledujici tabulka.

Tabulka 14: Upravené hodnoty skére pro konzervované pozice

PFitomnost
nukleotidu na dané
pozici (hodnota
v sekvencnim logu)

Testovana sekvence Konsensualni sekvence Skoére
Ano (1) Ano (100) 0.6
Ano (1) Ne (0) 0.2
Ne (0) Ano (100) 0.1
Ne (0) Ne (0) 0.1

------

Vv pfedchozim piipad€. Testované sekvence a druhy, se kterymi byly vyhodnoceny jako
nejpodobnéjsi, miizeme vidét opét v tabulce na nasledujici strance.
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Tabulka 15:Vysledky analyzy sekvenci ze souboru s nazvem Soubory3.fas po upravé hodnot ve
skorovacim systému pro konzervované pozice

Pofadi Vstupujici | 1. Ne!vysm Odpovida 2. Ne!vy55| Odpovida Nejuyssi Odpovida
sekvence skore druhu skore druhu , druhu
skore
Aidos
Adel Adel Anthel
1 et 553.25 el 511.25 perfusa | 47315 | ~ntnela
caeruleella caeruleella : ocellata
admiranda
Aidos Aidos perfusa Adela Atteva
2 perfusa 586.75 p 545.2 473
: admiranda caeruleella aurea
admiranda
Aidos
Anthel Anthel Adel
3 nthela 579.9 nehela 552.7 dela | 371 | perfusa
ocellata ocellata caeruleella ;
admiranda
4 |Attevaaurea| 558 | Atteva aurea 548.6 Adela | o025 | Anthela
caeruleella ocellata

V tabulce jasné vidime, jak nepatrnd zména v nastaveni hodnot ve skdrovacim systému
muze ovlivnit vysledky analyzy. Zaroven mizeme pozorovat, Ze se hodnoty skore celkove
snizili vzhledem k ptfedchozimu pfipadu. V tomto ptipad€ je GspéSnost analyzy stoprocentni,
nebot’ vSechny sekvence byly ptifazeny ke svému druhu jako k prvnimu v potadi. V ptipadé
tohoto souboru, tedy miizeme vyhodnotit nastaveni skdrovaciho systému jako G¢inng;jsi.
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3.6 Srovnani vlastni metody s metodou BLOG

Po realizaci vlastni metody, ktera byla inspirovana principy analyzy DNA barcodovych
sekvenci metodou BLOG se nabizi jejich vzajemné srovnani.

Metoda BLOG je urCena k identifikaci umisténi klicovych diagnostickych pozic
nukleotid u kazdého druhu zvlast' v pln¢ definované trénovaci mnozin€é. Ve vytvorené
vlastni metod¢ miizeme pod diagnostickymi pozicemi chapat pravé zjisténé konzervované
pozice vzhledem ke konsensualni sekvenci.

Metoda BLOG poté prifazuje V zavislosti na klicovych diagnostickych pozicich,
kazdému druhu logickou klasifika¢ni formuli, tedy malé pravidla ve tvaru ,,jestlize — pak*,
kterd jsou schopna charakterizovat druhy kompaktnim zptsobem. Je schopna tuto sekvenci
rozpoznat a piifadit ke druhu, ktery se jiz nachazi v referen¢ni knihovné. Ve vytvorené vlastni
metodé se takova pravidla nevytvareji, ale jsou nahrazena skorovacim systémem. Za pravidlo
muizeme povazovat pouze to, ze se testovana sekvenci pfifadi ke druhu, ktery dosahl
nejvyssiho skore.

Metoda BLOG dale nabizi dalsi ziskané informace o analyzovanych sekvencich. Vlastni
metoda v soucasné podobé tato data, kterd mohou obsahovat novou ptidanou informaci 0

sekvencich, vytvaret neumi.

Abychom porovnali i praktickou ¢ast obou metod, tedy t¢innost analyzy metodou BLOG
a vlastni metodou, provedeme testovani souborti s nazvy Soubory.fas, Soubory2.fas a
Soubory3.fas jesté metodou BLOG.

Vysledky analyzy prvniho souboru shrnuji nasledujici dvé tabulky. Prvni z nich oznacuje
trénovaci mnoZinu, na zakladé které se tvofila pravidla. Na prvnim fadku vidime, kolik
sekvenci od jednotlivych druhli bylo pouzito na trénovaci mnozinu. Vidime, ze zde byla
100% uspesnost analyzy.

Tabulka 16: Soubor TRAIN Statistics z Soubory.fas

tot | unknown Adela Felis Otui‘ Theba Mantidactylus
caeruleella | catus | lempiji | subdentata femoralis
No. Of El 23 0 5 3 5 5 5
No. Correct. Class. 23 0 5 3 5 5 5
No. Wrong Class. 0 0 0 0 0 0 0
No. Not Class. 0 0 0 0 0 0 0
Pct. Correct Class. 100 0 100 100 100 100 100
Pct. Wrong Class. 0 0 0 0 0 0 0
Pct. Not Class. 0 0 0 0 0 0 0
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Druhd ztabulek jiz prezentuje samotnou analyzu sekvenci, které byly pii vstupu

piifazeny do testovaci mnoziny. Vidime, Ze analyza neprob¢hla tspésné u vSech vstupujicich

sekvenci, ale pouze u druhu Adela caeruleella. Jediného vstupujiciho zastupce druhu Felis

Catus se nepodatilo spravné ptiradit. U zbyvajicich druhi byla tispé$nost 50%.

Nekvalitni vysledky mohou byt zplGsobeny nedostateCné reprezentativni trénovaci

mnozinou, jak uvadi autofi této metody.

Tabulka 17:Soubor TEST Statistics z Soubory.fas

tot | unknown Adela Felis Otus Theba Mantidactylus
caeruleella | catus lempiji | subdentata femoralis
No. Of El 9 0 2 1 2 2 2
No. Correct. Class. 5 0 2 0 1 1 1
No. Wrong Class. 2 0 0 0 1 0 1
No. Not Class. 2 0 0 1 0 1 0
Pct. Correct Class. | 55.56 0 100 0 50 50 50
Pct. Wrong Class. 22.22 0 0 0 50 0 50
Pct. Not Class. 22.22 0 0 100 0 50 0

Pro ptfehlednost v tomto piipadé uvadim 1 tabulku reprezentujici matici zdmén, kde

mizeme pozorovat, jak se druhy spravné ¢i nespravné piitazovaly K referenénim druhiim na

zakladé¢ vygenerovanych pravidel. Hodnoty v diagondle zna¢i pocet spravné
diagnostikovanych zastupct druht.
Tabulka 18: Matice zamén pro Soubory.fas
Unkno Adela Felis Otus Theba Mantidactylus
wn caeruleella | catus lempiji subdentata femoralis
Unknown 0 0 1 0 1 0
Adela 0 2 0 0 0 0
caeruleella
Felis catus 0
Otus lempiji
Theba 0 0 0 0 1 1
subdentata
Mantlda?ctylus 0 0 0 1 0 1
femoralis
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V piipadé testovani v potradi druhého souboru Soubory2.fas, byla matice TRAIN
Statistics opét stoprocentni, proto zde bude uvedena pouze matice TEST Statistics, kde
vidime, jak byly sekvence analyzovany dle sady pravidel vygenerovanych z trénovaci

mnoziny.
Tabulka 19: Soubor TEST Statistics z Soubory?.fas
. Anthopleura Agelenopsis | Haplothrips | Osteolaemus | Crocidura
tot unknown notomyotida
elegantissima utahana aculeatus tetraspis buettikoferi

No. Of El 10 0 2 2 1 2 1 2
No. Correct.

5 0 2 1 1 0 0 1
Class.
No. Wrong

0 0 0 0 0 0 0 0
Class.
No. Not

5 0 0 1 0 2 1 1
Class.
Pct. Correct

50 0 100 50 100 0 0 50
Class.
Pct. Wrong

0 0 0 0 0 0 0 0
Class.
Pct. Not

50 0 0 50 0 100 100 50
Class.

V tabulce mizeme pozorovat analyzu sekvenci ze souboru Soubory2.fas. Analyza zde

neprobehla téz uplné korektn€, coz davam opét za vinu nedostate¢né trénovaci mnozing, ktera

byla poslana na vstup program BLOG.

Co se tyce analyzy tfetiho souboru metodou BLOG, tak ta probéhla jiz v prvni ¢asti této

prace vramci sezndmeni se s metodou a jejim programem. Vysledky programu naleznete
Vv tabulkéach 1-5.

Pokud bychom tedy méli vyhodnotit schopnosti analyzy obou programu na pouzitych

datech, miizeme vysledky oznacit za pfinejmensim srovnatelné. Obé metody mély vysoké

procento spravné pfifazenych druhtli, ovSem se sniZujici se kvalitou vstupnich souborli pro

tvorbu reprezentacni struktury u vlastni metody, ¢i ke tvorbé pravidel u metody BLOG, se

mira uspésnosti klasifikace linearn¢ sniZzovala.
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4 Zaveér

Tato diplomova prace seznamuje s problematikou znakové orientovanych metod DNA
barcodingu. Jako dvé hlavni metody byly vybrany CAOS a BLOG. V tvodu préce je popsan
jak princip Klasifikace, na kterém jsou ob&é metody postaveny, tak fungovani a pouzivani
jejich programii, v¢etné popisu vstupnich a vystupnich dat.

Cilem prace bylo se seznamit s principy vySe uvedenych metod a na zaklad¢ vysledkt
analyzy zvolit jednu z nich jako vhodné&jsi k tvorb¢ vlastni znakové orientované metody DNA
barcodingu, slouzici ke klasifikaci sekvenci do jednotlivych druhd.

Z divodu snadnéjsi realizace a celkové kvalitnéjSich vysledkl testovani byly vybrany
k realizaci principy metody BLOG. Vlastni metoda byla navrZzena a teoreticky popsana.
V praktické casti byly poté vytvofeny dva samostatné programy v programovém prostiedi
Matlab. Prvni program s nazvem BLOG_TRAIN.m slouzi k vytvofeni charakteristické
druhové struktury ze vstupujictho FASTA souboru obsahujiciho zastupce jednotlivych
zivo¢iSnych druhti. Tato struktura poté slouzi k samotné identifikaci druhti. Druhym
programem je BLOG_TEST.m, ktery provadi klasifikaci vstupujici testované sekvence za
pomoci definovaného skoérovaciho systému.

Kone¢nym vystupem metody je pfifazeni testované sekvence ke druhu, u kterého bylo
dosazeno nejvyssiho skore, tedy nejvétSi podobnosti v analyzovanych parametrech
obsazenych v charakteristick¢é druhové struktute. Jako parametry zde mulzeme oznacit
konzervované a nekonzervované pozice v konsensualni sekvenci reprezentujici dany druh.

Oba zrealizované programy jsou funkéni a Gispé$nost v priibéhu testovani byla odhadnuta
na 70% az 80% v zavislosti na objemu analyzovanych dat.

V zavéru prace byla srovndna vlastni navrZzena metoda s metodou BLOG. Obé metody
Vv zavislosti na vstupnich datech, vykazovaly srovnatelné vysledky. Vytvofena vlastni metoda
ma potencidl byt dale rozSifovana a zdokonalovana pro potieby klasifikace DNA barcodovych

sekvenci.
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< m ]

»

Plot
2730

1365

0.0

Legend
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File Tools Help

[ Open File ] |C:‘lJ_IsErs\,Kacenka\,DEsktup\,SEmEstraIni prace 2014'\ELOGTRAIN. fas | [ Set Parameters ] [Adela_ﬁeruleella v] | 1&"

[ OpenTestFie | [TestFile path... | [ Runblog JJa=100.00

Data | Blog Output | TEST statistics | TRAIN statistics | TRAIN formulas | TEST confmatrix | TRAIN mnﬁnamx|

tot unknown adela_ca

aidos_per...  anthela_

7
1 Mumber_of_correct_dassified_elements: 7 o 2 2 1 2
Number_of wrong_dassified_elements: o o o o o 0
Mumber_of_not_dassified_elements: o o o o o 0
Percentage_of_correct_dassified_elements: | 100.00 0.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Percentage_of_wrong_dassified_elements: |0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Percentage_of_not_dassified_elements: 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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CAOS-Classifier Output

No.  Query name Best hit Match Query vs Best hit
1 0Q108259|Squalusmitsukuril DQ108246 100.00% Click to view
DQ108261 100.00%
DQ108245 100.00%
DQ108263 100.00%
Navigation DQ108253 100.00%
DQ108243 100.00%
o DQ108264 100.00%
DQ108262 100.00%

About CAOS

Press DOWNLOAD 1o get the classified dataset!
Manual

Ptiloha ¢. 7

g

Login

Name CAOS-Classifier Output
e

No.  Query name Best hit Match Query vs Best hit|
1 DQ1082 DQ108264_| Sq Ermord% Click to view |

Password

Press DOWNLOAD to get the classified dataset!

Navigation

Home
About CAOS
Manual

CAOS-Analyzer
CAOS-Barcoder
CAOS-Classiier
CAOS-Library
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CD s programy BLOG_TRAIN a BLOG_TEST
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