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ABSTRAKT

VétsSina metod pro analyzu genomickych dat pracuje se sekvencemi v jejich symbolickém zapisu.
Genomické sekvence Ize povazovat za formu biologického digitalniho signalu, ktery je mozné
analyzovat metodami zpracovani digitalnich signalti. 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 organismii. V soucasnosti popularni DNA barcoding je
pfistup molekularni identifikace organismii na zékladé¢ porovnavani kratkych sekvenci urcitého
useku mitochondridlniho genomu. V této dizertacni praci navrzend metoda identifikace organismi
na zakladé porovnavani nukleotidovych denzitnich vektorti byla testovana na rozsdhlém souboru
DNA barcodingovych sekvencich. Navrzeny zpusob identifikace do druhti byl dale rozsifen a
otestovdn na vyS$$i taxonomické skupiny jako je cCeled. Dale také byly pro testovaci data
zkonstruovany a porovnany dendrogramy ze standardné pouzivanych evolucnich vzdalenosti a
vzdalenosti mezi nukleotidovymi denzitnimi vektory.

KLICOVA SLOVA

genomika, numerické reprezentace, nukleotidové denzitni vektory, DNA barcoding, molekuldrni
taxonomie, identifikace druh.

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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Genomics, numerical representations, nucleotide density vectors, DNA barcoding, molecular
taxonomy, species identification.
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UvVoD

Bioinformatika je rychle se rozvijejici védni obor, ktery se zabyva metodami sbéru, analyzy a
vizualizace rozsahlych soubori biologickych dat, pfedev§im genomickych dat (sekvence DNA) a
proteomickych dat (sekvence aminokyselin). Velkd c¢ast metod pro analyzu genomickych a
proteomickych dat pracuje se sekvencemi v jejich symbolickém zapisu, napf. pro DNA sekvence
jde o sousledny zapis pomoci pismen A, C, G a T, které reprezentuji jednotlivé nukleotidy adenin,
cytosin, guanin a tymin. Analyzou symbolickych sekvenci muzeme mimo jiné provadét napf.:
anotaci gentl, vyhledavat homologni a podobné sekvence, zarovnavat sekvence i provadét
fylogenetickou analyzu.

Genomické a proteomické sekvence 1ze povazovat za formu biologického digitalniho signalu, a
tak se zde nachazi i moznost aplikace metod zpracovani digitalnich signalt. Sekvence
v symbolickém zapisu musi byt pied zpracovanim ptrevedeny do vhodného numerického formatu.
Vybér metody numerické reprezentace siln€ zavisi na typu metody nasledné analyzy.

Tato dizertaéni prace predstavuje metodu numerické reprezentace genomickych dat,
nukleotidové denzitni vektory, kterd priméruje zastoupeni jednotlivych nukleotidii ve zvolené
délce posuvného vypocetniho okna. Vysledkem numerického mapovani jsou Ctyfi Ciselné vektory,
jeden pro kazdy typ nukleotidu. Tato numericka reprezentace umoznuje rtizné druhy analyz.
Predbézné byla vyzkousSena napf. na vyhledavani CpG ostrivkll a vyhledavani tandemovych
repetic. Tato prace je vSak zaméfena na vyuziti nukleotidovych denzitnich vektord k molekularni
identifikaci organismd.

V soucasnosti je velmi populdrni DNA barcoding, coZ je pfistup molekularni identifikace
organisml na zaklad€ porovnavani kratkych sekvenci urcitého tiseku mitochondridlniho genomu.
K identifikaci vicebunécénych zivocichl byl jako tsek pro DNA barcoding zvolena ¢ast sekvence
pro gen cytochrom ¢ oxidazu podjednotku 1 (coxl nebo col) o pfiblizné délce 650 nukleotidu.

V této dizertatni praci navrzena metoda identifikace organismi na zakladé porovnavani
nukleotidovych denzitnich vektorii byla testovana na rozsahlém souboru DNA barcodingovych
sekvencich a pfedstavuje alternativni metodu ke standardné vyuzivanym metodam jako je
vyhledavani homolognich sekvenci algoritmem BLAST. Vyuziti nukleotidovych denzitnich
vektori nabizi moznost vytvofeni jednoho referen¢niho zastupce pro dany druh z mnozstvi
jednotlivych jedinct druht, ktery bude reflektovat vnitrodruhovou variabilitu druhu. Navrzeny a
testovany byly tfi riizné pfistupy k vypoctu referencnich nukleotidovych denzit. Samotnd
identifikace ,,neznamé*“ sekvence pak probiha tak, ze se nukleotidové denzitni vektory
analyzované sekvence porovnavaji s referencnimi vektory. U sekvenci, které byly navrZenou
metodou chybné identifikovany, bylo provedeno kontrolni vyhledavani homolognich sekvenci
algoritmem BLAST v databazi GenBank, coz je standardné pouzivany piistup k identifikaci.

Navrzeny zpusob identifikace do druhl byl déle rozSifen a otestovan na vyss$i taxonomické
skupiny jako je celed’. Dale také byly pro testovaci data zkonstruovany a porovnany dendrogramy
ze standardné pouZzivanych evolu¢nich vzdalenosti a vzdalenosti mezi nukleotidovymi denzitnimi
vektory.



1 TEORETICKY UVOD

Genomické sekvence se standardné zapisuji jako sled znaku z abecedy S{A, C, G, T}, kde tyto
znaky ve stejném pofadi zastupuji vyskyt bazi adenin, cytosin, guanin a tymin. Symbolické
sekvence nejsou vhodné pro analyzu metodami digitalniho zpracovani signalti a z tohoto diivodu
se ptevadi do vhodného numerického formatu pomoci numerické mapy.

1.1 NUMERICKE REPREZENTACE

Ideédlni numerickd mapa musi zajistit, Ze vysledny digitalni genomicky signdl ponese stejnou
informaci jako sekvence v symbolickém zapisu. Dale by numerickd mapa neméla zavadét dalsi
informace, které ptvodni sekvence nenese. Vhodné zvolenou numerickou mapou docilime
zvyraznéni vlastnosti sekvenci, které néasledna analyza studuje. Nevhodné zvolend numericka
mapa muze poskytnout v dané analyze vysledky; jejich interpretace vSak bude obtizna, ¢i piimo
zavadejici. Pro n€které druhy analyz lze zvolit numerickou mapu, ktera ponese jen redukované
mnozstvi informace nez puvodni symbolicka sekvence. Vhodnost zvolené numerické mapy pro
danou aplikaci je nutné¢ dikladné otestovat a ptipadné¢ i1 srovnat vysledky se standardné
pouzivanymi znakov¢ orientovanymi metodami, pokud takova metoda pro danou aplikaci existuje.

Nukleotidovy ¢tyistén

Mezi biologicky vyznamné vlastnosti sekvenci patii biochemické vlastnosti nukleotidt, podle
kterych se d&li do skupin

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 tvofi vazbu ze dvou
vodikovych mdustkt, jde o vazbu slabou (W); cytosin a guanin tvoii vazbu ze tii
vodikovych mustki, jde o vazbu silnou (S),

3) podle obsahu radikalti — baze adenin a cytosin obsahuji amino skupinu NH3 (M) na atomu
uhliku C® u adeninu a atomu uhliku C* u cytosinu; tymin a guanin obsahuji na t&chto
atomech keto skupinu C=0 (K).

Podle tohoto déleni miizeme vytvofit reprezentaci Styisténem (viz Obr. 1.1) . Pomoci tohoto
nukleotidového Ctyfsténu je mozné odvodit numerické mapy bez ztraty informace. Jednotlivé
nukleotidy jsou mapovany ¢tyfmi vektory symetricky umisténymi v prostoru a sméfujicimi do
vrcholu Ctyfsténu. Tato 3D numerickd mapa muze byt zredukovana na dvourozmérnou (2D), i
kdyZ se ztratou informacniho obsahu. Neékteré metody analyzy si vystaci 1 se snizenym
informacnim obsahem. Redukované numerické mapy ziskdme projekci nukleotidového Ctyfsténu
obvykle do jedné ze 3 rovin rovnobéznych se sténami Ctyisténu. Vybér projekéni roviny zavisi na
volbé, kterou informaci o chemickych vlastnostech miiZeme zanedbat (resp. ktera informace je pro
nas zajimava).

Existuje mnoho dalSich numerickych reprezentaci, které vSak nevychazeji z modelu
nukleotidového ctyfsténu. Nejjednodussi numerickd reprezentace je redlnymi Cisly, napt.: A=1,
C=2, G=3 a T=4. Tato reprezentace nenese zadné informace o chemickych vlastnostech sekvence,
naopak zavadi vlastnost, kterou DNA sekvence nemaji a to, ze A < C < G < T (pfipadné jinou
relaci podle hodnoty pfifazenych cisel), coz nema z biochemického hlediska zadny smysl. Tuto
reprezentaci je vSak mozné pouzit pro nékteré jednoduché tikoly spiSe pomocného charakteru.
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Obr. 1.1 Nukleotidovy &tyfstén umistdny v pomocné krychli .

Casto pouzivanou reprezentaci je reprezentace bindrnimi indikaénimi vektory Bl ktera
nezachovava zadnou informaci o chemickych vlastnostech DNA sekvence, ale zachovava
informaci o periodicité vyskytu nukleotidi. Tato metoda vytvati ¢tyfi indikaéni vektory ua[n],
uc[n], ug[n] a ur[n], které indikuji ptitomnost nebo nepiitomnost daného nukleotidu na pozici n
hodnotami 1 a 0. Tuto reprezentaci lze zredukovat na tfirozmérnou bez ztraty informace. Tato
reprezentace se vyuziva naptiklad pro kdédovani sekvenci v RGB barevném prostoru. Kazdému
z nukleotidi je pfifazen jednotkovy 3D vektor sméfujici ze stiedu kartézského soufadného
systému do jednoho ze ¢ty vrcholil pravidelného ctyfsténu a DNA sekvence je pak reprezentovana
tfemi numerickymi sekvencemi x,[n], Xg[n] & xp[n]: [4]
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Existuje cela fada dalSich numerickych reprezentaci, napt.: 2D numericka reprezentace v 1. a 4.
kvadrantu !, 4D vektorové reprezentace ' " jednodussi 2D reprezentace ¥, riizné grafické
reprezentace vhodné k vizualizaci [91, [10], kumulované nebo rozbalena faze [11], ¢1 reprezentace
ElIP hodnotami (Electron-lon Interaction Potential) 21,

1.2 PRAKTICKE VYUZITI NUMERICKYCH MAP

Numerickych map lze definovat mnoho, ale malokterd nalezla skutecné hodnotné praktické
vyuziti. V nasledujicich odstavcich je diskutovano nékolik oblasti, ve kterych bylo aplikaci
numerickych reprezentaci a deterministickych metod analyzy dosazeno hodnotnych vysledkd.

Predikce kédujicich useki

Kodujici useky DNA (tzv. exony) vykazuji periodicitu opakovani nukleotidii rovnou 3. Tato
periodicita vyjadiuje korelace pozici nukleotidit podél kodujiciho useku a je zplisobena



nestejnomérnym  zastoupenim jednotlivych nukleotidd v ramci tfi pozic v kodonech.
V nekoddujicich oblastech (tzv. introny) neni charakteristicky vzor zastoupeni nukleotidd, a tudiz
introny nevykazuji stejnou periodicitu jako exony. 2

Pro predikci kodujicich usekid DNA sekvenci existuje mnoho pfistupd, napt. se vyuzivaji HMM
¢i metody zalozené na homologii sekvenci 5], Principidlné jednoduchou signdlové orientovanou
metodou je vyhleddni exonli pomoci diskrétni Fourierovy transformace (DFT). Symbolicka
sekvence DNA musi byt pfevedena do numerického formatu, ktery musi spliiovat podminku: do
sekvence nesmi zavadét umélou periodu. Nejjednodussim a také nejcastéji pouzivanym
mapovanim je reprezentace binarnimi indika¢nimi vektory Ua, Uc, Ug a Ur. Nasledné se na vSechny

indikaéni vektory aplikuje diskrétni Fourierova transformace:

N —i%k(n—l)
Uy [k]=> uy[nle X =AC,G,T
n=1

kde n je pofadi vzorku indikaéniho vektoru, i=+/—1 a N je délka sekvence [16). [17]
Nasledné se vypocita ,,vykonové* spektrum:

S[k]=|UA[k]* +Uc k] + Vs lK]® +u, (k]

Vysokd hodnota amplitudy spektralniho koeficientu pro frekvenci 1/3 Hz pak znaci, ze dany
usek sekvence je potencidlni exon. K vyhledavani pozic exonll v extrémné dlouhych sekvencich je
potfeba pocitat DFT v definovaném okné€ s postupnym posouvanim okna po celé délce sekvence.
Délka okna a piekryv oken uruje pozi¢ni rozliSovaci schopnost metody. Pii postupném

prochazeni sekvence sta¢i pocitat pouze frekvenéni koeficient k = W/3, kde W je délka posuvného
okna, a analyzovat amplitudu tohoto koeficientu v zavislosti na pozici posuvného okna v sekvenci.

Predikce repetitivnich useki

V sekvencich DNA se vyskytuji oblasti, ve kterych se opakované vyskytuje stejny tusek (pfipadné
S mutacemi). Repetice se mohou tykat celych genli a €asti chromozomil. Variace v poctu
kopirovanych genil Casto souvisi s vyskytem onemocnéni a riiznymi fenotypovymi projevy, coz
souvisi s jejich vlivem na expresi gentl.

Tandemové repetice 1ze nalézt mnohymi pravdépodobnostnimi a statistickymi metodami a
metodami pivodné ur¢enymi ke zpracovani textu [18L19] v &tsina téchto metod potiebuje apriorné
znat vzor, tj. nukleotidové sloZeni tandemové repetice nebo alespont délku vzoru. Nalezeni repetic
pfedevsim znesnadiuji bodové mutace vzoru.

Stejné jako v pripadé predikce kodujicich tisekti v DNA lze k vyhledavani repetitivnich oblasti
vyuzit spektralni analyzu diskrétni Fourierovou transformaci, konkrétn¢ spektrogramy tvotrené
posloupnosti DFT v kratkém useku. Spektrogram lze vytvofit z jednotlivé pocitanych DFT pro
kratké vypocetni okno (desitky az stovky bp) s piekryvem ¢i bez piekryvu oken. Dobrych
vysledki 1ze dosdhnout pouzitim numerické mapy 3D RGB, pomoci které zavedeme do

spektrogramu 1 pseudobarveni, které¢ usnadni naslednou analyzu [200.[21],

1.3 MITOCHONDRIALNI DNA

Mitochondrie, organela eukaryotickych bun¢k, nese vlastni haploidni genom, tzv. mitochondrialni
DNA (mtDNA), ktery je svoji strukturou podobny bakterialnimu genomu. Genom ma formu jedné
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dvouvlaknové kruhové sekvence DNA (bylo objeveno i mnozstvi linedrnich). Mitochondridlni
DNA ma u vétSiny zvifat délku od 16 do 20 tis. part bazi. Naopak cévnaté rostliny maji mtDNA
10x az 100x delsi a variabilnéjsi. To vSak neznamend, ze rostlinnd mitochondrialni DNA koduje
vice gend. [22]

Geneticky obsah mtDNA je u vétSiny organisml velmi podobny a je znaéné redukovany, tj.
mtDNA nekoduje vSechny proteiny, které mitochondrie potiebuje ke svému fungovani. U metazoi
(vicebunééni zivocichové) koduje mtDNA 13 mRNA podléhajicich translaci do proteint, 22 tRNA
a 2 rRNA . Mitochondrialng kédované proteiny jsou soucasti 4 komplext: ndlaz ndé a nd4L z
komplexu I, cyt b z komplexu 11, 3 podjednotky cytochrom ¢ oxiddzy z komplexu IV a 2 ATP
syntdzy z komplexu V 24, MtDNA podléha vétsi mutaéni rychlosti neZ jaderna DNA.

Mitochondrialni genom je populdrnim markerem molekularni diverzity v riznych oblastech
(2511261 fylogenetika *, fylogeografie *® a molekularni ekologie.
Popularita plyne z jednoduché extrakce mtDNA z buiiky, absence intront, inzerci a deleci, a

jako je populacni biologie

predevsim kratkost a jednoduchost tohoto genomu [29] Vyuziti mitochondrialniho genomu k uréeni

molekularni diverzity je zalozeno na tfech predpokladech, které jsou vSak v soucasné dobé
podrobovany zna¢né diskuzi [271.130],

Prvnim ptfedpokladem je klonalita, ktera tika, ze mtDNA je pfedavana pouze po matetské linii.
Soucasti predpokladu je také nerekombinaéni charakter mtDNA (vyjma hub a rostlin) BB
Avsak jiz bylo pozorovano mnozstvi vyjimek jak rekombinace, tak zachovani otcovské DNA
33134 Omezena platnost klonality musi byt brana v potaz pfi interpretaci genealogickych vazeb
mezi druhy vzeslych z analyzy mitochondridlniho genomu.

Neutralni mutace nebo mutace mirného dele¢niho charakteru jsou druhym ptedpokladem.

Adaptacni mutace byly povazovany za velmi vzacné [35]

[36],[37]

. Moderni vyzkum odhalil, Ze tento
predpoklad je také zna¢né omezeny

Ttfetim predpokladem je konstantni evolucni rychlost. Pfed rokem 1979 se myslelo, Ze
mitochondridlni DNA ma nizkou evolucni rychlost (mensi nez jadernda DNA), aby zustala

[38]

zachovana konzervovanost a funkcénost kodovanych proteind “. Bylo vSak prokazano, Ze

mitochondridlni DNA mutuje rychleji nez jaderna, coz je pravdépodobné disledek vétsiho
oxidativniho stresu zptisobeného funkci mitochondrii [391.(401,

I pfes omezenou platnost klonality, neutrality mutaci a konstantni evolu¢ni rychlosti, je mtDNA
stale pouzivana v mnoZstvi riznych studiich. Napfiklad pti identifikaci souasné Zijicich
organismli to nepfedstavuje zavazny problém. V soucasnosti je popularni DNA barcoding

pouzivajici k identifikaci organismu ¢ast mtDNA.

14 DNA BARCODING

DNA barcoding je pfistup bez jednotné metodiky, ktery se pomoci kratké sekvence DNA
organismu snazi identifikovat jeho pfislusnost k jednotlivému ZivocisSnému nebo rostlinnému
druhu ™. Identifikaci druhi se rozumi pfifazeni nezndamého vzorku ke zndmému a popsanému
druhu na zékladé shody znaki. Casto se kromé druhové identifikace ptifazuje k DNA barcodingu
také klasifikace a molekularni taxonomie. Klasifikaci se rozumi tfidéni souboru jedincti do skupin
(druhii ¢i vysSich taxonomickych jednotek) podle sdileni shodnych znakl. Prace Paula Heberta
z roku 2003 2 odstartovala praktické realizovani tohoto pfistupu s vyuZitim mitochondrialni
DNA pro zivocichy a chloroplastové DNA pro rostliny. Pro zivo€ichy byla jako ,,univerzalni‘
DNA barcode sekvence vybrana c¢ast mitochondrialniho genu coxl (cytochrom c¢ oxidaza
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podjednotka I) o ptiblizné délce 650 bp. Nelze obecné a jednoznacéné fici, ze iseck mtDNA coxl je
optimalni volbou pro DNA barcoding. Pro nékteré skupiny organismt jako jsou ryby, ptaci,
nékteré skupiny hmyzu, coxl skute¢né postaCuje, existuji vSak skupiny organismu, jejichz
vnitrodruhova variabilita na tomto useku znemoziiuje jednoznacnou identifikaci (napf.
obojzivelnici ™). Existuje fada vice & mén& univerzalnich postupii pro ziskani DNA
barcodingovych sekvencich pro rizné skupiny organismu [441
Identifikace druhu

K identifikaci druhi pomoci DNA barcode sekvenci se prevazné pouzivaji distan¢ni metody [451,

41, Jedna se o vypocet vzajemnych p-distanci s korekei nékterym evoluénim modelem (n&jdastsji
Kimurtiv dvouparametricky model) a nasledné vytvareni fylogenetického stromu nejcastéji
metodou spojovani sousedt. U distan¢nich metod je nutné urcit prah hodnoty vnitrodruhové
variability, ktery bude urcovat, kdy se jest¢ jedna o stejny druh. Prahova distan¢ni hodnota musi
reflektovat vnitrodruhovou variabilitu a soucasné delimitovat ptibuzné druhy 471 \/nitrodruhové
variabilita je vSak rizna pro rtizné skupiny organismii a nelze mit nastavenu jedinou hodnotu

r [48],[49]

nebot’ vnitrodruhovd a mezidruhova variabilita Casto prekryvaji . Mnozi autofi navrhuji

pouzivat k identifikaci rad¢ji znakové orientované metody, které by mély byt pro identifikaci
druhd spolehlivgjsi P BY. Pro znakovou analyzu DNA barcode sekvenci byl napiiklad vyvinut
software CAOS (Characteristic Attributes Organization System) 2. Zjednoduseng feceno, CAOS
pracuje tak, ze v souboru sekvenci ve formatu FASTA nalezne variabilni znaky (nukleotidy), které
charakterizuji jednotlivé skupiny jedinc (druhii). Takto ziskané charakteristické znaky jsou
pouzity jako identifikatory pro urceni ptislusnosti dalSich sekvenci. Podobné jako CAOS pracuje 1
metoda BLOG (Barcoding with LOGic) P Pro identifikaci druhii se vyzkousely i dalsi pristupy
jako je strojové uceni 541

Krom¢ identifikace druhii Hebert navrhl, Ze by DNA barcodingové sekvence bylo mozné vyuzit
k nalezeni novych druht, pfedevs§im téch morfologicky kryptickych %] Tato mozna aplikace
rozvifila znanou diskuzi. N¢ktefi autofi konstatuji, Ze ur€ovani nového druhu by mélo zlstat
v doméné¢ klasické taxonomie zaloZené na morfologickych, behavioralnich a ekologickych znacich
zkombinovanych s molekularné-biologickymi znaky. Samotny kratky tsek DNA nemilze mit
dostatecnou vypovidaci hodnotu k uréeni nového druhu. DNA barcoding muze alespoii odhalit

druhy, které jsou potencialn€ noveé; samotné urceni by pak bylo pfedmétem hlubsi analyzy. [50]. [56]

Praktické vyuziti DNA barcodingu

Aby byl DNA barcoding cennym nastrojem, je potieba vytvofit databazi DNA barcode sekvenci
vSech organismil, které byly spravné identifikovany klasickym zpilisobem zahrnujicim
morfologické a dalsi 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. Identifikacni
metoda musi byt zaloZena na diagnostickych kritériich, pomoci kterych bude mozné spolehlivé a
jednoznaéné druhy odlisit. 571

Ve svétovém méfitku byla vytvofena 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 zaznamii DNA



barcode sekvenci z 245 635 druhti bezobratlych, obratlovcet, rostlin a hub [58] (0daj k 31. 7. 2015).
Krom¢ uchovavani zaznamt, databdze také poskytuje nastroj pro identifikaci ,neznamé*
sekvence. Timto nastrojem je klasicky algoritmus BLAST, ktery v celé databdzi vyhleda sekvence

nejblizsi (nejpiibuzngjsi) sekvenci P%, tj. piifadit neznamou sekvenci k druhu. Problém také
nastava v ptipadé, kdy druh, ke které nezndma sekvence skute¢né patii, jesté neni v databazi
zastoupen.

V BOLD databazi je vétSina zaznamu shrnuta do jednotlivych projektii dle skupiny organismi a
ptipadné lokality sbéru dat. Kazdy projekt ma v databézi sviij jedinecny pismenny koéd (napf.
MNCN = Neotropical Birds). Kromé sekvenci obsahuji jednotlivé projekty popisné informace o
zastoupenych jedincich. Sekvence z vybraného projektu lze z databaze souhrnné ziskat jako
soubor ve FASTA formatu. Ze sekvenci lze také vytvofit fenogram metodou spojovani souseda
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 databidzovy systém nckolik. Databaze
Vv soucasnosti také nabizi (k 31. 7. 2015) pro zvoleny projekt vypis charakteristickych znakt pro
zvolené taxonomické skupiny napt. rody, tiidy atd.

Z praktického hlediska se DNA barcoding kromé obecného zkoumani diverzity organismui
znacich, je mozné ho pouzit k identifikaci organismd, se kterymi si klasicka taxonomie tézko
poradi. Jedna se napt. o identifikaci organismti majicich rozdilné morfologie v riznych Zivotnich
stadiich jako bezobratli [s0] ryby [61] %2 nebo rozdilné morfologie socidlniho
hmyzu 3. DNA barcoding take miize pomoci pii odhalovéani blizce pribuznych a kryptickych
druhti (napt.: fo4] [65] [66]), 1 kdyz v této oblasti nelze délat konecné zavery bez dalsi analyzy jinych

¢1 obojZivelnici

molekularnich i nemolekularnich znakd.
DNA barcoding se v dnesni dobé vyuziva také ke kontrole potravin, jako jsou napt. moiské
plody a ryby 71 [68]

, nebo k ovéteni slozeni ptirodnich 1é¢iv %] 4 dalsim kontrolnim testim.
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2  CILE DIZERTACNI PRACE

Cilem disertacni prace je navrh nové deterministické metody pro zpracovani genomickych dat,
realizace této metody v programovém prostiedi Matlab a jeji ovétfeni na realnych datech z vefejné
pristupnych databazi. Cile Ize rozd€lit na jednotlivé slozky takto:

1. Studium, testovani a zhodnoceni modernich pfistupii k reprezentaci a analyze DNA
sekvenci:
a. studium tradi¢nich pfistupti k reprezentaci a analyze DNA sekvenci,
b. vyuziti numerické konverze pro analyzu DNA,

c. metody podobnostni analyzy numericky vyjadienych genomickych dat.

2. Navrh a realizace novych algoritmli numerické reprezentace a analyzy genomickych dat:
a. numerickd konverze DNA sekvenci vhodna pro vzdjemné porovnavani sekvenci,

b. podobnostni analyza genomickych dat ve specifickém numerickém formatu.

3. Aplikace vytvofenych postupi na redlné DNA sekvence a vyhodnoceni:

a. ovéfeni navrzené numerické reprezentace a metod pro podobnostni analyzu na
souboru redlnych DNA sekvenci z vefejné ptistupnych databazi,

b. vyhodnoceni vysledkii podobnostni analyzy vyuZzivajici novou numerickou
reprezentaci.

Nova numericka reprezentace DNA sekvenci bude navrhovana s ohledem na jeji vyuZiti pro
DNA barcoding, tj. porovnavani kratkych tusekti sekvenci. Metoda pro podobnosti analyzu
vyuzivajici nového numerického formatu DNA sekvenci by méla byt vhodna pro porovnani
velkych souborti dat. Redlné sekvence budou ziskany z vetejné databaze DNA barcodingovych
sekvenci BOLD. U sekvenci, které nebudou navrZzenou metodikou spravné urCeny, bude
provedena analyza vyhledanim homologii algoritmem BLAST v databdzi GenBank.

Body 2a. a 2b. cilu dizerta¢ni prace jsou zpracovany v kapitole 3. Body 3a. a 3b. cili jsou
zpracovany v kapitolach 4, 5 a 6.
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3  NUKLEOTIDOVE DENZITNI VEKTORY

Metoda nukleotidovych denzitnich vektori pfedstavuje jednoduchy a efektivni zptisob numerické
reprezentace symbolické sekvence DNA. V principu vyjadiuje primérné zastoupeni jednotlivych
nukleotidii v definované ¢asti sekvence. Vyuziti této reprezentace k moderni analyze biologickych
sekvenci nebylo dosud publikovano v relevantni védecké literatuie.

3.1 VYPOCET DENZITNICH VEKTORU

Pro vypocet nukleotidovych denzitnich vektora (ND vektoril) se nejprve ze symbolické sekvence
vytvoii binarni indika¢ni 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 pifipadé, ze se
nukleotid nevyskytuje. V sekvencich se krom¢ znaki A, C, G a T pro jednotlivé nukleotidy mohou
vyskytovat jest¢ dal§i specidlni znaky podle konvence IUPAC. Znak N, ktery reprezentuje
neznamy nukleotid, se projevi ve vSech indikacnich vektorech hodnotou 0,25. Tato hodnota
reprezentuje 25% moznost vyskytu nékterého ze ¢ty nukleotidd. Dalsi pouzivané znaky
reprezentujici nukleotidy o urcité biochemické vlastnosti se indikacnich vektorech projevi
hodnotou 0,5.

ND vektory se urcuji z binarnich indika¢nich vektorti pomoci primérovani v posuvném okné o
definované velikosti, které se posouva vzdy o jednu pozici (jeden nukleotid). Primérovanim
v okn¢ vsak vznika problém, ze vysledné ND vektory jsou kratsi nez ptivodni sekvence. Napf. pro
sekvenci o délce M=100 bp a velikost vypocetniho posuvného okna W=5 nukleotidli ziskame ND
vektory 0 M-W=+1=96 hodnotach. Vypocetni okno o velikosti W tak zkrati ND vektory celkem o
W-1 hodnot. Toto zkraceni neni pro malé velikosti vypocetni okna vyznamné, je vS§ak mozné toto
eliminovat tak, ze se na zaCatky a konce bindrnich indikac¢nich vektort doplni piidatnymi
hodnotami v poCtu rovnajicim se poloviné velikosti posuvného okna zaokrouhleno na nejblizsi
N 25% moznost vyskytu jednoho ze ¢tyf moznych nukleotidl pied za¢atkem ¢i koncem sekvence,
se kterou pracujeme.

Po upravé (rozsiteni) binarnich indikacnich vektort se pocitaji nukleotidové denzitni vektory
aplikovanim posuvného okna o velikosti W:

n+W /2

> uxi]

dy[n]==2—n=1..M 61

kde M je délka sekvence a X je typ nukleotidu. Posuvné vypocetni okno se pohybuje po celé délce
indika¢nich vektorti a vysledkem vypoctu je prumér z hodnot v okné. Takto ziskame sadu Ctyf
nukleotidovych denzitnich vektorii. Velikost posuvného okna je volitelnd. Volba velikosti okna je
zavisla na délce sekvence a na poZzadované rozliSovaci schopnosti vysledného signalu.

Nasledujici Tab. 3.1 zobrazuje piiklad tvorby binarnich indikac¢nich vektorti a nukleotidovych
denzitnich vektort pro velikost vypocetniho okna W=5 nukleotidl s pouzitim doplnéni binarnich
indikacnich vektorii o hodnoty 0,25 na zacatky a konce vektori.

Grafickd reprezentace nukleotidovych denzitnich vektori je moznd nékolika zplsoby.
Nejjednodussi je samostatné vykresleni jednotlivych ND vektort. Tato vizualizace poskytuje
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informaci o vyskytu jednotlivych nukleotidli v rémci sekvence a muizeme napiiklad rychle
identifikovat casti sekvence s pfevazujicim vyskytem urcitého nukleotidu. Dalsi zpasob
vizualizace tkvi v zobrazeni sum ND vektord pro nukleotidy podobnych biochemickych vlastnosti,
viz Obr. 3.1. Vtomto typu vykresleni jsou na prvni pohled dobfe patrnd komplementarita
jednotlivych Kategorii vlastnosti (purin/pyrimidin, silnd/slaba vazba, amino/keto skupina).

Tab. 3.1 Priklad tvorby nukleotidovych denzitnich vektorti pro W=5.

Sekvence: A G T T N A C R A C
by 25 25 1 0 O 0 25 1 0 5 1 0 .25 .25
Binarni , 75 25 o0 o 0 0 25 0 1 0 0 1 .25 .25
indikaéni
vektory be 25 25 0 1 0 0 25 0 0 5 0 0 .25 .25
by 25 25 0 0 1 1 25 0 0 O O O .25 .25
da 30 25 25 25 25 25 45 40 .25 .30
Nukleotidové g 10 05 .05 .05 25 25 25 .40 .45 .30
denzitni
vektory 30 25 25 25 05 05 .05 0 .05 .10
dr 30 45 45 45 45 25 05 0 .05 .10

o
&

Nukleotidova denzita [-]
o
[8,}
T

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

Obr. 3.1 Sumy nukleotidovych denzitnich vektort ¢asti mitochondrialniho genu coxl organismu Canis
lupus campestris dle biochemickych vlastnosti nukleotidi, W=15.

3.2 VLASTNOSTI ND VEKTORU A JEJICH PRAKTICKE VYUZITI

Teoretickd pravdépodobnost, Ze bychom pro dvé rozdilné nukleotidové sekvence ziskali stejné
nukleotidové denzitni vektory, je velmi mald avSak ne nulova. Nukleotidové denzitni vektory jsou
zéavislé na pozicich jednotlivych nukleotidii a na velikosti posuvného vypocetniho okna. Zpétna
rekonstrukce symbolické sekvence z ND vektorti nemusi byt jednoznacna. PfedevSim na zacatku a
konci sekvence neni mozné presné urCit polohu nékterych nukleotidii. Tento typ numerické
reprezentace ztraci informac¢ni obsah o piesné pozici nékterych nukleotidi.
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— Hippopotamus amphibius ~ — Canis lupus familiaris
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Obr. 3.2 Sumy nukleotidovych denzitnich vektorti dvou mitochondrialnich sekvenci pro 12S rRNA o délce
500 bp organismi Hippopotamus amphibius a Canis lupus familiaris, W = 15.

— Canis lupus familiaris — Canis lupus campestris

o
0

Nukleotidova denzita [-]
(=]
w

0.5

1 1 1 1 | 1 |
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Pozice v sekvenci [bp]

Obr. 3.3 Sumy nukleotidovych denzitnich vektortt dvou mitochondridlnich sekvenci pro 12S rRNA o délce
500 bp organismi Canis lupus familiaris a Canis lupus campestris, W=15.

ND vektory mohou najit uplatnéni v mnohych oblastech analyzy nukleotidovych sekvenci.
Jelikoz vektory vytvaii jakysi charakteristicky vzor pro danou sekvenci, jejich vyuziti ke
komparativni genomice se samo nabizi. ND vektory by $lo také vyuZit k rychlému vyhledavani
znamého motivu v sekvenci nebo homolognich sekvenci s pouzitim metod, které se vyuzivaji ve
zpracovani digitdlnich signalt. Lokalni charakter zastoupeni nukleotidi miliZe pomoci pii
vyhledavani CpG ostruvkd, tj. oblasti s vysokym vyskytem cytosinu a guaninu. Konzervovanost
nékterych vzorii v nukleotidovych denzitnich vektorech miize mit téZ spojitost s aktivnimi misty
kédovaného proteinu. Déle je to vhodna numerickd reprezentace sekvenci pro signdlové
zarovnavani, napt. s vyuzitim metody dynamického borceni ¢asu (dynamic time warping)m].
Grafické zobrazeni ND vektorii pro delSi vypocetni okna (od W=7 nukleotidi) dava dobrou
vizudlni informaci o pozici a mife odliSnosti mezi sekvencemi. Sekvence rtiznych gent maji
pochopitelné naprosto odlisné ND vektory. Naopak sekvence jednoho genu ale jinych organismu

14



maji znaéné podobny charakter. Cim piibuznéj$i organismy, tim podobné&jsi ND vektory, viz Obr.
3.2 pro dva savce Hippopotamus amphibius (hroch obojzivelny) a Canis lupus familiaris (pes
domaci). Na Obr. 3.3 jsou ND vektory prvnich 500 nukleotidii sekvence 12S rRNA pro blizce
ptibuzné organismy Canis lupus familiaris (pes domaci) a Canis lupus campestris (vIk
euroasijsky). Rozdil mezi sekvencemi je pouze v jednom nukleotidu na pozici 312, kde u Canis |.
familiaris je adenin a u Canis |. campestris je tymin. Proto v prostiedni ¢asti obrazku, kde jsou
zobrazeny sumy ND vektort slaba/silna vazba, jsou prub&hy zcela totozné.

3.3 IDENTIFIKACE S VYUZITIM ND VEKTORU

V této dizertacni praci jsou ND vektory vyuzity ke komparativni genomice v ramci identifikace do
taxonomickych skupin na zaklad¢ porovnavani DNA barcodingovych sekvenci. Byly navrzeny tii
metody zalozené na ND vektorech, které byly otestovany, a byla vyhodnocena jejich vhodnost na
velkém souboru redlnych sekvenci: metoda medianu ND vektorii, metoda priméru ND vektort a
metoda pruméru ND vektorti jen purinovych nukleotidi.

Pii vypoctu referencnich ND vektorii je potfeba ND vektory riiznych sekvenci signdlové
zarovnat. Pro signdlové zarovnani ND vektori dvou sekvenci se postupuje nasledovné. ND
vektory delsi sekvence ozna¢me jako ND; a maji délku M; a ND vektory kratsi sekvence oznac¢me
jako ND; a maji délku M,. V ptipad¢é stejnych délek na poradi sekvenci nezalezi. Obr. 3.4
zobrazuje schematicky poc¢ate¢ni a koncové zarovnani obou ND vektora.

1 M,/2 M,

ND vektory 1

ND vektory 2

M,/2 M, 1 M,/2 M,
posun po 1 vzorku

Obr. 3.4 Schéma signalového zarovnavani ND vektord dvou sekvenci. Zobrazeno je po¢ate¢ni a koncové
vzajemné umisténi vektort.

ND, se porovnava vuéi NDj. Prvni okrajova pozice ND, vii¢i ND; je mezi vzorky 1 az M,/2
z ND; a vzorky My/2 az M, zND; a téchto vzorku je L=My/2. Pro kazdou pozici se spocita
Euklidovska vzdalenost mezi ¢astmi ND vektorti dle vzorce (5.2). Nasledné se ND, posune vuéi
ND; o jeden vzorek, takze se porovnavaji vzorky 1 az M,/2+1 z ND; a vzorky M,/2—1 az M,
ZND; a té€chto vzorkil je L=My/2+1. Pfi kazdém posunu se zvétSuje porovnavana oblast ND».
Tento posun o jeden vzorek s vypoctem END vzdalenosti pokrac¢uje do pozice porovnavani vzorku
1 az M, z ND; a vzorky 1 az M, Z ND; a téchto vzorkd je L=M,. Nyni se jiz porovnava cely usek
ND; s ND;. Pokracuje se v posunu do pozice M;—My+1 az M; z ND; a vzorky 1 az M, zND; a
téchto vzorkll je L=M,. Toto je posledni pozice, kdy se porovnava celé ND,, nasledné se opét
oblast porovnavani zmensuje az k pozici vzorkit M1—Mj/2+1 az M; 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.

Metoda medianu ND vektoru

Pro kazdou sekvenci jedince daného druhu jsou vypocitany ND vektory. ND vektory vsech
jedinct druhu (nebo vyssi taxonomické skupiny) jsou signalové zarovnany tak, Ze se nalezne jejich
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vzajemna pozice, kterd minimalizuje Euklidovskou vzdalenost mezi nukleotidovymi denzitnimi
vektory, viz rovnice (5.2). Vysledné referencni ND vektory jsou tvoifeny medianovymi hodnotami
zarovnanych ND vektorg.

Metoda priméru ND vektori

Pro kazdou sekvenci jedince daného druhu jsou vypocitany nukleotidové denzitni vektory. ND
vektory vSech jedincli jsou zarovnany tak, Ze se nalezne jejich vzajemna pozice, ktera
minimalizuje Euklidovskou vzdalenost dle rovnice (5.2) mezi nimi. Vysledné referenéni ND
vektory jsou tvofeny prumérnymi hodnotami zarovnanych ND vektorda.

Metoda priiméru purinovych ND vektori

Referencni ND vektory pro druh se tvoti obdobné jako Vv piedchozi metodé praiméru ND vektora.
Po vypoctu ¢tyt primérnych vektort pro kazdy druh nukleotidu se vSak jako reference bere pouze
souCet prumérnych vektori pro adenin a guanin. Pfi identifikaci se pak vyuziva vypocet
Euklidovské vzdalenosti dle vzorce (5.3).

Metoda identifikace

Pro identifikaci nezndmé sekvence se postupuje nasledovné. Pro sekvenci se vypocitaji ND
vektory a ty se signalové zarovnaji postupné se vSemireferenénimi ND vektory. Signalové
zarovnani znamenda, Ze se nalezne vzajemna pozice ND vektorti takova, kterd dava nejmensi
hodnotu délkové normalizované Euklidovské vzdalenost na 1000 nukleotidd, zde ozna¢ovana jako
END vzdalenost (Euklidovska vzdalenost ND vektortt):

l L
ENDi,j = E Z Z(Xi,n o Xj,n *10° (5.2)

n:]. X:dA7dC’dG7dT

kde i je index ND vektorit neznamé sekvence; j je index referen¢nich ND vektort; da, dc, dg a dt
jsou ND vektory pfislusnych nukleotidi a L je délka porovnavaného useku denzitnich vektort.
Neznama sekvence je piifazena k tomu druhu, sjehoz referenci ma nejmensi hodnotu END
vzdalenosti.

Z ptedbéZznych analyz ND vektorti pro sekvence ptakl vyslo najevo, Ze obsah a pozice guaninu
jsou znaén€ konzervovany a s mensi mirou to plati i pro adenin. Vedle identifikace na zakladé
Euklidovskych vzdalenosti mezi ND vektory vSech nukleotidi byla navrhnuta jesté identifikace
porovnavanim ND vektord referenci tvofenych metodou priméru purinovych nukleotidd. Tuto
vzdalenost oznacujme jako PEND (Purinova Euklidovska vzdalenost ND vektoril) a pocita se dle
vzorce.

L

1
PEND, j =+ >l +i0)-(a,0+ 9, )f *10° (5.3)

n=1
kde i je index ND vektori neznamé sekvence; j je index referen¢nich ND vektord; a se rovna da a
g je dg; L je délka porovnavaného tseku ND vektort.
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4  DRUHOVA IDENTIFIKACE

Sekvence z databaze BOLD lze ziskat ve formé souhrnného FASTA souboru zvoleného DNA
barcodingového projektu. Projekty jsou vétSinou zamétené na jednu skupinu organismil nebo na
geografickou lokalitu. V jednom souboru se pak vyskytuji sekvence vétstho mnozstvi druhii a
jejich jedincu.

4.1 REFERENCNI DRUHY

Metody tvorby referencnich ND vektorGi a metody identifikace byly otestovany na sekvencich
zivoci$nych druhli riznych skupin organismu. Projektové soubory sekvenci byly vybrany takové,
aby obsahovaly alespon desitku rozdilnych druht. U nékterych skupin organisma bylo mozné mit
jeden samostatny soubor pro vytvaieni referenci a jiny soubor, ktery obsahoval sekvence stejnych
druhti ale jinych jedinct, mit pouze k identifikaci.

Pro vytvéareni referenci se ze souborti vybraly pouze ty druhy, které mély alesponn 3 sekvence
jedincii. V ptipadé jednoho souboru spole¢ného pro vytvareni referenci i identifikaci byly pouzity
pouze ty druhy, které mély v souboru alespon 4 sekvence jedinct, kdy 3 byly uréeny k tvorbé
reference a 1 pro identifikaci. V piipadé vétsiho poctu sekvenci jednoho druhu, pak polovina
slouzila k vytvofeni referenci a druha polovina k identifikaci.

Vétsi cast vybranych druhii organismii v projektovych souborech byla zastoupena malym
poctem jedinct, tudiz nebylo mozné dobie specifikovat jejich vnitrodruhovou variabilitu. V drtivé
veétsingé zastoupenych druhti byly vnitrodruhové rozdily v sekvencich i v ptipadé vétSiho poctu
jedincti pouze v nékolika malo nukleotidech. To by vedlo k Zadnym nebo velmi malym rozdilim
mezi referencemi vytvorenymi jako median a pramér ND vektord, proto byly reference druhi
vytvofeny pouze metodou priméru ND vektort a metodou praméru ND vektori purinovych
nukleotidt.

Soubory sekvenci i identifikaci byly vybirany s ohledem na omezené moznosti databaze a také
tak, aby se na nich vyzkouSely nékteré specifické problémy identifikace jako napft. identifikace
blizce pribuznych druht. Tab. 4.1 obsahuje stru¢nou specifikaci souborti vybranych pro tvorbu
referenci a naslednou nezavislou identifikaci. Reference byly vytvoteny pro velikosti vypocetniho
okna W=3, 5, 7 az 25 nukleotidd.

4.2 VYSLEDKY IDENTIFIKACNI ANALYZY

Vsechny sekvence analyzovaného souboru, které se maji identifikovat, se pievedou na ND
vektory. Nésledné se kazda sekvence porovnava se vSemi referencemi a je pfifazena k tomu
referen¢nimu druhu, se kterym mé nejmensi Euklidovskou vzdalenost.

Sekvence, které byly pouzity k tvorbé druhovych referenci, byly také identifikovany. Uspé&$nost
identifikace téchto sekvenci by méla byt teoreticky vyssi nez uspéSnost identifikace sekvenci, ze
kterych reference tvoreny nebyly. Uspé&snost identifikace silng zavisi na vnitrodruhové variabilité
druht. Déle v textu se budou vyskytovat tyto vyrazy:

- referencni sekvence — sekvence pouzita k vytvoreni druhové reference,

- druhove referencni sekvence — sekvence nalezi druhu majici druhovou referenci,

- rodové referencni sekvence — sekvence, ktera neni druhové referencni, ale jeji druh je

stejného rodu jako n&jaky referencni druh.
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Tab. 4.1 Soubory z databaze BOLD pouzité k tvorbé referenci druhti a nasledné identifikaci.

K.Od Nazev projektu Jedinci Druhi  Ref. sek. REf'o Rodove Typ P(_)uzno
projektu druhi sek. organismu jako
Trichoptera of L.
CUCAD Churchill 2007 719 55 692 32 16 chrostici reference
Trichoptera of L. S
DSTRI Churchill 2006 540 23 245 - 240 chrostici identifikace
GenBank
Arthropoda- reference +
GBANO Diptera- 2093 111 1007+1002 58 84 komafi L
wl identifikace
Culicidae-
Anophelinae
FENA Freshwater Elshes of 4313 673  2108+1733 437 343 sladkovodni _refer_er_lce +
North America ryby identifikace
Fishes of Portugal — moriské
FCFP West Coast 1. 188 48 175 38 8 ryby reference
Fishes of Portugal — moiské . e
FCFPS South Coast 200 55 124 - 25 ryby identifikace
Fishes of Portugal — moiské . .
FCFPW West Coast 2 207 49 130 - 24 ryby identifikace
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
ROM - Bats of
BCBNC Guyana 1 840 96 807 70 22 netopyfi reference
ROM - Bats of .
BCDR Guyana 2 4134 68 4051 - 54 netopyii identifikace
Ref. sek. — pocet sekvenci pouzitych k vytvofeni druhovych referenci
Rodové sek. — pocet sekvenci stejného rodu ale jiného druhu neZ jsou druhové reference
Kromé Uspé&Snosti identifikace referen¢nich a druhové referencnich sekvenci byla

vyhodnocovana 1 uspésnosti identifikace rodové referenénich sekvenci. Jako uspésna identifikace
téchto sekvenci se bralo jejich pfifazeni k libovolnému referenénimu druhu, avSak stejného rodu
jako je identifikovana sekvence.

Identifikace sekvenci do referenc¢nich druhii byla pro téméf vSechny testované skupiny
organismil velmi UspéSna s dosazenou shodou v urovni 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 pfi pouZiti vypocetniho okna
W=3 nukleotidy, pfi kterém také dochazelo k vyssi mife pfifazovani k druhtim jiné skupiny
organismil, kdeZto toto chybné pfifazovani druhové a rodové referencnich sekvenci bylo u
ostatnich délek vypocetniho okna ojedinélé. V priméru z GspéSnosti pro druhové a rodove
referencni sekvence byly nejlepsi vysledky dosazeny pro okno délky W=5 a W=9 nukleotidt. Obr.
4.1 zobrazuje vazené pruméry uspesnosti identifikace pro vSechny analyzované délky vypocetniho
okna. Byly provedeny dalsi analyzy pro okna délek W=29 az W=59 nukleotidd, jejichz vysledky
zde nejsou podrobné diskutovany, avSak uspéSnosti identifikace od okna W=25 nukleotidi
vytrvale mirné klesaji. NiZe je uvedeno struéné shrnuti vysledkl pro rozsah délek vypocetniho
okna W=3 az W=25 nukleotidu.

Tab. 4.2 shrnuje primérné hodnoty a smérodatné odchylky normalizovanych Euklidovskych
vzdalenosti na 1000 nukleotidli spravné a nespravné pfifazenych sekvenci k druhlim a rodim a
také ostatnich sekvenci spravné pfifazenych alespont do skupiny organismi. Vzdalenosti pro rod
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jsou vzdy nékolikrat vétsi nez pro druh vcetné zapocitani odchylek a vzdalenosti pro ostatni

sekvence jsou vétsinou vétsi oproti druhovym o jeden tad.
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Obr. 4.1 Vazené praméry uspé&snosti identifika¢ni analyzy v zavislosti na velikosti vypocetniho okna pro

Velikost vypo&etniho okna [nukleotidi]

vSechny soubory.

Tab. 4.2 Primé&rné hodnoty s odchylkami Euklidovskych vzdalenosti spravné a nespravné
ptifazenych sekvenci do druhti a rodi, W=5.

Projekt  Druh dobfe  Druh §patné Rod dobie 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 9,1239+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

Druhové reference byly vytvoreny z celkového poctu 6016 sekvenci, pro které samoziejmé
vychdzely nejvyssi hodnoty uspé$nosti kontrolni identifikace. Nezavisla identifikace druhové
referenénich sekvenci byla provedena na celkovém poétu 7778 sekvenci. Uspé&snosti této
identifikace byla jen mirné¢ niz8i nez kontrolni identifikace. Dale byla hodnocena Uspé&Snost
pritazeni 1094 rodové referencnich sekvenci k referencnimu druhu stejného rodu. Nejlepsi vazeny
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pramér uspésnosti identifikace do druhti pro vSechny soubory byl ziskan pro okno W=5 nukleotidti
ato 98,77 % a pro okno W=9 nukleotidi 98,97 %. Pro rodové referen¢ni sekvence bylo maximalni
uspésnosti 86,48 % dosazeno pro okno velikosti W=13 nukleotidi. U purinové identifikace bylo
pramérného maxima uspésnosti pro druh dosazeno pro okno W=25 nukleotidi a to 91,44 %.
Ackoliv z Obr. 4.1 se mize zdat, ze uspéSnost purinové identifikace do druhu ma rostouci
tendenci v zavislosti na velikosti okna, pro okna nad W=25 nukleotidti uspésnosti vytrvale klesaji.
denzitnimi vektory. Maxima 90,22 % bylo dosazeno pro okno W=13 nukleotidi.

V ptipadé zastupcti hmyzu, kanadsti chrostici (soubor CUCAD a DSTRI), se problémy
s identifikaci tykaly jen rodové referencnich sekvenci rodti Asynarchus a Limnephilus; u druhého
zminéného rodu byly sekvence piifazovany k druhiim blizce ptibuznych rodl ze stejné celedé.
Identifika¢ni analyza odhalila dvé sekvence oznaéené jako druh Cheumatopsyche campyla, které
vSak byly piifazovany k druhu Cheumatopsyche ela. Tuto pfislusnost potvrdil i algoritmus
BLAST. Druhové reference byly vytvofeny pro 32 druhd z 21 rtznych rodi z 10 Celedi, coz
znamena, ze vétSina referencnich druhti je od sebe dostatecné evoluéné vzdalena a to se také
projevuje na distinkénich DNA barcodingovych sekvenci.

Opacny pripad predstavuje soubor GBANO, ktery obsahuje sekvence druhii jediného rodu a to
komart rodu Anopheles. Identifika¢ni analyza odhalila 11 druhi, které neni mozné na zakladé
useku genu coxl spolehlivé oddélit. Z toho 1ze usuzovat, ze tyto druhy byly evolu¢né separovany
teprve nedavno. Bylo také nalezeno né¢kolik sekvenci riznych druhd, 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 piifazovaného druhu. Je zajimavé, ze
druh A. longirostris byl zastoupen osmi variantami ozna¢enymi pismeny A-H a vSechny tyto
varianty byly od sebe spolehlivé odliSeny a v ptipad¢ purinové identifikace byla polovina z téchto
variant také spravné odliSena. To vede k uvaze, jestli jde skute¢né o jeden druh nebo n€kolik
samostatnych druhd, zejména kdyz vezmeme v uvahu, Ze nékolik samostatnych druhti je na
stejném Useku mtDNA neodlisitelnych.

U souborti moiskych ryb z pobtezi Portugalska bylo dosazeno skvélych vysledkt. Reference
byly vytvoteny pro 38 druhti 23 riznych rodi z 10 ¢eledi. Z toho plyne, ze zastoupené druhy byly
od sebe dostatecné evolucéné vzdaleny, aby byla jejich identifikace bezproblémové. Byly vSak
odhaleny dvé sekvence oznacené jako druh Scorpaena notata, které¢ vSak vykazuji od ostatnich
sekvenci druhu zna¢nou odlisnost. BLAST udal jako nejpodobnéjsi sekvence druhu Scorpaena
porcus avSak snizkou hodnotou podobnosti. Charakter pribéhiti denzitnich vektora vede
k hypotéze, ze se jedna o naprosto jiny druh, mozna dokonce i jiného rodu nez Scorpaena, nebot’
sekvence byly pfifazovany k druhiim jinych celedi a dokonce 1 jinych skupin organismd, 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 rodu, 20 celedi, 11 tadt). Nejvice druha
patii rodim Etheostoma (97), Notropis (53) a Percina (29). U rodu Etheostoma byly vSechny
sekvence 77 druhli bezchybné identifikovany pii vSech délkach vypocetniho okna; u ostatnich
druhtt dochazelo k chybam pouze v ramci rodu, pfi¢emz u 16 z téchto druhti byla zjisténa takova
shoda v coxl sekvenci, ze druhy neni mozné od sebe odlisit. U zbylych 3 druht, ve kterych se
vyskytlo nespravné piifazeni, bylo dal$i analyzou vicenasobnym zarovnanim a BLASTem
potvrzeno, ze piislusnost dané sekvence k druhu, pod kterym byla v databazi ulozena, je sporna.
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Tedy veskeré dalsi chyby se soustfedily na jeden druh, ktery se vyznacoval neobvykle vysokou
vnitrodruhovou variabilitou. Pouze dva druhy z rodu Notropis vykazovaly $patné piifazovani,
které bylo zptisobené malou odlisnosti v coxl téchto dvou druht mezi sebou. U rodu Percina se
také nalezly 3 neodliSitelné druhy a kromé jednoho druhu se par chyb vyskytlo pouze u dvou
nejkrat§ich vypocetnich oken. Purinova identifikace zhorsila o nékolik procent druhovou i rodovou
identifikaci.

Druhovych referenci pro soubor obojzivelnikit GBAP bylo vytvoteno 73 (29 roda, 15 Celedi, 3
rody). Vysledky pro druhové referencni sekvence jsou srovnatelné s ostatnimi skupinami
zivocicht, ale velmi Spatné byly pfifazovany rodové referencni sekvence, ackoliv vétSina téchto
nespravnych pfifazeni byla alespon v ramci celedé. Purinova identifikace sice vedla k zlepSeni
identifikace rodové referencnich sekvenci, ale soucasné vyrazné poklesla UspéSnost pfifazeni
druhové referen¢nich sekvenci. Bylo nalezeno mnoho sekvenci se spornou piislusnosti k druhu a i
BLAST casto potvrdil pislusnost téchto sekvenci k jinému druhu stejného rodu.

Jihoameri¢ti tropicti ptaci (soubory MNCN a BRAS) byly, co se tyCe druhu, perfektné
identifikovany az na jednu sekvenci pro dvé nejdelsi vypocetni okna. Druhovych referenci bylo
vytvoieno 42 z 36 rodd (16 celedi, 6 tadu, prevliada tad Passeriformes). To znamena, ze Se
v souborech vyskytovalo jen velmi malo blizce ptfibuznych druhti, u nichz by mohla byt vétsi
pravdépodobnost nespravné identifikace. Pouze u purinové identifikace dochézelo prave
k identifika¢nim chybam mezi dvéma blizce ptibuznymi druhy. Identifikace rodové referencénich
sekvenci bezchybnd nebyla a purinova identifikace vysledky nezlepsila.

Savci byli v analyze zastoupeni pouze tropickymi netopyry (soubory BCBNC a BCDR).
Vytvoteno bylo 70 druhovych referenci (42 rodi, 6 ¢eledi), ptiCemz 9 z nich byly rizné druhové
varianty. Identifikace druhti byla pro oba soubory bezchybna i pro druhové varianty. Pii purinové
identifikaci dochéazelo k zaméndm mezi dvéma dvojicemi blizce piibuznych druhd. Pro rodové
referen¢ni sekvence ze souboru BCBNC je tuspéSnost relativné nizka z toho diivodu, ze sekvenci
bylo jen 22 a tak kazda chybné pfifazena sekvence vyrazné€ sniZuje procento uspésnosti. Purinova
identifikace pro kratkd okna Uspé&Snost vyrazné zlepsila. U rodové referen¢nich sekvenci druhého
souboru byla uspésnost akceptovatelnd a purinova identifikace dosahovala dokonce témét vzdy
100 %. Soucasné ale purinova identifikace nebyla schopna od sebe odliSit nékteré druhy stejnych
roda.

VedlejSim produktem identifikacni analyzy nové navrZzenymi metodami je mnozstvi biologicky
vyznamnych informaci o sekvencich v pouzitych souborech. Vzhledem k tomu, Ze byla k testovani
pouzita realnd 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 vétSin€ piipadi potvrzeny i1 prohleddvanim
databaze GenBank algoritmem BLAST. Tento algoritmus hledd v databazi homologni sekvence na
zéklad¢ lokalni podobnosti a vypocitava statistickou vyznamnost shod. BLAST je vicemén¢ jediny
nastroj, kterym lze podobné sekvence v databazich hledat. Je vSak nutné zdiraznit, Ze vysledky

5% pyedeviim v

BLASTu nemusi vzdy korespondovat se skutecné homolognimi sekvencemi
ptipadé rychle mutujictho mitochondridlniho genomu, kdy dochdzi k saturaci mutaci, tj. vzdalené
piibuzné organismy mohou mit velmi podobné sekvence, mize BLAST davat Spatné vysledky,
nebot’ pocitd pouze s celkovou podobnosti (skore zarovnani), ale uz nebere v potaz umisténi

mutaci v sekvencich. Vysledky také mohou byt ovlivnény vybérem skorovacich parametra.
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Naproti tomu v piipadé nukleotidovych denzitnich vektorti ovliviiuje bodova mutace charakter
vektoru v zavislosti na svém umisténi a také je tato zména ovlivnéna vyskytem nukleotidit v okoli
daném velikosti vypocetniho okna.

Z hlediska metody identifikace druhti pomoci referencnich denzitnich vektord se neprojevil
zadny faktor, ktery by mél na vysledky vyrazné negativni vliv a to ani velikost vypocetniho okna
krom¢ velikosti W=3 nukleotidy. Jedinym projevenym faktorem byla nevérohodnost dat. Kazdy
meésic pfibyde do databaze 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 ziskdna, spravné identifikovan zkuSenym taxonomem, a jestli byla kazda sekvence
verifikovana prohledanim databéze, ptipadné zda je skutecné podobna ptipadnym dalSim jedincim
stejného druhu. Samotna verifikace dat je totiz velmi pracnd a Casové naro¢nd oproti dnes jiz
veelku dobfe zvladnutym postupem sekvenace DNA barcode sekvenci, a proto jsou obavy o
vérohodnosti dat na miste.

Bylo publikovano nékolik praci zabyvajicich se i jinymi piistupy k identifikaci druhd nez jsou
distanéni a znakové metody. Pocatkem roku 2014 byla publikovéna prace, ve které byly
vyzkouSeny Ctyfi piistupy reprezentované algoritmy strojového uceni na souboru dat rtznych
skupin organismi. Celkem byly metody testovany na 6764 sekvenci bezobratlych, obratlovcii a
n¢kolika desitek sekvenci hub a tas. Primérnéd tspéSnost metod pro vSechny testované skupiny
organismu byla v rozmezi 88 az 94 % 54 Kontrolng byla data identifikovana i pomoci algoritmu
BLAST s primérnou uspésnosti ptiblizné 89 %, coz je ve vSech ptipadech mensi uspésnost nez u
navrzené metody zaloZené na porovnavani nukleotidovych denzitnach vektort, ktera byla 98,97 %
(avSak pouzita byla jina data). K identifikaci byla také testovana tfi-vrstvd neuronova sit se
zpétnym Sifenim chyby, kterd byla testovan na 159 sekvencich stfevlikl a 407 sekvenci tropickych
motyli, pficemz k trénovani sité bylo pouzito 79 a 132 sekvenci a zbylych 80 a 275 bylo nezavisle
identifikovano. Usp&snost neuronové sité na téchto datech byla 97,5 % a 95,6 % ["Y.
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5 IDENTIFIKACE DO CELEDI

Zakladnim predpokladem, aby bylo mozné jednotlivé analyzované sekvence ptitfazovat k celedim,
je, ze DNA barcodingové sekvence Casti genu coxl nesou dostatek informace o taxonomické
prislusnosti sekvence. To znamend, dostatecné mnozstvi nukleotida je na svych pozicich v ramci
celed¢ konzervovanych a nedochdzi k jejich mutacim.

Byly testovany tfi varianty vytvafeni referencnich nukleotidovych denzitnich vektorti pro
celedé a to pouziti medidnové, primérné a primérné hodnoty jen purinovych nukleotidd signalove
zarovnanych ND vektorti sekvenci patiici do téze celed€. Jelikoz zatim neexistuje zadny volné
dostupny a standardné¢ pouzivany nastroj na identifikaci DNA barcodingovych sekvenci do
taxonomickych skupin kromé vytvareni fylogenetickych stromtli z vybraného souboru sekvenci,
byla k porovnani s navrzenou metodikou pouzita kombinace standardné pouZzivanych piistupt
k vytvofeni reference a nasledné identifikaci. Standardni reference pro celed” je tvofena
konsenzudlni sekvenci, kterd byla urCena z vicendsobné zarovnanych sekvenci téze Celedé.
Identifikace pak probiha tak, Ze je analyzovana sekvence globaln¢ zarovnana Needlemanovym-
Wunchovym algoritmem se vSemi referencnimi konsenzualnimi sekvencemi a jsou spoclitany
evolu¢ni K2P distance. Sekvence je pfifazena k Celedi, s jejiz konsenzudlni sekvenci mé nejmensi
K2P distanci.

5.1 REFERENCNI DATABAZE

Reference celedi byly vytvofeny ze sekvenci zivocisné tfidy ptakt. Pokud bude metoda
identifikace do vysSich taxonomickych jednotek opravdu robustni a vySe zminény piedpoklad o
dostatetném informac¢nim obsahu sekvenci platny, méla by byt metoda identifikace schopna
spravné zattidit sekvence ptakl z referenénich celedi, 1 kdyZz pochazejici z druhti vyskytujicich se
na jiném kontinentu. Ttida ptakt byla vybrana z divodu dobfe propracované taxonomie, se kterou
muzeme vysledky porovnavat.

Vybér samotného projektu se sekvencemi pro vytvoreni referenci byl nahodny a bez
odiivodnéni vhodnosti tohoto projektu k vytvareni referencni databaze. Reference Celedi vyly
vytvofeny obdobnym zpisobem jako druhové reference z DNA barcoding projektu Birds of
Argentina — Phase 1 (dale jen BARG), které byly jako FASTA soubor stazeny z databaze BOLD.
Celkem se v souboru nachazi 1588 sekvenci. Pro vytvafeni referenci byly vybrany pouze sekvence
delsi nebo rovny 600 bp. V Tab. 5.1 je uveden soupis ptacich fadu a ¢eledi, které byly zafazeny do
referencni databdze. Aby byla celed’ zafazena mezi reference, musely byt v BARG projektu
alespon tfi sekvence riznych druhid z dané celedé. Celkem obsahuji referenéni databaze 38 Celedi
vytvotrenych ze 445 druhti o celkovém poctu 1450 sekvenci.

Referencni ND vektory pro ¢eledé vypocitané metodami medidnu ND vektort, priméru ND
vektorti a priméru ND vektort jen purinovych nukleotidii se od sebe navzajem lisi a 1i8i se také
nukleotidové denzity konsenzudlni sekvence pro ¢eled’. Rozdily vznikly diky variabilité v ramci
celedi, kterou kazdd z metod reprezentuje jinym zpisobem. Rozdily mezi referenénimi ND
vektory tuzce souvisi s variabilitou &eledi. Cim vétsi variabilita ¢eledi, tim vétsi rozdily mezi
referen¢nimi ND vektory jednotlivych metod.
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Tab. 5.1 Soupis fadu a celedi projektu BARG, z nichz byly vytvoreny reference celedi.

Rad Celed’ Pocet druhii  Pocet jedincu
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 9 39
Tyrannidae 70 220
Pelecaniformes Ardeidae 9 21
Phoenicopteriformes Phoenicopteridae 3 7
Piciformes Picidae 17 57
Ramphastidae 3
Podicipediformes Podicipedidae 4 5
Psittaciformes Psittacidae 14 37
Strigiformes Strigidae 9 20
Tinamiformes Tinamidae 8 19
Trochiliformes Trochilidae 14 43

Celkem 442 1450




5.2 VERIFIKACE IDENTIFIKACE DO CELEDI

Verifikace spociva v identifikaci do Celedi téch stejnych sekvenci, z kterych byly reference celedi
vytvoreny. Pokud by uspéSnost identifikace na téchto sekvencich byla nizka, byly by reference
dané metody jest¢ méne Gspeésné pro jiné sekvence, a tudiz pro identifikaci nevhodné.

Verifikovany byly reference celedi tvorené konsenzudlnimi sekvencemi, medianovymi ND
vektory, primérnymi ND vektory a praimérnymi ND vektory jen purinovych nukleotidi. Kazda
sekvence z projektu BARG byla porovnana s referencemi vytvorenych dle vSech metod. Sekvence
byly zatfidény do ¢eledi podle nejmensi hodnoty K2P distance v piipadé konsenzualni reference
(RK) a Euklidovské vzdalenosti pro medianové reference (RM), primérné reference (RP) a
prumérné reference jen purinovych nukleotidi (RP-RY). Analyza byla provedena pro velikosti
vypocetniho okna od W=5 do W=19 nukleotidii pro vypoéty ND vektort. Velikost vypocetniho
okna W=3 nukleotidy nebyla vzhledem k nizké mife uspéSnosti identifikace sekvenci do druhu
pouzita.

Obr. 5.1 zjednodusené graficky znazoriiuje procentualni tspé$nosti identifikace do Celedi pfi
verifikaci vSemi metodami vyuZzivajici ND vektory v zavislosti na délce vypocetniho okna a
porovnani s metodikou konsenzudlni sekvence. Vertikdlni smér odpovida poradi celedi;
horizontalni smér odpovida délce vypocetniho okna W=5, 7,..., 19 nukleotidii ve sméru zleva
doprava. Je vidét, ze metoda primérnych denzit jen purinovych nukleotidi ma celkové nejlepsi
vysledky. U metody konsenzudlni sekvence jsou hodnoty uspéSnosti identifikace do celedi
podobné. Vazeny prumér uspéSnosti identifikace Celedi metodou RK byl 96,49 %, nejlepsi
hodnota pro metodu RM byla 98,08 % a pro metodu RP 99,31 % shodn¢ pro vypocetni okna délek
W=9 a W=I1 nukleotidi a nejlepsiho vysledku dosdhla metoda RP-RY 599,04 % pro W=5
nukleotidi.

5.3 VYSLEDKY IDENTIFIKACE DO CELEDI

Po otestovani metod identifikace na stejnych datech, kterd byla pouZzita pro vytvoreni referenci
celedi, byly navrZzené metody pouzity na datech odliSnych. PouZily se dalsi DNA barcodingové
projekty se sekvencemi ptakt z riznych kontinentd. Tab. 5.2 obsahuje vycéet pouzitych projekti
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 del§imi nez 600 bp
Z databaze BOLD Systems.

Vsechny sekvence zvyjmenovanych projekti byly pfifazovany do referen¢nich celedi
vytvoienych ze sekvenci souboru BARG pomoci metod konsenzudlni sekvence, medidnové
denzity, pramérné denzity a primérné denzity jen purinovych nukleotidi. K vyhodnoceni
uspésnosti identifikace do celedi bylo nutné kazdou sekvenci zatfidit dle klasické taxonomie do
rada a celedi. Sekvence, které patiily do jiného fadu, nez které byly obsazené mezi referencemi,
nebyly hodnoceny. Sekvence nalezici k fadu, jehoz alespon jedna celed’ je referenc¢ni, byly
hodnoceny na uspésnost piifazeni alespon do patii¢ného fadu.

V ptipad¢ identifikace ¢eledi maji pojmy druhové a rodové referenéni sekvence jiny vyznam
nez v pripad¢ identifikace do druhti. Druhové referen¢ni znamena, Ze analyzovana sekvence patii k
druhu, jehoz sekvence jiného jedince byla soucasti sekvenci, z kterych byla vytvofena reference
celedé. Rodoveé referencni pak znamend, ze analyzovana sekvence patii k druhu, ktery nebyl
zastoupen mezi sekvencemi pro tvorbu reference ¢eledé, ale patiil tam jiny druh stejného rodu.
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Median denzit Pramér denzit Pramér denzit - puriny
Kons. s 7 g 11131517 19 5 7 9 1113 1517 19 5 7 9 11131517 18

Accipitridae a7
Falconidae 15
Anatidae 81

Caprimulgidae 14
Ardeidae 23
Columbidae 47
Cerylidae 10
Cuculidae 15
Rallidae 21

Charadriidae 22
Scolopacidae 15
Sternidae 9

Thinocoridae 9

Cardinalidae 29
Emberizidae 29
Formicariidae 8

Fringillidae 20
Furnariidae 224
Hirundinidae 12
Icteridae 73
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

Psittacidae ar
Strigidae 20
Tinamidae 19
Trochilidae 43

Obr. 5.1 Grafické znazornéni procentualni uspésnosti identifikace do ¢eledi metodami konsenzus (Kons. =
RK), median denzit (RM), primér denzit (RP) a primér denzit jen purinovych nukleotidd (RP-RY) pfi
délkach vypocetniho okna W=5 az W=19 nukleotidti (vertikaln¢) pro soubor BARG.

M 100 %

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

[ 50 - <60 %

B <50 %

Tab. 5.2 Vybrané DNA barcodingové projekty pro identifikaci do ¢eledi.

Kaéd Nazev Pocet Pocet Ref. Ref.

projektu projektu sekvenci druhii sekvenci Celedi
DNA Barcoding Korean

KBBI : g 254 102 180 18
Birds

TZBNA  Birds of North America 410 247 295 27

BNACA Birds of North America

— Canadian geese 137 2 137 1
BNABS e pacerines 114 a7 102 ;
BNAUS 2 Generalsequences 1655 51 1165 20
BEPAL E;S;rcti é)f the  eastern 1665 208 613 2
SWES! ? ISr»S\/Se?i];s?ngir:’?jlsnawa 477 258 281 20
NORBI Birds of Scandinavia 480 - 270 ;

— Norwegian birds

Ref. sekvenci — pocet sekvenci patficich do ¢eledi majicich referenci
Ref. ¢eledi — pocet ¢eledi majicich referenci
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Identifikace do Celedi byla v souctu provedena na 3244 sekvencich patiicich do 30 rGznych
celedi. Referenci celedi bylo 38. Osm z referencnich Celedi nemélo v analyzovanych souborech
zadného zastupce. Obr. 5.2 znazoriiuje vazené pruméry UspéSnosti identifikace do celedi a radu
v zavislosti na velikosti vypocetniho okna, kromé metody RK, ktera se v okné nepo¢ita. Usp&$nost
identifikace do celedi pro metody RM, RP a RP-RY ma mirné klesajici zavislost na velikosti
vypocetniho okna, pfi¢emz metody medidnu a priiméru nukleotidovych denzit maji velmi podobné
vysledky. Metoda priméru purinovych nukleotidovych denzit ma ptiblizn€ o 8 % vyssi uspesnost
nez ob¢ diive zminéné metody a to konkrétné pro ¢elede 96,24 % pro okno délky W=5 nukleotida,
coz je pro &eledé nejlepsi vysledek ve vazeném praméru pro vsechny soubory. Usp&snost
identifikace do fadu se pro vSechny metody li$i jen malo a pro vSechny metody jsou uspésnosti
nad 98 %.

100 + + >e > 2 <

98 —_— e RK-ieled
£ 96 ——RK - Fad
[ \\ v '
3 94 —— ——RM Celed
% 92 ~  ——RM¥ad
s ——RP celed
w 88
§ \ ——RP fad
w86 ——— v
,?;,'J- o . = —— o 2 —* ——RP-RY Celed
° T~ ——RP-RYF4d

80

5 7 9 11 13 15 17 19

Délka vypoéetniho okna [nukleotidd]

Obr. 5.2 Vazené pramérné uspésnosti identifikace sekvenci ze vSech soubort do ¢eledi a fada v zavislosti
na velikosti vypocetniho okna. RK — metoda konsenzualni sekvence, RM — metoda medianové denzity, RP
— metoda prumérné denzity, RP-RY — purinova identifikace.

Na Obr. 5.3 je graficky znazornéna procentualni Gspésnost identifikace do ¢eledi pro vSechny
soubory dohromady (mimo referenéni soubor BARG) a na Obr. 5.4 je znazornéna procentualni
uspésnost identifikace vSech sekvenci do fadi. Z téchto obrazki je patrnd vyrazné vétsi GispéSnost
metody identifikace zaloZené na porovnavani sekvence s referencemi spocitanymi jako primér
nukleotidovych denzit jen purinovych nukleotidd.

Nejmensi GspéSnosti pii identifikaci do ¢eledi mély sekvence nalezici do celedi Cardinalidae,
Emberizidae a Fringillidae z fadu Passeriformes, které byly nespravné pfifazovany piedevsim
k ¢eledim Icteridae, Parulidaec nebo Thraupidae ze stejného fadu. VSechny tyto zminéné celed¢
patii do jedné podskupiny zpévnych ptaki. Celed” Motacillidae, kterd ma také nizkou tsp&snost
identifikace, patii do stejné nadceledi jako vySe zminénd skupina, a jeji sekvence byly pfifazovany
pravé k témto Celedim. Nejvyrazngjsi zlepSeni uspéSnosti prifazovani k ¢eledim vykazala metoda
purinové identifikace praveé u téchto problematickych blizce piibuznych celedi.

Zde prezentovana identifikacni analyza ukézala, ze vhodné zvolend metoda miZe mezi
sekvencemi pro vyssi taxonomické skupiny nezZ je druh ¢i rod nalézt sdilené podobnosti a podle
téchto podobnosti ur€it pfislusnost dal§ich sekvenci k taxonomickym skupinam. Na zakladé
vysledki 1ze tvrdit, ze ackoliv byly reference pro jednotlivé celedé vytvoreny z omezeného poctu
druhtt ptakt vyskytujicich se v ¢asti Jihoamerického kontinentu, byla jejich podobnost
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se sekvencemi ptaku z jinych kontinenti dostatecna k uspéSnému pfifazeni k vyssi taxonomické
skupin€, a tudiz DNA barcodingové sekvence nesou dostatek informace o pfislusnosti druhii
k vy$§im taxonomickym skupinam, jako jsou Celedé¢ a fady. Samoziejmé tento poznatek nelze
zobecnit na v§echny skupiny organismt.

Median denzit Pramér denzit Pramér denzit - puriny
Kons. s 7 g 11131517 19 5 7 9 1113 1517 19 5 7 9 11131517 18

Accipitridae 122
Falconidae 64
Anatidae 541
Caprimulgidae 32
Ardeidae 69
Columbidae 77
Cerylidae 10
Cuculidae 26
Rallidae 46
Charadriidae 87
Scolopacidae 314
Sternidae 79
Cardinalidae 25
Emberizidae 324
Fringillidae 290
Hirundinidae 55
Icteridae 84
Mimidae 25
Motacillidae 111
Parulidae 161
Thraupidae 2

Tityridae 2

Troglodytidae 53
Turdidae 178
Tyrannidae 79
Picidae 174
Podicipedidae 33
Psittacidae 9

Strigidae 147
Trochilidae 25

Obr. 5.3 Grafické znazornéni procentualni uspésnosti identifikace do ¢eledi sekvenci ze vSech
analyzovanych soubort.

M 100 %

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

[ 50 - <60 %

M <50 %

Median denzit Primér denzit Primér denzit - puriny
Kons.s 7 s 113151719 5 7 9 1113151719 5 7 9 11 1315 17 19

Charadriidae 87

Scolopacidae 314

Sternidae 79 M 100 %
Cardinalidae 25

Emberizidae 2324 [ 90-<100 %
Fringillidae 200

Hirundinidae 55 80-<90 %
Icteridae 84

Mimidae 25 70-<80%
Motacillidae 111

Parulidae 161 60 - <70 %
Thraupidae 2

Tityridae 2 [ 50-<60%
Troglodytidae 53

Turdidae 178 M <50 %
Tyrannidae 79

Picidae 174

Obr. 5.4 Grafické znazornéni procentualni Gispé$nosti identifikace do fadt sekvenci ze vSech souborti.

V impaktovaném periodiku byla za poslednich 5 let publikovana pouze jedna prace piimo 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 podceled’ v pripadé, ze sekvence stejného druhu se v databazi nenachazi. Testovano
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bylo 118 sekvenci, které byly porovnavany s 1095 sekvencemi, jez tvorily referenéni databazi,
z které bylo postupné odstraniovano urcité procento sekvenci. Identifikace probihala na principu
vytvafeni fylogenetickych stromli metodou NJ z K2P distanci a analyzovana sekvence byla
pfifazena k té taxonomické skuping, se kterou tvofila ve stromu shluk. Pfifazeni bylo ovlivnéno
riznymi moznostmi topologie shlukt. Nejvyssi uspésnost tohoto ptistupu byla 83 % pfitazeni do
rodu, 74 % do tribusu a 90 % do podceledi. [72]

V této praci navrzena a testovanad metodika zalozena na nukleotidovych denzitnich vektorech
dosahla na jinych a rozsahlejSich datech srovnatelnych ¢i lepSich vysledkt. Nejlepsich vysledki
dosdhla metoda zalozend na porovnavani s referencemi celedi vypocitanych jako primér
nukleotidovych denzit purinovych nukleotidii. Nejlepsi uspésnosti této metody bylo dosazeno pro
vypocetni okno W=5 nukleotidi v priméru pro vSechny sekvence a vSechny celedé. Z 30
referen¢nich celedi, které mély v testovanych souborech svoje zastupce, jich metoda RP-RY pro
vypocetni okno W=5 nukleotidi 100% spravné identifikovala 24, coz v sumé predstavuje 2221
sekvenci. U dalSich 6 ¢eledi (1023 sekvenci) neklesla uspésnost pod 80 %. Celkem bylo z 3244
sekvenci spravné identifikovano do &eledi 3122 sekvenci. Spatné identifikovanych sekvenci bylo
122 (prevazné z ¢eledé Emberizidae), které byly pfifazovany alespon K blizce piibuznym celedim.
Identifikace do tadu byla pro okno W=5 nukleotidi bezchybna.

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

V ptipadé databaze BOLD, kterd je v DNA barcodingu nejobsahlejsi, je identifikace druhit z DNA
barcodingovych sekvenci zalozena na vyhledani homolognich sekvenci v datab4zi pomoci
algoritmu BLAST. Dalsim nastrojem analyzy sekvenci, ktery databaze BOLD poskytuje (k 31. 7.
2015), je vytvoteni dendrogramu ze sekvenci jednotlivych projektl (soubor sekvenci urcité
lokality nebo skupiny organismi). 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) evolu¢nim modelem.

Byla provedena srovnavaci analyza dendrogramti vybranych datasetli sekvenci, které¢ byly
pouzity k identifika¢ni analyze do druhii a celedi (viz kapitola 4 a 5). Konstruovany byly
dendrogramy metodou spojovani sousedii na zaklad¢ ctyf metod vypoctu vzdalenosti sekvenci.
Prvni a druhd metoda odpovida standardni metodice pouzivané v databazi BOLD, tj. vypocet p-
distanci s JC a K2P korekci. Tteti metoda pocita Euklidovské vzdélenosti mezi nukleotidovymi
denzitnimi vektory sekvenci pro vSechny ctyfi typy nukleotidd (END) a ¢tvrta metoda pocita
Euklidovské vzdalenosti pro sumu nukleotidovych denzitnich vektorti purinovych nukleotidi
(PEND). Pro vypocet nukleotidovych denzitnich vektord byly pouzity vypocetni okna délek W=3,
5, 7 a 9 nukleotidti. Pro vykresleni vSech Ctyi druhti dendrogramti a nasledné porovnavani byly
pouzity pouze informace o usporadani uzli; délka vétvi porovnavana nebyla.

Datasety sekvenci pro konstrukci dendrogrami obsahovaly vSechny sekvence daného DNA
barcodingového projektu pro vybranou skupinu organismt. K vyhodnoceni stromti byla pouzita
jednoduchd metrika nezavisla na subjektivnim hodnoceni spravnosti/nespravnosti piifazeni
sekvence do shluku. Navrzena metodika pouze poc€ita pomér mezi poctem vétvi stromu vici poctu
taxonomickych jednotek. Vytvorené dendrogramy pro jednotlivé datasety a metodu vypoctu
vzdalenosti byly kondenzovany pro druh, rod a vyssi taxonomickou skupinu (Celed’, nadceled’,
apod.). Kondenzace dendrogramu znamend, Ze v ptfipadé dvou listii (koncovych vétvi) majici
spole¢ny uzel a pattici ke stejnému druhu, je jeden z té€chto listi (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 vys§i taxonomickou skupinu je obdobnd. Kondenzaci se odstrani
nadbyte¢né listy pro skupinu sekvenci stejného druhu a ve stromu zlstane misto vétve
s mnozstvim listl pouze jeden reprezentativni list. V idealnim piipadé pak strom po kondenzaci
pro druh obsahuje pouze stejny pocet listd jako je celkovy pocet druhil v datasetu. Kondenzované
dendrogramy reflektuji jednak kvalitu sekvenci a také pouzitou metodu vypoctu vzdalenosti
sekvenci.

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

- pomér poctu listl kondenzovaného dendrogramu pro druh k poctu druhti v datasetu = DLP,

- pomér poctu listl kondenzovaného dendrogramu pro rod k poc¢tu roda v datasetu = RLP,

- pomér poctu listi kondenzovaného dendrogramu pro vy$si taxonomickou skupinu (napf.
celed’) k poctu téchto skupin v datasetu = VLP.

Dendrogramy byly zkonstruovany pro projekty CUCAD, GBAP, MNCN, BCBNC a BARG. V
Tab. 6.1 jsou shrnuty kondenzacni poméry DLP, RLP a VLP pro jednotlivé soubory a metody
vypoctu vzdalenosti mezi sekvencemi.
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Tab. 6.1 Poméry poctu vétvi kondenzovanych dendrogramii pro vybrané DNA barcodingové

projekty.
Parametr Parametr
Projekt Pocet | Metoda DLP RLP VLP | Metoda DLP RLP VLP
CUCAD  Sekvenci 716 JC 126 135 2,83 K2P 126 135 2,50

Druhtt 54 END3 111 112 183 |[PEND3 1,09 108 1,67
Rodii 26 END5 111 112 150 |[PEND5 1,09 1,08 1,67
Nadceledi 6 END7 111 112 183 |PEND7 1,09 1,08 1,67
END9 111 119 233 |PEND9 1,09 1,08 1,67

GBAP Sekvenci 1515 JC 131 236 76,33 K2Pp 1,28 2,30 76,33
Druhtt 475 END3 132 196 2500|PEND3 133 183 19,67

Rodi 166 END5 124 189 2433 |PENDS5 132 189 21,33

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

END9 123 191 27,67 |PEND9 129 184 25,00

MNCN  Sekvenci 758 JC 3,05 309 7,67 K2P 105 1,03 1,50
Druht 42 END3 1,07 106 150 |PEND3 123 1,09 1,50

Rodi 35 END5 1,07 106 233 |PENDS5 119 1,06 1,83

Radi 6 END7 107 106 233 |[PEND7 119 106 1,50

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

BCBNC  Sekvenci 840 JC 130 1,38 3,08 K2P 130 142 3,23
Druhtt 96 END3 100 106 208 |PEND3 191 1,04 1,54

Rodii 50 END5 1,00 106 231 |PENDS5 164 1,06 1,62

Podceledi 13 END7 1,00 108 238 |PEND7 168 1,06 1,77

END9 100 120 292 |PEND9 155 1,06 1,77

BARG  Sekvenci 1588 JC 105 111 227 K2P 1,04 110 242
Druhtt 498 END3 101 1,10 181 |PEND3 111 1,09 1,50

Rodi 313 END5 1,02 1,10 185 |PEND5 111 112 1,65

Radi 26 END7 101 109 215 |PEND7 1,12 110 1,73

END9 101 110 208 |[PEND9 1,11 111 188

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

Kondenzace dendrogramii zkonstruovanych z JC evolu¢nich distanci byla nejméné uspesna ve
vSech ptipadech, ptipadn¢ shodna s vysledky pro K2P distance. Poméry kondenzace pro druh se
Casto blizi idedlni hodnoté 1; nejlepSich vysledkl bylo dosaZeno pro metodu vypoctu vzdalenosti
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END. Vliv velikosti vypocetniho okna je velmi maly a neni mozné jednoznacné urcit, kterd
zZ pouzitych velikosti je nejlepsi. VEtsi pocet listi pro sekvence druhti (pomér DLP) u dendrogramt
konstruovanych z hodnot PEND oproti END je zpusoben konzervativnosti obsahu a pozic
purinovych/pyrimidinovych nukleotidi u blizce ptibuznych druhd, jez se oddélily od spolecného
predka v nedavné dobé. V takovém piipadé byly sekvence téchto druhi v jedné spolecné vétvi a
tuto vétev nebylo mozné redukovat jen na jednoho zéstupce pro kazdy druh. Metoda vypoctu
vzdalenosti END byla tyto druhy schopna odlisit diky zohlediiovani obsahu a pozic vSech druhii
nukleotidt.

V dendrogramech zkonstruovanych ze standardné pouzivanych evoluénich distanci JC a K2P
byly vyssi taxonomické skupiny rozdéleny do vice samostatnych vétvi nez v piipadé dendrogramt
zkonstruovanych ze vzdalenosti END a PEND. Je to piedevSim piipad souboru GBAP se
sekvencemi obojzivelniki, u nichz se ukazalo jako problémové nejen shlukovani podle druhi, ale i
rodové rozdéleni a prfedevSim rozdéleni do tii fadd bylo znacné nekonzistentni. Stromy
zkonstruované ze vzdalenosti JC a K2P maji n¢kolikanasobné vyssi hodnoty kondenzace do fadu
nez stromy zkonstruované z END a PEND vzdalenosti, av$ak i pro tyto stromy jsou kondenzac¢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 [43]

Lze tici, ze Euklidovska vzdalenost mezi nukleotidovymi denzitnimi vektory dvou sekvenci je
minimaln¢ informacéné ekvivalentni standardné¢ pouzivanym evolu¢nim distancim JC a K2P, i kdyz
jde o deterministickou metriku bez vazby na evolué¢ni modely.
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7 ZAVER

Cilem dizertacni prace bylo navrhnout numerickou reprezentaci DNA sekvenci, kterd bude vhodna
pro komparativni genomiku se zaméfenim na identifikaci druhti. K tomuto tcelu byla navrzena
metoda vypoctu nukleotidovych denzitnich vektord, které vyjadiuji primérné zastoupeni
jednotlivych druht nukleotidl v definované oblasti DNA sekvence. Dale byla navrzena metodika
porovnavani ND vektorti pro identifikacni ucely zalozend na vypoctu Euklidovské vzdalenosti
mezi vektory. NavrZzend numerickd reprezentace a metodika porovnavani byly otestovany na
rozsahlém souboru DNA barcodingovych sekvencich ziskanych z voln¢ dostupné databaze BOLD.
Krom¢ testovani identifikace do druhti byla provedena i podobna analyza identifikace do Celedi a
radi. Na zavér byla provedena jest¢ komparativni analyza dendrogramli konstruovanych ze
standardné pouzivanych evolu¢nich vzdalenosti a Euklidovskych vzdalenosti mezi ND vektory.

Pro identifika¢ni analyzu do druht bylo vytvofeno 751 druhovych referenci metodou priiméru
ND vektort z celkového poctu 6035 sekvenci. Tyto sekvence byly také verifikacn¢ identifikovany
s nejlepSim vazenym primérem UspeSnosti identifikace 99,17 % pro délku vypocetniho okna W=9
nukleotidd. DalsSich 7798 sekvenci bylo pouzitou pouze k identifikaci s nejlepsim vazenym
pramérem uspésnosti identifikace 99,06 % také pro délku vypocetniho okna W=9 nukleotidi.
Soubory sekvenci pouzité k identifikatni analyze obsahovaly kromé druhové referencnich
sekvenci také sekvence nepatiici k referenénim druhiim, ale patiici do stejného rodu. Pro tyto
rodové referenéni sekvence byla také vyhodnocena uspésnost pfifazeni k druhu stejného rodu.
Nejlepsi vazeny pramér uspésnosti identifikace byl 91,04 % pro délku vypocetniho okna W=5
nukleotidt; pro okno W=9 nukleotidt byla uspésnost 89,87 %.

Pro identifikaci do Celedi bylo vytvofeno 38 referenci Celedi z 1450 sekvenci 445 raznych
druhti argentinskych ptdkd metodami konsenzuélni sekvence (RK), medidnu ND vektort (RM),
pruméru ND vektorti (RP) a priméru ND vektorii jen purinovych nukleotidi (RP-RY). Nasledné
bylo dalSich celkem 3244 sekvenci pfifazovano k ¢eledim, pfi¢emz tyto sekvence pochazely
predevsim z ptaki ze Severni Ameriky a Euroasijského kontinentu. Pro tvorbu referenci byly
pouzity velikosti vypocetniho okna v intervalu W=5 az W=19 nukleotidd. ,,Standardni* metoda RK
doséhla primérné uspésnosti identifikace do celedi 84,99 %, metoda RM dosdhla primérné
nejlepSi UspeSnosti 86,12 % pro vypocetni okno W=7 nukleotidii, metoda RP 88,13% pro
vypocetni okno W=7 nukleotidl a celkové nejlepSich vysledkil dosdhla metoda RP-RY s 96,24 %
pro okno W=5 nukleotidi. Vyhodnocena byla i uspés$nost identifikace do fadu, které mély vice
referen¢nich celedi, kde byly vysledky pro RK 98,83 %, RM 99,02 % pro vypocetni okno W= 15
nukleotidii, RP 99,36 % pro vypocetni okno W=13 nukleotidii a RP-RY méla 100 % uspésnost pro
vSechny délky vypocetniho okna kromé W=19 nukleotida.

Na zavér byly konstruovany dendrogramy pro vybrané soubory sekvenci metodou spojovani
sousedll ze zavedenych Jukesovych-Cantorovych (JC) a Kimurovych 2-parametrickych (K2P)
evolu¢nich vzdalenosti a Euklidovskych vzdélenosti mezi denzitnimi vektory vSech nukleotid
(END) a Euklidovskych vzdalenosti mezi sumou denzit purinovych nukleotidi (PEND).
K hodnoceni stromi se pouzila nekomplikovand metrika, kterd porovnavala pocet shlukll pro
druhy, rody a vyssi taxonomickou skupinu. Ve vétsin¢ ptipadl obsahovaly dendrogramy z END a
vyplyva, Ze porovnavani nukleotidovych denzitnich vektorii muze slouzit i ke konstrukci
dendrogramii.
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