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

ANALYZA MITOCHONDRIALNICH GENU ZIVOCICHU
PRO DNA BARCODING

ANALYSIS OF ANIMAL MITOCHONDRIAL GENES FOR DNA BARCODING

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. KLARA BRABENCOVA
AUTHOR

VEDOUC| PRACE Ing. DENISA MADERANKOVA
SUPERVISOR

BRNO 2014



LT TT] VYSOKE UGENI
TECHNICKE V BRNE

Fakulta elektrotechniky
a komunikacnich technologii

NS

| \‘ Ustav biomedicinského inzenyrstvi

Diplomova prace

magistersky navazujici studijni obor
Biomedicinské inZenyrstvi a bioinformatika

Studentka: Bc. Klara Brabencova ID: 124991
Roc¢nik: 2 Akademicky rok: 2013/2014
NAZEV TEMATU:

Analyza mitochondrialnich genl Zivo€ich pro DNA barcoding

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Vypracuijte literarni reSersi na téma mitochondrialni genom a DNA barcoding. 2) Z databaze GenBank
sestavte dataset mitochondrialnich sekvenci pro zivo€ichy. 3) V libovolném programovém prostredi
vytvorte funkci pro automatickou extrakci jednotlivych gend z mitochondrialnich sekvenci ve formatu
GenBank. 4) Pomoci funkce extrahuijte z datasetu sekvenci jednotlivé geny pro proteiny. 5) UrCete
vnitrodruhové a mezidruhové variability pro jednotlivé geny. 6) Na zakladé odstupu vnitrodruhovych a
mezidruhovych variabilit zhodnotte, které geny Ci jejich ¢asti jsou vhodné pro DNA barcoding.

DOPORUCENA LITERATURA:

[1] SCHEFFLER, Immo E. Mitochondria. 2nd ed., Wiley-Blackwell, 2007, 472 s. ISBN
978-0-470-04073-7.

[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: 23.5.2014

Vedouci prace: Ing. Denisa Madérankova
Konzultanti diplomové préce:

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

UPOZORNENI:

Autor diplomové prace nesmi pfi vytvareni diplomové prace porusSit autorska prava tfetich 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:

Tato diplomova prace obsahuje literarni reSerS$i na téma mitochondrialni genom a DNA
barcodingu. Praktickd c¢ast se zabyva sestavenim datasetu mitochondrialnich sekvenci
z databaze GenBank a vytvofenim funkce pro extrakci jednotlivych gent, které jsou obsazeny
V mitochondridlnim genomu. Tato funkce byla vytvofena v programovém prostiedi Matlab.
DNA barcoding je metoda, kterd vytvofenim carového kédu zivota piifadi kazdému
zivoc¢isnému druhu na Zemi jeho specifickou a unikatni znacku, podle které by mohl byt dany
jedinec snadno a rychle identifikovan. Neexistuje ucelena prace zkoumajici vhodnost
jednotlivych mitochondridlnich genli. Proto tato prace zkouma potencidly ostatnich
mitochondridlnich geni a hodnoti jejich U¢innost pro DNA barcoding vypoctem jejich

vnitrodruhovych a mezidruhovych variabilit.

Klicova slova:

Mitochondrialni genom, DNA barcoding, identifikace druht, vnitrodruhova a mezidruhova
variabilita

Abstract:

The aim of this work is a literature review on the topic of the mitochondrial genome and DNA
barcoding, building a dataset of mitochondrial sequences from GenBank database and
creatione of a software function for extraction of individual genes that are present in the
mitochondrial genome. This function was developed in Matlab. DNA barcoding is a method
that uses short DNA sequence of mitochondrial genome for identification of species. There is
no comprehensive work examining the appropriateness of different mitochondrial genes. This
aim investigates the potential of other mitochondrial genes and evaluate their effectiveness for

DNA barcoding and calculation of intra-and interspecific variability.
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Mitochondrial genome, DNA barcoding, species identification, intra-and interspecific
variability
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Uvod

Tato prace je zamétena na metodu pro identifikaci zivociSnych druhd, a to metodu
DNA barcodingu. Tato metoda je pomérné mlad4, ale ma velky potencial. Zatim byly druhy
identifikovany na zakladé morfologické stavby téla, tato metoda je ovSem prvni, ktera za¢ina
zivoc€isné druhy systematicky uspofaddavat na zakladé molekularni predispozice. Projevuje se
v mnoha odvétvich, jako je evolucni biologie, kvalita zivotniho prostiedi, ochrana zivocicht,
taxonomie a dokonce i v identifikaci potravin. Na rozdil od klasického morfologického

porovnavani znakl je DNA barcoding rychlejsi a levnéjsi.

Vhodny tsek sekvence pro tuto metodu se nachazi na mitochondrialnim genomu. A to
proto, ze cilova sekvence by méla podléhat mutacim tak rychle, aby byla odlisna od sekvenci
blizce ptfibuznych druhit a zaroven tak pomalu, aby se minimalizovaly rozdily mezi
jednotlivei uvnitt druhu. Zéaroven je mitochondrii v buiice nespocet, tudiz i zastoupeni
MtDNA je v bunice vétsi nez jaderné a ziskani mtDNA je snazsi nez ziskani jaderné DNA.
V teoretické Casti této praci je rozebrana mitochondrie a hlavné véci tykajici se dédicnosti a
mitochondridlnimu genomu. Je zde zminka o pivodu a vlastnostech dané organely, o
mutacich, které zde probihaji, a dile se zde dozvime néco o taxonomii. V samotném
teoretickém rozboru DNA barcodingu, je feceno, jaké jsou na tuto metodu kladeny pozadavky
a vyhody ¢i nevyhody oproti morfologickému popisu.

Praktickad cast se zabyva sestavenim datasetu mitochondridlnich sekvenci pro
zivocichy z databdze GenBank. Kompletni mitochondridlni sekvence jsem stahovala na
strankach NCBI jako format genbank, ktery je zde blize popsan. V programovém prostiedi
Matlab,byla vytvoiena funkce slouzici pro extrakci jednotlivych gent z datasetu sekvenci ve
formatu GenBank a dale skript pro vypocet vnitrodruhovych a mezidruhovych variabilit, které
jsou pocitany dvéma zpusoby, a to pomoci Kimura modelu nebo vypoctem jednoduchého p-
distance.

Posledni dilezitou casti je diskuze na téma potencialni ucinnosti mitochondrialnich
genll. Zde jsou zminovany nevyhody formatu genbank, nékolik nezodpovézenych otazek
tykajicich se DNA barcodingu a naroky, které jsou kladeny na ¢arovy koéd a samoziejmé

vysledky, které zobrazuji vhodnost a ti¢innost jednotlivych gend.
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1. Mitochondrie a jeji dédi¢nost

1.1 Evoluce a funkce mitochondrii

Mnoho vyzkumi prokazalo, ze v eukaryotickych bunikach neni jedinym nositelem
genetické informace jadro, ale kromé jadra obsahuji malé mnozstvi genetické informace i
mitochondrie a plastidy. Nejpravdépodobnéjsi plivod mitochondrii vysvétluje teorie
endosymbidzy. Mitochondrie se pravdépodobné vyvinuly ze samotné Zijicich aerobnich
bakterii, které vstoupily do jinych anaerobnich bunék. Diky pfinosu enzymut dychaciho
fetézce bakterie, mohla piivodn¢ anaerobni bunka zacit vyuzivat kyslik k ziskani energie.
Pfi¢inou endocytdézy byla nejspiS vzristajici koncentrace kysliku v atmosféfe a lepsi
podminky pro evoluci. V pribéhu dalsiho vyvoje se mitochondrie urcitym zplsoben
transformovala Vv semiautonomni organelu a nezbytnou soucasti bunééného aparatu
eukaryotické bunky. Dokonce se ¢ast mitochondridlniho genomu piesunula do bunécného
jadra, proto dnes obsahuji jen zlomek své pivodni genetické informace, ¢imz se na

eukaryotické buiice staly zavislé a samostatného Zivota neschopné.[3]

davna eukariontni bunka , . ,
rana eukariontni

bunka

mitochondrie
bakterie

Obr. 1: Obecné prijimana teorie ptivodu mitochondrie
(prrevzato z [3])

Slovo mitochondrie pochazi z feckych slov mitos a chondros, coz znamena vlaknita
zrni¢ka, protoze tak vypadaji pod svételnym mikroskopem. Jsou piitomny prakticky ve vSech
eukaryotickych buiikach. Je jeden az nékolik pm dlouhd a v buiice se jich vyskytuje n¢kolik
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stovek az tisic. Kazdd mitochondrie se skladd ze dvou membran. Vnéj§i membrana ma
podobné vlastnosti, jako u ostatnich membranovych organel. Tvarové pfipomina jednoduchy
ovoid a neni zvrasnéna. Asi 40 % tvoii lipidy. Vnitini mitochondridlni membrana je
zvrasnéna a to bud’ do podoby jednoduchych vybézkl (krist), nebo trubicek, které prochazi
skrz  mitochondridlni  cytoplasmu (tubularni mitochondrie). Zvrdsnéni  zvétSuje
nékolikandsobné plochu membrany. Celkova hmotnost lipidl je zde pouze 20 %. Zbytek tvofi
transportni proteiny a proteiny dychaciho fetézce. Tyto membrany vymezuji vnitini prostor
mitochondrie zvany matrix a vnéj$i mezimembranovy prostor. V matrixu se nachdzi molekula
kruhové mtDNA a proteosynteticky aparat. Dale je zde pfitomna Sirok4d Skala enzymi

nezbytnych pfi ziskavani energie oxidaci glukosy.

casti ATP syntazy

mezmembranovy prostor

ribozom \\

granula

vnitmi membrana
vnejsi membrana

Obr. 2: Stavba mitochondrie
(prevzato z http://cs.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie)

wevr

mitochondrie systémem biologickych oxidaci, coz jsou tfi na sebe navazujici pochody:
Krebstv cyklus, oxidace vodiku v dychacim fetézci a oxidativni fosforylace. V Krebsove
cyklu je z organickych latek uvoliiovan vodik, ktery je v dychacim fetézci oxidovan na vodu.
Pii této reakci je energie, ziskand z pifenosu elektronli, akumulovana do makroergnich
fosfatovych vazeb. Tento proces se oznacuje jako oxidativni fosforylace. Pfi ném dochazi k
pfemén¢ adenosintrifosfatu (ADP) na energii bohaty adenosintrifosfat (ATP). Molekula ATP

je univerzalniho déarce energie pro vSechny bunétné pochody. Piitom ATP se pii odevzdani
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energie meéni na ADP, ktery vstupuje znovu do oxidativni fosforylace, kde je znovu pfeménén
na ATP.

HaN H2N
=N =~
N \ N N
? !l (ID ! N/ I (I? [ \ I)
‘—Fl’—O—P—O—Fl’—O oN —— HO-P—0O-P-O N N
o o o < o o %O?
OH CH OHOH

Obr. 3: Pfeména ADP na ATP

1.2 Mitochondrialni dédi¢nost

Jak uZ bylo fec¢eno, mitochondrie jsou semiautonomni organely eukaryotnich bunck.
Piivod maji pravdépodobné v symbidze s prokaryotnimi buiikami (archebakteriemi), které
ztratily béhem evoluce schopnost samostatné existence a staly se naopak nezbytnou soucasti
eukaryotnich bun¢k. Mitochondridlni genom (mtDNA) je nositelem mimojaderné dédi¢nosti a
je prokaryotniho typu. Je cirkuldrni, neni vazand s bilkovinami. Je uloZena v kruhovém
chromozomu. Geneticky kod neni vzdy totozny s jadernym koédem. Mitochondridlni DNA
koduje ribosomdlni RNA a transferovou RNA vyuZivanou pii transkripci a translaci
Vv mitochondriich. Mitochondrialni DNA se dédi materalné¢ (po matce), protoze mitochondrie
v zarodku pochazeji vétSinou pouze z vajicka (pii oplozeni vajicka jsou otcovské mitochodrie
ze spermie zniCeny). V ojedinélych piipadech se v cytoplasmé vyskytuji mitochondrie
matefské i otcovské.[4]

1.2.1 Mitochondrialni genom

Genetickd informace je v mitochondriich ulozena stejn¢ jako v bunécném jadie ve
formé¢ DNA. Je zde vSak ulozend volné¢ v matrix nebo piipojend k vnitini membrang.
Mitochondrialni DNA je tvofena kruhovou molekulou (cirkuldrni tvar) a skladd se pouze

z deoxyribonulkeové kyseliny bez histont. Diky témto vlastnostem nema zadny konec.

MtDNA je rtizn¢ dlouhd u riznych zivocisnych druhti. Primémeé je jeji velikost 16-19 kb.
V porovnani s rostlinami a bakteriemi je to malé mnozstvi, protoze velikost u rostlin je asi
150-2500 kb a u bakterii jeste vetsi. Lidska mtDNA obsahuje 16 569 bp, které tvoii 37 gent.

Z toho 22 gent koduje strukturu 22 druht tRNA, ve dvou genech je ulozena ribosomalni

12



RNA a dalSich 13 geni koduje proteiny ucastnici se oxida¢ni fosforylace. Tyto polypeptidy
tvoti 7 podjednotek NADH-CoQ z reduktazového komplexu, 3 podjednotky cytochromu c
tvotici oxidoreduktazy, 2 podjednotky enzymu ATPazy a jednu podjednotku cytochromu b
tvotici CoQ reduktazu. Protoze neobsahuje z4dné introny a je usporné¢ usporadana, je

vyuzivan veSkery obsah jeji genetické informace. [8]

Kontralni region

Ld-loop®
125 rRNA Cytochrom b
i P |
=~ \ Podjednotky
v NADH
165 rEMNA
dehydrogenazy
22 genl kédujicich tRNA
Pndrﬂi%antky ’ | 13 rg?i?nﬂ .
dehydrogendzy kadujicich bilkowviry
Podjednothky
' MADH

\ 5 dehydrogenazy
| Podjednot

cytochromoxidazy

Podjednotky Podjednotky
cvtochromoxidazy 17 SYntasy

Obr. 4: Lidsky mitochondrialni genom
( http://cs.wikipedia.org/wiki/Mitochondrie)

Mitochondrialni DNA je, jak jiz vime, dvousroubovice a sklada se ze dvou cirkularnich
fetézci. Jsou to: H — fetézec neboli tezky fetézec, kde H je zkratka z angli¢tiny od slova heavy
a druhym fetézcem je lehky L — fetézec (light). Tézky H - fetézec nese genetickou informaci
pro obé rRNA, dale 14 molekul tRNA a 12 polypeptidti. Pocatek tohoto fetézce se oznacuje
jako ori H nebo také jako D loop. Je umistén mezi usekem kodujicim malou rRNA a usekem
kodujicim cytochrom b a obsahuje promotory jak pro H — fetézec, tak i pro L - fetézec. L —
fetézec slouzi jako matrice pro 8 molekul tRNA a zbyvajici polypeptid. Jeho pocatek se
oznacuje jako ori L. [6].

Vsechny mRNA mitochondrii za¢inaji kodonem ATG, ktery koduje aminokyselinu methionin
a kon¢i stop-kodonem. Dalsi zajimavosti u mRNA je také urcitd odliSnost pfi kodovani
aminokyselin. Naptiklad kodon UGA slouzi u klasické jaderné mRNA jako stop-kodon, ale u
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mitochondrialni MRNA je to kodon pro aminokyselinu tryptofan. Naproti tomu kodony AGA
a AGG, slouzici normalné jako kodon pro arginin, u lidské mitochondridlni mRNA vystupuji
jako stop-kodony.[7]

Tab. 1: Odlis$nosti v kodovani aminokyselin u mtDNA

Kodon Univerzalni kéd | mtDNA u obratlovcl mtDNA u octomilky | mtDNA u kvasinky
UGA Stop Tryptofan Tryptofan Tryptofan

AUA Izoleucin Metionin Metionin Metionin

AGA Arginin Stop Serin Arginin

1.2.2 Mitochondrialni mutace

V genetické informaci mitochondrii dochéazi velmi Casto k takzvanym neutralnim
mutacim. Tyto zmény v genetické informaci nemaji zadny vliv na tvorbu a funkci proteind a
nezpusobuji zadné fenotypové projevy. Tyto mutace probihaji pravideln€, proto jsou
analyzovany za pomoci riiznych metod a vysledky téchto analyz je mozné pouzit ke stanoveni
evoluce dané¢ho druhu. Ze vzorkl odebranych jedinci mizeme porovnavat vyskyt urcéitych
mutaci v mtDNA a na zakladé rozloZzeni mutaci ur€it ptibuzenskou zavislost a také urcit
pribliznou dobu, kdy se tyto dvé linie jedinct od sebe oddélily v evoluénim vyvoji.

Vseobecné plati, ¢im méné mutaci mezi sebou dva jedinci maji, tim jsou si vyvojové blize.[4]

Pies zdanlivou nepodstatnost mohou byt mutace v mtDNA zdrojem riznych
zavaznych dédi¢nych chorob. Mluvime zde o materalni dédi¢nosti (nemendlovska dédi¢nost),
protoze vSechny mitochondrie v zygoté jsou od matky. Proto, jestlize je matka prenaseckou
mutaci v mtDNA, pak tuto mutaci pfeda v§em svym potomkim, zatimco otec Zddnou mutaci
svému potomkovi piedat nemiize. DalSi zvlaStnosti je, ze pifi déleni bun¢k nedochdzi
k rovnomérnému rozdéleni mitochondrii do dcefinych bunék, proto mohou ziskat zcela rizny
pocet normalnich a mutaci zatizenych mitochondrii. Homoplazmie je stav, kdy bunika dostane
pouze normalni nebo pouze mutované mitochondrie. Naopak pii heteroplazmii obdrzi rizny
pocCet normalnich a mutovanych mitochondrii. V piipadé, Ze jedinec obdrzi maly pocet
mutovanych mitochondrii, se nefunkénost mitochondrii a nasledna choroba nemusi projevit.

Obecné plati, ze ¢im vétsi je podil mutantnich mitochondrii proti mitochondriim se zdravou
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Zdravy Nemocna Nemocny Zdrava

otec matka otec matka

Nemocné déti Zdrave déti

Obr. 5: Matroklinni dédi¢nost
(http://www.wikiskripta.ew/index.php/Matroklinni_dédicnost)

Genové mutace probihaji na Grovni vlakna DNA. Jsou to zmény, které méni potfadi
nukleotidi oproti normalni sekvenci a jsou Vv rozsahu jednoho nukleotidu, proto jsou
oznacovany jako bodové mutace. RozliSujeme nékolik typti genovych mutaci. Za prvé je to
adice nebo inzerce, coZz je zafazeni jednoho nebo vice nadbyteénych nukleotidd. Pii této
genové mutaci miize dojit k posunu ¢teciho ramce a nésledné k syntetizovani zcela odlisného
polypeptidu. Dalsi bodovou mutaci je delece, coz je pfesny opak inzerce. Jde o ztratu jednoho
nebo vice nukleotidd pavodni sekvence. Uginek je podobny jako u adice, akorat dochazi ke
zkracovani polypeptidového fetézce. Posledni genovou mutaci je substituce. Substituce je
nahrada ¢i zaména baze ptivodni sekvence bazi jinou. Zaména baze purinové za bazi purinové
nebo pyrimidinové za pyrimidinovou bézi, pak je tako substituce nazyvéna transice. Zaména

purinové baze za pyrimidinovou a naopak se nazyva transverze.[9]
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1.3 Taxonomie

Taxonomie nebo systematika se snazi katalogizovat diverzitu organizmi a usporadat
je do hierarchicky uspotadanych skupin-ptibuzné druhy do rodi, ptibuzné rody do celedi atd.
Klasifikace, identifikace a nazvoslovi jsou tfi odlisné, avSak ptibuzné pododdéleni taxonomie.
Nézvoslovi je pfifazovani jmen taxonomickym skupindm dle mezinarodnich pravidel.
Klasifikace je proces vytvareni a charakterizace taxonomickych skupin (taxonid) na zakladé
podobnosti organismi nebo jejich vztaht. Kone¢né identifikace je proces urCovani a
zafazovani novych kment do jedné z jiz existujicich a pojmenovanych skupin. Klasifika¢ni
schéma dovoluje rychlou charakterizaci novych kmenti na zékladé podobnosti s jiz
pojmenovanym taxonem. Identifikaéni postup umoziuje potvrdit totoznost sledovaného
kmene. A nakonec spravné nazvoslovi umoziiuje nejen védeckou komunikaci, ale také ma
prakticky vyznam. UmozZnuje jednoznacné oznaceni organizmil. Domény jsou rozdéleny na
kmeny, kmeny na tfidy, ty na fady, celedi, rody, skupiny a druhy. Taxonomické urovné jsou
charakterizovany odlisSnou pfiponou v ndzvu. Zékladni jednotka klasifikacniho systému je
druh. Druh je definovan jako monospecificka a geneticky jednotna skupina jednotlivych
organismu, které¢ vykazuji vyssi stupenn celkové podobnosti s ohledem na vice nezavislych
charakteristik, které jsou diagnostikovany na zdkladé rozdilnych fenotypovych vlastnosti
(Rossello-Mora and Amann, 2001). Druhy mohou byt rozdéleny do dvou nebo vice poddruhti,
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Obr. 6: Strom Zivota

(http://evolucezivota.wz.cz/)
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1.3.1 Molekularni taxonomie

Molekularni taxonomie sleduje molekuldrni znaky, které jsou ulozeny v sekvencich
informac¢nich molekul, jako je DNA, RNA a proteiny. Primarni struktura DNA je pravé tou
urovni, na které vznikaji evolu¢ni novinky ve form¢ mutaci. Pravé DNA se predava
Z generace na generaci podle urcitych pravidel, proto v sob¢ nese informaci o historii, identitu
jedince a jeho ptfibuznost s ostatnimi jedinci v populaci, druhovou pfibuznost a ptibuzensky
vztah tohoto druhu sjinymi. Mnoho molekularnich znakti nezavisi na prostiedi. Dalsi
vyhodou molekuldrnich znakt je jejich obrovské mnozstvi a pouzitelnost na vSech urovnich
taxonomie. Molekularni znaky se daji jednoznatné€ popsat, protoze nabyvaji nckolika
diskrétnich znakii a muzeme je povazovat za molekuldrni hodiny, které ndm mohou
poskytnout odhady stati.[10]

Organizmy se tfidi podle jejich piibuzenského vztahu, tedy fylogeneze. Fylogenetika,
kterd se zabyva rekonstrukei fylogeneze, se snazi vystopovat potadi vétveni taxonu a zajima
se také o vyvoje vlastnosti vramci linii. Numerickd taxonomie vyvinula matematické
postupy, jak vypocitat celkovou podobnost nebo naopak odliSnost (distanci) mezi taxony.
Pfitomnost velkého mnozstvi polymorfismu na tirovni DNA (2 1idé ve 3 milionech bazi) nejen
v nekddujicich, ale i v kodujicich oblastech genomu vysvétluje teorie neutralni evoluce, coz
znamend, Ze vétSina znakd neovliviiuje fenotyp, jinak by byly pfirodnim vyb&rem
eliminovany nebo naopak. To znamena, Zze molekularni znaky jsou Casto selekéné neutralni,

nejsou ovliviiovany pfirodnim vybérem.[10]

2. DNA barcoding

Zékladni myslenkou této metody je, Zze kazdy biologicky druh obsahuje v genomu
kratkou sekvenci, kterd je pro néj naprosto unikatni, jako naptiklad otisk prstu. Vytvoreni
carového kodu zivota je snahou prifadit kazdému ZivocisSnému druhu na Zemi jeho
specifickou a unikatni znacku, podle které by mohl byt dany jedinec snadno a rychle
identifikovan. Nazev ,,DNA barcodig® ma sviij ptivod v carovych kodech (bar codes) na
vyrobeich podle kterych se da zbozi naprosto presné identifikovat. Carovy kod se sklada z 10
&islic na 11 pozicich, coz znamena 10™ moznych kombinaci. Geneticky kéd se sklada pouze
ze 4 pismen na jednu pozici, ale délka kodu je podstatné vétsi, proto mame k dispozici

mnohem vice kombinaci. [12]
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2.1 Cilova sekvence

Cteni celého genomu je pro velké mnoZstvi dat asové naroéné a prozatim to zvladne
jen odbornik. Proto Dr. Herbert polozil zaklady pouziti genu COI, coz je kratky usek
mitochondridlniho DNA. Pozadoval, aby dany tsek byl dost kratky pro rychlou analyzu, ale
zaroven dost dlouhy na to, aby mohl spolehlivé identifikovat jednotlivé druhy, a musi to byt
stejna Cast stejného genu pro vSechny zivoCichy. Vybér vhodného kédu v DNA neni
jednoduchy, protoze néktera mista v genomu nepodléhaji témeéf Zadnym zménam a jsou vice

konzervativni a jina zase maji az piili§ vysokou muta¢ni rychlost, nez aby se dala pouzit. [12]

Takovato sekvence by méla podléhat mutacim tak rychle, aby byla odlisna od sekvenci
blizce ptfibuznych druhit a zaroven tak pomalu, aby se minimalizovaly rozdily mezi
jednotlivei uvnitt druhu. Proto byla vybrana mitochondridlni DNA pted jadernou. Zéaroven je
mitochondrii v butice nespocet, tudiz i zastoupeni mtDNA je v burice vétsi nez jaderné a proto
ziskani mtDNA je snaz$i nez ziskani jaderné DNA. Mitochondrialni DNA, jak uz bylo
feceno, kdduje celkem 13 genl a neobsahuje introny. Jako nejvhodnéjsi se zatim ukazal byt
gen COI, ktery navrhl pan Herbert pro DNA barcoding. Je to gen pro podjednotku I
cytochrom c¢ oxiddzy, ktery je 648 bp dlouhy a protein, ktery koduje, tvoii soucast
respiracniho fetézce, kde katalyzuje redukei kysliku na vodu. Tento gen ma dvé vyhody a to,
ze primery pro 5° konec sekvence COIl jsou velmi kvalitni a spolehlivé, a proto umozni
sekvenaci u vétSiny ZivociSnych kmend a za druhé se zda, Ze tento gen méa nejvetsi

fylogeneticky signal nez jakykoliv jiny.
2.2 Historie

V soucasnosti je popsana zhruba desetina vSech biologickych druhti na Zemi. Klasické
taxonomické metody zaloZené na morfologickych a fyziologickych znacich, maji sva
omezeni. Genotypova a fenotypova vnitrodruhova variabilita ve znacich pouzivanych pro
ur¢ovani druhtt mize vést k chybnym zatazenim. Jelikoz morfologické znaky jsou casto
efektivni pouze v urcitém vyvojovém stadiu nebo pohlavi, mize dojit k chybnému nebo

viibec zadnému zarazeni jedinct. [19]

Jako prvni o DNA barcodingu publikoval Dr. Paul Herbert v roce 2003, ktery pro
posouzeni vnitrodruhové variability navrhl hranici 2% a divergence mezi druhovymi
sekvencemi musi byt 10x vyss§i nez uvniti druhu. To znamend, ze mezidruhova variabilita by
méla presdhnout 2-3% divergence, nicméné tato hranice nebyla ovéfena pro vSechny

biologické druhy a muze byt zavadejici. [18]

Bylo navrzeno i pouziti kratSich tisekii COI, o délce 100-200 bp pro identifikaci

starych a Spatn¢ zachovalych muzejnich exemplaiti nebo pro Castecné natravenych kouskt
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potravy v zaludku zvitat a vysledky vykazuji, Ze ackoliv volba konkrétni pozice kratké
sekvence hraje vyznamnou roli, Ize fici i to, ze analyza pomoci téchto kratkych usekt

poskytuje srovnatelné vysledky jako analyza pomoci celé sekvence genu. [13]
2.3 Vyhody a nevyhody DNA barcodingu

Komplikacim, které nastdvaji pfi klasickém morfologickém popisu, se mulzeme
pomoci DNA barcodingu vyhnout. Morfologicky popis velmi podobnych druhli a jejich
odliSeni od sebe je Casto tak obtizné, Ze biologa zaméstnava studium téchto pribuznych druha
téméi cely zivot. DNA barcoding je naopak rychld, praktickd a jednotnd metoda mapovani
biodiverzity na Zemi. Tuto metodu je mozné pouzit i pro identifikaci vzorkl, které jinou
metodou rozpoznat nedokazeme, jako napt. mame-li v rukou nevylihnuté vajicko, poptipadé
¢ast téla jedince nebo zbytek potravy pro urceni potravniho fetézce. Metodou analyzy mtDNA
se navic mizeme néco dozveédét 1 o historii a predcich daného jedince a druhu. Na zaklade
této metody bylo objeveno spousty skrytych druhd mezi zastupci jedinci povazovanych za
jeden druh.

OvSem 1 tato metoda méa své omezeni a nevyhody. Tato metoda je pouzivana na
zéklad€ odlisné vnitrodruhové a mezidruhové variabilité, ale hranice nejsou piesné stanoveny
a mohou se liSit. N&které studie fikaji, Ze DNA barcoding neni schopen odlisit druhy, které se

od sebe oddelili téméf nedavno.[15]

Navic neexistuje, zadny univerzalni kod pro vSechny fiSe organismu. Sekvence COI se
nékteré¢ druhy fas, ale u vétSiny suchozemskych rostlin se ukazuje jako nepouZitelnd pro
nizkou variabilitu v sekvenci zplsobenou pomalou mutaéni rychlosti. Zmény
v mitochondridlni DNA casto nejsou stejné jako v jaderné, a proto bude dochézet velmi Casto
k mylnym zatazenim jedincti do druhd. Doslo i k zpochybnéni Herbertovi studie prohlasenim,
ze existuji dva druhy s identickymi DNA barcody. Nakonec se ukdzalo, ze tyto kody patii
genu ND6, ktery nebyl navrzen pro tuto metodu. [14]

Dnes se vétSina lidi pfiklani k ndzoru, Ze DNA barcoding je tfeba pouZivat ve
spolupraci s dalsi taxonomickou metodou, aby byly vSechny problémy, pochybnosti a chyby
odstranény a nedochéazelo ke Spatné identifikaci a klasifikaci druhu. Tato metoda je pouze
takovym prvnim sitem a miizeme ji povazovat napf. za napovédu, ze se objevil novy druh, ale

nemiize tento druh popsat ani vymezit. [16]
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2.4 Databaze sekvenci

Aby mohl byt druh spravn¢ identifikovan a zatfazen do druhu, rodu nebo f4du, musime
mit k dispozici komplexni a obsdhlou databazi sekvenci DNA. Nejrozsahlejsi a verejné
piistupna je napiiklad evropskd EMBL, ktera je organizovana Evropskou molekularné
biologickou laboratofi. Je to evropska primarni nukleotidova databaze se sidlem v Anglii.
Dalsi databazi je naptiklad americkd GenBank pfi Narodnim centru pro biotechnologické
informace (NCBI) nebo japonska DDBJ (The DNA Data Bank of Japan). Pro oznaceni
sekvence jako ,,barcode musi osahovat fadu povinnych poli a spliiovat nékolik pozadavki,

které schvalilo mezindrodni sdruzeni CBOL. Pozadované prvky dat musi:

e obsahovat odkaz na vzorek, ze které¢ho byla ziskana s odkazem na dostupna
data ve vefejné databazi o jedinci

e obsahovat odkaz na data o druhu v jednom ze zdroji schvalené¢ho skupinami
CBOL a NCBI

e obsahovat znak zemé, ze kterého sekvence pochazi, podle pravidel GenBank

e pochazet z oblasti genomu, ktera byla CBOLem schvalena jako barcode

e obsahovat alesponi 500 jednoznacné uréenych nukleotidi z obousmérného
sekvencovani v oblasti barcode. Pokud GenBank zazad4 o uznéani sekvence za
carovy kod u kratsi sekvence, nasledné smérnice odkazuji na uznani CBOL.

e obsahovat ne vice jak 1% nejednoznacnych pozic nukleotidl na celou sekvenci

e obsahovat jméno oblasti pouZzitého genu

e byt spojeny s trasovacim souborem v NCBI Trace Archive nebo Ensembl
Trace Server

e obsahovat sekvence vSech pouzitych primert pouzitych v PCR

241 CBOL

The Consortium for the Barcode of Life (CBOL) je mezinarodni sdruZeni, které se
vénuje vyvoji DNA ¢arovych kodu jako globalnimu standardu pro identifikaci biologickych
druhti. Poslanim CBOL je podpofit pruzkum a vyvoj DNA ¢arovych kodta. CBOL podporuje
rychlé sestaveni vysoce kvalitnich zaznami DNA ¢arovych kodi ve vefejné knihovné DNA
sekvenci, vyvoj novych néstrojii a postupt, které ucini DNA barcodig levnéjsi, rychlejsi a
vice dostupnou metodu pro taxonomii a taxonomické vyzkumné organizace ve vsech
regionech a zemich, a pouziti DNA barcodingu ve prospéch védy a spolecnosti. Zahrnuje
experty z oblasti genomiky, taxonomie, elektroniky a informacnich technologii. Toto sdruZeni
bylo zaloZeno v kvétnu 2004 v USA. Pro jeho podporu pofadd tfadu Skoleni, seminaii a
konferenci. [20]
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Obr. 7: Systém DNA barcodingu
(http://worlduin.nomestead.com/BARCODES.html)

2.4.2 Databaze BOLD

Barcode of Life Data System (BOLD) je databaze slouzici k ulozeni, zvefejnéni a
analyze vSech barcode sekvenci. Je to databaze sekvenci volné dostupna pro kazdého, tim
tvoti zéklad pro studii DNA barcodingu. Probiha zde sprava, analyza a kontrola kvality
barcodil. Tato databaze méla piivodné slouzit pro jeden konkrétni projekt DNA barcodingu,
ale postupné byl ¢im dal vice vyuZivan i pro dalSi Gcely a projekty, az se zn¢j stala
mezinarodné uznavand databaze. Databaze BOLD je velmi uzce spojena s dal§imi vetfejnymi
databazemi, jako jsou GenBank, EMBL, DDBJ. Mezi témito databazemi dochazi k vyméné a
prevodiim dat. Prvni funkci BOLD je identifikace neznamého druhu. VloZenim sekvence do
databaze, kterd musi byt minimalné¢ 300bp dlouhd, porovndvame tuto sekvenci s existujicimi
zaznamy. Dalsi vyhodou této databaze jsou nastroje, jako je napi. multiple alignment,
distan¢ni metoda konstrukce stromu, nastroje pro BLAST atd. Pfi vkladani sekvenci musi
probéhnout nékolik testh a poté je sekvenci pfifazena kvalitativni hodnota podle kritérii
BOLD. Ulozené zaznamy musi obsahovat jak informace o sekvenci tak informace o vzorku.
[16]
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2.5 Modely evoluce nukleotidovych sekvenci a konstrukce stromu

Evoluce organismii mize byt popsana kvantitativnimi modely. Modely umoziuji
zjistit podobnost dvou sekvenci, miru mutaci vzniklych vyvojem, a dal$i. Nejjednodussi
zpusob modelovani je zarovnat sekvence a spocitat rozdilna mista nebo podil rozdilnych mist
k celkové délce sekvenci. Pocet bodovych mutaci mezi dvéma sekvencemi vztazeny na délku
sekvenci je oznaCovan jako tzv. proporcionalni vzdalenost (distance) sekvenci p-distance.
Mezi piedkem a potomky je evoluéni vzdalenost d dand ¢asem t. Kimuriv model je druhy
nejjednodussi evoluéni model. Kromé pravdépodobnosti substituce jednoho nukleotidu za
jiny hodnotime i pravdépodobnost, ze se zméni nukleotid v rdmci své chemické skupiny
(puriny, pyrimidyniny). Je zalozen na piedpokladu, ze transice (A-G, C-T) se objevuji Casté&ji
nez transverze (A-C, G-T). Je stanovena frekvence a pro transice a frekvence B pro
transverze. Jedna se o dvouparametricky model (parametrem je a a ). Byva oznacovan jako
K2P model. Je zanedban mozny rozdilny pocet pyrymidini a purini v sekvenci. Celkovy
pocet mist, kterd se zméni, je souCet mezi poctem nukleotidl, které se méni v dusledku

transice a poctem nukleotidt, které se méni v disledku transverze. Evolu¢ni vzdalenost je:
1 1
d= —Eln(l —-2P—-Q) - Zln(l - 2Q)

Evoluéni vzdalenosti jsou nezbytnym parametrem pro konstrukci fylogenetickych
stromt. Jejich hodnoty mohou byt vypocteny na zakladé modelt (napt. Jukesiv-Cantoriv
model, Kimurv model). Vybér modelu samoziejmé urcuje charakteristiku vysledného
stromu. Z vicenasobného zarovnani mizeme jednoduSe vypocitat evoluéni vzdalenost mezi
kazdymi dvéma sekvencemi. Po té lze zkonstruovat matici s prvky, vzdalenostmi mezi
sekvencemi druhti. Presny vypocet této vzdalenosti vyzaduje nejprve vhodné zarovnani

porovnavanych sekvenci — tzv. aligning. Jedna se o vypocetn¢ velmi obtiznou tlohu. [29]

Fylogeneticky strom je grafické znazornéni piibuzenskych vztahi mezi riznymi
taxonomickymi jednotkami. Pfibuzenské vztahy se zde posuzuji na zédkladé morfologické ¢i
genetické podobnosti. Misto taxonomickych jednotek mohou v nékterych stromech
vystupovat piimo jednotlivé biologické druhy nebo i jednotlivé geny. Kazdy vrchol
predstavuje urcitou taxonomickou jednotku a hrana mezi dvéma vrcholy znaci vztah mezi
taxonomickymi jednotkami, které tyto vrcholy reprezentuji. V zavislosti na typu
fylogenetického stromu muze délka hrany udavat dobu vyvoje nebo miru podobnosti mezi
pfislusnymi taxonomickymi jednotkami. Nejcastéji pouzivanou vzdalenostni metodou pro
konstrukci fylogenetického stromu je spojovani sousedi NJ (neighbor-joining). Metoda
spojovani sousedi NJ (neighbor-joining) provadi shlukovani vybérem sousednich sekvenci,

jejichz soucet délek vétvi viuci ostatnim sekvencim je nejmensi. [29]
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3. Potencialni ucéinnost mitochondrialnich

genli pro DNA barcodig

Spravny vybér genetického lokusu je zakladem uc¢innosti DNA barcodingu. Aktudlni
DNA barcoding zahrnuje pouziti 5° poloviny mitochondridlniho genu pro cytochrom c
oxidazu 1 (COI) pro identifikaci a vymezeni druhd. Nicméné neni zndm zadny presveédéivy a
prioritni divod pro zaméfeni se vyluéné na tento region a bylo prokazano, Ze pro nékteré
skupiny zvifat analyza na zdklad¢ této casti genu funguje Spatné. Byly vypocitany
vnitrodruhové a mezidruhové variability vybranych organismil pro vSechny proteiny kodujici
mitochondridlni geny. Ideédlni sekvence pro DNA barcodingu by méla byt dostate¢n¢ dlouha,
spravng identifikovat a zatadit druhy a mezidruhova variabilita by méla byt minimalné 10 krat

vEtsi nez hodnota vnitrodruhové variability.

3.1 Jiny pohled na DNA barcoding

Identifikace druhti probiha na zakladé vypoctu vzdalenosti mezi sekvencemi, jsou
proto stanovena kritéria tvz. odliSnosti, to znamen4, jak daleko od sebe mohou byt vzdaleny
dvé sekvence, aby doslo ke spravné identifikaci. Tyto kritéria pro vnitrodruhovou variabilitu
jsou 3% pro hmyz a 2% pro ptaky a savce. [19]

Pokud analyzovana sekvence odpovida tomuto kritériu podobnosti, pak je vzorek
identifikovan, kdyz ovSem bude odlisnost vyssi jak 3 %, zlstava vzorek jako neznamy a musi
byt vySetfen taxonomy. Tato teorie tedy znamenda, Ze DNA carové kody nejsou ureny pro
studium evoluce taxonil a neposkytuji o nich informace, spiSe je to prostfedek pro ,,ano* a

,»ne* identifikaci na zakladé predurc¢enych skupin, o kterych jiz byly informace shromazdény.

Protoze vznik novych druhti je dynamicky a kontinudlni proces, taxony, které¢ nebudou
odpovidat divergen¢nim pravidlim 3% nebo 2%, se tak stanou normou, ale ne vyjimkou.
Bylo by tedy potieba navrhnout dal$i osetfeni, aby se tomuto problému dalo predejit, ale bylo
by to nepraktické z hlediska univerzalnosti, pouzitelnosti a u¢innosti, jak slibuji védci. Dalsi
otazkou, ktera muze nastat je, ze pokud se dva jedinci budou rozchazet v podobnosti
mitochondridlniho genomu, ale ne v jaderné DNA, patii do stejného druhu? Tuto otazku opét
nemuzZeme zvazovat, protoze DNA barcoding nepouziva jaderné udaje. Jako demonstrujici
ptiklad Spatného urceni druhli bych zminila nesoulad pii zkoumani rozdilu u africkych ryb
z Viktoriina jezera, kde bylo u 9 ze 14 druhu zjisténo <1% mtDNA divergence, a to navzdory
obrovské morfologické a ekologické rozdilnosti. [16]
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3.2 Pouziti formatu genbank

Je vSeobecné¢ znamé, ze format genbank muze obsahovat mylné nebo nepifesné
sekvence a proto by vysledky mohly byt negativné ovlivnény tfemi faktory, které vS§ak mohou
nastat i u databazi DNA c¢arovych kodi. Za prvé, jakakoliv databaze DNA carovych kodu je
podobna databdzi Genbank v tom, Ze mnoho védcti do ni pfispiva sekvencemi jako je tomu
Vv piipadé NCBI, to znamena, ze vyskyt mylnych sekvenci by mél byt stejny jako v databazi
DNA carovych koda. Je neredlné se domnivat, ze vétSina piidavki bude kontrolovana

taxonomickymi odborniky.

Za druhé, ¢arové kody DNA jsou generovany i na zaklad¢ tkanich v kryo sbirkéch,
ackoliv tyto sbirky téZ mohou obsahovat mylné vzorky. Takze opét jako v Genbank mohou

tyto databdze obsahovat $patné urcené sekvence.

A samoziejm¢ za tfeti, kazdou strukturu stazené sekvence jsem peclivé zvlast
prohlédla a sekvence, které se zdali byt mylné predloZzeny nebo se jejich struktura lisila od

danych norem, odstranila.

I ptes tyto nedostatky jsem pfesvédcena, Ze data z databaze Genbank v soucasné dob&
poskytuji nejlepsi testovaci vzorky, protoze pouze tyto sekvence maji podobné profily jako
databaze DNA c¢arovych kodu.

3.3 Vybér vhodného genu

DNA barcoding by mél umoznit rychle, spolehlivé, automatizované a levné
identifikovat druhy uzivatelem s zadnymi taxonomickymi zkuSenostmi. Identifikace obvykle
probiha porovnanim neznamych sekvenci se znamymi druhy DNA ¢arovych kodl pres jejich
vzdalenosti. Jednou z otazek, které jsou poloZeny v ucinnosti DNA barcodingu, je vybér
vhodného ¢arového kédu. Mezidruhova variabilita by méla byt v této oblasti jasné vEtsi nez
vnitrodruhova variabilita. Konkrétné 10 krat vétsi. Musi tvofit tzv. ,,barcoding gab* neboli

mezeru ¢arového kodu. [22]

Jak uz bylo feCeno, mitochondridlni genom se skladd ze 13 gent, které v této praci
analyzujeme. Jsou to cytochromoxiddzy podjednotek 1, 2 a 3, NADH dehydrogenazy
podjednotek 1, 2, 3, 4, 4L, 5 a 6, ATPazy podjednotek 6 a 8 a nakonec cytochrom b.

Doposud nejpouzivanéjsi DNA carovy kod je COI, nebo asponi jeho ¢ast. Ackoliv COI
se jiz dlouho pouziva pro identifikaci v DNA barcodingu, do pocatku neexistuje zadny

zévazny a prioritni diivod zaméfit se jen na tento specificky gen. Ve skuteCnosti ptivodce
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DNA barcodingu nedal srovnat uziteCnost a jedine¢nost COI s jinymi mitochondridlnimi

geny.

Nicmén¢ se neda opomenout fakt, ze COI fragment, ktery byl pivodné vybran, ma tu
vyhodu, Ze je lemovany dvéma vysoce univerzdlnimi primery, a proto je vhodny pro
automatizaci pii sbéru dat DNA c¢arovych koédu z nejriiznéjSich organismu. Jako dikaz jeho
uspéSnosti je napiiklad dosazeni 100% vysledku pfi studiu 260 druhli severoamerickych
ptakd. OvSem existuje i dikaz o jeho selhdni, ptfi urCovani 449 druht Diptera, kde dosahl
méné jak 70 % spravné uréenych druhti, diky piekryvéani vnitrodruhové a mezidruhové
variabilité. Je stale nutné hledat alternativni a spolehliveéjsi DNA ¢arovy kod, aby se zabranilo
exkluzivni zavislosti na COI Proto jsou Vtéto praci prozkoumany alternativni
mitochondridlni oblasti a je porovnana ucinnost univerzalniho COI barcodu s ostatnimi

mitochondridlnimi geny kdédujici proteiny. [22]

Vzhledem k rostouci dostupnosti kompletnich mitochondrialnich genomt, neni vybér
vhodného genu omezen dostupnosti univerzalnich primera. V této praci bych chtéla predstavit

alespofi ndznak hodnoceni u¢innosti vSech 13 geni.
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4. Dataset mitochondridalnich genomii

Databdze je organizovana sbirka informaci. VeSkera data ziskand sekvenovanim a
vysledky mnoha analyz a databazi je piistupnych vefejné na internetu. V USA je jednou z
nejhojnéji navstévovanych adres NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Existuji dva hlavni formaty sekvenci Fasta a GenBank. K feSeni této prace byly sekvence
celych mitochondrialnich genomi stahovany ve formatu GenBank. Tento format obsahuje
velmi podrobnou informaci o sekvenci.

Tab. 2: Popis formatu GenBank

Locus Zakladni vlastnosti sekvence (nazev, délka, typ, datum vlozeni)
Definition Popis objektu

Accession Databazové ptistupové Cislo

Version Verze dané sekvence

Keywords Pod kterymi klicovymi slovy ji 1ze najit

Source organism Zatazeni v systému

Reference Clanek, kde byla dana sekvence publikovéana

Features Podrobny popis jednotlivych genti véetné jejich pozic

Origin Sekvence

Pro stahovani mitochondridlnich genomt jsem vyuZila genetickou banku na strankach
NCBI (National Centre for Biotechnology Information). Jsou v ni ulozeny informace o
sekvencich (proteinovych, NK, AK). Byla vytvofena v roce 1988 jako soucCéast National
Library of Medicine v NIH (Narodni institut zdravi). Hlavnim cilem NCBI bylo zfidit vefejné
databaze, vyzkumy v oblasti vypocetni biologie, rozvijeni softwarovych néstroji pro analyzu
sekvenci a §ifit biomedicinské informace. Kromé vetejné dostupné databaze obsahuji stranky
NCBI 1 spoustu védeckych ¢lankti. Z databaze jsem ndhodné vybrala druhy, které patti do
kment, jako jsou strunatci nebo ¢lenovci a obsahuji minimalné 3 mitochondrialni genomy. U
téchto druhli jsem postahovala vSechny kompletni mitochondridlni genomy, které byly
v databazi dostupné. Tyto sekvence jsem stahovala a ukladala ve formatu genbank, ktery
obsahuje mimo celé sekvence 1 informace o 13 genech. Pod nazvem fadku CDS najdeme

VvV tomto formatu ndzev daného genu, pozici, kde se v celé sekvenci nachazi a dalsi informace.

V této tabulce najdeme jednotlivé postahované druhy. Dale obsahuje informace, do
kterého kmenu, podkmenu popiipad¢ tftidy dany druh patii a v poslednim sloupci pocet
postahovanych sekvenci.

26




Tab. 3: Stazené sekvence z NCBI

nazev kmen podkmen x tfida pocet sekvenci
Bipes tridactylus Chordata | Reptilia(Plazi) 4
Bos grunniens( jak domaci) Chordata | Mammalia(Savci) 74
Bos taurus(tur domaci) Chordata | Mammalia(Savci) 190
Branchiostoma belcheri Chordata | Cephalochordata(Bezlebe¢ni) 16
Bubalus bubalis(buvol indicky) Chordata | Mammalia(Savci) 5
Camelus bactrianus(velbloud dvouhrby) Chordata | Mammalia(Savci) 5
Canis lupus familiaris (pes domaci) Chordata | Mammalia(Savci) 110
Canis latrans(kojot prérijni) Chordata | Mammalia(Savci) 4
Carpiodes carpio(kaprovec kaprovity) Chordata | Actinopterygii(Paprskoploutvi) 4
Drosophila simulans(octomilka) Arthropoda | Insecta(Hmyz)-trida 4
Elephas maximus(slon indicky) Chordata | Mammalia(Savci) 4
Equus caballus(kin domaci) Chordata | Mammalia(Savci) 217
Erpetoichthys calabaricus(Bichirek kalabarsky) | Chordata | Actinopterygii(Paprskoploutvi) 3
Eumetopias jubatus(lachtan usaty) Chordata | Mammalia(Savci) 10
Gallus gallus(kur bankivsky) Chordata | Aves(Ptaci) 59
Gallus sonneratii(kur Sonnerattv) Chordata | Aves(Ptaci) 3
Hippoglossus hippoglossus(platys obecny) Chordata | Actinopterygii(Paprskoploutvi) 5
Hippoglossus stenolepis(platys tichomotsky) Chordata | Actinopterygii(Paprskoploutvi) 5
Latimeria chalumnae(latimérie podivna) Chordata | Sarcopterygii(Nozdrati) 4
Mammuthus primigenius(mamut srstnaty) Chordata | Mammalia(Savci) 10
Mus musculus(my$ domaci) Chordata | Mammalia(Savci) 126
Myxocyprinus asiaticus(kaprovec ¢insky) Chordata | Actinopterygii(Paprskoploutvi) 3
Oncorhynchus mykiss(pstruh duhovy) Chordata | Actinopterygii(Paprskoploutvi) 6
Oryzias latipes(medaka japonska) Chordata | Actinopterygii(Paprskoploutvi) 13
Procyon lotor(myval severni) Chordata | Mammalia(Savci) 8
Rattus norvegicus(potkan obecny) Chordata | Mammalia(Savci) 34
Reinhardtius hippoglossoides Chordata | Actinopterygii(Paprskoploutvi) 5
Reticulitermes flavipes Arthropoda | Insecta(Hmyz)-ttida 4
Sus scrofa(prase domaci) Chordata | Mammalia(Savci) 77
Taeniopygia guttata(zebticka pestra) Chordata | Aves(Ptaci) 6
Theragra chalcogramma Chordata | Actinopterygii(Paprskoploutvi) 11
Tigriopus californicus Arthropoda | Crustacea(Korysi) 4
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5. Programové reSeni

5.1 Extrakce jednotlivych gent

Jednim z kol prace bylo vytvofit funkci pro extrakci jednotlivych gent z datasetu
sekvenci ve formatu genbank. Tato funkce je vytvofena v programovém prosttedi MATLAB
R2008a, verze 7.6.0 a vyuziva Bioinformatics toolbox.

Byla vytvotena graficka uzivatelska aplikace, ktera dovoluje uzivateli nacteni jim
zvoleného souboru s mitochondrialni sekvenci ve formatu genbank (*.gb). Nacitani probiha
po tadcich. V nacteném souboru jsou nalezeny kli¢ova slova ,,CDS®, ktera znamenaji odkaz

na pozice jednotlivych genii. Tyto pozice jsou ulozeny i s nazvy gend do proménné.

Kompletni mitochondridlni sekvence neni na¢itana pomoci genbankread, protoze tato
funkce je nespolehlivd a velice Casto kompletni sekvenci nenacte. Proto podobné jako u
vyhledavani gent,i pro celou sekvenci najdeme tadek, ktery obsahuje slovo ,ORIGIN®, které
ve formatu genbank znaci zacatek celého mitochondridlniho genomu. Cilem je vygenerovat

celou sekvenci, ve které¢ bychom se potom mohli odkazovat na jednotlivé pozice geni.

Nasleduje ukazka, ¢asti souboru ve formatu genbank, ktery obsahuje pozice genti pod

nazvem ,,CDS*.

LOCUS AY605477 16222 bp DNA circular VRT 29-AUG-
2004

DEFINITION Bipes tridactylus voucher MVZ 236261 mitochondrion, complete
genome.
ACCESSION AY605477
tRNA 1..70
/product="tRNA-Phe"
rRNA 71..1023
/product="small subunit ribosomal RNA"
tRNA 1024..1087
/product="tRNA-Val"

rRNA 1088..2605
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/product="l1large subunit ribosomal RNA"
tRNA 2606..2680

/product="tRNA-Leu"

/note="codons recognized: UUR"
gene 2683..3638

/gene="nadl"
CDS 2683..3638

/gene="nadl"

/note="TAA stop codon is completed by the addition of
3' A residues to the mRNA"

/codon_start=1
/transl_except=(pos:3637..3638,aa:TERM)
/transl table=2

/product="NADH dehydrogenase subunit 1"
/protein id="AAT08542.1"

/db xref="GI:47026727"

Za klicovym slovem CDS je uvedena pocate¢ni a koncova pozice nukleotidi
Vv sekvenci, které tvoii kodovany gen. Funkce pro extrakci jednotlivych gentl je stéZejni

funkci pro dal$i zpracovani a vypocet mezidruhové a vnitrodruhové variability.

Do této funkce vstupuje jen jeden vstup a to Filename, jedna se o oznaceni
jednoho konkrétniho mitochondridlniho genomu druhu, pod kterym je genom ulozen
Vv databazi. Po nacteni daného mitochondridlniho genomu nalezneme v uloZenych informaci
jednotlivé geny. Funkce postupné prochazi kazdy tadek v souborua porovnava hledany
textovy fetézec se fadky proménné. V moment¢, kdy se objevi pozadovany textovy fetézec,
ulozi ¢isla obsaZzena v tomto fetézci, coZ je pozice genu. Geny maji rizna oznaceni, které neni
jednotné, proto musi byt ve vyhledavani n€kolik podminek. Napiiklad gen NAD6 je kodovan
na komplementarnim vlaknu mtDNA a proto, kdyZ v fetézci narazime na textovy fetézec
,komplement®, tento gen budeme hledat na opacném vlakné. Objevuji se zde i dalsi
problémy, jako naptiklad , join" nebo ,<‘, coz v prvnim pfipadé¢ znamena, Ze gen je

rozdélen na nékolika ¢asti (vEétSina mt gend pro vétSinu organismtl je vSak tvofena jen jednim

29



usekem), které lezi jinde v sekvenci a je potieba je spojit a v druhém piipade, ze pokracovani
struktury genu musime hledat na zacatku sekvence, protoze, jak bylo feCeno, mitochondrialni

genom je tvofen kruhovou molekulou, nebo ze ¢ast sekvence nebyla osekvenovana.

Rozdilem pocatecni a koncové hodnoty pozice dostaneme délku gent. V tuto chvili
jsou jiz vytvoreny sekvence jednotlivych gen a v poslednim kroku funkce se vytvari
struktury do proménné vystup, kde se ulozi informace o genech, a to konkrétné nazev druhu,

jeho sekvence jednotlivych genti, nazvy genti a poc¢atecni a koncova pozice gend.

Nakonec podle vygenerovanych pozic najdeme v kompletni sekvenci jednotlivé geny,
jejich celou strukturu a ulozime je do proménné. Tato proménna, ktera ma rozmér struktury 3
x 13, obsahuje 13 gent, jejich ndzvy, pozice v kompletni sekvenci a jejich sekvence. Ptiklad,

jak vypada obsah proménné viz. obr. 8.

1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 1n 12 13
ND1' ND2' ‘COX1' ‘COX2' ATPE' ATPE' ‘COX3' ‘ND3' ND4L ‘ND4' ‘ND5' ‘NDE' ‘CYTE'
[2683,3638] |[3849,4888] |[5255,6790] |[6951,7632] |[7699,7860] |[7851;8530] |[8531,9314] |[9383;9728] |[9797;100... |[10087;11... |[11668;13... |[13637;14... [14119,16...
“gtgctatca...["attaaccc... |"gtgtcactc...|"atagcaca... “atgccaca...|"atgatatta... |“atggccca...|"atagcocet.. (“atatcaac... |"atgttaaaa...|"atgettgat... |"geactgtat..“stggocea...

Obr. 8: VSechny geny, jejich nazvy, pozice a sekvence

Tato funkce pro extrakci jednotlivych gent je stézejni funkci pro dalsi zpracovani a
vypocet mezidruhové a vnitrodruhové variability.

5.2 Vybér sekvenci z datasetu pro vypocet variabilit

Z celého datasetu jsem pro vypocty variabilit vybrala od kazdého druhu ¢tyfi zéastupce,
a to ze tfi divodi. Prvnim divodem je, ze NCBI u nékterych druhii ani vice kompletnich
mitochondrialnich genomil nenabizela, naopak u 3 druhii byly k dispozici kompletni genomy
jen tfi, a proto jsem je do dalSich vysledkli nezahrnovala. DalSim divodem byla potieba
zmenSit zastoupeni sekvenci u nékterych druht jako naptiklad Bos taurus, kde bylo staZzeno
190 kompletnich mitochondridlnich genomt a mohlo by dojit k chybné analyze, kde by proti
sob¢ staly 4 sekvence jednoho druhu a 190 sekvenci druhého. Navic by tyto vypocty byly
zbytecné dlouhé. A poslednim a hlavnim divodem bylo, Zze jsem v pribéhu vypocta
mezidruhové variability zjistila, Ze vysledky pro 4 sekvence se od vysledkd pro 10 a vice
sekvenci li§i jen v rdmci tisicin, ovSem vysledky pro 3 sekvence se uz rozchdzeji zna¢né.
Tento jev je nazorn¢ vidét v tabulce ¢. 5, kterd obsahuje hodnoty pro mezidruhovou
variabilitu genu NAD1.
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Tab. 4: Mezidruhova variability pro rizné pocty sekvenci

3 sekvence 4 sekvence 10 sekvenci
Equus caballus(kiii doméci) 0,228127 0,304027 0,304137
Gallus gallus(kur bankivsky)
Canis lupus familiaris (pes domaci) 0157248 0209048 0208748
Equus caballus(kiifi domaci) ' ' '
Mus musculus(my$ doméci) 0,242532 0,241641 0,241706
Sus scrofa(prase domaci)
Bos grunniens( jak doméci) 0,052652 0,0721 0,072356
Bos taurus(tur domaci)
Equus caballus(kiifi domaci) 0196756 0261755 0262356
Mammuthus primigenius(mamut srstnaty)

5.3 Vypocet vnitrodruhové a mezidruhové variability

Mezi hlavni funkce pro zjisténi podobnosti mezi daty patii vypocCet vzdalenosti
vybranych sekvenci, vypoctem distanci mezi sekvencemi v nateném souboru dat a zobrazeni
fylogenetickych stromd riznymi metodami. Vstupnim souborem jsou soubory s piiponou .gb
(genbank), obsahujici informace o druhu, kompletni mitochondrialni genom a pozice jednotlivych
genl. Pro nactené soubory dat pak mizeme vyuzit funkce pro vypocet distanci vSech sekvenci.
Zde volime bud’ vypocet vzdalenosti p-distanci nebo p-distance s korekci dvouparametrickym
Kimurovym evolu¢nim modelem. VSechny sekvence jsou nejprve zarovnany pomoci funkce

multialign a teprve pak je pocitana distance.

Distance neboli vzdalenosti, které program vypocita, slouzi k porovnani
podobnosti/rozdilnosti zadanych sekvenci. Jsou to vlastné sumy rozdilnosti jednotlivych casti
sekvence a z toho vyplyva, ze ¢im je Cislo vyssi, tim jsou vybrané sekvence rozdilnéjsi. Naopak
nula znamena, Ze se jedna o naprosto identické sekvence. Vypocitané vzdalenosti pak uloZime do
Excelu.
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naéteni vybranych zarovnani vytvofeni konsensu vypocet variability

Zivotichd jednotlivych gend "] prokaidy gen mezi konsensem a
kaidym jedincem

daného druhu

(Kimura/p-distance)

v

uloZeni hodnoty do
tabulky

nacteni L, vypsani
vyhledani CDS ]

kompletniho nad jednotlivych gent

genomu podle pozic z CDS

funkce ‘zaklad’

Obr. 9: Blokové schéma pro vypocet vnitrodruhové variability

Tento skript s ndzvem vnitrodruhova variabilita.m slouzi k vypoctu
vzdalenosti v ramci druhu. Po jeho spusténi je potieba ru¢né vybrat vSechny zastupce jednoho
druhu. Takze postupné vybereme Ctvefici zastupci pro kazdy z tficeti druht. Tato Ctvetice
byla vzdy nactena a pomoci funkce zaklad.m rozdélena na jednotlivé geny vcetné
samotného barcodu, ktery je jen ¢asti genu COI, poté byly vSechny 4 sekvence kazdého genu
vicenasobné zarovnany pomoci funkce multialign. Nasledné pak byl pro kazdy gen vytvoien
konsensus. Konsensualni sekvence shrnuje informaci obsazenou ve vSech ziskanych sekvenci.
a Vv nasledujicich n€kolika cyklech dochazi k vypoctu vzdéalenosti mezi konsensem a
jednotlivymi sekvencemi v rdmci druhu. Vypocet probihd bud’ pomoci funkce seqpdist.m

z Bioinformatics toolboxu, ktera umoziuje vypocet vzdalenosti pomoci Kimura modelu,
d=segpdist (Seql, Seg2, "K2P") ;

nebo jednodussi zpisob, kde po zarovnani vSech sekvenci spocitame rozdilna mista mezi
konsensem a kazdou sekvenci nebo podil rozdilnych mist k celkové délce sekvenci tzv.
proporcionalni vzdalenost sekvenci p-distance. Vystupem V obou piipadech je hodnota
vnitrodruhové variability, kterd je nakonec piikazem xlswrite exportovana do Microsoft
Excel.

Tab. 5: Ukazka hodnot vnitrodruhové variability

nazev nadl nad2 cox1 atp6 cox3 nad3 nad4 nad6 cob

Bipes canaliculatus 0,02242 0,02262 0,02051 0,02757 0,02264 0,02746 0,02804 0,03524 0,03201
Bipes tridactylus 0,0761 0,07788 0,06266 0,09044 0,0743 0,09754 0,07933 0,07056 0,07236
Bos grunniens 0,00105 0,00048 0,00000 0,0022 0,00064 0,00000 0,00018 0,00284 0,00088

Branchiostoma belcheri | 0,00556 0,00744 0,00533 0,00878 0,00444 0,00353 0,0046 0,00694 0,00416

Bubalus bubalis 0,01071 0,02778 0,0343 0,02313 0,01216 0,01806 0,01613 0,22013 0,00636
Camelus bactrianus 0,00679 0,00551 0,00372 0,00514 0,00574 0,00643 0,00617 0,04719 0,00789
Canis latrans 0,00131 0,01125 0,00065 0,0011 0,00223 0,00000 0,00127 0,00519 0,00154

Canis lupus familiaris 0,00444 0,00263 0,00291 0,00624 0,00478 0,00288 0,00363 0,04364 0,00219
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Obr. 10: Blokové schéma pro vypocet mezidruhové variability

Skript s ndzvem mezidruhova variabilita.m naopak slouzi k vypoctu vzdalenosti
mezi jednotlivymi druhy. Po jeho spusténi je vybran jeden druh, pro ktery se budou pocitat
vzdalenosti mezi ostatnimi druhy. Takze postupné vybereme Ctvetici zastupci pro konkrétni
druh a vdalsim kroku vybereme Ctvefice zastupci vSech druhti v datasetu. Vypocet
vzdalenosti probiha v cyklu. V kazdé nové smycce je vybrana nova ¢tvetice zastupci jednoho
druhu. Do tohoto cyklu opét vstupuje funkce zaklad.m, ktera kazdou sekvenci rozdéli na
jednotlivé geny. Jedina rozdilnost od vypoétu vnitrodruhové variability je ta, Ze Se zde netvori
konsensus, ale poc¢itdme vzdalenosti mezi kazdymi dvéma sekvencemi. Vypocet probihd bud’
opét pomoci funkce segdist.m, kterd umoziiuje vypocet vzdalenosti pomoci Kimura
modelu, nebo spocitame podil rozdilnych mist k celkové délce sekvenci tzv. p-distance.
Vystupem v obou ptipadech jsou hodnoty mezidruhové variability pro kazdy gen a pro kazdy
druh vi¢i druhu zadanému na zacatku, tyto hodnoty jsou nakonec opét piikazem xIswrite
exportovany do Microsoft Excel do sesitt podle nazvu genu. Vystupem celé analyzy je 14
tabulek pro 14 gend, v¢etné barcodu COL

Zobrazeni fylogenetického stromu z vypocétenych distanci provedeme pomoci funkce
segneighjoin. Pfedtim ovSem musime nacist potfebnou tabulku mezidruhové variability pro

jednotlivé geny pomoci piikazu xIsread.
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6. Vysledky

Tato analyza variability uvnitf a mezi jednotlivymi druhy nepotvrzuje potencial genu
COI jako nejvhodnégjsi sekvenci pro DNA barcoding, jelikoz vnitrodruhové vzdalenosti
nekterych druhii byly mnohem vétsi nez stanovena hranice, zatim co mezidruhové vzdalenosti
mezi nékterymi druhy zase mnohem mensi. Napiiklad mezidruhova vzdalenost mezi Bos
taurus a Bos grunniens byla mensi nez 0,7 %. Tento vysledek je pravdépodobny nejspis diky
disledku hybridizace, ovSem poukazuje na nespolehlivost COI. Tato selhani
mitochondrialniho DNA na vyssi taxonomické urovni nejsou uplné neocekavana, vzhledem
k tomu, ze pravdépodobnost oddéleni téchto prevazné savcu spojuje relativné kratky ¢asovy

ramec.

Tato studie naznacuje, ze néktery z 13 genli mize byt potencionalné pouzit jako
molekularni diagnostika pro identifikaci druhd. Nicméné€ s ohledem na kritéria uvedend
vV norméch a pokyny pro vybér podle CBOL, jako naptiklad kvalita, univerzalnost a pokryti
sekvence, by m¢l byt prvni volbou COI ¢arovy kod. Musime, ale vzit v potaz to, Ze tyto

normy byly napsany na zakladé samotného ¢arového koédu COL.
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Tab. 6: Mezidruhové a vnitrodruhové variability

vnitrodruhova vnitrodruhova mezidruhova mezidruhova

variabilita podle variabilita p- variabilita p- variabilita podle
Kimury distance distance Kimury

d (bp) X ro X ro X ro X ro
nadl 959 0,018 | 0,038 | 0,030 | 0,069 | 0,367 | 0,121 | 0,411 | 0,153
nad2 1039 0,021 | 0,043 | 0,030 | 0,064 | 0,429 | 0,081 | 0,490 | 0,151
coxl 1536 0,017 | 0,036 | 0,023 | 0,050 | 0,265 | 0,048 | 0,292 | 0,077
cox2 682 0,014 | 0,026 | 0,037 | 0,103 | 0,316 | 0,062 | 0,358 | 0,111
atp8 162 0,016 | 0,028 | 0,039 | 0,106 | 0,481 | 0,118 | 0,430 | 0,143
atp6 680 0,030 | 0,073 | 0,053 | 0,124 | 0,398 | 0,084 | 0,438 | 0,140
cox3 784 0,018 | 0,039 | 0,028 | 0,067 | 0,301 | 0,058 | 0,339 | 0,100
nad3 346 0,021 | 0,041 | 0,038 | 0,092 | 0,384 | 0,079 | 0,423 | 0,136
nad4L 297 0,024 | 0,048 | 0,028 | 0,058 | 0,473 | 0,159 | 0,500 | 0,178
nad4 1373 0,018 | 0,037 | 0,028 | 0,060 | 0,414 | 0,096 | 0,464 | 0,165
nad5 1788 0,023 | 0,043 | 0,039 | 0,082 | 0,448 | 0,147 | 0,463 | 0,170
nad6 525 0,033 | 0,055 | 0,116 | 0,154 | 0,593 | 0,105 | 0,597 | 0,201
cob 1147 0,018 | 0,036 | 0,030 | 0,063 | 0,374 | 0,121 | 0,326 | 0,108
barcod 648 0,030 | 0,073 | 0,049 | 0,124 | 0,258 | 0,045 | 0,294 | 0,077
celd sekvence | 16523 | 0,020 | 0,042 0,411 | 0,102

V tabulce €. 6 zkratky znamenaji: d — délka sekvence, x — primér, ro — smérodatna odchylka.

Mnoho sekvencnich dat z této oblasti jsou jiz k dispozici pro Sirokou Skalu druht,
proto by mohla byt COI pouzita spolu s jinymi geny. Vysledky totiz potvrzuji fakt, ze DNA
barcoding stale Celi problému piekryvani mezi vnitrodruhovou a mezidruhovou variabilitou.

Tam by, ale mohl nastat problém, protoze kazdy gen funguje jako biologicka entita s jinou
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evolucni rychlosti. DNA barcoding nemusi byt omezen na mitochondrialni geny. S rostouci
dostupnosti sekvenci z jadernych gent, je velmi pravdépodobné, Ze nékteré jaderné regiony

by mohly byt také ucinné jako DNA ¢arovy kod a mély by byt v budoucnu i testovany.

0,12000

]

c

8 0,10000

2

°

o

« 0,08000

£

2

‘= 0,06000

(L]

g

B

3 0,04000

2

3

£ 0,02000 -

‘'S

s

OIOOOOO = T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

DD DD L D XNy > H Lo D
& Q'bb RO OIS S B ,\\'bb beb Q'bb Q'bb &® < 'bk(,°

Obr. 11: Pramérna vnitrodruhova variabilita pro 13 geni, barcod a celou sekvenci vypoctem p-
distance
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Obr. 12: Primérna mezidruhova variabilita pro 13 geni, barcod a celou sekvenci vypoétem p-
distance

Aby byl DNA barcoding u¢inny, mezidruhové rozdily by mély byt jasné a vyrazné,
vétsi nez vnitrodruhové rozdily. Tato analyza, potencial nynéjsiho barcodu, ani nepotvrdila,
ani nevyvratila. V ramci vnitrodruhovych variabilit patii do skupin genti s nejnizsi hodnotou,
ovSem u mezidruhovych je tomu také tak a my pozadujeme mezidruhovou variabilitu co
nejveétsi, aby nedochézelo k prekryvani téchto hodnot a Spatné identifikaci. Vnitrodruhové
vzdalenosti nékterych druhii byly mnohem vétsi, nez je stanovend primérnd vnitrodruhova
vzdalenost, zatimco mezidruhové vzdalenosti mezi nékterymi druhy byly mnohem mensi, nez
je stanovena stiedni mezidruhova vzdalenost. Piiklady zahrnuji Bos grunniens, Bos taurus,
Hippoglossus hippoglossus, Hippoglossus stenolepis a dokonce i Mammuthus primigenius a
Elephas maximus, pro které mezidruhové vzdalenosti byly velmi nizké, kolem 3%, ve
srovnani s ostatnimi studiemi DNA barcodingu . Studie ukazala, ze mezi t€émito podobnymi
druhy neni zadny vyznamny rozdil mezi intra - a mezidruhovou vzdalenosti napii¢ vSemi 14

zkoumanymi oblastmi, coz je pravdépodobné, nejspise v diisledku hybridizace.
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Obr. 13: Primérna vnitrodruhova vzdalenost pro 13 geni, barcod a celou sekvenci vypo¢tem
podle Kimura modelu

T
©
£ 0,60000
e
3
E
xz
£ 0,40000 -
=
©
G
>
@
3 0,20000 -
=
2
3
N
[
E
0,00000 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
D D LD o Dy > H PN > @
R S N I Q,bb S L y <& \g\é\
()
W9
o
@

Obr. 14: Primérna mezidruhova vzdalenost pro 13 geni, barcod a celou sekvenci vypo¢tem
podle Kimura modelu

Jako nejvhodnéjsi podle grafu €. 2 by se zdal gen NAD6. OvSem tento gen, je jen

kolem 500 bp dlouhy a protoze lezi na komplementnim vlakné a obsahuje mnoho inzerci a
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deleci, je nespolehlivy. To miizeme pozorovat i v tabulce €. 6, kde smérodatné odchylky
zrovna u tohoto genu jsou urcité¢ nejvyssi, a proto bych ho jako potencionalni gen pro DNA

barcoding nenominovala.

Dalsi ne¢ekanou véci, ktera z vysledku vyplyva, je, Ze dosud uznavany barcod a gen

COl jako celek, maji nejmensi mezidruhovou variabilitu ze vSech studovanych regioni.

Testovany dataset obsahuje druhy vyhynulé i zastupce z riiznych zemépisnych oblasti,
proto by tyto vysledky méli byt objektivni a neovlivituje je naptiklad faktor, jako je

zemg&pisné zarazeni.
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6.1 Dendrogramy pro jednotlivé zkoumané regiony

Dendrogram je druh diagramu pouzivany ke znazornéni jednotlivych kroka shlukové
analyzy. Pfi vypoctu se kazdy prvek nachazi samostatné na svislé ose. Horizontalni osa
vyjadiuje vzdalenost mezi jednotlivymi shluky. Shluky se sjednocuji podle nejkratsi

vzdalenosti.

Fylogeneticky strom pro nad1 gen na zakladé Kimura modelu
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Obr. 15: Dendrogram mitochondrialniho genu NAD1

Gen NAD1 kdéduje protein pro NADH dehydrogenazu podjednotky 1. Jeho velikost se
pohybuje kolem 950 bp. Jeho vnitrodruhova variabilita je v priméru 0,01848 a mezidruhova
variabilita 0,41149, coz jsou S ohledem na ostatni geny velice dobré vysledky. K dobrym
vysledkim lze pficist i to, Ze v dendrogramu jsou podobné druhy pfifazeny k sob¢. Jsou to ty,
které maji stejné rodové jméno a lisi se jen jménem druhovym. Zde vidime takto ptifazené
napiiklad druhy Bipes, Bos, Canis ¢i Hippoglossus. Zafazeni kazdého druhu v dendrogramu
prob&hlo spravné. Savci se nachdzeji na stejné vyvojové vétvi, stejné tak paprskoploutvi.
Latimérie, o které se fika, ze je Zivouci fosilii a védci ji dlouhou dobu méli za vyhynulou, je
také zafazena spravné, coz u vétSiny genu délalo potize. Stejné tak Drosophila simulans,
Reticulitermes flavipes a Tigriopus californicus, ktefi jsou jedini zastupci kmenu Arthropoda,

se nachdzeji na stejné vyvojové vétvi.
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Fylogeneticky strom pro nad2 gen na zakladé Kimura modelu
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Obr. 16: Dendrogram genu NAD2

Gen NAD2 koédujici protein pro NADH dehydrogenazu podjednotky 2, s délkou
sekvence kolem 1040 bp, mad oproti NADI, vnitrodruhovou variabilitu vyssi, v priméru
0,02080, a i mezidruhova variabilita se o néco zvysila, v priméru 0,49. OvSem, jak je vidét
z obr. 12, dendrogram upIn¢ neodpovida skutecnostem. K dobrym vysledkiim Ize pficist jen
to, Ze v dendrogramu jsou podobné druhy pfitazeny k sobé. Spatné jsou vsak zatazeni Mus
musculus a Rattus norvegicus, ktefi se nachazeji blize k zastupcim kmene Arthropoda.
V rozporu se skutecnosti je i Latimeria chalumnae, ktera lezi na jedné vyvojové vétvi s ptaky
nez s paprskoploutvymi, jak by se dalo pfedpokladat.
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Fylogeneticky strom pro cox! gen na zakladé Kimura modelu
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Obr. 17: Dendrogram genu COX1
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Dale je tu gen COI kodujici cytochromoxidazu ¢ podjednotky 1. Tento gen je asi 1540

bp dlouhy a jeho analyze byla vénovana nejvétSi pozornost, protoZe v jeho struktufe se

nachazi nynéjsi pouZivany carovy kod pro DNA barcoding. Hodnoty mezidruhové a

vnitrodruhové variability tohoto genu byly vSak zklamanim, protoze se ukazal jako gen

s nejmensi mezidruhovou variabilitou, a to v priméru kolem 0,292. Vnitrodruhova variabilita

se sice pohybuje mezi niz§imi hodnotami, asi 0,01704, ale podobné nizkou variabilitu ma

vétsina genu, néktefi dokonce i niz§i. Struktura vysledného dendrogramu pro tento gen je
spravnd, az na zafazeni Procyon lotor a Reticuletermes flavipes, ktery nebyl pfifezen

k zastupciim kmene Arthropoda. Ostatni druhy jsou v dendrogramu rozmistény spravné.
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Fylogeneticky strom pro cox2 gen na zakladé Kimura modelu
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Obr. 18: Dendrogram genu COX2
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Gen COX2 koduje protein pro cytochromoxidazu ¢ podjednotky 2. Jeho velikost se

pohybuje kolem 680 bp, coz ho fadi mezi krat$i geny. S ohledem na ostatni geny je jeho

vnitrodruhova variabilita nejmensi, v praméru 0,01354 a mezidruhova variabilita je 0,35786,

coz je vzhledem k COI mnohem vétsi hodnota. Az na n¢které malé vyjimky, k sob¢é dendrogram

spravné prifadil jednotlivé druhy. Jedina chyba, kterd se v dendogramu nachézi, je zatazeni
Branchiostoma belcheri. Tento druh patii do kmene Chordata a v dendrogramu byl pfifazen do
vétve s Arthropodou. Tato skute¢nost, ze se Branchiostoma fadi do tohoto kmenu, se vyskytuje u

vsech gentl, proto bych to nepovazovala za chybu.
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Fylogeneticky strom pro atp8 gen na zakladé Kimura modelu
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Obr. 19: Dendrogram genu ATP8

ATPS8 je gen kodujici protein ATP syntdzu podjednotky 8. Tento gen je nejkratsi,
s délkou sekvence kolem 160 bp. Vnitrodruhova variabilita je vpriméru 0,0157 a
mezidruhova variabilita je v priméru 0,42992. Ovsem, jak je vidét z obr. 15, dendrogram
vilbec neodpovida skutecnostem. V dendrogramu nejsou ani podobné druhy se stejnym
druhovym jménem piifazeny k sob&. Spatné jsou zatazeni napiiklad mamut a slon, ktefi se
nachazeji na jedné vyvojové vétvi se zastupci kmene Arthropoda. Savci jsou rozdéleni do tii
oddilti a Bipes, coz je zastupce plazl, je myln¢ zafazen mezi savce, jako je pes a potkan.
V rozporu se skuteCnosti je zafazena i Latimeria chalumnae, ktera se nachazi blize k plazim
nez k paprskoploutvym, jak by se dalo predpokladat. Tento gen se zda nespolehlivy, divodem

je nejspis jeho kratké sekvence.
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Fylogeneticky strom pro atp6 gen na zakladé Kimura modelu
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Obr. 20: Dendrogram genu ATP6
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Gen ATP6, kodujici protein ATP syntazu podjednotky 8, patii také mezi kratsi geny

s délkou sekvence kolem 680 bp. Jeho primérna vnitrodruhova variabilita je druhd nejvétsi ze
vSech gent (0,03042), ale i mezidruhova variabilita patii do vysSich hodnot (0,43803).

Dendrogram je velice podobny dendrogramu genu COX2, ktery, jak uz bylo feceno, je

spravny. Jedind odchylka je v trochu jiném poskladani savct. Vezmeme-li v uvahu délku

sekvence, vysledky variabilit a vysledny strom, mohl by tento gen byt nominovén také pro

pouziti DNA barcodingu.
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Fylogeneticky strom pro cox3 gen na zakladé Kimura modelu
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Obr. 21: Dendrogram genu COX3
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Dalsi ze zastupci genu, ktefi koduji cytochromoxidazu c, je gen COX3. Délka

sekvence se pohybuje kolem 784 bp a primérna vnitrodruhova a mezidruhova variabilita je
podobna jako u COX1 a COX2. Je to 0,01775 a 0,33887. Jeho dendrogram je velice podobny

genu COX2. Napftiklad u savch bych fekla, Ze je zarovnani vice podobné skutecnosti, protoZe

je to jediny strom, ktery piitadil Procyon lotor do stejného shluku jako Canis lupus a Canis

latrans. VSechny tii druhy jsou zastupci Selem. Jeho dalsi vyhodou oproti genu COX2 je jeho

delka, ktera je vétsi.
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Fylogeneticky strom pro nad3 gen na zakladé Kimura modelu
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Obr. 22: Dendrogram genu NAD3

Gen NAD3 kodujici protein pro NADH dehydrogenazu podjednotky 3 s délkou
sekvence kolem 350 bp, ma oproti NADI1 a NAD2 nejkratSi sekvenci, ale vnitrodruhovou
variabilitu vys$si, v priméru 0,02116, a mezidruhovou variabilitu zase o néco nizsi, v priméru
0,42287, coz je nejhor$si moznd kombinace. Jak je vidét z obr. 18, dendogram uplné
neodpovida skute¢nostem. K dobrym vysledkiim lze pfi¢ist jen to, Ze v dendrogramu jsou
podobné druhy piifazeny k sob&. Spatné jsou vsak zafazeni zastupci hmyzu Drosophila
simulans a Reticulitermes flavipes, ktefi se nachazeji jinde. Dalsi chybou je i pozice Latimeria
chalumnae. Gen patii mezi ty krat$i a Spatné zatazuje druhy v dendrogramu, proto neni

vhodny k pouZiti metody DNA barcodingu.
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Fylogeneticky strom pro nad4 gen na zaladé Kimura modelu
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Obr. 23: Dendrogram genu NAD4

NAD4 gen koduje protein pro NADH dehydrogenazu podjednotky 4 s délkou
sekvence kolem 1370 bp, coz je tteti nejdelsi gen v kompletnim genomu. Vnitrodruhova
variabilita patii k t€m niz§im, primérné 0,01761, a mezidruhova variabilita k tém vyS$im,
v pruméru 0,46417. To je naopak oproti genu NAD3 nejlepsi mozna kombinace. Gen je
dostatecné dlouhy a jeho variability tvofi jednu z nejvétsich ,,barcoding gab®, coz je rozdil
mezi variabilitami. PoZzadujeme ho co nejvétsi, aby nedochdzelo k piekryvani a nespravné
identifikaci. Dal$i dobrou vlastnosti, ktera se prokazala ve vysledku, je, Ze ze vSech geni ma
nejmensi smérodatné odchylky ve vSech ptipadech, jak je vidét v tabulce ¢. 6. Na obr. 19 je
vidét dendrogram tohoto genu. Uz na prvni pohled je jasné bezchybné zatazeni, podobné jako
u ATP6 a COX2, ovSem tento gen je delsi, a proto nabizi vice moznosti. Mohl by to byt jeden
z dalsich uchazect na zastupce DNA barcodingu.
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Fylogeneticky strom pro nad4L gen na zaladé Kimura modelu

Obr. 24: Dendrogram genu NAD4L
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NAD4L gen koéduje protein pro NADH dehydrogenazu podjednotky 4L s délkou

sekvence kolem 290 bp, coz je druhy nejkratS$i gen v kompletnim genomu. Vnitrodruhova

variabilita je primérné 0,02439 a mezidruhova variabilita je v praméru 0,50049. Krom¢ genu

NADG je to nejvétsi hodnota mezidruhové variability. Tento gen bych vSak nedoporucovala

brat, jako vhodny pro molekularni taxonomii, a to hlavné z diivodu jeho kratké struktury a jak

mizeme vidét i dendrogram neodpovida fadnému zafazeni druhti. Naptiklad Oryzias latipes,

coz je zastupce paprskoploutvych, byl mylné zatazen k savcim.
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Fylogeneticky strom pro nad5 gen na zaladé Kimura modelu

\ [ [ \ I \ \ I I I
o ﬂ
L A ,
~ Canis lupus familiaris (pes doméci)
- Canis latrans(koiot prériini)
- Procyon lotor(myval severni)
— Bos arunniens( jak domaci)
— Bos taurus(tur domaci)
— Bubalus bubalis(buvol indicky)
-1 Sus scrofa(prase domaci)
— Eaquus caballus(kin doméci)
- Camelus bactrianus(velbloud dvouhrby)
- Elephas maximus(slon indicky)
— Mammuthus primiaenius(mamut srstnaty)
— Mus musculus(mvs domaci)
o - Rattus norvegicus(potkan obecny)

o - Bipes canaliculatus

o - Bipes tridactvius

—  Latimeria chalumnae(latimérie podivna)

1 Oncorhynchus mykiss(pstruh duhow)

- Carpiodes cario(kaprovec kaprovity)

— Hippoalossus stenolepis(platys tichomorsky)
— Hiopoalossus hippoalossus(platvs obecny)
1 Reinhardtius hippoglossoides(platys cerny)
— Theragra chalcogramma

r o - Onvzias latipes(medaka japonskd)

- o - Branchiostoma belcheri

Obr. 25: Dendrogram genu NAD5

Gen NADS zabird v kompletnim mitochondridlnim genomu nejvétsi ¢ast, jeho délka
se pohybuje okolo 1780 bp. Tento gen koduje protein NADH dehydrogenazu podjednotky 5
a jeho vnitrodruhova (0,02303) a mezidruhové (0,46294) neni nijak zv1astni. Jsou to primerné
hodnoty. V dendrogramu se nepodafilo spravné rozdélit druhy, které se vSechny nachazi na
jedné vyvojové vétvi a uz na prvni pohled je vidét, Ze tento gen je nespolehlivy pro DNA
barcoding.
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Fylogeneticky strom pro nadé gen na zaladé Kimura modelu
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Obr. 26: Dendrogram genu NAD6

Gen NAD6 koduje protein  NADH dehydrogenazu podjednotky 6. Tento gen se
vV kompletni mitochondrialni sekvenci nachazi na komplementnim vlakné, je kolem 500 bp
dlouhy a protoze obsahuje mnoho inzerci a deleci, je nespolehlivy. To miizeme pozorovat i
Vv tabulce ¢. 6, kde smérodatné odchylky u tohoto genu jsou uréité nejvyssi, a proto bych ho
jako potencionalni gen pro DNA barcoding nedoporucovala. Jeho mezidruhové variabilita je
ovSem nejveétsi (0,59746), to ale také plati o vnitrodruhové variabilité¢ (0,03280). Jeho
dendrogram netvoii zadné srozumitelné shluky. Dokonce k sob¢€ nejsou pfifazeni ani druhy se

stejnym druhovym jménem.
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Fylogeneticky strom pro cob gen na zladé Kimura modelu

[

[

[

o

0 005

0.1

0.15

0.2

025

03

035

Obr. 27: Dendrogram genu COB
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Gen COB nebo také CYBT koduje protein cytochrom b. Jeho velikost je kolem 1147
bp délky sekvence. Primérna vnitrodruhova variabilita byla vypoétena na 0,018, coz je

vzhledem k ostatnim gentim pramér. Mezidruhova variabilita je vSak po genu COXI1 a

barcodu nejni

(0,32603). Délka sekvence je dostacujici, splituje podminku 10 krat vetsi

mezidruhové variability, ovSem dendrogram nevysel podle o¢ekavani. Mylné jsou zatfazeni

ptaci, ktefi se nachazeji mezi zastupci kmene Arthropoda, stejné jako Rattus norvegicus.
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Fylogeneticky strom pro barcode gen na zaladé Kimura modelu
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Obr. 28: Dendrogram genu BARCODE

Nakonec zminovany barcod, coz je ¢ast genu COXI1. Jeho délka je 648 bp. Jeho
vnitrodruhova variabilita patfila k t¢ém vy$$im, kolem 0,02959 a naopak mezidruhova
variabilita (0,29416) byla po celém genu COXI1 jedna znejmenSich. Nespliiuje tedy
podminku, Ze mezidruhova vzdalenost by méla byt 10 krat vyssi nez vnitrodruhova, coz bylo
velkym piekvapenim. Jak je vidét na obr. 24, jeho dendrogram patii k tém horSim. Jeho
struktura, aZ na par vyjimek, neodpovida skutecnosti. Nejvice zasaZeni jsou savci, ktefi jsou

rozdéleni do 3 skupin, kmen Arthropoda nelezi také na jedné vétvi.

Tab. 7: Spravné uréené dendogramy pro jednotlivé regiony

cela
nadl | nad2 | cox1 | cox2 | atp8 | atp6 | cox3 | nad3 | nad4L | nad4 | nad5 | nad6 | cob |barcod | sekvence

1 X X 1 X 1 1 X X X X X X X 1

959 11039(1536| 682 | 162 | 680 | 784 | 346 | 297 |1373 (1788 | 525 |1147| 648 16523

Proménné:1-spravné, x-Spatn¢, primeérna délka genti [bp]

53



6.2 Analyza celého mitochondrialniho genomu

DNA barcoding by mél umoznit rychle, spolehlivé, automatizovan¢ a levné
identifikovat druhy uZzivatelem bez zadnych taxonomickych zkuSenosti. Pouziti celé sekvence,
jako nastroj pro identifikaci druhil by sice jesté do neddvna nespliiovalo podminku rychlosti,
ovSem, co se tyCe spolehlivosti, byl by na prvnich mistech pied vSemi 13 geny. Na druhou
stranu by nebylo potieba fesit ziskani jen jednoho genu z této celé sekvence, coz by rychlost
automatizované identifikace, jak je planovano, zvysilo. Nebylo by tfeba pouziti specifickych
primerti k ziskani jednotlivych gend. Také by se nemuseli zavadét nové databaze specidlné
pro DNA barcoding, protoze dosavadni databaze obsahuji nes¢etné mnozstvi kompletnich
mitochondridlnich genomil. S nastupem nové generace sekvenatorli neni ziskavani celych
mitochondridlnich sekvenci ni¢im limitovano a DNA barcoding by se m¢l zaméfit pravé na

porovnavani celého mitochondrialniho genomu, nez jen jednoho velmi omezeného useku.

Fylogeneticky strom pro celou mitochondriaini sekvenci na zaladé Kimura modelu
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Obr. 29: Dendrogram pro celé mitochondrialni genomy

Cely mitochondrialni genom vicebunécnych zivocicht je dlouhy primérné 16500 pb,
coz je skoro 10 krat vic nez délka nejvétsiho mitochondridlniho genu, proto vypocty
vzdalenosti mezi sekvencemi trvaly déle. Navic se vyskytl problém se zarovnanim téchto

dlouhych sekvenci. Protoze funkce, ktera byla pouzita na vicenasobné zarovnani jednotlivych
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relativné kratkych genu (multialing), nemohla byt pouzita pro celé sekvence. Misto toho byly
celé mitochondrialni sekvence zarovnavany parové funkci nwaling, coz je funkce pro globalni
zarovnavani Needlemanovym-Wunchovym algoritmem. Vsechny mozné dvojice celych mt
sekvenci byly globaln¢ zarovnany, ze zarovnani se spocitaly p-distance s korekci 2-
parametrickym Kimurovym evolu¢nim modelem. D4 se fict, ze konecna hodnot mezidruhové
variability je primérem hodnot vzdalenosti mezi kazdymi dvéma sekvencemi jiného druhu.
Diky tomuto problému nebyla vnitrodruhova variabilita po¢itana pomoci konsensu, ale stejné,

jak bylo popsano.

Pramérna hodnota vnitrodruhové variability pro kompletni mitochondrialni sekvenci
je 0,01995, cozZ je mensi hodnota neZ u vétSiny gend a mezidruhova variabilita byla praimérné
0,41113. Smérodatné odchylky (0,04213 a 0,10243) jsou, s ohledem na ostatni vysledky,
jedny z nejmensich. Z vysledkt vyplyva, ze hodnota mezidruhové variability je vic jak 20

kréat vyssi nez hodnota vnitrodruhové.

Dal$im plusem pro analyzu kompletniho mitochondridlniho genomu je vytvofeny
dendrogram na obr. 25. Strom je podobny jako u gentit ATP6, COX2 a NAD4, tedy spravny a
nejvice podobny skuteéné ptribuznosti organismi, jez byla uréena na zakladé morfologickych,

behavioralnich a environmentalnich parametrt.
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Z.aver

Cilem této prace na téma ,,Analyza mitochondridlnich genti Zivo¢ichi pro DNA
barcoding® bylo vypracovani reSerSe o mitochondridlnim genomu a o taxonomické metodé
DNA barcodingu, sestaveni datasetu mitochondrialnich sekvenci, vytvofeni funkce pro
extrakci jednotlivych genil, vypoCet mezidruhovych a vnitrodruhovych variabilit a

zhodnoceni uc¢innosti téchto gentl.

Od svého vzniku v roce 2003 se pristup DNA barcodingu vyvinul v Siroce pouzivanou
metodu pro identifikaci druhii a hraje klicovou roli v mnoha mezinarodnich projektech. V
soucasnosti pfevlada nazor, ze DNA barcoding je tfeba pouzivat nikoli samostatné, ale ve
spolupréaci s dal§imi taxonomickymi metodami, aby se pfedeslo mylnym identifikacim a
zavérim. VSechny tyto pro a proti jsou v této praci rozebirany. Doposud DNA barcoding
pracuje na zdkladé jednoho genu obsazené¢ho v mitochondridlnim genomu. Moje dalsi prace
bude spocivat v urCeni vnitrodruhovych a mezidruhovych variabilit pro vSechny geny
Vv genomu a na zaklad¢ vysledkti zhodnotit, zda nejsou vhodné pro tuto metodu i dalsi geny ¢i

jejich ¢asti.

Byl sestaven dataset sekvenci stazenych na strankdch NCBI jako format genbank,
obsahujici 32 zivo¢isnych druhti a 1037 jejich kompletnich mitochondrialnich sekvenci. Tato
databaze sice neni stoprocentné spolehliva, ovSem stejn€ na tom jsou vSechny jiné databaze,
kde je vé€dcim umoznéno vkladat molekularni informace. Pro formét genbank musela byt
vytvofena funkce na extrakci jednotlivych gent i celé sekvence, protoze genbankread byl ve
vétSin€ pifipadi nespolehlivy a nenacetl vSechny wuvedené informace z divodu
nestandardizovaného zapisu. Nejsou dana zadna striktni pravidla pro zapis téchto informaci, a

kdyz ano, tak zfejmé nejsou dodrZzovana.

Vypocet variabilit probéhl bud pomoci Kimura modelu nebo byl spocitan podil
rozdilnych mist k celkové délce sekvenci tzv. p-distance. Hodnoty vnitrodruhovych a
mezidruhovych variabilit jsou uvedeny v tabulce ¢. 6, kde se kromé hodnot vzdalenosti

nachazi i smérodatné odchylky a primérna délka jednotlivych regiont.

Nasledné byly, pro lepsi pochopeni a zorientovani se ve vysledcich, sestrojeny
dendogramy pro kazdy zkoumany region. Kazdy tento region je podrobné popsan a v zavéru
je uvedena tabulka ¢. 7, ktera hodnoti pouzitelnost v§ech 13 mitochondrialnich genu, véetné

barcodu a celého genomu.

Jako vhodné geny pro DNA barcoding, bereme-li v ivahu hodnoty vypoctenych
variabilit a dodrzeni pravidla, ze mezidruhova variabilita musi byt minimalné desetkrat vétsi
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nez vnitrodruhova, dale pak délku zkoumaného regionu a spravné vypocitany dendogram,
bych doporucila k dal§imu zkoumani geny NADI1, COX2, ATP6, NAD4 a hlavné cely

mitochondrialni genom.

V zavéru je nutné fici, ze tyto vysledky neznamenaji, ze COX1 nemiize byt pouZit pro
identifikaci druhti, ale dokazuji, Ze pro stanoveni mnoho taxonti budeme muset spoléhat nejen

na molekularni metodu DNA barcodingu, ale pouzit i jiné.
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Seznam zkratek

DNA — deoxyribonukleova kyselina

MtDNA — mitochondridlni deoxyribonukleova kyselina
RNA — ribonukleovéa kyselina

tRNA — transferova ribonukleova kyselina

ATP — adenosintrifosfat

ADP — adenosindifosfat

CBOL — The Consortium for the Barcode of Life

NCBI — National Center for Biotechnology Information
BOLD — University of Guelph’s Barcode of Life Database
COl - cytochrom oxydaza

EMBL - Evropska molekularné biologicka laboratot

PCR - Polymerase Chain Reaction

kb — kilobaze

bp — pard bazi

AK — aminokyselina

NK — nukleova kyselina

DDBJ - The DNA Data Bank of Japan

NIH - National Institutes of Health
NAD1 — gen NADH dehydrogenazy podjednotky 1
NADZ2 — gen NADH dehydrogenazy podjednotky 2

NAD3 — gen NADH dehydrogenazy podjednotky 3

62


http://www.nih.gov/

NAD4 — gen NADH dehydrogenazy podjednotky 4
NADA4L — gen NADH dehydrogenazy podjednotky 4L
NADS — gen NADH dehydrogenazy podjednotky 5
NADG6 — gen NADH dehydrogenazy podjednotky 6
ATP8 — gen ATP syntazy podjednotky 8

ATP6 — gen ATP syntazy podjednotky 6

COX1, COI — gen cytochromoxidazy podjednotky 1
COX2 — gen cytochromoxidazy podjednotky 2

COX3 — gen cytochromoxidazy podjednotky 3

COB, CYTB- gen cytochrom b

K2P — dvouparametrovy Kimura model
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Seznam priloh

e (D s elektronickou verzi diplomové prace, kompletnimi vytvofenymi programy a
funkcemi, tabukly vnitrodruhovych a mezidruhovych vzdalenosti pro vSechny geny,

barcod a cely mitochondrialni genom, dendrogramy
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