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

VLIV NUMERICKYCH REPREZENTACI DNA NA
USPESNOST MOLEKULARNI TAXONOMIE

EFFECT OF DIFFERENT NUMERICAL REPRESENTATIONS OF DNA ON MOLECULAR
TAXONOMY

BAKALARSKA PRACE

BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE ELISKA BLASCHOVA

AUTHOR

VEDOUC| PRACE Ing. DENISA MADERANKOVA
SUPERVISOR

BRNO 2014



LT TT] VYSOKE UGENI
TECHNICKE V BRNE

Fakulta elektrotechniky
a komunikacnich technologii

NS

I \‘ Ustav biomedicinského inzenyrstvi

Bakalarska prace

bakalafsky studijni obor
Biomedicinska technika a bioinformatika

Studentka: Eliska Blaschova ID: 147461
Roc¢nik: 3 Akademicky rok: 2013/2014
NAZEV TEMATU:

Vliv numerickych reprezentaci DNA na Uuspésnost molekularni taxonomie

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Provedete literarni reSerSi na téma molekularni taxonomie a numerickych reprezentaci DNA. 2) V
libovolném programovém prostfedi naprogramuijte alespon 3 metody numerickych reprezentaci, které se
jevi jako pouzitelné pro porovnavani sekvenci. 3) Z dostupnych databazi vyberte sekvence jednoho
genu pro skupinu organismd s dobfe znamou taxonomii. Pro tato data vytvoite numerické reprezentace
vSemi vybranymi metodami. 4) Pro jednotlivé ¢eledé organismi vytvorte zastupné referenéni signaly
vhodnym zpracovanim numerickych signalQ. 5) Provedte porovnavaci klasifikaci nezavislého souboru
dat na zakladé podobnosti s referencnimi signaly a vyhodnotte uspésnost pro jednotlivé metody
numerické reprezentace.

DOPORUCENA LITERATURA:

[1] SCHWARTZ, Jeffrey. Molecular Systematics and Evolution. Encyklopedia of Molecular Cell Biology
and Molecular Medicine, 2nd ed. Wiley: Weinheim, 2005, 696 s. ISBN: 3-527-30550-2.

[2] BLAXTER, Mark. The promise of a DNA taxonomy. Phil. Trans. R. Soc. Lond. B., 2004, vol. 359, pp.
669-679.

Termin zadani: 10.2.2014 Termin odevzdani: 30.5.2014

Vedouci préace: Ing. Denisa Madérankova
Konzultanti bakalarské préace:

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

UPOZORNENI:

Autor bakalafské prace nesmi pfi vytvareni bakalafské prace poruSit autorska prava tretich osob, zejména nesmi
zasahovat nedovolenym zplsobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt piné védom nasledk(
poruSeni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského zakona €. 121/2000 Sb., v€etné moznych trestnépravnich
dusledkd vyplyvajicich z ustanoveni ¢asti druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku ¢.40/2009 Sb.



ABSTRAKT

Prace seznamuje s klasickou a molekularni taxonomii, které se pouZzivaji ke klasifikaci
organismi. Predstavuje smér DNA barcodingu jako moznost jak piifadit neznamy
vzorek organismu k znamému druhu. Ziskané sekvence mitochondrialni DNA pii DNA
barcodingu je tieba zpracovat vhodnou metodou numerické reprezentace, kterd bude
spravné informovat o pfislusnosti neznamého organismu k druhtim a dokaze jej tedy
spravné zatadit. V této praci jsou pouzity k porovnani sekvenci organismi celkem tfi
metody numerické reprezentace, a to 1. a 4. kvadrant, EIIP hodnoty a ttivektorova
reprezentace. V praktické Casti je naprogramovana identifika¢ni analyza, kteréd ptitfazuje
testovanym organismium referencni organismus. Testovani je provedeno na 4
referen¢nich souborech a 5 analyzovanych souborech. Prace shrnuje Gispésnost ptifazeni

spravné reference pro vybrané metody numerické reprezentace.

KLICOVA SLOVA

Molekularni taxonomie, mitochondrialni DNA, DNA barcoding, numerické
reprezentace

ABSTRACT

This paper introduces the classical and molecular taxonomy used for classification of
organisms. It represents the direction of DNA barcoding as a possibility to identify
unknown organism. Acquired mitochondrial DNA sequences in DNA barcoding can by
transform by suitable method to numerical representation that will properly inform
about the organism’s relationship to other taxa. In this work, we consider three methods
of numerical representation: the 1% and 4" quadrant EIIP values and 3D numerical
representation reduction. The practical part is programmed identification analysis,
which assigns the test organisms reference organism. Testing is performed at 4
reference files and analyzed 5 files. The work summarized the success assigning the
correct reference for the selected method of numerical representation.
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UvOD

V posledni dob¢ vzrostl zdjem o systematiku a taxonomii. Jednim z hlavnich davodt
bylo zjiSténi, ze systematika je limitovana vymiranim organismt. Je zcela
pravdépodobné, Ze nékteré organismy mohou vymfit diive, nez se je podaii spravné
katalogizovat. Tenhle ptipad se malem stal u druhu kukutice Zea diploperennis. V 70.
letech byl objeven tento druh kukufice v Mexiku. Tato plodina je odolna vii¢i nemocem
bézné péstované kukutice Zea mars a navic se jedna o trvalku. Bohuzel, nez byly tyto
informace zjistény, novy druh kukufice rostl vlivem devastace Krajiny pouze na plose o
rozloze 10 ha [9]. Tato pfihoda dokazuje, Ze objeveni novych druhti mize mit spoustu
kladnych vyuziti, stejn¢ jak tomu bylo u druhu kukutice Zea mars.

V roce 2013 byl v Ceské republice zvefejnén &lanek s predpokladanym odhadem
druhii a jejich doposud popsanym poctem. Odhad byl stanoven na 8,7 mil druhd
(ptipustili chybu + 1,3 mil). Biologové dosud popsali 1,25 mil druhii a kazdy rok
k tomuto ¢islu pridaji 15 tisic novych druht. [19]

Je tedy zcela pravdépodobné, Ze nestihneme popsat vSechny druhy za jejich Zivota.
Pti€emZ spravné ur€eni u vymfielych organizmi je zaloZeno na klasické taxonomii, tedy
znakové metodé. Na kolik bude spravny vysledek za pouziti znakové metody u
vymielych dosud nezndmych organismi? Mohli bychom jako lidstvo vynalézt nebo dat
zaklad rychlejsi a presnéjsi taxonomické metode? Tato prace se pokusi nastinit souc¢asné

bioinformatické moznosti taxonomického urceni organismu.

Mezi soucasné nadéjné bioinformatické nastroje pro klasifikaci oOrganismd,
v nékterych piipadech dokonce piesnéjsi a rychlejsi, bude piedstaven smér DNA
barcodingu. Nyni se tato metoda nachazi na pomezi oblibenosti a kritiky. Prace
pfedstavi zakladni princip metody, jeho vyhody, nevyhody a v praktické casti se bude
vénovat uspésné klasifikaci organismil za pomoci DNA barcodingu.



TEORETICKA CAST

1 TAXONOMIE

Vyraz taxonomie pochazi ze dvou feckych slov tax (srovnat, uspoifadat) a nomia
(zvyk, zakon). Jednd se tedy o soubor principti a metod k uspotadani ¢i zafazovani
organisml. Taxonomie byva Casto zaménovana se systematikou, a to 1 ve vysSich
kruzich zkuSenych biologii. Systematika je brana jako védni obor, zabyvajici se studiem
pivodu a organizaci biologické diverzity. Teprve ta se déli na taxonomii, studium
fylogeneze a biosystematiku. Muize se zdat, ze se vyznamove jedna o totéz, avsak podle
nékterych a mezi n¢ patii i Pavel Drozd, se pojem systematika a taxonomie nekryje.
Protoze se ale tato prace nezabyva rozdily mezi systematikou a taxonomii, dale jsou oba

dva pojmy na stejné urovni. [9]

1.1 Taxonomie i systematika

Taxonomie nam slouzi K hierarchickému zafazeni organismi. Kazda skupina
organismi, ktera ma spolecné znaky nebo jejich kombinaci, utvafi taxonomickou
skupinu. Podle poctu spole¢nych znakii se organismy V jedné taxonomické skupiné
odliSuji od ostatnich jedinct ¢i taxonomickych skupin a tim vytvaii taxonomickou
jednotku. Naptiklad se jedna o rod. AvSak mens$i rozdilné odliSnosti znaku ¢i jejich
kombinace lze najit i mezi stejnou taxonomickou skupinou. Tyto odli$nosti nam
umoznuji dal$i rozfazeni napf. do druhii. Soucasnd taxonomie ma nékolik
hierarchickych trovni, jak napovida obrazek 1 pro taxonomii Zivocichti. Taxonomii

dale délime na klasickou a molekularni. [9]
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Obrazek 1: Odhad druhi v taxonomickych trovnich (pfevzato z [19])

1.2 Klasicka taxonomie

Klasické taxonomické urCeni se zakladd na znakovych informacich. Jedna se o
informace morfologické, behaviordlni, reproduktivni, ekologické a geografické. Na
zaklad¢ téchto informaci jsou systematici schopni zafadit dany organismus do

jednotlivych taxond.

Znaky jsou odliSnosti, kterymi se organismy ¢i jednotlivé taxony navzajem lisi.
Znaky mohou nabyvat rtiznych hodnot a dokonce i vice stavll. Znakem je pak urcena
jakakoli vlastnost majici dva stavy. Rozezndvame znaky kvantitativni. Ty jsou bud’
spojité, nabyvaji realné ¢iselné¢ hodnoty, nebo diskrétni, jejich hodnotou jsou ptirozena
¢isla. Dale pak rozeznavame znaky kvalitativni, jejich stav nelze vyjadfit ¢islem (napf.
barva o¢i — hnéda). [11]

Znaky mohou pochazet od spole¢ného piedka, pak se jedna o tzv. homologické
znaky. Tyto znaky dale délime na znaky synplesiomorfni, synapomorfni a
autapomorfni. Synplesiomorfni znaky jsou znaky, kde se jedna o ptivodni formu znaku
ptvodniho predka, ktera se pozdé€ji pii vétveni taxonit mize ¢i nemusi zméenit. Nekteti
potomci budou mit znaky v nezménéné podob¢ a nékteti naopak v podobé pozménéné.
Navzijem si potomci s nezménénymi znaky nejsou piibuzensky bliz§i nez ti, co své
znaky maji pozménéné. Vsichni potomci jsou mezi sebou na stejném stupni piibuznosti
k predkovi, a tudiz tyto znaky nemaji vyznam pi#i rekonstrukci fylogeneze neboli
vyvojové piibuznosti mezi organismy. Naopak synapomorfni znak je vyznamnou
informaci pro fylogenetickou rekonstrukci, protoZze ukazuje na existenci spole¢ného
predka, u kterého tento znak vznikl. Znak autapomorfni vznika pouze u jednoho taxonu

a nema vyznam pro fylogenezi, ale pro anagenezi, tedy vyvoj vlastnosti. Pokud znaky



nemaji spolecny piivod, jednd se o homoplazické znaky. Mezi né€ patii paralelismus
(n€kolikrat projevena skryta vloha), konvergence (podobnost, vznikla riznym vyvojem)

a analogie (povrchni podobnost, ovlivnéna funkci). [11]

Taxon je formalni jednotka piedstavujici jistou uroven v zafazeni organismii. Do
taxonu fadime organismy, které maji spoleCné znaky. Tyto znaky pfifazujeme
zivo¢ichim subjektivné. Tudiz neni stanovena ani hranice, ktera ohrani¢uje nami
vybrany taxon. Subjektivnost se zvétSuje s presnéj$im zatazenim. Podle vazby piedek —
potomek se rozlisuji tii druhy taxoni. Monofyleticky taxon neboli klad (ang. clade, také
ptekladan jako vyvojova vétev) obsahuje spolecného piedka a vSechny jeho potomky.
Jeho clenové jsou si vzajemné vice piibuzni, nez je kterykoliv z nich ptibuzngjsi
Kk jinému druhu. Tento taxon je rozsifen¢jsi. Dale “nepfipustny* polyfyleticky taxon,
ktery neobsahuje svého pfedka (mnohdy i vétSinu potomki). Nebot' pravé tento
spole¢ny pfedek nem¢l vétSinu znakd, aby byl zatfazen ke svym potomkim. Pravé pocet
tdchto polyfyletickych taxoni se v rimci taxonomie snazime snizit. CimZ se snazime 0
zjisténi piibuznosti jednotlivych organismi. A posledni parafyleticky taxon, Casto
nazyvan vyvojovym stupném, obsahuje vSechny ptedky bez vSech potomku. Prave tento
posledni druh taxonu je nejCastéjSim. Tento predpoklad nejcastéjSiho taxonu
(parafyletického) vychazi z dosazeného poctu popsanych druha 1,25 z 8,7 mil (k roku
2013). [9]

1.2.1 Taxonomicky kruh dedukce

Mezi praci taxonoma patii kruh dedukce. Analyzovany organismus je ur¢en na zaklade
taxonomického kruhu dedukce a to jeho prolomenim (obrazek 2 pro klasickou
taxonomii bez polozky DNA). Na zafatku se stanovi hypotéza, ktera se prolomenim
kruhu potvrdi. Taxonomicka hypotéza je stanovena na zakladé podobnosti v urCité
geografické lokalité. PrekiiZzenim kruhu se dostavame k morfologickym znaklim, které
potvrzuji hypotézu podobnosti na daném geografickém tUzemi, a tim se stavaji
diagnostickymi charaktery, a umoznuji prolomeni kruhu dedukce (obrazek 2 — panel A).
Pokud nedokazeme potvrdit morfologickou podobnost, tak piekiizujeme kruh dedukce
jinou cestou, dokud se nam jej nepodafii prolomit. Samoziejmé se mize stat, ze taxonom
muze uviznout v kruhu dedukce. Proto bychom mohli zvazit zaclenéni DNA (tedy
molekularni taxonomie) do tohoto kruhu pro pfesné€jsi analyzu. V jistych ptikladech by
se prace taxonoml mohla vyrazné zjednodusit a to predev§im u neznamych organismdi,
které cekaji na objeveni (obrazek 2 — panel B). V tomto ptipadé morfologicka
podobnost nemuize byt potvrzena, a tim pddem nemuze byt potvrzena ani hypotéza, a

taxonom nemiiZze opustit kruh. Proto se obrati na zkoumani DNA sekvenci. V piipadé



shody se taxonom dostavd z kruhu a tim dojde k potvrzeni hypotézy. Pokud mame
skupinu sympatrickych druhii (pfibuznych) vychazime z morfologickych znakd.
BohuZel neexistuje zadny geograficky vzor k potvrzeni hypotézy, proto musime pouzit
DNA sekvence k prolomeni kruhu (obrazek 2 — panel C). V ptipad¢ (obrazek 2 — panel
D), ze DNA sekvence a ostatni ptekiizeni kruhu selhaly, taxonom neni schopen potvrdit
hypotézu. V tomto piipadé muzeme fici, Ze se jedna o dosud neznamy druh
organismu.[8]

DNA
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Obrazek 2: Taxonomicky kruh dedukce (pfevzato z [8])

Na zdklad¢ tohoto zaclenéni DNA sekvence do kruhu dedukce bylo rozpoznano
nékolik novych druhti, které se do té doby povazovaly jako soucast jiného druhu ¢i
naopak. Napfiklad se jednalo o vyzkum domnélého nového druhu muntjaka (drobného
jelinka podobného srné v jihovychodni Asii). Sekvence domnélého nového druhu
V porovnani s ostatnimi druhy ve skupiné byla unikatni. AvSak po zaclenéni muzejnich
vzorku se objevila shoda se vzorky nasbiranych pied sedmdesati lety v Laosu. Domnély
novy druh se stal druhem jiZ existujicim Muntiacus rooseveltorum. [8]



Se zahrnutim DNA sekvence do kruhu dedukce musely byt zvazeny nize uvedené
ptedpoklady, aby doslo ke spravnému uréeni nového, piipadné jiz existujiciho, druhu.
Aby DNA data méla potencidlni vyznam pro vyuZiti v objevovani nového druhu, musi
byt ve skupiné€ zahrnuty vSechny druhy testovaného rodu k analyze. Navic pocet jedinct
pro kazdy druh musi byt dost velky, aby byl zastupcem variability (proménlivosti)
v daném genovém regionu pro druh jako celek. Navic genovy region musi byt
dostatecn¢ variabilni, aby odhalil i drobné rozdily mezi druhy. AvSak s velkym
mnozstvim druhovych vzorkll se mlze stat, Ze variabilita genového regionu bude pfili§

velka. Toto povede k nespravnému ur¢eni druhu organismu a jeho reprezentativnosti.[8]

1.3 Molekularni taxonomie

Oproti klasické taxonomii vyuzivd molekularni taxonomie znaky, které maji stejnou
dilezitost. V klasické taxonomii se pfifazuje morfologickym znakim razné velka
dulezitost. Naptiklad se jedna o dulezitou anatomii kostry a méné dulezity pigment.
V molekularni taxonomii jsou molekularni znaky ulozené v sekvenci informacnich
molekul. Tyto informa¢ni molekuly nam mohou 1épe oziejmit evolu¢ni novinky, které
vznikajici mutacemi na sekvenéni urovni DNA, RNA a proteinti. Tyto mutace, ulozené
V jednotlivych lokusech DNA nebo proteinu, nds informuji o evolu¢ni historii, identité

jedince a ptibuznosti druhové ¢i populacni.

Fylogenetika (nauka o vyvoji organismi) si postupem cCasu ziskala vyznamné
priznivce, ktefi prosazovali ndzor, ze organismy by se mély tfidit pomoci ptibuznosti.
S myslenkou piibuzenského vztahu jako obecného znaku se do popiedi dostala
molekularni fylogenetika, ktera rekonstruuje fylogenezi (vyvojovou piibuznost
organismil) s ohledem na jejich vyvoj vlastnosti, tedy anagenezi, a také s ohledem na
evoluéni poradi vétveni taxont, tedy kladogenezi. [9]

V molekularni taxonomii najdeme dva sméry vyuZivajici molekularni znaky pro

rekonstrukci fylogeneze. Kladisticky a feneticky. Vyvojové prvni byl pfistup feneticky.

Feneticky pfistup zkouméa podobnost mezi organismy tim, ze do své analyzy
zahrnuje vsechny znaky ze vSech kategorii znakd (popsanych vyse u rozdéleni znakt).
Jiz v 60. letech minulého stoleti byla na tomto pfistupu zalozena numericka taxonomie.
Za jeji zakladatele jsou povazovani Sneat a Soukal, jejichz publikace Principy
numerické taxonomie vysla vroce 1963. Numericka taxonomie byl prvni pokus o
objektivizaci taxonomie. Numeri¢ti taxonomové kladli diraz na pouziti velkého
mnozstvi dat a vyvinuli matematické postupy, kterymi vypocitali celkovou podobnost
(nebo naopak odlisnost — distanci) mezi taxony. [11]



Kladisticky pfistup vyuziva pouze synapomorfnich znakii pro rekonstrukci
fylogeneze. Tedy toho znaku potomkd, ktery vede ke spole¢nému piedkovi, u kterého
dany znak vznikl. V praxi tento znak narazil na problém. Synapomorfni znak nelze tak
snadno odliSit od jinych znaki homoplazii. Proto kladistickd metoda zaloZzend na
maximalni parsimonii fesi problém obdobnym zplisobem, jaky najdeme ve fenetickém

piistupu. [11]

1.3.1 Vyhody a nevyhody molekularnich znaku

Mezi hlavni vyhody patfi to, Ze molekularni znaky jsou genetické a v hojném poctu.
Jsou selekéné neutralni, takze dokdZzeme rozeznat homologii a homoplazii. Jsou
pouzitelné od ur€eni jiz vymielych druht az po porovnani soucasnych jedincii. Mizeme

je jednozna¢éné popsat (moc moznosti neni, mame 4 nukleotidy a 20 aminokyselin). [11]

Mezi nevyhody patii vysS$i finan¢ni ndklady oproti klasické taxonomii. Dale
neposkytuji informaci o anagenezi, protoze se s velkou pravdépodobnosti neprojevi ve
fenotypu.

1.4 Druh

Druh je definovan jako samostatny taxon, ktery je fazen nejblize pod taxon rodu. Rod je
vysvétlovan jako soubor druhti. Samotna definice druhu ma nékolik koncepci. Zde jsou
uvedeny ty nejpodstatnéjsi. Podle taxonomické koncepce pojeti druhu tvoii samostatny
druh jedinci, ktefi maji morfologicky shodné znaky. Z této koncepce vychdzi klasicka
taxonomie, ktera navic pridava dalsi kritéria, jako je geografické misto a Cas. [9]

Za biologickou koncepci druhu je povazovana definice z roku 1942 pronesena
biologem Ernstem Mayerem. ,,.Druh je skupina aktudlné¢ nebo potencidlné se ktizicich
populaci, které jsou reprodukéné izolovany od jinych takovych skupin.” Biologickou
koncepci aplikoval v jeho dobé na lokalni fléru v Severni Americe. Koncepce byla

pouzitelna pro 93,5 % taxond. [9]

Tyto koncepce nereflektovaly Casovy vyvoj jednotlivych druht, proto vznikla I
evolu¢ni koncepce druhu. Poprvé byla navrzena Georgem G. Simpsonem. Koncepce
vznikla na podkladé rozvoje paleontologie a evoluc¢ni biologie. Podle ni je druh jediné

pojitko predka a potomka, které ma své vlastni evolu¢ni tendence a historii. [9]

Koncepce, ktera sjednocuje vSechny hlediska dosud popsanych pojeti druhu, je
fylogeneticka. Podle ni je druh nejmensi mozna skupina pohlavné se rozmnoZujicich

organismil, které vlastni alesponi jeden diagnosticky znak, jenZ je pfitomny u vSech



¢lent skupiny, ale chybi u vSech blizkych pfibuznych této skupiny. [9]

1.5 Variabilita znaku

Variabilitou znakl je nazyvana raznorodost projevu znaku. Pro taxonomické urceni
organismu je variabilita znakdl velmi podstatna. U jedincii kazdého organismu existuje
vnitrodruhova variabilita. Tato vlastnost ukazuje, jak moc si jsou jedinci stejného druhu
podobni mezi sebou. V Kkontrastu stouto vlastnosti je mezidruhova variabilita,

ptikladem toho, Ze kazdy druh se navzajem lisi od ostatnich druhi.

Vnitrodruhova neboli intervariabilita miize byt genetickd nebo negenetickd. Toto
rozdéleni se odliSuje podle ptivodu znakli organismu. Genetickd variabilita je dana
genotypem. V jadrech bunck najdeme chromozomy, které jsou ziskany kombinaci
(crossing-over) z matéiny a otcovy strany. Touto kombinaci je zajisténa promeénlivost
potomkd. [9]

Negenetickd variabilita je ddna spoluucasti prosttedi a nc€kolika faktort.. Jedinci
jsou variabilni v ¢ase, kazdi dva jedinci se mezi sebou mohou odlisovat, protoze kazdy
Z nich se nachézi v jiném vyvojovém stadiu. Mohou nastat i periodicky se opakujici
situace, kdy se jedinci navzajem od sebe lisi (pfikladem mize byt kvétenstvi stromil).
Avsak odli$né situace mohou byt podminény i prostfedim. Organismy reaguji na zmény

prostiedi fenotypovym piizptisobenim. [9]

Urcitou odchylkou od variability vzniklé evolu¢nim vyvojem nebo pouhym
dospivanim organismu jsou napiiklad znaky, které se objevuji v pfechodné formé.

Z hlediska genetiky mohou nastat poruchy vyvoje, které jsou nejcastéji zapiiinény
uréitym typem mutace (vice v kapitole Mutace). [9]



2 MITOCHONDRIE

Mitochondrie jsou velmi malé organely od 0,5 do 2 um. Jsou tvofené dvojitou
membranou bohaté obsahujici transmembranové komplexy dychaciho fetézce, syntézu
ATP a membranové pienaSeCe. Vnitiek mitochondrie je Clenén v kristy a vyplnén
matrix, ve které najdeme i voln¢ plovouci mitochondrialni DNA. Stavbu mitochondrie
piedstavuje obrazek 3. [24]

Prvni hypotézou plivodu mitochondrii je endosymbiontni hypotéza. Podle této
hypotézy byly mitochondrie piivodné volné zijicimi organismy bakterialniho typu, pro
které se postupem Casu ukazalo efektivnéj$i spolupracovat s jinou buiikou v ramci
symbidzy. Buiika poskytovala mitochondriim ochranu a na oplatku mitochondrie
poskytovala bunice produkty oxidativni fosforylace a to ATP, které je zdrojem energie
pro buiiku. Objevenim DNA mimo jadro hlavni bunky se do poptfedi dostala dalsi
evolucni teorie, ktera fikala, Ze se ptivodn¢ struktura mitochondrie oddélila od jadra.

Cdsti ATP syntdzy

mezimembranowy prostor
matrix

vnitini membréna
vnejsi membrana

Obrazek 3: Stavba mitochondrie (ptfevzato z [2])

2.1 Mitochondrialni DNA

Pti studiich mitochondrii elektronovym mikroskopem se podafilo izolovat neporusenou
a Cistou mitochondrialni DNA (mtDNA). Tato mtDNA byla vétSinou kruhového tvaru,

jak ukazuje obrazek 4, ale mizeme ji také najit ve formé spojujicich se dimer nebo



vyssich oligomert, s délkou odpovidajici ptiblizn€ 16 000 nukleotidi u vicebunéénych
organismu. Prvni mtDNA byla prozkoumana u lidi a u Zivo€ichtl, teprve pozdé€ji se
zaCalo se zkouméanim mitochondridlniho genomu rostlin. Prvni kompletni
mitochondrialni rostlinny genom, a to porostnice mnohotvarné Marchantia polymorpha,
byl zvetfejnén teprve po roce 1992. [24]

Mitochondrialni DNA se dédi pievazné od matky, to zaru¢uje hromadéni mutaci
V mitochondridlnim genomu u kazdé nové€ vzniklé linie. Pivodni pfedpoklad vyhradni
matefské dédicnosti vylucoval moznost rekombinace otcovské a matetské mtDNA.
AvSak v roce 1992 bylo dokazano, Ze se u mysi dédi mtDNA 1 z otcovy strany, a to
pomoci bi¢iku spermie. Po tomto ditkazu byla vyhradnost pfenosu mtDNA po matetské

linii odvolana. [17]

Mutacni rychlost v mtDNA je asi 5 az 10 krat vétsi nez u jaderného genomu [9].
Uz ve studii publikované roku 1979 W. Browne, M. George a A. Wilson objevili, ze v
mtDNA bylo vice odlisnosti mezi vzorky ¢lovéka a vzorky opic starého svéta (oddéleni
uzkonosi) nez bylo mezi samotnymi primaty v jejich jaderné DNA. U rostlin najdeme
ptiblizné 20 krat delsi nukleotidovou sekvenci mtDNA nez u zivo€ichii a hub. U
zivoCichi byla délka sekvence mtDNA zredukovdna na minimum. Zatimco u hub a
rostlin najdeme mnoho neZivo€isnych sekvenci genil tvoticich introny, které dokonce
kodonem kodujicim polypeptidovy fetézec. Pokud nejsou brany v tivahu intergenové
sekvence, pak je geneticka informace podobna u vétSiny organismu. To muze byt diky
tomu, ze ztrata genl z ptivodniho symbionta byla v podstaté¢ dokoncena drive, nez doslo

k rozsahlému vétveni fylogenetického stromu. [24]
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Obrazek 4: Mitochondrialni genom (pievzato z [24])

2.1.1 Mitochondrialni genom u metazoa

Velikost rozsahu mtDNA nalezené u mnohobunéénych Zzivoc€ichii je pomérné nzka,
ptiblizn¢ 16,5 kb (kilobazi), s nékterymi vyjimkami v rozmezi od 14 kb pro had’atko
obecné zkmene hlistic, az po 42 kb pro moiskou hiebenatku Placeopecten
megallanicus. Vsechny maji tvar jednotlivych kruhovych mtDNA az na jednu linearni
mtDNA skladajici se ze dvou molekul, nalezenou u nezmara §tihlého. Zivo&isna
mtDNA koduje dvé ribozomalni RNA, 22 tRNA (s vyjimkami), a 13 proteind. [24]

2.1.2 Mitochondrialni genom u rostlin

Je z pravidla oznaCovan za nejzajimavéjsi z hlediska molekularni biologie. U tohoto
genomu najdeme nejvic mutaci, které se podileji na ristu délky sekvence mtDNA, ale i
na nepouzitelnosti ur¢itych tsekd sekvence. Dosahuje délky az 2 400 kb, bez toho aniz
bychom brali v potaz rozsah prokaryotického genomu. MtDNA se u rostlin nachazi bud’
v kruhové anebo linearni podobé¢, ale ani pomoci elektronového mikroskopu se
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nepodafilo zjistit, zda se nejednalo u linearni mtDNA pouze o prasknuti kruhové
MtDNA. Genové uspotradani v mtDNA u rostlin je velmi variabilni, a to dokonce i mezi
blizce pfibuznymi rody. [24]

2.1.3 Mitochondrialni genom v houbach

Velikost mitochondrialnich genoma hub je typicky mezi 40 a 60 kb, s extrémy 20 kb
pro Schizosaccharomyces pombe (také znamé jako $tépné kvasinky) a 170 kb pro
pecarku opasanou, kterou najdeme na ¢lovékem ovlivnénych mistech. Velikost genomu

hub je 3x az 4x vétsi nez u zivocichu. [24]

2.1.4 Mutace

Mutace v genomu méni smysl nukleotidl. Existuji mutace na n¢kolika trovnich podle
fyzické povahy, a to na tUrovni bodové, usekové, chromozomalni a genomové.
Vzhledem k tomu, Ze se tato prace zabyva nukleotidy, bude se dale soustfedit na bodové
mutace. Mutace mohou nastat jak v jaderné DNA, tak i v DNA jinych organel. Ukazku

bodové mutace predstavuje obrazek 5. [10]

Vétsina replikaci bunééné DNA se déje s velkou presnosti, avSak vzdy muze
dochazet k chybam. Nejcéastéji se jedna o bodové mutace, kdy dojde k inzerci (vloZeni),
jeden nukleotid, ovSem objevuji se i dinukleotidové inzerce a delece. Z hlediska
chemické stavby délime nukleotidy na puriny a pirimidiny. Adenin (A) a guanin (G) je
fazen mezi puriny a mezi pirimidiny patii cytosin (C), thymin (T) a uracil (U). V DNA
je uracil nahrazen thyminem a v RNA zase naopak. Pokud dojde v ramci substituce
K vyméné purinu za purin nebo pirimidinu za pirimidin jedna se o tranzici. V piipadé
zmény pirimidinu za purin a naopak se jednd o substituci transverzni. Velka ¢ast téchto
bodovych mutaci je detekovdna systémem oprav DNA a nésledné opravena. Prvni
velkou kontrolu zajiStuji enzymy DNA polymerazy, které opravuji ptiblizné¢ 99%
vzniklych chyb. Po replikaci dochazi ke druhé kontrole, ktera snizuje zbylou 1%
chybovost. Bohuzel ani tento sofistikovany postup na opravu mutaci neni dokonaly a
k mutacim tedy dochazi. [10]

Jakmile jednou burika neopravi vzniklou mutaci, stdva se tato mutace po dalSim
dé€leni bunky jiz mutaci trvalou. Coz znamena, Ze znova uz tato mutace neni detekovana
k opravé. RozloZeni mutaci v DNA neni stejnomérné. Obvykle se 1isi druh od druhu a
také organela od organely. Ukazuje se, ze existuji nachylnéjsi lokalizace ke vzniku
mutaci, a tim jsou horka mista (ang. hot spots). Také bylo dokazano, ze v genomech

samclt dochazi k mutacim s vétsi frekvenci. U Cloveéka je pomér rychlosti mutacni
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zmény u samcl 6x vy$$i nez u samic. V mysi populaci byl stanoven pomér samcii
k samicim 2:1. Naopak u vazek rozdil v muta¢ni rychlosti patrné neni vazan na pohlavi.
Mutacni rychlost neni vazdna vSeobecné na pohlavi, ale zaleZi konkrétné na testovaném

druhu. [7]

Obrazek 5: Ukazka bodové mutace (pievzato z [20])

Urc¢ity vliv na urychleni evolu¢niho vyvoje mizeme pfifadit k proteintim teplotniho
Soku (heat shock proteiny, HSP). Tyto proteiny najdeme jak u prokaryot, tak i u
eukaryot. Proteiny teplotniho Soku se podili na stresové odpovédi buiiky. V normalnim
stavu homeostazy jsou zodpoveédné za spravné funkéni vytvoreni proteinu. OvSem ze
strany prostfedi na né¢ mize byt vyvijen natlak (tim dochazi k naruseni homeostazy)

takového razu, ze dojde k piekroceni meze, kterou je schopen organismus zvratit. [10]

Diky piekro¢eni meze dojde k produkci velkého mnozstvi HSP. Ta se mize podilet
na zpusobeni genetické zmény, ktera se vlivem tlaku nekontroluje a neopravuje pfi
replikaci a transkripci, vedouci k produkci proteinti. Tudiz mtze dojit k aktivaci jinych
genll nez by mélo byt podle kontroly genové exprese a vznikly organismus muze byt

rezistentni na tlak okolniho prostiedi. [17]

Obrazek 6 ukazuje zasah HSP do genové exprese. Podle tohoto odstavce se muze
zdat, Ze mutace by mohly byt indukované buiikou. Tento zdvér ovSem neni pravdivy,
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protoze bylo prokdzano, Ze mutace jsou vzdy spontanni, ndhodné a nikdy ne
indukované. [10]
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heat shock proteiny §
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Obrazek 6: Zasah HSP do genové exprese (pievzato [12])
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3  BIOLOGICKA IDENTIFIKACE POMOCI
DNA BARCODINGU

DNA barcoding je molekularni a bioinformaticky nastroj pro identifikaci biologickych
druhti. DNA barcoding neni nova zalezitost v oblasti molekularni taxonomie. Avsak
zminky o tomto pfistupu k taxonomické identifikaci nenajdete v Zadné Ceské literature.
Myslenka DNA barcodingu by se dala pfirovnat k ¢arovému kodu, kterym jsou
oznaceny vSechny vyrobky v obchodé. Kazdy vyrobek je jiny, a proto ma kazdy svij
specificky ¢arovy kéd. Vice vyrobki stejného druhu mé obvykle shodny ¢arovy kod. To
by se dalo pfirovnat k jednotlivym taxonomickym trovnim v identifikaci jedince. U
pokladny je pak tento ¢arovy kod precten, a pokud je vyrobek nacten spravné, my se
pak dozvidame, naptiklad, jaky chleba jsme si koupili. Druh chleba by pak odpovidal
vysledné katalogizaci organismu. U modernéjSich pokladnich zafizeni se obvykle
nactou i dalsi informace, coz je nejen cena, ale i vdha a firma, ve které byl dany vyrobek

udélan. Lze tento zptisob aplikovat i na identifikaci jedinci?

3.1 Pristup DNA barcodingu

Ptistup identifikace jedincii pomoci DNA barcodingu se poprvé dostal do popiedi diky
védeckému ¢lanku kanadského profesora Paula Heberta publikovaného v lednu 2003.
Profesor Hebert ovSem neni povazovan za zakladatele tohoto pfistupu k identifikaci
jedinci, protoZe metoda pouZzivajici sekvenci DNA k identifikaci byla popséna uz diive
vroce 1982 (Nanney, 1982). Profesor Hebert ve svém ¢&lanku zvefejnil svilj navrh
vybéru univerzalni mitochondrialni sekvence a to konkrétné col nebo coxl (¢ast genu
cytochromu ¢ oxidazy podjednotky 1.). Sviij vybér tohoto useku genu col podlozil
praktickym testem na druhu motylu Lepidopteras, kde meél 100% uspesnost
identifikace. Touto senzaci si ziskal mnoho pfiznivcl, ktefi nadSené praktikuji prave
metody DNA barcodingu i na jiné druhy, ale i mnoho odpirci. DNA barcoding je
analyzou, ktera odrazi zastoupeni intravariability a intervariability druhl, ktera je

oddélena prahovou hodnotou. [13]
Ackoliv plivodni mySlenkou byla aplikace DNA barcodingu na fis$i Zivocichl
pouzitim pravé markeru col, pozdéji doslo k rozSifeni 1 na kvetouci rostliny a houby.

Pred par lety se zacalo zkouset pouziti DNA barcodingu i na ostatni vétve evolu¢niho
stromu, tedy i na bakterie a archea, pomoci multi - lokusové sekvence. [5]
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Nejvétsi vyhodou DNA barcodingu je identifikace organismti ve vSech zivotnich
stadiich a dokonce se nemusime obavat ani pohlavniho dimorfismu, protoze sekvence
daného druhu jsou natolik stejné, Ze dany organismus je vétSinou spravné zatazen.
Rovnéz 1ze dospét k spradvnému zafazeni 1 z ¢asti kusu nebo platku dotazovaného
vzorku (napf. u muzejnich exemplail). DNA barcoding muze jednak provést

identifikaci stavajiciho druhu, ale navic miZe i snadné&ji objevit druh novy. [5]

Mitochondridlni genom obsahuje méné intront (nekodujicich sekvenci, jejichz
vyznam neni zcela zndm) nez v jaderném genomu. Také tento genom neni vystaven
velkému mnozstvi rekombinaci a je haploidné pfenaSen ptevazné po matetské linii.
Navic 13 gent kodujicich protein v zivocisné mtDNA obsahuje méné deleci, které jinak
vedou k posunuti ¢teciho ramce. Neexistuje piesvéd¢ivy divod, pro¢ by se analyza
soustiedila na specificky gen, ale col ma dvé dilezité vyhody. Prvni je, ze vSeobecné
primery pro gen jsou velmi odolné a umoznuji tak opétovné uziti 5¢ konce z vétSiny
zastupct kmene zivocichtl, pokud ne ze vSech. Druhou vyhodou je, ze col vlastni vétsi
Skalu fylogenetického signalu nez jakykoliv jiny mitochondridlni gen. Col spole¢né
s dalSimi protein-kddujicimi geny, jejiz tfeti pozice nukleotidli ukazuje vysokou Cetnost
bazovych substituci vedoucich k rychlosti molekularni evoluce, ktera je asi 3x vétsi nez
u velké nebo malé podjednotky ribozomalni DNA (12S nebo 168S), je pii evoluci tohoto
genu dostateéné rychld, aby rozliSila nejen blizce ptfibuzné druhy, ale 1 fylogenetické
skupiny v ramci samostatnych druhu. [3]

Existuji studie pouzivajici k ureni jiné useky gend. Napiiklad usek genu
cytochrom b nebyl shledan dostateénym, protoZze se tento gen méni rychleji v ramci

své aminokyselinové sekvence.

Postupem casu se vytvoftilo vice referencnich sekvenci, které¢ se 1isi podle daného
organismu a jeho rychlosti divergence v evolu¢ni linii. ProtoZze pokud nema usek
genu dostatecné rychlou divergenci, tak nedokaze oddélit a urcit nové vyvojové vétve u
daného druhu organismu. V soucasnosti se po snaze sjednoceni definitivné pouziva pro
metazoa (zivo¢ichy) col marker, pro houby ITS (isek RNA cistronu) a pro rostliny
kombinace dvou lokust rbcL a matK. Rovnéz byla stanovena i zakladni délka sekvence.
Pro col nebo rbcL (chloroplasty ribulozy bisfosfati karboxylazy velké podjednotky)
nebo matK (tsek rostlinného plastidového genu) musi byt sekvence dlouha minimalné
500 pb (part bazi), zatimco pro ITS staci alesponi 100 pb. [5]

3.2 Standardni postup analyzy

Nejprve probéhne ziskani extraktu z DNA, poté je provedena polymerazova fetézova
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reakce (PCR) sekvence. Polymerazova fetézova reakce je biochemickou reakci,
vyuzivajici DNA polymerdzu ke kopirovani DNA. Vyuziva se k zmnozeni DNA
geometrickou fadou. Vysledné produkty PCR jsou sekvence, které se osekvenuji, tj.
ziska se posloupnost jednotlivych nukleotidi. Takto ziskané sekvence jsou ukladany do
databazi, napi. BOLD. DNA barcodingové sekvence Vv databdzi BOLD neprochazi
zadnou nezavislou kontrolou. Sekvence v této databazi jsou uspotadané do projektt, coz
jsou soubory sekvenci urc€ité skupiny organisml ¢i vSech organismi z jedné lokality.
Sekvence v projektech lze analyzovat nékterymi nastroji, které databaze poskytuje.
Velka cast praci vychazi z toho, Ze pouzije jednoduchou analyzu matice vzdalenosti (p-
distance) s korekci Kimurova dvouparametrického modelu. Tento model je nejcastéjsim
a byl stanoven jako nejlepsi korekéni model DNA na nizkou substitu¢ni genetickou
vzdalenost. Nakonec dojde k vytvoreni fylogenetického stromu pouzivajici nejcastéji
Neighbour - joining algoritmus. Cely postup ziskani barcode sekvence neboli ¢arového
kodu sekvence reprezentuje obrazek 7. [5]

V piipadé, ze chceme analyzovat sekvenci, ktera by jiz mohla byt uloZzena
v databazi, nahrajeme analyzovanou sekvenci do databaze BOLD. Diky vlozené
sekvenci dochazi k vyhledani podobnych sekvenci a to BLAST algoritmem. Po
prohledani databize dostdvame vypis sekvenci s nejniz§i hodnotou podobnostniho
skore. OvSem ani nejnizsi hodnota podobnostniho skére neznamené skutecné spravné
piifazenou sekvenci s ndzvem druhu. Chyba muze nastat v pfipadé, ze hledany druh
jesteé nebyl zaddn do databaze BOLD a samotny algoritmus BLAST nemusi nalézt

nejpodobnéjsi sekvenci. [16]
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Obrazek 7: Postup jakym by mély byt ziskavany sekvence z jednoho druhu (pfevzato z

[4])

3.3 Organizace pro DNA barcoding

Soucasna sprava DNA barcodingu je zastfeSena organizaci Consortium for the Barcode
of Life (CBoL; http://barcoding.si.edu/). Nyn¢jSim cilem je zavedeni zobecnéni
V taxonomii, které by umoznilo védcim mnoha specializovanych oblasti pracovat ve

spole¢ném ramci a sdilet data. To vedlo k vytvofeni univerzalniho systému pro ulozeni
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sekvenci zivych organismi a to BOLD systému. Ten do unora 2010 ziskal 790 000
sekvenci, coz pokryva 67 000 formaln¢ popsanych druhti. BOLD systém uklada také
podrobnosti, jako je morfologie, zemé&pisné rozsiteni, fotografie, sbérna mista a dalsi.

Dalsim nastrojem je BioBarcode, ktera je zaméfena na sbér asijskych organismui. [5]

3.4 DNA barcoding zaloZeny na znacich DNA

Oproti analyzam zaloZzenym na vzdalenostech, kde jsou porovnavany rtizné sekvence
V jednom celku a nasledné jsou konstruovany stromy na zékladé celkovych podobnosti,
znakové¢ zalozené modely hledaji diagnostické, diskrétni znaky nebo jejich kombinace.
Tyto znaky by mély byt v DNA jedinecné, jedna se o tzv. jedineéné nukleotidové
polymorfismy (JNP). Jednotlivé JNP jsou potom spojeny pies algoritmus a pfifazeny
k znakoveé zaloZzenému barcode neboli ¢arového kodu, ktery je specificky pro kazdy
taxon. Mezi tyto znaky se fadi krom¢ JNP DNA i znaky aminokyselin, expresnich
znakll a dalSich atributii. Celkové tyto znakoveé zalozené carové kody vytvori fidici
strom. Samotny algoritmus, systém charakteristickych znakl (systém je znam pod
nazvem CAOS), je zalozen na zdkladnim konceptu, Ze Clenové dané taxonomické
skupiny sdili znaky (napt. polymorfismy), které se nevyskytuji v jinych skupinach.
Algoritmus CAOS identifikuje specificky barcode, tedy znaky oznacované jako
charakteristicky atribut (CA), které jsou jedine¢né pro kazdou vyvojovou vétev a kazdy
vétvici uzel uvnitt fidiciho stromu. Ridici strom je pouzivin CAOSem pouze jako
prostiedek Kk identifikaci diagnostickych znakd. Coz nemusi nutné predstavovat

domn¢lé fylogenetické vztahy. [3]

Charakteristické znaky jsou stavy znakt, které jsou pfitomny pouze
Vv jednom souboru vyvojové piibuznych biologickych druhti, ale ne v alternativni
skupiné, ktera také sestupuje do uzlu. Charakteristické znaky jsou rozdéleny na Ctyfi
typy. Jednoduché Cisté charakteristické znaky, vyskytujici se pouze v urcité vyvojové
vétvi a ne Vvjiné. Jednoduché soukromé charakteristické znaky jsou sdilené¢ pouze
nékolika jedinci ve vyvojové vétvi. Slozené Cisté charakteristické znaky jsou kombinace
stavi znakt, které se vyskytuji pouze v ramci jedné vyvojové vétve a nikdy v celé
kombinaci jinych vyvojovych vétvi a slozené soukromé charakteristické znaky jsou
stavy znakt nachazejicich se jen u nékterych jedinct ve vyvojové vétvi, ale nikdy ne

Vv ostatnich vyvojovych vétvich. [3]

CAOS pfi testovani identifikace vazek na jednom genovém fragmentu bral v ivahu
pouze jednoduché Cisté a soukromé charakteristické znaky, které nalezneme alespon u

80 % jedinct v taxonu. Z 833 vazek bylo spravné zatazeno 22 rodl z 25 a na Grovni
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druhti 54 z 64. Z této studie vyplyva, ze DNA barcoding zalozeny na znacich ma velky
potencial. Je ovSem dilezité si uvédomit, ze u identifikace novych druhli nemizeme
slepé véfit DNA barcodingu. Vysledky by se mély potvrdit klasickymi taxonomickymi
postupy. Pokud je ovSem uz dana sekvence katalogizovana a ovéfena, je velmi
jednoduché identifikovat organismus pomoci DNA barcodingu zalozeného na
znacich.[3]

DNA barcoding si svou jednoduchosti naSel Siroké uplatnéni. Pfes pouziti ke
kontrole druht prodavanych ryb na rybim trhu [26] az po detekei patogent tuberkulédzy,
Q-horecky a dalsich onemocnéni diky barcode neboli diky ¢arovému kodu jejich

prenasect. [3]
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4  FYLOGENETICKE STROMY

Fylogeneticky strom je grafickym vyjadienim pfibuzenskych vztahii mezi jednotlivymi
taxonomickymi jednotkami. Pfedpokladem pro vytvofeni fylogenetického stromu je
piibuznost druhu organismu. Tyto organismy sdileji spole¢nou evoluc¢ni historii, tedy
maji spolecného predka. Védnim oborem popisujici vyvoj organismu je fylogenetika.
Evolu¢ni vyvoj je Casové naroCny a jen st€¢zi muze byt zkouman pouze nékolika
generacemi védcu. Oproti tomu ontogeneze zkouma vyvoj organismu od narozeni do

dospélosti. Existuji tfi sméry zabyvajici se konstrukei fylogenetickych stromu. [9, 11]

Jednim smérem fylogenetiky je fenetika. Casto oznaCovdna jako numericka
taxonomie. Tento smér konstruuje fylogenetické stromy piedevsim podle stupné jejich
celkové podobnosti nebo odliSnosti. Znaky se hodnoti bez ohledu na to, jakym
zptisobem vznikaly. Tento bod pfistupu fenetiky je Casto kritizovan, protoZze ne vSechny
shodné znaky jsou odvozeny od jednoho spole¢ného piedka.[10, 11]

Dalsim smérem, ktery se zabyva tvorbou fylogenetickych strom, je fylogeneticka
systematika neboli kladistika a poslednim je evolu¢ni taxonomie. Kladisticka disciplina
popisuje vznik a vyvoj jednotlivych linii organisml na zdklad¢é rozlusténi genetického
kodu. Predpoklada, ze vyvojové nové druhy vznikaji vidlicnatym délenim z plivodni
linie druhu. Vznikaji dva nové druhy, ale pivodni druh zanikd. Poprvé byl tento smér
fazeni organismil popsan v praci némeckého biologa Willi Henninga ,,Grundziige einer
Theorie der phylogenetischen Systematik v roce 1950. Timto dilem byl poloZen zaklad

vysoce objektivni metody pro klasifikaci organismu.[10, 11]

Evolu¢ni taxonomie stavi na zdkladech kladistiky. Tento smér, ale respektuje
rozdilnost znakli u skupiny organismi podle evolu¢niho stupné vyvoje. V tomto
piistupu jsou zahrnuty podobnosti, které byly ziskdny z molekularni taxonomie. Jedna
se 0 podobné oblasti nukleotidii nebo aminokyselin pro ptibuzné druhy. Zaroven jsou
zde Kk porovnavani ptibuznosti jedincti pouzity algoritmické postupy, které se postupem
Casu vyvijeji. Za nejvyznamnéjsi predstavitele v tomto sméru byli povazovani Ernst
Mayr a George Gaylord Simpson. [11]

Pro laickou vetejnost je pojem fylogeneticky strom znam spise jako ,,strom Zivota®,
ktery je na obrazku 8, nebo také ,rodokmen®. Pfibuzenské vztahy jsou zjiStovany
pomoci morfologickych nebo genetickych aspekti. Diivejsi fylogenetické stromy, a to
az do padesatych let minulého stoleti, byly konstruovany na zdkladé¢ morfologické
podobnosti organismil. S postupem molekularni taxonomie do popiedi se zacaly hledat
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objektivni zpisoby konstrukce fylogenetickych stroml z molekularnich dat. V soucasné
dobé se vyuzivaji k porovnavani piibuznosti sekvence bazi v genomech jednotlivych
biologickych druhi nebo lze také pouzit informace vychéazejici z proteinovych
sekvenci.[11]

Bacteria Archaea Eukaryota
Green
Filamentous Slime
Spirochetes bacteria Entamoebae > .~ Animétlllsn i
Gram Methanosarcina 9
.\ positives | yiothanobacterium Halophiles
Proteobacteria Plants
. Methanococcus
Cyanobacteria Ciliates
Planctomyces Thermoproteus Flagellates

Pyrodicticum
Bacteroides
Cytophaga

Trichomonads

Microsporidia

Thermotoga

. Diplomonads
Aquifex

Obrazek 8: Fylogeneticky strom zivota (pfevzato z [11])

Slovo strom zde predstavuje acyklicky graf. Jednotlivé organismy piedstavuji
vétve stromu, které konci terminalnim uzlem (nazvem testovaného jedince nebo
skupiny jedinct). V pfipad¢€, ze se strom rozvétvuje pouze do dvou vétvi, jedna se o
bifurkaci. Pokud je pocet terminalnich uzl vétsi nez dva uz nejde o piipad bifurkace,
ale multifurkace. Vrcholy nebo uzly které¢ jsou spojeny s dal$imi dvéma ¢i vice vrcholy
nazyvame vnitini vrcholy. Pokud je vrchol spojen pouze s jednim dal$im vrcholem
nazyvame ho listem. Kazdy vrchol u fylogenetického stromu ptedstavuje urcitou
taxonomickou jednotku. Hrana mezi vrcholy reprezentuje piibuzensky vztah mezi
jednotlivymi  taxonomickymi  skupinami. U né€kterych metod konstrukce
fylogenetickych stromil je mozné urcit délku hrany a tim i podobnost v zavislosti na
procentu odliSnych bazi mezi sekvencemi. Zaroveil muze délka této hrany poukazat na
délku vyvoje prislusné taxonomické skupiny. V zavislosti na tom, co ma délka hrany
ukazovat, musime zvolit ptislusnou metodu vytvoteni fylogenetického stromu. Existuje
mnoho metod ke zkonstruovani fylogenetickych stromt. Metody se déli podle dat,

kterd jsou pouzivana na testovani. Pro znakova data jsou vhodné metody maximalni
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parsimonie a maximum likelihood. Pro data distan¢ni se nejCastéji pouZzivaji metody
Neighbor - joining a UPGMA. Tato prace dale vyuziva pravé ke konstrukci
fylogenetickych stromi pro referencni sekvence metodu Neighbor - joining (pteklad
spojovani sousedll) podle hodnot distanci mezi sekvencemi s aplikaci Kimurova
dvouparametrického evoluéniho modelu, proto bude v€novana pozornost pravé této

metodé konstrukce fylogenetického stromu.[10, 11]

Fylogenetické stromy mizeme rozdélit na kofenové a nekofenové. Nekotenovy
fylogeneticky strom porovnava piibuznost taxonomickych jednotek, aniz by se
specifikoval spole¢ny ptedek. U kofenovych fylogenetickych stromit je spoleény
praptedek, ktery tvofi kofen stromu. Ke kofeni jSou v zavislosti na pfibuznosti zafazeny
jednotlivé taxonomické jednotky. U kofenového stromu miiZzeme rozliSovat jednotlivé
znaky potomkl na pleziomorfni (znaky pochézejici od predka) a apomorfni (odvozena
forma znaku). [11]

Nejcastejsi metodou zakotenovani stromi je outgroup. Tato metoda spociva v tom,
7ze vezmeme blizce piibuzny taxon, ktery se odstépil v diivéjsi dobé od skupiny
testovanych taxond. Po konstrukci fylogenetického stromu by se mél vybrany
outgroupovy taxon objevit jako spolecny prapifedek testovanych soubori, jak je vidét na

obrazku 9. Této metody budeme vyuzivat i v praktické ¢asti. [11]

Outgroup ARMGCTTCATA  nemé&nné znaky

druh A GAGCTTCACA

druh B GTIGCTTCACG

druh C GTIGCTTCALCG
Qut
A
B
c

Obrazek 9: Ukazka metody outgroup (pievzato z [11])
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Dale fylogenetické stromy délime na zdkladé informativnosti délky vétvi. Pokud
deélka vétvi ani jejich uhel nenese Zzaddnou informaci o vyvoji, jednd se o dendrogram
(nebo kladogram, ktery zobrazuje genealogické vztahy). V ptipade, Ze délka vétvi
koresponduje s divergenci a uhel vyjadiuje rychlost evoluce jednotlivych organismi,
jedna se o fylogram (nebo fenogram pro fenotypovou podobnost). Piiklad jednotlivych
fylogenetickych stromu je na obrazku 10.

A = C B A cC \ \\/
\

cas

stupen divergence

Obrazek 10: Priklad kladogramu vidime vlevo (prvni dva) a fylogramu vpravo

Kimurtv dvouparametricky model je vyuzivan pfevazné proto, Ze rozliSuje dva
typy substituci u nukleotidii. Témito substitucemi se mohou sekvence liSit a jsou tedy
dilezitym parametrem pii porovnavani na zdkladé procenta odliSnych béazi mezi
sekvencemi. Substituce, které model rozliSuje, jsou tranzice a transverze. Tranzice je
vyména purinu za purin nebo pyrimidinu za pyrimidin. K transverzi dochazi pti zméné
purinu na pirimidin nebo naopak. Detailnéj$i popis je uveden v kapitole Mutace.
Konstrukce metodou Neighbor - joining na pocatku vytvoii jeden hvézdicovity strom.
Jednotlivé listy reprezentujici taxonomické jednotky se sbihaji do vnitiniho uzlu. Pii
samotném porovnavani piibuznosti jednotlivych taxonomickych jednotek se pak strom
rozklada tak, aby v kazdém kroku byla co nejmensi vzdalenost celkové délky stromu.
[11]
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5 NUMERICKE REPREZENTACE

Pomoci numerickych reprezentaci dokdzeme vhodné ptedzpracovat genomicka a
proteomicka data. V dalSich odstavcich se zaméfime pouze na genomicka data. Vstupni
parametr numerickych reprezentaci se sklada ze sekvence nukleotidti s = s[n], ktera je
tvofena bazemi adenin, guanin, thymin a cytosin, a délky sekvence znacené N. Poté, co
je znama sekvence, je zvolena metoda analyzy, ktera pievadi sekvenci do numerického
formatu. Timto procesem je vytvofena numerickd mapa. Sekvence ma informativni

charakter riznych vlastnosti, které by méli byt zahrnuty v numerickém formatu.

Existuje mnoho druhti numerickych map. Podle typu kone¢ného zpracovani je
volena odpovidajici mapa. Mapa muze zvyraznit pozadované vlastnosti sekvence a
potlacit zavadéjici informace. Tedy ty informace, které pro analyzu nejsou podstatné.
V tomto ptipadé¢ se jednd o tzv. redukované formy numerickych map. Také jsou druhy
map, které zohlednuji vSechny vlastnosti. Nize jsou vysvétleny tfi vybrané metody
numerické reprezentace. [16]

5.1 2D reprezentace v 1. a 4. kvadrantu

Vysledkem této metody je zobrazeni DNA v 1. a 4. kvadrantu kartézského soutadného

systému. Kazdému nukleotidu jsou pfifazeny soufadnice na osach x a 'y [3]:

1 3 V31
<5‘_2>” <2’5>%C
V31 1+/3
(3:-2)~0 (z%)-"

Vyhodou této metody je, ze lze vizualné kontrolovat data. Zvolili jsme kumulovanou
verzi této metody. Ta spociva v tom, ze kazd4 dal$i hodnota nasledujiciho nukleotidu je
piipoctena k predchazejicim hodnotam piedeslého nukleotidu. Tedy u této verze metody
nedochazi k tvorbé smycek, a tim ke ztrat¢ informace bez moznosti zpétné rekonstrukce
sekvence ve spravném potadi. Metoda pomaha pfi rozpoznavani velkych rozdil mezi
podobnymi sekvencemi DNA. Na néasledujicim obrazku (obrazek 11) vidime
reprezentaci pyrimidinovych sekvenci v 1. kvadrantu a purinovych sekvenci ve 4.
kvadrantu. [16]
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Obrazek 11: Reprezentace nukleotidii v 1. a 4. kvadrantu kartézského souradného

systému (pievzato z [16])

5.2 EIP hodnoty

Elektron — iont interakéni potencial (EIIP) je numericka hodnota. Tato hodnota
odpovida jednotlivym nukleotidim v sekvenci a zaroven i jejich primérné energii
valen¢nich elektronti. Pfehled hodnot ukazuje tabulka 1. Vysledkem této numerické
mapy nukleotidi je ciselny vektor, ktery reprezentuje DNA sekvenci. V nékteré
literatufe se docteme, ze EIIP hodnoty se uvadéji v rydbezlich (Ry). V ostatnich
literaturach je tato numericka hodnota bezrozmérna. Tento druh numerické reprezentace
se Casto pouziva v kombinaci s diskrétni Fourierovou transformaci pro ptevedeni do
frekvenéniho spektra. Zde se pak vyhodnocuji jednotlivé spolecné slozky mezi
sekvencemi. Metoda EIIP hodnot se pouziva k detekci kodujicich a nekddujicich oblasti

a také k specifikaci u¢inku 1é¢iv. [1]
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Tabulka 1: Hodnoty EIIP pro jednotlivé nukleotidy (pievzato z [1])

Nukleotid EIP
A 0,1260
C 0,1340
G 0,0806
T 0,1335

5.3 Trivektorova reprezentace

Jedna se o metodu, ktera vznikla redukci nukleotidového ¢tyisténu (obrazek 12 vlevo).
Jednotlivym nukleotidiim byly pfifazeny soufadnice v 3D prostoru. Oproti Ctyfsténu
sice jde o redukci z 4D prostoru na 3D prostor, ale vse je bez ztraty informace. [7], [15]
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Obrazek 12: Nukleotidovy Ctyfstén (vlevo) a umisténi nukleotidového ctyfsténu v RGB
prostoru (vpravo) pievzato z [16]

Nukleotidovy c¢tyfstén byl zredukovan na pravidelny ctytstén, ktery vidime na
obrazku 12 vpravo. Jednotlivym nukleotidim umisténych ve vrcholu byly pfifazeny

nové soufadnice (1) [3].
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A = (ay,a4,a;) = (0,0,1)

V2 V6 1
C = (Cr,Cg'Cb) = (—?,?,—g)
vz V6 1

G=(9-9595)=(— "33

T =(tytyty) = (?,0,—%)
1)
Vysledkem této metody je zpracovani sekvence na tii vektory X, Xq @ Xp. Rovnice
(2) se skladaji zindikacnich vektord Ua, Uc, Us @ U, které ukazuji pfitomnost
jednotlivych nukleotida v sekvenci [3]:

o] = 22 gl = ] = )
syl = 22 Cucln] = gl

1
xp[n] = 3 Bualn] — urln] —ucln] —uglnl)
@)

Pismeno n Vvrovnici znac¢i pofadi jednotlivych nukleotidi. Tento vysledek se

pouziva Kk zobrazeni spektrogramu sekvence v RGB spektru.
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6 PRAKTICKA CAST

V programovém prostiedi Matlab byly vytvoteny funkce pro pievod DNA sekvenci do
zvolenych numerickych reprezentaci, pro vytvoreni referencnich signala pro druh a takeé
pro naslednou druhovou identifikaci dalSich sekvenci. Pfevod sekvenci vyuziva funkci,
které jsou popsany v kapitole Numerické reprezentace (kvadrant_repre pro numerickou
reprezentaci 1. a 4. kvadrantu, eiip pro EIIP hodnoty, eiipkum pro kumulované EIIP
hodnoty a rgb_repre pro tiivektorovou reprezentaci). Popis numerickych metod je
detailn€ popsan v kapitole numerickych reprezentaci. Program je tvotfen stéZejni hlavni
funkei, ktera si vola pomocné funkce. Reference jsou vytvarené ze sekven¢nich soubort
obsahujici druhy netopyri z Guyany (nézev souboru je BCBNC), chrostikit (CUCAD),
neotropickych ptaki (MNCN) a subtropickych ryb (FCFP). Pfifazeni se d€je na zakladé¢
jejich nejvetsi podobnosti v ramci ziskaného tseku mitochondridlni DNA. Pro ptifazeni
reference k testovanému druhu je mozné vybirat z metod pro numerické zpracovani.

Tyto metody si voli uzivatel sdm v programovém prostiedi Matlab.

6.1 Programové resSeni

Program je uren pro programové prostiedi Matlab, které obsahuje 1 pomocny
bioinformaticky toolboX, jenzZ je programem vyuzivan. Nutnost tohoto toolboxu je
podminéna funkci fastaread, ktera je potieba pro nacteni soubori z FASTA formatu.
FASTA format je uveden popisnou hlavickou, ve které najdeme mimo jiné i jméno
druhu jedince, a sekvenci. Hlavi¢ka obsahuje jméno souboru, kdédované informace,
jméno druhu organismu a misto plivodu DNA sekvence. Pro program je prioritni ziskat
z hlavi¢ky jméno druhu organismu, ke kterému patii sekvence mtDNA. Jméno druhu se
Vv hlavicce obvykle nachazi na ¢tvrtém misté. Jednotlivé kody a jména jsou oddéleny
timto znakem ,,|“. Pro spravnou funkci programu je hlavicka upravena funkci s nazvem

prejmenovani, tak aby obsahovala pouze jméno druhu organismu.

Po upravé hlavicky organismu je dale potieba zkontrolovat sekvenci nukleotidt,
zda neobsahuje nechténé znaky ,,N*“a ,,-,,. Znak ,,N“ vyjadiuje neupiesnény nukleotid a
znak ,,-,, vyjadiuje mezeru v sekvenci v piipad¢, ze je sekvence zarovnana. Pokud by se
v sekvenci tyto znaky vyskytly, budou smazany.

Z takto nactenych a upravenych souborll je potieba vytvofit reference pro
jednotlivé druhy organismt. Pro reference byly zdmérné vybrany soubory, které
obsahuji vétsi pocet sekvenci z ¢asti mitochondridlniho genu cox1 pro jednotlivé druhy.
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Pro kazdy druh organismu jsou sekvence prevedeny na numerickou reprezentaci podle
zvolené metody zpracovani (1. a 4. kvadrant, EIIP hodnoty, kumulované EIIP hodnoty a
tiivektorova reprezentace). Jednotlivé sekvence pro stejny druh jsou zarovnany, tak aby
se piekryvaly v nejpodobné&jsim tseku vzhledem k nejdel$i sekvenci druhu. Zarovnani
je realizovano for cyklem, kde posunujeme mensi sekvenci vzhledem k druhé delsi
sekvenci a hledame pravé tu pozici, ve které bude vypocteny rozdil nebo euklidovska
vzdalenost sekvenci nejmens$i. Takto zarovnané numericky reprezentované sekvence
jsou zprimérovany. Vysledny priamér je uloZen jako referencni sekvence pro dany druh

do proménné matice v programovém prostiedi Matlab.

U numerickych reprezentaci, které se nachazeji v kumulované formé, je potfeba
odstranit trend tak, aby postup na ose x byl roven kroku jedna. Jedna se 0 metody 1. a 4.
kvadrantu a kumulované EIIP hodnoty. Kumulovana forma znamena, ze dalsi hodnota
je pripoctena K predeslému vystupu (hodnoté). V piipadé neodstranéni trendu by
dochazelo i vlivem malé zamény nukleotidii k velkému c¢iselnému rozdilu, a to 1 v
ptipad¢ shodnych nukleotidii (protoze zavisi na piedchozi numerické hodnoté). Navic
vlivem kumulace by tento rozdil dale nartistal a hrozilo by Spatné pfifazeni referencniho
druhu K testovanému. K odstranéni trendu je vyuzita funkce polyfit, kdy se pribéh
kumulované numerické reprezentace aproximoval polynomem tietiho stupné. Pro
zjisténi hodnot je pouzita funkce polyval. Ze zjisténych hodnot se sestavily rovnice pro
piimku, diky kterym se ziskali hodnoty 0sy X, tak aby vypovédni hodnota numerické

reprezentace kumulované formy byla zachovana a krok na ose X se rovnal jedné.

Samotné piifazeni reference k testovanému druhu se skryva pod funkci s nazvem
druhy_soubor. V této funkci se postupné piifazuje jméno referencniho druhu
K testovanému druhu. Sekvence testovaného druhu je pfevedena na numerickou
reprezentaci a zkontrolovana, jestli neobsahuje nechténé znaky. Samotna testovana
numericka reprezentace je dale porovnana s kazdou referencni reprezentaci. Dvojice
vektorti prevedenych sekvenci je zarovnana tak, aby se ptekryvaly v té nejpodobnéjsi
oblasti. Princip zarovnani je zobrazen Vv tabulce 2, k vypoctu byly pouzity vzorce (3) a
(4). Nejpodobnéjsi oblast zjistime pomoci euklidovské vzdalenosti (Dg) nebo pomoci
rozdilu (D). Ve vzorci (3) jsou uvedené hodnoty na osach x a y, které jsou potieba
k vypoctu euklidovské vzdalenosti nebo k vypoctu rozdilu (4).

(3)
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D= Zl(xi =yl
i=1
4)

Pro soufadnice bodu je pouzita osa X a Y. (v naSem ptipad¢ pievedené sekvence na

¢iselnou podobu) a n oznacuje délku sekvence

Tabulka 2: Princip zarovnani sekvenci

Sekl ACACCC sek 1 (0,126; 0,134; 0,126; 0,134; 0,134; 0,134)
Numericka reprezentace
(ptevod do EIIP hodnot)

Sek2 ACCC sek2 (0,126; 0,134; 0,134; 0,134)

Cyklus zarovnani: Srovnani numerickych reprezentaci sekvenci (poc¢itame

ty useky, které se prekryvaji):

1) ACACCC Euklidovskou vzdalenosti: De= 0,008
ACCC - - Rozdilem: D =0,008

2) ACACCC Euklidovskou vzdélenosti: Dg=0,011
-ACCC - Rozdilem: D =0,016

3) ACACCC Euklidovskou vzdalenosti: De=0
---ACCC Rozdilem: D=0

Pro zarovnani vybirdme minimum, tedy v tomto piipadé¢ D/Dg=0 :

ACACCC
--ACCC

Stejnym zpusobem, pomoci euklidovské vzdalenosti nebo rozdilu, je pak pocitana i
podobnost mezi dvéma vektory — pievedené testované a referencni sekvence.
Vypoctena numericka hodnota podobnosti se uklada k piislusné srovnavané referenci.
Po srovnani testované sekvence se vSemi referencnimi sekvencemi je vybrana pravé ta
reference, ktera& ma nejmensi hodnotu podobnosti. Minimalni hodnota ukazuje na
nejlepsi moznost shody mezi danymi vektory (sekvencemi) a tim i mezi druhy, ptipadné

rody ¢i vy$§imi taxonomickymi jednotkami.

VySe popsanym zpusobem jsou porovnany vsSechny sekvence z testovaného
souboru se vSemi referencemi. Vysledek je zapsan do tfi sloupcti v Excelu. Prvni
sloupec obsahuje jména testovanych druhd, ve druhém je jméno druhové reference, ke
které byla sekvence pfifazena a ve tietim sloupci je hodnota minimalni euklidovské

vzdalenosti nebo rozdilu dvou sekvenci. Pro lep$i predstavitelnost programu je na
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obrazku 13 uvedené zjednodusené blokové schéma pro analyzu organismu.

testovany
FASTA
soubor
Prejmenovani
testovaného
souboru
. - 1 | Zpramérovani vice
. P . . Pfifazeni sekvenci . .
Zvoleni metody Macteni Prejmenovani S sekvenci za vzniku
o . . stejného druhu do :
numericke H referencnich  H referenénich 7. v — jednoho
: : jednoho fadku .
reprezentace soubord soubor( . referencniho
proménng o
signalu

Spojeni referenci s
promichani

Parovnani
testovaného druhu |=
5 referencemi

Prirazeni reference

Zapis do
Excelu

Obrazek 13: Zjednodusené blokové schéma programu

6.2 Identifikacni analyza

Pro identifikacni analyzu byly jako referencni druhy vybrany soubory s nejvétSim
mnozstvim variabilnich sekvenci pro jeden urc€ity druh. Tyto soubory zdaleka nemohou
obsahovat vSechny druhy daného rodu natoz tadu. Z téchto divodi je omezena
uspésnost klasifikace pouze na ty testované druhy, které maji svou referenci. Druhy pro
referencni sekvence byly ziskany ze souborti obsahujici druhy netopyrt z Guyany
(nazev souboru je BCBNC), chrostiki z Churchillu (CUCAD), neotropickych ptaka
(MNCN) a subtropickych ryb (FCFP). Tyto soubory jsou ziskany z databaze BOLD.
Pocet jednotlivych taxond je shrnut v tabulce 3.

Testované soubory oproti referenénim souborim obsahuji vice jednotlivych druh
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organisml. V testovaném souboru pro neotropické ptdky (BRAS) nenajdeme skoro
zadnou variabilitu, protoze jeden druh ma pouze jednu sekvenci. Kromé tohoto souboru
program testuje soubory netopyri (BCDR), chrostikii (DSTRI) a dva soubory
subtropickych ryb (FCFPS a FCFPW). Zastoupeni taxonomickych jednotek je uvedeno
v tabulce 4. Tabulka 5 ukazuje pocetni zastoupeni testovanych souborti majicich
referenci pro druhy a rody. Procentudlni uspéSnost pfifazeni spravné reference k
testovanému druhu je pro jednotlivé soubory dana v nésledujici tabulce 6 a Gspé&Snost

taxonomického urceni pro rody testovanych organismt je v tabulce 7.

Tabulka 3: Souhrn poctu druhti, rodi a vyssiho taxonu pro jednotlivé referen¢ni soubory

reference pocet

soubory | druh rod podceled’’nadéeled’/Fad
BCBNC 87 50 13

CUCAD | 53 25 7

MNCN 43 36 6

FCFP 48 36 10

Tabulka 4: Souhrn poctu druhti, rodi a vy$siho taxonu pro jednotlivé testované soubory

testované pocet

soubory | druh rod podé¢eled’/nadéeled’/iad
BCDR 68 41 13

BRAS 431 270 23

DSTRI 22 13 6

FCFPS 55 47 17

FCFPW | 49 42 13

Pozn. Pocetni zastoupeni jednotlivych taxoni bylo ziskdno pomoci funkce z
predmétu — Praktika z bioinformatiky.

Tabulka 5: Pocetni zastoupeni testovanych sekvenci, ke kterym existuje reference

soubory pocet sekvenci s referenci u testovanych soubori
druh rod
DSTRI 276 489
BRAS 85 145
BCDR 4108 4126
FCFPS 137 156
FCFPW 134 157
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Tabulka 6: Procentualni Gspé$nost taxonomického uréeni pro druhy

soubory uspésnost urceni v %

Trivektor. 1.a4. 1l.a4. EIIP kumul. kumul.

reprezentace  kvadrant kvadrant EIIP EIIP

- rozdil -8. V. - rozdil -e.V.

DSTRI 100,00 75,36 99,64 71,74 96,74 94,57
BRAS 85,88 96,47 35,29 92,94 56,47 24,71
BCDR 99,42 97,15 97,44 84,06 92,67 92,70
FCFPS 98,54 99,27 97,81 99,27 97,08 97,08
FCFPW 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

V tabulce rozdil znamena numericky rozdil mezi dvéma numerickymi
reprezentacemi, které jsou pouzité pro nalezeni nejbliz§iho podobného druhu organismu
a e. V. je euklidovskou vzdalenosti, podle vybraného zplsobu jsou porovnavany
sekvence mezi sebou.

Tabulka 7: Uspé&snost taxonomického zafazeni pro rody

soubory spésnost uréeni v %
T¥ivektor. 1l.a4. 1l.a4. EIIP  kumul. kumul.

reprezentace  kvadrant kvadrant EIIP EIIP
- rozdil -e. V. - rozdil -e. V.
DSTRI 96,11 99,39 92,23 91,00 57,26 55,62
BRAS 91,03 94,48 44,14 85,52 44,83 26,21
BCDR 99,88 99,90 99,88 99,52 98,59 97,62
FCFPS 98,08 99,36 98,08 98,72 92,95 88,46
FCFPW 100,00 94,90 94,27 94,90 94,27 94,90

6.3 Fylogenetické stromy

Aby bylo moZné porovnavat uspésnost spravného urceni druhti v rameci celedi, byly pro
sekvence v souborech netopyri (BCBNC), chrostiki (CUCAD), neotropickych ptaka
(MNCN) a subtropickych ryb (FCFP) vytvofeny fylogenetické stromy metodami
tiivektorové reprezentace, 1. a 4. kvadrantu srovnavaného pomoci euklidovské
vzdalenosti, EIIP hodnot a kumulovanou metodou EIIP hodnot srovndvanou pomoci
rozdilu sekvenci. Princip vytvofeni stromu je uveden Vv zjednoduSeném blokovém
schématu na obrazku 14. Pro srovnani vysledkd se pouzily hodnoty z vytvofenych
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stromi pomoci Kimurova dvouparametrického modelu spojovaného metodou spojovani
sousedi (Neighbor - joining). Takto vytvofené stromy se kondenzovaly na druhy, rody
a vyS$i taxonomické jednotky, které budou mit nejvétsi vypoveédni hodnotu (obrazek
16). Kondenzace spociva v tom, ze v piipadé spojeni vétvi stejnych druhti organismi do
jednoho uzlu se ostatni smazou tak, aby zlstala pravé jedna. Piiklad je ukazan na
obrazku 15, kde Cerveny kiizek je u druhu, které se budou mazat pro kondenzaci
stromu. Odpovidajici numerickou hodnotu pro porovndvani metod jsme dostali
ptikazem get. Hodnota udava pocet listh v kondenzovaném stromu. Listy zastupuji
realny pocet taxonomickych jednotek. Funkce pro vypocéet srovnavacich hodnot
metodou K2P - NJ byly vytvofeny v pfedmétu - Praktika z bioinformatiky. Tyto funkce
byly vyuzity k o¢islovani jednotlivych druhii z FASTA souboru, porovnani kazdé
dvojice sekvenci a ziskdni matice pro metodu Kimurova dvouparametrického modelu

konstruovaného spojovanim sousedu.

Chceme
wytvofit
fylogeneticky

strom

Zvoleni
souboru.mat pro
tvorbu stromu

I
Zvoleni metody
konstrukce
fylogenetického
stromu

Tvorba
fylogenetického
stromu

Vysledny fylogeneticky strom

Obrazek 14: Zjednodusené blokové schéma pro tvorbu fylogenetického stromu

Po ziskani srovnavacich hodnot K2P - NJ byly testovany naprogramované metody
numerické reprezentace (1. a 4. kvadrant, EIIP hodnoty, kumulované EIIP hodnoty a
tiivektorova reprezentace). Stim rozdilem, Ze hodnotou vzdalenosti pro spojovani
podobnych druhii do jedné vétve byla pravé vypoctend hodnota minima, coz je hodnota
nejpodobnéjsiho useku sekvenci z testovaného souboru. Na zékladé téchto vypoctenych
hodnot, riznych podle zvolené metody numerické reprezentace, byl sestaven

fylogeneticky strom. Tento vytvoieny strom byl opét zkondenzovan.
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Obrazek 15: Princip kondenzace fylogenetického stromu pro druh

- Callionymus maculatus_1
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- Anthias anthias_1
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Obrazek 16: Kondenzovany fylogeneticky strom souboru subtropickych ryb (FCFP)
metodou K2P - NJ

V pribéhu sestaveni stromu jsSou porovnavany vzdy dvojice sekvenci. Porovnavana
sekvence se ptifadi do uzlu k nejpodobnéjsi sekvenci a vytvaii tak dalsi vétev. V tabulce
8 a 9, ktera je rozdé€lend, jsou uvedeny uspésnosti sestaveni fylogenetickych stromt pro
jednotlivé soubory. ldealni metoda pro spravné vytvoreny strom, a tedy i pro spravné
zatazené sekvence stejného druhu do jednoho uzlu, by méla byt rovna jedné. Hodnoty
vétsi nez jedna dosahuji mensi piesnosti. Jako porovnavaci metoda, ke které jsou
srovnany uspé$nosti naprogramovanych numerickych reprezentaci, je brana metoda

Kimurova dvouparametrického modelu (K2P).
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Tabulka 8: Uspé&snost kondenzace fylogenetickych stromil pro taxonomické jednotky

soubory K2P Tiivektorova reprezen. l.a4.kvad.-e.v.
druh rod podceled/ | druh  rod Podéeled/ | druh  rod  podéeled/
nadceled’/ nadceled’/ nadceled’/
rad rad rad
BCBNC | 1,24 1,38 2,62 1,22 1,28 2,85 1,25 1,28 2,85
CUCAD | 1,08 1,28 1,14 1,28 1,64 2,43 1,43 1,60 2,86
MNCN | 1,00 1,03 1,17 1,16 1,19 1,83 1,81 1,86 2,83
FCFP 1,02 1,03 1,80 1,02 1,03 1,60 1,02 1,06 1,70

Tabulka 9: Uspésnost kondenzace fylogenetickych stromil pro taxonomické jednotky

stromy EIIP ElP-kumul. rozdil
soubory | druh  rod podceled?/ druh  rod podceled”/
nadc¢eled’/rad nadceled/rad
BCBNC | 1,34 1,58 4,00 152 2,18 6,38
CUCAD| 119 1,52 1,71 1,19 1,68 3,43
MNCN 128 131 3,17 2,74 3,03 4,33
FCFP 1,17 1,00 2,10 1,02 1,08 3,00

6.4 Analyza a vyhodnoceni vysledkt

Pro druhovou identifikaci se nejvice osvéd¢ily metody tiivektorové reprezentace a 1. a
4. kvadrantu se srovnanim numerickych reprezentaci sekvenci pomoci rozdilu. Ob¢ tyto
metody dosahly primérné Gspésné klasifikace vétsi nez 93 %, jak je vidét v tabulce 10.

Pro identifikaci do rodi se osveéd¢ily metody EIIP hodnot,
reprezentace a 1. a 4. kvadrantu se srovnanim sekvenci pomoci minima. Tyto metody

rovnéz presahuji 93 % uspesnost ve spravném taxonomickém urceni.

ttivektorové

Tabulka 10: Primérna uspésnost spravného ptifazeni testovaného souboru pro druhy a

rody
Tiivektor. 1.a4. 1.a4. EIIP kumul. kumul.
Reprezentace  kvad.-  kvadrant EIIP-  EIIP-ev.
rozdil -e.v rozdil
druh 96,77 93,65 86,04 89,60 88,59 81,81
rod 97,02 97,61 85,72 93,93 77,58 72,56
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Nejmensi uspéSnost byla dosazena u metody kumulovanych EIIP hodnot, kde jsou
sekvence srovnavany pomoci euklidovské vzdalenosti. Mezi problémovymi
testovanymi druhy byly i organismy Phyllostomus hastus ze souboru BCDR a Xenops
minutus ze souboru BRAS, u kterého vychazi nejmensi tspésnost. Phyllostomus hastus
mél v testovaném souboru nékolik sekvenci a k vétSiné byl pfifazen jako referencni
druh Anoura latidens. Tato reference byla k testované sekvenci bliz§i neZz spravny
referenéni druh Phyllostomus hastus. Podobnost sekvenci je vidét na obrazku 17. V
referenénim souboru je druh Phyllostomus hastus zastoupen pouze dvéma sekvencemi,
z kterych je pocitana reference. Oproti tomu druh Xenops minutus obsahuje v
referenénim souboru 23 sekvenci, ze kterych je pocitana reference. Piesto, Zze byla
testovanému druhu pfifazena nespravna reference, je vidét, ze se sekvence od sebe tolik
nelisi. Testovany druh byl v testovaném souboru obsazen jedenkrat a byl pfifazen k

referenci Hypocnemis cantor, jak vidime na obrazku 18.

ElIP - hodnoty
04
testovany
03 — Phyllostomus hastatus
Anoura latidens

hodnoty eiip

-03 | | |
0 100 200 300 400 500 600 700

nukleotidova pozice [phb]

Obrazek 17: Podobnost testovaného druhu Phyllostomus hastus k referenci Anoura
latidens namisto k referenci Phyllostomus hastus
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Obrazek 18: Podobnost testovaného druhu Xenops minutus k referenci Hypocnemis
cantor namisto k referenci Xenops minutus

Z téchto obrazkti mizeme usoudit, ze zdlezi na variabilnosti jednotlivych druhti
vramci referenCnich soubort. Lépe budou pfifazeny druhy, které v referencnich

souborech maji vice sekvenci, nez ty druhy, které tam maji pouze jednu.

Z tabulek uspésnosti ureni také vyplyva, Ze metody 1. a 4. kvadrantu a

vvvvvv

srovndvané pomoci euklidovské vzdalenosti. Princip metod je vysvétlen na
nasledujicim piikladu. Pokud se vezme vektor 1 s Cisly (1, 4, 8) a vektor 2 (2, 6, 10) a

srovna Se pomoci minima (sectou se rozdily v absolutni hodnot¢):

|(1-2)[ +|(4-6)| +|(8-10)| = 5

Vysledkem je hodnota 5. Pokud vSak vektory srovndme pomoci eukleidovské
vzdalenosti, naprogramované v programu (rozdily jsou umocnény na druhou, sectou se

a pak odmocni):

JA =22 + (4—6)2+ (8—10)%2 = 3

Vysledkem je mnohem mensi ¢islo nez u srovnani pomoci minima. Protoze
referen¢ni soubory neobsahuji velky pocet sekvenci pro jednotlivé druhy, jsou v tomto
ptipadé vyhodnéjsi vetsi rozdily, tedy srovnani pomoci minima. Je mozné, Ze u soubort

obsahujicich vétsi pocet sekvenci pro jeden druh a zaroven i vétsi pocet druhd pro urcity
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rod, by bylo srovnani pomoci euklidovské vzdalenosti vhodné&jsi. Srovnavaly by se

mensi rozdily. Tato hypotéza by se musela otestovat.

Pokud ovsem je brana Kk porovnani sekvenci kombinace euklidovské vzdalenosti a
rozdilu v programu, je dosazeno zlaté stiedni cesty.

Euklidovské vzdalenost je uzita pro zarovnani sekvenci tak, aby se ptekryvaly
nejvice shodné useky. Tedy ty Useky, které maji oblasti shodnych nukleotidlii. Zarovnéni
euklidovskou vzdalenosti je konkrétné pouzito pii tvorbé referencniho signalu a pfi
zarovnani testovaného signalu s referencnimi.

Naopak rozdil je pouzit k samotnému porovnani testované sekvence s referencemi
a naslednému vybéru minimalni hodnoty. Primérné Gispésnost spravného ptifazeni se ve
vétsin¢ pripadd shoduje s nejveétsi dosazenou uspéSnosti pro metody numerické
reprezentace EIIP kumulované hodnoty a 1. a 4. kvadrantu. Srovnani uvadi tabulka 11,

kde KOM znamena kombinace.

Tabulka 11: Usp&snost taxonomického piitazeni pro kombinaci srovnani pomoci

minima a euklidovské vzdalenosti

uspésnost uréeni v %
soubory druhy rody
eiip-kumul-KOM 1a4-KOM | eiip-kumul-KOM 1a4-KOM

DSTRI 96,74 75,36 57,26 99,39
BRAS 56,47 96,47 44,83 94,48
BCDR 92,67 97,25 98,59 99,85
FCFPS 97,08 99,27 92,95 99,36
FCFPW 100,00 100,00 94,27 94,90
prumér 88,59 93,67 77,58 97,59

Pii tvorbé fylogenetickych stromli se nejvice pfiblizily hodnoty vybranych
numerickych reprezentaci k hodnotdm metody K2P - NJ u metod tfivektorové
reprezentace 1. a 4. kvadrantu. Pro vys$i taxonomickou jednotku nez rod, dosahla

metoda tiivektorové reprezentace lepSiho vysledku nez metoda Kimurova

dvouparametrického modelu, a to pro soubor subtropickych ryb (FCFP). Z primérného
hlediska  se

dvouparametrickému modelu tvofené¢ho spojovanim sousedu (K2P-NJ), ale zdaleka se

numerické  reprezentace  piiblizuji  GspéSnosti  Kimurovu
nestavaji vyhodnéj$im obzvlast€é pro taxonomické urceni ¢eledi nebo fadi. Metoda
Kimurova dvouparametrického modelu bohuzel také nedosahuje idealni hodnoty a tou

je jedna. Primérné hodnoty kondenzovanych stromt ukazuje tabulka 12.
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Tabulka 12: Primérné hodnoty testovanych soubort pro fylogenetické stromy

druh rod vy$Si taxon
K2P-NJ 1,08 1,18 1,68
Trivektorova reprezent. 1,17 1,29 2,18
1. a 4. kvadrant - min 1,24 1,29 2,17
1. a 4. kvadrant - e.v. 1,38 1,45 2,56
EIIP 1,24 1,35 2,75

Je ovSem dtlezité zdiraznit, Ze na spravnost uspé$ného ptifazeni na zakladé metod
numerickych reprezentaci maji velky vliv soubory, které budou povazZovany za
referencni. U téchto souborii zaleZi nejen na poctu sekvenci pro jeden druh, ale i na
jejich variabilité, ktera je udana rychlosti evoluénich zmén, a na poctu druhti, které se
podati ziskat pro dany rod (pfipadné poctu rodu pro celed’, atd.). Rychlost evoluénich
zmén neni u vétSiny organismi rovnomeérna. Bylo prokézano, ze organismy maji obdobi
rychlejsiho vyvoje anebo pomalejsiho vyvoje. Tyto obdobi jsou nahodilé, ale mohou se
prokazovat zpétné.[5, 11]

Metody numerickych reprezentaci by se nejlépe ovéfovaly na souborech
organismd, které budou mit nizkou vnitrodruhovou variabilitu a vysokou mezidruhovou
variabilitu. Bohuzel tohoto idealu k testovani nemtizeme dosahnout, protoZze nové druhy
se vyvijeji postupné. Z hlediska evoluc¢ni teorie jsou si nové vznikajici druhy mnohem
podobnéjsi s druhy pavodnimi nez jiz nové vzniklé druhy. Da se predpokladat, ze
vétSina jedincl mé tim vys$S$i mezidruhovou variabilitu, ¢im vétsi je jejich evoluéni

vzdalenost a proto uspesnost pro kazdy vybrany soubor organismi je odlisna.
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7 ZAVER

Tato bakalaiska prace se zabyva védnim oborem taxonomie. Taxonomie je dale
piedstavena ve dvou metodach, které se pouzivaji k identifikaci druht, a to v klasické a
Vv molekularni taxonomii. Ob¢ tyto metody se vyrazné lisi, nebot’ kazda stoji na jinych
principech. Dale prace naznacuje, ze ob¢ tyto metody identifikace druhti by mély byt

brany v uvahu, kdyz katalogizujeme neznamy druh.

Dale byly popsany tii vybrané metody numerické reprezentace genomickych dat,
které byly pouzity k analyze druhi. Pfevod symbolické reprezentace DNA sekvenci do
numerickych reprezentaci, metodami 1. a 4. kvadrantu kartézského souradného
systému, EIIP hodnotami a tfivektorovou reprezentaci, byl naprogramovan pomoci
samostatnych funkci v programovém prostiedi Matlab. U metod 1. a 4. kvadrantu a
EIIP hodnot byla navic pouzita kumulovand metoda. Ta spociva v tom, Ze vypocitana
hodnota je pfitena k hodnoté piedeslé. U vSech téchto metod nedochdzi ke ztraté
informace.

Funkce vybranych metod byly otestovany na souborech sekvenci ziskanych
z databaze BOLD. Pti analyze byla sledovana uspésnost jednotlivych metod v zatazeni
testovanych sekvenci ke spravnému druhu, rodu ¢i Celedi. Za Gspé€Sné metody pro dané
testované soubory lze povazovat metody numerickych reprezentaci pro 1. a 4. kvadrant
a trivektorovou reprezentaci. Pro druhové uréeni dosahla metoda tfivektorové
reprezentace uspésnosti 96,77 % a pro rodové taxonomické spravné uréeni metodou 1. a
4. kvadrantu byla tato uspéSnost 97,61 %. Primérové vybrané metody numerické
reprezentace pro taxonomické uréeni vyssich jednotek (napi. fady a celed€) nebyly
nejvhodnéjsi. Naopak taxonomické zafazeni bylo piesn€j$i pomoci bézné
Vv bioinformatice pouzivaného Kimurova dvouparametrického modelu spojovaného
spojovanim sousedi (K2P-NJ) u tvorby fylogenetickych stromt. Kimuriv
dvouparametricky model dosahl v zafazeni vyssich taxonomickych jednotek lepsich
vysledkd, a to primérné 1,68 na kondenzovanych stromech, nez hodnotové nejblizsi
metoda trivektorové reprezentace 2,18 ¢i 2,17 u metody 1. a 4. kvadrantu. Timto byly
splnény vSechny body zadani.

K vyhodnoceni musime zduraznit, ze testovani bylo provadéno na omezeném poctu
soubort, jak referencnich, tak testovanych. Na spravnost uspé$ného piifazeni na zadklade
metod numerickych reprezentaci maji velky vliv soubory, které budou povazovany za
referencni. U téchto souborti zdlezi nejen na poctu sekvenci pro jeden druh, ale i na

jejich variabilité pro tento druh a na poctu druht, které se podaii ziskat pro dany rod
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(ptipadné poctu rodu pro celed’, atd.).

Zaroven muzeme predpokladat, Ze numerické reprezentace budou 1épe piifazovat
sekvence, u kterych je mensi vnitrodruhova variabilita nez variabilita mezidruhova.
Mutaéni rychlost organismi je rozdilna. Lze piedpokladat, ze organismy vyvojové
mladsi se budou liSit od vyvojovée starSich, pravé diky zménam v sekvencich ziskanych
béhem vyvoje. Proto, abychom mohli zvysit uspéSnost numerickych reprezentaci
V taxonomickém urceni u vyvojové mladSich organismi, je tfeba vytvofit databazi
jednotlivych referen¢nich druhi. Tyto referen¢ni signaly pro jednotlivé druhy musi byt
vytvofeny z dostate¢ného mnozstvi sekvenci. Cim vice referenénich druhti bude dana

databaze obsahovat, tim pfesnéjsiho uréeni miizeme dosahnout.

Pti klasickém taxonomickém urovani nového druhu organismu by bylo vhodné
zapojit i metody molekularni taxonomie (napt. i numerické reprezentace), protoze mize
byt docileno spolehlivéjsich a reprezentativnéjsich vysledkt.. Druhy, co jsou ur¢ovanim
klasické taxonomie povazovany za nové, mohou byt z hlediska molekuldrni taxonomie
uz davno znamé a pouze na piislusném geografickém tizemi necekané. Avsak muze
tomu byt i naopak. Se spojenym piistupem klasické a molekularni taxonomie bychom
mohli objevit mnohem rychleji nové druhy organismii a nepfijit tak o jejich existenci.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

BOLD Barcode of Life Database, databaze pro carové kody
CAOS algoritmus systému charakteristickych znaku

D rozdilova vzdalenost

De Fuklidovska vzdalenost

DNA deoxyribonukleova kyselina

EIIP Elektron — iontova interakce potencialu

HSP heat shock protein, protein teplotniho Soku

K2P Kimurtiv dvouparametricky model

K2P - NJ Kimuriv dvouparametricky model s metodou Neighbor - joining
kb kilobaze

MtDNA mitochondrialni DNA

NJ Neighbor - joining (pteklad spojovani sousedit)

pb par baze

RGB spektrum red green blue spectrum, ¢erveno — zeleno-modré spektrum
RNA ribonukleova kyselina
tRNA transferovd RNA
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