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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva vlivem redukce nukleotidovych denzitnich vektorti na molekularni
identifikaci organismii. Na zacatku teoretické ¢asti je popsan pojem druh, jeho vyvoj a
S nim souvisejici mutace. V dalsi Casti je uvedena taxonomie, predevsim ta molekularni,
a DNA barcoding spolu s popisem mitochondrialni DNA a jeho vyuzitim k identifikaci
druhti. Na konci teoretické Casti se nachazi informace o nukleotidovych denzitnich
vektorech, na které navazuje prakticka ¢ast. V ni je pomoci Matlabu provedena analyza
oSetieni okraji denzitnich vektorti na 188 sekvencich. S nejlepsi hodnotou je nasledné
provedena identifika¢ni analyza organismt a jeji vyhodnoceni pii pouziti denzitnich
vektori pro jednotlivé nukleotidy a jejich sumy. To pro 4 soubory referen¢nich a 5
souboril analyzovanych sekvenci stejnych druhd.

KLICOVA SLOVA

Druh, molekularni taxonomie, DNA barcoding, nukleotidové denzitni vektory.

ABSTRACT

This work deals with the effect of nucleotide density vector's reduction on molecular
identification of organisms. At the beginning of the theoretical part, the work explains
the concept of species, its development and its mutations. The next section provides
basics of taxonomy, particularly the molecular taxonomy and DNA barcoding, with a
description of mitochondrial DNA and its usability in the identification of species. The
end of the theoretical part provides information about the nucleotide density vectors
which the practical part is focused on. Analysis of auxiliary values on nucleotide
density vectors was accomplished in Matlab by evaluating 188 real DNA barcode
sequences. The identification analysis of organism was performed with the best
auxiliary value for 4 datasets of the reference barcode sequences and 5 datasets of
analyzed sequences of same organisms. Afterwards, the evaluation of the analysis was
done by using separate nucleotide density vectors of individual nucleotides and their
amounts.
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UVOD

Pokud chceme jedince organismi piifazovat k jednotlivym druhtim, at’ uz na zakladé
molekularni nebo morfologicky orientované klasické taxonomie, je V prvni fadé potieba
kategorii druh definovat. Piestoze to zni jednoduSe, opak je pravdou. Zatim nikdo
nevymyslel univerzalni definici druhu, na které by se vSichni shodli.

Johny Ray (1628-1705) byl pravdépodobné prvni autor, ktery se snazil stanovit
védeckou definici druhu: ,,Druhy jsou skupiny rostlin, které v mezich své promeénlivosti
plodi shodné potomstvo [1].“ Mezi dal$i formulované definice patii evolucni pojeti G.
G. Simpsona (1902-1984) : ,,Evolucni druh je rodina (posloupnost populaci predkii a
potomku), jez se vyvijela izolované od jinych rodin a ktera se vyznacuje osobitou
evolucni roli a tendencemi [1]. Van Valen L. M. (1976) se snazil obohatit dosavadni
teorie o ekologicky prvek a sestavil definici: ,,Druh je rodina (nebo skupina blizce
spriznénych rodin), jez ve svém aredlu obsadila adaptivni zonu alespon minimalné
odlisnou od zon, které obsadily jiné rodiny, a jez se vyvijela oddélené ode vsech rodin
mimo jeji areal [1].* Snahy o odhaleni fylogenetické historie skupin organismu piinesly
teorii J. Cracrafta (1983): ,,Druh je nejmensi diagnostikovatelny shluk jednotlivych
organismu, uvniti- néhoz panuje rodicovska posloupnost mezi predky a potomky [1].%
Mayr (1942) vytvotil biologicky koncept druhu: ,.Biologické druhy jsou skupiny
aktualné nebo potencidalné se kriZicich prirozenych populaci, jez jsou reprodukcné
izolovani od jinych takovych skupin [1]. Samoziejmé to neni vycet vSech vytvotenych

definic pojmu druh, nybrz jen ukazka toho, jak n€které z nich znéji. [1]

V minulosti probihala identifikace organismli pouze na zakladé jejich
morfologickych znakli védci na to vySkolenymi. S rozvojem techniky se vSak zacal
vyuzivat jiny zpuisob a to molekularni identifikace, ktera vychazi ze znakl uloZzenych
v sekvenci DNA kazdého jedince. Pod témito znaky si miiZeme piedstavit potadi
nukleotidii uloZenych v DNA. Toho, jak jsou nukleotidy za sebou zatazeny, vyuZivame
i u vytvafeni nukleotidovych denzitnich vektord, coz je jedna z metod numerické
reprezentace fet¢zce DNA. Jelikoz je tato reprezentace pro kazdy druh odlisna, mohla
by byt pouzita pro druhovou identifikaci. V praktické ¢asti budeme riznymi hodnotami
prodluzovat okrajové Casti sekvence, aby nedoslo ke zkresleni sekvence, a zkoumat vliv
takto oSetfenych okraji. S nejlep$i okrajovou hodnotou bude nasledné provedena
identifika¢ni analyza organismil pravé na zékladé porovnavani nukleotidovych denzit
mezi referencnim a analyzovanym souborem, ktera bude zakoncena vyhodnocenim

uspesnosti tohoto zplisobu identifikace organismi.



1 POJEM DRUH

Druh je pfirozenda vymezena skupina jedinct, ktefi jsou si podobni v uréitych
specifickych znacich a plati, ze jejich podobnost uvnitf jednoho druhu je mnohem vétsi

nez podobnost jedincti pochazejicich z druhti jinych. [2]

Druhy Ize vymezit na zaklad¢ jejich vlastnosti. Je potieba brat ohled na biologické,
morfologické a ekologické vlastnosti a i jejich dédi¢nost. Neni to ovSem tak
jednoduché, protoze existuji druhy, které jsou na zakladé nékterych vlastnosti
nerozlisitelné a naopak také druhy, uvnitt kterych jsou jedinci zna¢né odlisni. Kromé
vlastnosti je dal$im dulezitym aspektem i prostfedi, ve kterém se organismy vyskytuji a
vlastnosti tohoto prostiedi, jeZ maji na vyvoj jedinct také vliv. Na vznik a trvani druhu
pusobi prostiedi vyvolanim rtiznych odchylek. Z nich jsou vybirany ty, které jsou pro
jedince nejvyhodnéjs$i a organismy s témito vlastnostmi jsou od ostatnich izolovani,
tudiz nemuze dojit ke kiizeni jedincl s témito vyhodnymi vlastnostmi s jedinci, ktefi
maji vlastnosti jiné, méné¢ vyhodné. Nesmi byt opomenuto ani prostorové a Casové
vymezeni druhu. Kazdy druh je vyznacen jedinci, ktefi ziji v ur¢itém prostiedi a kazdy

ma své urcité trvani v ¢ase. U riznych druht je prostor a ¢as odlisny. [3]

V disledku téchto aspektii je mozné formulovat nasledovnou obecnou evoluéni
definici druhu. Biologicky druh je nejmensi v prostoru a ¢ase vymezeny soubor jedincti
urcitych vlastnosti, ktery tvoii kvalitu odlisSnou od kvality pfibuznych druhti, véetné
druhu, z néhoz v pribéhu své fylogeneze vznikl. Je od ostatnich druhti reproduktivné
izolovan a nachazi se ve stavu docasné vyvojové rovnovahy s podminkami svého
zivotniho prostedi [3]. Toto je ovSem jedna z mnoha definic, které byly vytvofeny, a
neexistuje jedind univerzalni definice, S kterou by vSichni souhlasili. Dnesni biologové
se totiz shodnou v tom, ze druhy existuji, ale v otdzce proC existuji a jak je vymezit se
uz bohuzel 1isi. Vyskytuji se mozna ¢i teoreticka pojeti druhil a ty mizeme rozttidit na

zakladé otazek, na které zastanci jednotlivych pojeti odpovidaji odlisné. [2]

Prvni otdzkou je, zda druhy v ptirodé existuji objektivné (realistické pojeti druhu),
nebo je vzijemné vymezuje az Clovék (nominalistické pojeti druhu). Pokud se
pfiklonime k prvni moznosti, Ze v pfirod¢ existuji druhy nezavisle na ¢lovéku, musime
polozit druhou otazku a to, zda existence riznych druht zakonité vyplyva z vlastnosti
zivych systémil €i z vlastnosti prostiedi, ve kterém ziji, nebo zda je jejich existence
pouze disledkem historické ndhody. Nakonec se musime zeptat, jestli jsou pfiiny
existence riznych druhti vnitini (vysledkem vlastnosti vnitinich prvkil zivych systémil)
nebo zda jsou dany zvnéjsku (vlastnostmi jejich zivotniho prostfedi). Rozdéleni pojeti
druhu je zobrazeno na Obr. 1. [2]
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Obr. 1: Rozd¢leni pojeti druhu (pfevzato z [1]).

1.1  Nominalistické pojeti druhu

Nominalistické pojeti druhu ptedpokldda, Ze druhy uméle vymezuje ¢loveék — taxonom.
Objektivné druhy v pfirodé¢ podle nominalisti totiz neexistuji. Za realné existujici
povazuji pouze jedince, jejichz pfirozenou vlastnosti je individualni variabilita.
Z variability mezi jedinci vyplyva, Ze nckteti si budou podobni vice a jini méné, a ze
tedy hranice mezi druhy budou ,,rozmazané®, tudiz neni snadné nékteré druhy piesné
vymezit. Ostra hranice mezi druhy je podle tohoto pojeti uméla konvencni zalezitost
(stejné jako u vyssich taxond). Nominalistické pojeti existuje pouze jedno a v soucasné

dobg stoji stranou. [2]

1.2 Realistické pojeti druhu

Realistické pojeti druhu predpoklada, ze druhy a hranice mezi nimi nevymezuje ¢lovek,
nybrz ze existuji v pfirodé objektivné. Na rozdil od nominalistického pojeti se vyskytuje
vice druhil toho pojeti - historické, esencialistické, strukturalistické a kohezni. VSechny
vychézeji z predpokladu, ze druhy existuji nezavisle. Bez vymezeni ¢lovékem. Lisi se

ale v pficing odlisnosti jednotlivych druht. [2]

1.2.1 Historické pojeti druhu

Historické pojeti druhu predpoklada, ze existence odlisnych druht miize byt zplisobena
historickou ndhodou. Toto vysvétleni mlize spocivat v tom, ze ve vyvoji kazdého druhu
se stfidaji kratka evolu¢ni obdobi plasticity s dlouhymi obdobimi evoluéni staze, kdy se
druh neméni. Vlastnosti druhii pak odrazeji podminky, které nastaly v dobé evolu¢ni

plasticity druhu. Jiné historické vysvétleni nabizi teorii mnohorozmérnosti fenotypu



(fenotyp je soubor vSech pozorovatelnych vlastnosti a znak zivého organismu [4])
organismil. V mnohorozmérném prostoru je velmi nepravdépodobné, Ze se dva jedinci
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prolnuti u dvou druhi je téméf nemozné a druhy si tedy zachovaji svou odlisnost. [2]

1.2.2 Esencialistické pojeti druhu

Esencialistické pojeti predpoklada, ze jedinciim stejného druhu je spole¢na urcitd vnitini
kvalita (esence), kterou se odliSuji od pfisluSnika jinych druhti. Podle zastancl tohoto
pojeti jsou pocet druhii organismi i hranice mezi druhy pifedem jednoznacné urceny.
Vnitrodruhovou variabilitu vysvétluji esencialisté jako nestejnou miru ¢i kvalitu esence.
K vysvétleni druhovosti esencialistické pojeti neni pfili§ vhodné. Druhy jsou produkty
neopakovatelného sledu udalosti, na jejich formovani se podilely zdkonité procesy a
nahoda. [2]

1.2.3 Strukturalistické pojeti druhu

Strukturalistické pojeti druhu ptfedpokladd, Ze existence druhii a jejich vzijemna
odlisnost vyplyvaji z vlastnosti jejich strukturnich prvka. Kvali tomu je mozné
esencialismus povazovat za extrémni formu strukturalismu. Strukturalisté vychézi
z mySlenky, ze fenotyp organismi je urovan predevSim deterministickymi procesy
vyplyvajicimi z vlastnosti jejich stavebnich prvkii a také mechanismy ontogeneze
(prubéh vyvoje jedince [4]). Druhotna role je pfisouzena vnéjSimu prostiedi. [2]

1.2.4 Kohezni pojeti druhu

Diky ndhodnym mutacim je v rdmci druhu neustale generovana variabilita. Kvili tomu
by se genotypové (genotyp je soubor vSech genetickych vlastnosti organismu [4]) i
fenotypové spektrum kazdého druhu mélo neustale rozsifovat a mélo by dochazet ke
stirani hranic mezi druhy. Opak je ale pravdou. Mechanismy druhové koheze jsou
rizné, ale spolecné jim je to, Ze jsou odpovédné za udrzovani podobnosti mezi
piislusniky stejného druhu a nepfimo za rozdily mezi jedinci patficimi do riznych
druhti. Tyto mechanismy pisobi proti rozSifovani fenotypového i genotypového spektra
druhtli a zabranuji jejich splyvéani a prolindni. Mezi mechanismy druhové koheze patii

pohlavni rozmnozovani a u nékterych organismii i pisobeni ptirodniho vybéru. [2]


http://cs.wikipedia.org/wiki/Organismus

2  VYVOJ DRUHU (SPECIACE)

Jednim ze zakladnich ryst Zivota na Zemi je obrovska biodiverzita, kterd se projevuje
existenci velkého poctu odlisnych druhi (diverzita) a rGznosti téchto druhti (disparita)
[2]. Speciace je proces vzniku nového druhu, ktery mize trvat nékolik stovek tisic nebo
1 milionti let. U nepohlavné se rozmnozujicich druhii je to z velké miry zalezitosti
konvence - druh se postupné méni nasledkem mutaci, az nakonec od uré¢itého okamziku
zacne byt povazovan za novy druh. U druhi, které se rozmnozuji pohlavné (v pfirodé¢
ptevazuji), je pro vznik nového druhu rozhodujici vytvofeni reprodukéné - izolacni
bariéry, kterd ptedstavuje slozity a zajimavy evolucéni problém. Diky této bariéte

nemuze dojit ke kiizeni pfislusnikli starého a nového druhu. [2, 5]

Speciaci existuje velké mnozstvi liSicich se svym mechanismem. Mazeme je
rozdé@lit z hlediska typu na $tépné a fyletické, z hlediska délky trvani na okamzité a
postupné nebo podle kontaktu s matetskym druhem na alopatrické a sympatrické. Dale

se d¢€li na speciace s ohledem na pohlavni a nepohlavni rozmnoZovani. [2]

2.1  Stépna a fyleticka speciace

Fyleticka speciace znamena, ze se jeden druh méni jako celek v druh jiny, tj. méni se
fenotypové vlastnosti jeho pfisluSniki. Diky tomuto typu speciace piibyva celkovy
pocet druhli. Biodiverzita se ovS§em neméni, protoZe dojde pouze k pfeméné jednoho
druhu v jiny. [2]

Stépna speciace se od fyletické lii tim, Ze v tomto pfipadé se jeden druh matefsky
rozpadne na dva nebo vice druhii dcetinych, které se déale anageneticky (co do svych
fenotypovych vlastnosti) vyvijeji samostatné, nezavisle na sobé. [2]

2.2  Okamzita a postupna speciace

Vzhledem k tomu, Ze vétSina speciaci trva dlouho, jsou fazeny mezi speciace postupné.
Mezi dvéma populacemi se pomalu hromadi genetické rozdily, které vedou
k fenotypovému odliseni jedincti obou populaci a zaroven u pohlavné se rozmnozujicich
druhil dochazi ke vzniku reprodukéné izolacni bariéry. U kazdého druhu trva vytvofeni
reprodukéné izolacni bariéry rizné dlouhou dobu a zavisi na riiznych aspektech (narast
genetickych rozdilu pouze genetickym driftem - trva dlouho, na speciaci se podili i
ptirozeny vybér - rychlejsi). Piikladem postupné speciace je speciace alopatricka (viz



kapitola 2.3). [2]

Jsou znamy 1 speciace, které¢ prob¢hnou témét okamzité. Mezi tyto speciace se
fadi speciace polyploidizac¢ni, kdy se kvili poruse bunéfného déleni vytvoii u
diploidniho druhu tetraploidni jedinec (nejcastéji u rostlin). Stary diploidni a novy
tetraploidni druh mohou koexistovat na stejném uzemi kvili rozdilnym ekologickym

naroktm. [2]

2.3  Alopatricka a sympatricka speciace

Alopatricka speciace je nejjednodussi cesta, jakou mize novy druh vzniknout. Jedna se
o postupny vyvoj druhu bez kontaktu s matetskym druhem. Jestlize se ¢ast populace
zemeépisn¢ izoluje od plvodni populace a zlstane po dostatecné dlouhou dobu
reprodukéné izolovana, nahromadi se u ni genetické zmény, které povedou
k fenotypovému a nasledné ekologickému rozrtiznéni populaci. Vngjsi reprodukéni
bariéry zpusobené geografickou izolaci budou ¢asem doplnény i vnitinimi bariérami,
¢imz je zabranéno vzijemnému kiiZeni, a to i v pfipadé, ze jsou populace uméle
pfeneseny na stejné uzemi. Pokud se tyto dvé oddélené populace dostanou do kontaktu
drive, nez se dostate¢n¢ diferencuji, mohou opét splynout. V opacném piipade budou zit
sympatricky vedle sebe nebo jeden druh muize vytlacit druhy. Pro lepsi pochopeni
alopatrického vyvoje druhu viz Obr. 2 — leva ¢ast. [2, 6]

Obr. 2: Alopatricka speciace a sympatricka speciace - geografické vztahy novych druht
vzhledem k jejich rodi¢ovskym druhiim (pievzato z [6]).



Pii sympatrické speciaci se novy druh formuje na stejném tzemi jako druh
matefsky Cili bez geografické izolace. Oproti alopatrické speciaci mezi vzajemné
diferencujicimi druhy tedy nevznikaji vn&js$i reprodukéni bariéry, ale pro izolaci
genofondu (soubor vsSech genid dané populace) je vyzadovan vznik vnitinich
reprodukénich bariér. U zivocichli miize byt sympatricka speciace vysledkem urcité
¢asti populace, kterd se stava reprodukcné izolovanou z diavodu piechodu do prostiedi,
k potravnimu zdroji nebo jinému zdroji, nevyuzivanému rodi¢ovskou populaci nebo
muze byt vysledkem vzniku preference partnera (napiiklad kvili zbarveni) [6].

Sympatricky vyvoj druhu je zndzornén v pravé ¢asti Obr. 2. [2, 6]

2.4  Speciace s ohledem na pohlavni rozmnoZovani

Speciace u druhtt s pohlavnim rozmnozovanim je slozitéjsi nez u druhi
S rozmnozovanim nepohlavnim. Pfi nepohlavnim rozmnozovani staci, aby u nékterého
jedince doSlo k mutaci. Dusledkem této mutace se zméni fenotypové vlastnosti
ptislusné linie jedincii a mize vzniknout novy druh, pokud ovSem v pfirod¢ existuje
volna ekologicka nika (t0 je prostor, ktery v ekosystému zaujima urcity druh [4]), kterou
mize novy druh zaplnit. [2]

vvvvvv

Pouze fenotypové rozdily mezi matefskym a dcefinym druhem nestaci. K odstépeni
nového druhu je zapotiebi vznik reprodukéné - izolaéni bariéry mezi novym a
puvodnim druhem. Tato bariéra zabrani toku genii mezi druhy a stirani fenotypovych

rozdili mezi jejich zastupci. [2]

Vnéjsi reprodukéné - izolaCni bariéry existuji v prostiedi nezavisle na
biologickych vlastnostech organismi. Vyskytuji se diky rozmanitosti okolniho
prostfedi, které ma ostfe vymezené hranice a tvofi tak vyznamné bariéry, které zamezuji
pohybu jedince z jedné strany bariéry na druhou nebo tento pohyb zpomaluji. To
omezuje ekologické nebo genetické interakce jedinct, coz muze vest k fenotypové i
genetické diferenciaci ¢lent a k nasledné speciaci. Pfikladem geograficka, behavioralni,
casovd, gametickd nebo mechanicka izolace druhi. Opakem jsou vnitini reprodukéné -
izola¢ni bariéry, které existuji, aby nedoslo ke kiiZeni jedinct rznych druhi Zijicich na
stejném Uzemi, coz by postupné¢ mazalo hranice mezi druhy. Tyto bariéry jsou piimo
nebo nepifimo urCeny genotypem organismi a vznikaji ¢i zanikaji disledkem

genetickych procest (nejcastéji v dusledku mutaci). [2, 6]


http://cs.wikipedia.org/wiki/Populace

3 MUTACE

Biologové 20. stoleti zjistili, kde se bere variabilita, ze které jsou piirozenym vybérem
vybrani zivotaschopnéjsi jedinci, a pro¢ tato variabilita v disledku k¥izeni (u pohlavné
se rozmnozujicich druhll) nevymizi. Jedinym zdrojem evolu¢nich novinek a variability
na urovni druhu jsou mutace, coz jsou zmény ve struktuie genetického materidlu (u
vetsiny organismu v DNA), pfi nichz se méni smysl genetické informace, aniz by byla
porusena pravidla zapisu genetické informace. Pokud by zmény tato pravidla
porusovaly, jednalo by se o poskozeni DNA. V buiice existuji enzymatické systémy,
které mohou poskozena mista rozpoznat a opravit. Nékdy ovSem oprava mozné neni a

reparacni proces je zdrojem vzniku mutaci. [5, 7]

Mutace vznikaji také disledkem poruch pii replikaci (kopirovani) nebo pii
rozdéleni chromozomu do dcefinych bunék v pribéhu bunétného déleni. Mutace jsou
nezbytné pro biologickou evoluci, protoze bez vzniku novych mutaci by se evoluce
zastavila a organismy by se nemohly déle vyvijet. Jsou oznafovany jako sloZity a
vysoce adaptivni proces. Existuje vice typli mutaci srtuznou fyzickou povahou,
mechanismem vzniku nebo vyznamem pro biologickou zdatnost [7]. Zname mutace
pozitivni, negativni, selekéné neutralni, spontanni a indukované. Zde si ale popiSeme
pouze mutace fyzické povahy, které rozliSujeme na bodové, na urovni celych tsekt

DNA, chromosomové a genomové mutace. [7]

3.1 Bodové mutace

Bodové mutace jsou chemické zmény v jednom péru bazi genu a probihaji na Grovni
vldkna DNA. Pokud k této mutaci dojde v gameté (pohlavni bunika) nebo burice, kterd

dava vznik gametam, muze byt pienesena na potomstvo. [6]

vlakno DNA: A C

substituce A C

delece C

inzerce G| T|A]|C|

Obr. 3: Zobrazeni bodovych mutaci (substituce, inzerce, delece).

Nejcastejsi formou bodové mutace je substituce (viz Obr. 3), kdy se jedna o

zameénu jednoho nukleotidu za druhy. Pokud jde o vyménu nukleotidu s purinovou bazi



(adenin - A, guanin - G) za nukleotid s pyrimidinovou bazi (cytozin - C, thymin - T)
nebo naopak, jedna se o transverzi. Jestlize se méni nukleotid s nukleotidem
obsahujicim stejny typ baze, jde o tranzici. Pokud dojde k substituci na tiseku DNA,
kterd koduje protein, je mozné tyto mutace rozdélit podle jejich vlivu na strukturu
proteinu. [6, 8, 9]

POvodni fetézec DNA
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Obr. 4: Typy bodovych mutaci (pievzato z [6]).

Geneticky kod je degenerovany, coZ znamend, Ze stejna aminokyselina je
kédovana celou fadou riznych kodond (nukleotidovych tripletli), a proto se nemusi
zdmena nukleotidu v kodonu na struktute proteinu nijak projevit. Popsany typ mutace je
mutace synonymni (vViz Obr. 4), neménici smysl. A jde tedy o zménu kodonu (triplet
bazi) pro urcitou aminokyselinu v jiny kodon stejného smyslu. Naopak mutace se
zménou smyslu, nesynonymni (viz Obr. 4), jsou takové mutace, kvuli kterym je jedna
aminokyselina nahrazena jinou. Pokud se jedna o aminokyselinu s podobnymi fyzikalné
— chemickymi vlastnostmi, hovoifime o zaméné konzervativni, kterych je nejvice. Jejich

disledkem se tercialni struktura proteinu a jeho biologickd funkce vyrazné neméni.



Poslednim typem zaménovych mutaci jsou nesmyslné mutace (viz Obr. 4). Pti nich
vznika z kodonl pro aminokyseliny néktery ze tii kodonii terminacnich (UAA, UAG,
UGA), tudiz v tomto misté dojde k pfedéasnému ukonceni syntézy proteinového fetézce

Vv pribéhu translace. Vznika tak nefunkéni protein. [7, 8, 9]

Dale mezi bodové mutace patii delece (viz Obr. 3), pii které dochazi ke ztraté
jednoho nebo vice nukleotidii z nukleotidové sekvence. V dasledku toho dochézi ke
zkracovani fetézce. Patii sem i inzerce (viz Obr. 3), pii které naopak vlozZeni jednoho
nebo vice nukleotidi do nukleotidové sekvence fetézec prodlouzi. Oba typy mutaci tedy
méni pocéty nukleotidi v sekvenci, a tudiz i jeji délku. Disledkem toho dochazi
K posunu ¢éteciho ramce. Proto v podstaté nezménéna sekvence je piekladana jako
sekvence jina (Cteci ramec bere jiné trojce nukleotidil). Kvili tomu maji tyto mutace

mnohem castéji katastrofalni dopad na vysledny protein nez substituce. [6, 7, 8, 9]

Frekvence jednotlivych typi mutaci se li§i v zavislosti na typu organismu
(bakterie, eukaryota) a na genomu, ve kterém se mutace objevuje (jadro, mitochondrie,

plastid), ale také na nukleotidech, které se vyskytuji pobliz dané pozice [7].

3.2 Ostatni typy mutaci

Mutaci na urovni celych usekii DNA je opét n¢kolik typt. Delece, inzerce a duplikace
zpusobuji zménu délky vlakna DNA a to tak, Ze je urcity usek vlédkna ztracen, vlozen
nebo zmnozen. Translokace jsou charakterizovany piremisténim urcitého useku DNA na
Jiné misto v genomu a pii inverzi je urCity usek DNA z chromosomu vyjmut a vloZen na
stejné misto v opacném potadi. Translokace a inverze miZou mit velky vyznam pfti
speciaci. Mohou slouzit jako jeden z mechanisml vytvafeni mezidruhové bariéry,
protoze pokud se kiizi jedinci, ktefi maji vétSi poCty piestaveb DNA, maji sniZenou
fertilitu (plodnost). [7]

Chromozomové a genomové mutace neméni samotné geny, nybrz méni strukturu
nebo pocet chromozomil. Chromozomové mutace jsou strukturni zmény chromozomti a
jejich nasledky zévisi na tom, zda je 1 po strukturni piestavbé zachované normalni
mnozstvi genetické informace [9]. Pokud ne, tak dochazi k fenotypovym projevim,
které se odviji od toho, kterd cast genetické informace chybi, piebyvd nebo je

poskozena [9].

Disledkem genomovych mutaci je zména samotného genomu. Vznikaji v disledku
poruch v prabéhu bunééného déleni. Vlivem téchto mutaci mohou vznikat organismy, u
kterych je zvySen nebo snizen pocet uréitych chromozomu (aneuploidie) nebo celé
chromosomové sady (polyploidie). [4, 7]
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4 TAXONOMIE

Taxonomie je véda o taxonech, o jejich poznavani, vymezovani, tfidéni, pojmenovavani
a klasifikaci [10]. Je to slozenina dvou feckych slov tax (srovnat, uspofadat) a nomia
(zvyk, zakon) [11]. Pocatky taxonomie sahaji do 18. stoleti k Linneové¢ (Carl von Linné
byl svédsky védec a botanik) knize Systema naturae, coz pieloZzeno znamena ,,Systém
ptirody* a pfedstavuje tfidéni v§eho Zivého v ptirodé [6].

cey

Taxon je jakykoli pfirozeny a rozliSitelny soubor zijicich i vymfelych
ptibuznych skupin organismi, ktery je tak vyhranény, Ze ho pfijimame jako jednotku
klasifikace [10]. Jedinci, kterymi je tvoien, jsou si ptibuzni a svymi znaky se odlisuji od
ostatnich taxoni. Jednotlivé taxony jsou hierarchicky zafazeny do klasifika¢nich
kategorii rzné tirovné. Piibuzné rody jsou fazeny do jedné celedi, ¢eledi do tadu, rady
do tfid, tfidy do kment, kmeny do tisi a fiSe do domén. Kazda taxonomicka uroven je
tedy komplexng&jsi nez uroven piedchozi. Naptiklad vSechny druhy kocek jsou savci, ale

vSechny savce nepiedstavuji pouze kocky. [6, 10]

Kazdy druh ma dvouslovné latinské jméno ¢ili binomen [6]. Prvni cast
binomického oznaceni je rod, do kterého druh patii. Druhou ¢asti je jméno druhové a
odpovidé jednomu druhu piisluSného rodu. Tento princip pojmenovani druhu se nazyva
binominélni nomenklatura. Dvouslovné jméno pro kazdy druh a hierarchické zatazeni
druhti do systému organismu jsou dvé zasadni vlastnosti Linneova systému. Pro
ujasnéni je na Obr. 5 zafazeni Panthera pardus (leopard) do taxonomického systému.
[6, 10]

Znak je jakakoli vlastnost organismu, kterou se lisi od jinych organismi nebo
taxonti [11]. Kazdy znak mize mit jeden nebo vice stavl (hodnot, projevi) [11].
Taxonomickym znakem mulzeme nazvat jakoukoli vlastnost organismu, kterd ma
nejméné dva stavy a je pouzitelna pro klasifikaci [11]. Stavy znakd mohou byt odlisné
kvantitativné (napf. pfitomnost/neptitomnost nebo tvar), meristicky (pocet prvki) nebo
spojité kvantitativné (napt. délka téla) [10]. Zdroji znaki mohou byt udaje strukturalni,
ontogenetické a morfometrické (rozméry a jejich pomeéry), cytotaxonomické (stavba,
pocet a chovani chromozomi), fyziologické, biochemické, genetické a dalsi [10]. Pro
identifikaci organismu za pomoci DNA barcodingu (viz kapitola 5) budou ale
nejdulezitéjsi znaky molekularné - biologické. To jsou tdaje o molekularni struktuie

genomu a jeho slozeni [10].

Strukturalni znaky jsou nejcastéji pouzivané. Hlavnim divodem je to, Ze se
jedna o snadno dostupné informace oproti jinym znakim. ZvIastni skupinou znak jsou

znaky makromolekularni. Jsou poskytované studiem nukleovych kyselin (DNA, RNA)
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a jejich bezprostiednich produktt, coz jsou proteiny [10]. Tyto znaky mohou byt
ziskany metodami pifimymi (napf. mapovanim geni, sekvencovanim nukleotidi v
DNA a RNA, aminokyselin v proteinech, studiem elektroforetickych reakci
polymorfnich bilkovin) nebo nepfimymi (napf. zjiStovanim imunologické vzdalenosti
riznych organismu, stupné mezidruhové hybridizace DNA) [10].
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Obr. 5: Zatazeni leoparda do taxonomického systému (pievzato z [6]).

4.1 Klasicka taxonomie

Klasickd taxonomie je odvétvi taxonomie, které se zabyva jinymi neZ molekularnimi
znaky organisml. Organismy zafazuje do jednotlivych kategorii pomoci jejich
morfologickych a anatomickych znaki, zkouméanim fyziologie organismii (tj. rUst,
rozmnozovani, metabolismus, reakce na zevni podnéty), dale také sledovanim jejich
chovani nebo jejich ekologie. Posledni jmenované se zabyvad vnitrodruhovymi i

mezidruhovymi vztahy mezi organismy a jejich vztahem k vnéjSimu prostiedi.

Zjednodusené¢ lze fici, Ze sledovanim toho, jak jedinec vypada, jak se chova a jaké

je jeho pfirozené prostiedi, je mozné organismy sdruzit do skupin, taxoni. Nasi
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problematiky se ale mnohem vice tyka taxonomie molekularni.

4.2 Molekularni taxonomie

Pti kategorizaci organismil je uziteCné srovnavat nejen jejich anatomické vlastnosti, ale
i jejich makromolekuly. Molekuldrni taxonomie, jak uz ndzev napovida, vyuziva
molekularni znaky a pomoci nich zatazuje organisSmy do hierarchického systému. Pod
témito znaky si mizeme piredstavit znaky ulozené pravé v sekvencich makromolekul,
mezi které patii DNA, RNA a proteiny [12]. Molekularniho taxonoma nejvice zajima
primarni struktura DNA, jelikoz na této Grovni vznikaji evoluéni novinky ve formé
mutaci a informace zde ulozena se dédi na potomstvo podle jasnych pravidel. Primarni
sekvence DNA v sobé také nese informaci o historii daného lokusu DNA (pozice,
kterou na chromozomu zaujima jeden nebo vice genll) nebo proteinu [12]. Z daného
lokusu mtizeme vyc¢ist identitu jedince a jeho piibuznost s ostatnimi jedinci v populaci,
druhovou pfislusnost nebo dokonce ptibuzensky vztah tohoto druhu nebo pfislusné
taxonomické skupiny s jinymi [12]. [6, 12]

Molekularni znaky, jak bylo zminéno vyse, jsou znaky ulozené v molekulach DNA,
RNA nebo proteinti. Naptiklad kazdd pozice nukleotidu na vldkné DNA piedstavuje
znak ve formé jednoho ze ¢tyf typti DNA bazi: A (adenin), G (guanin), C (cytozin) nebo
T (thymin). Tyto znaky maji svoje vyhody i nevyhody. [12]

Mezi vyhody patfi to, Ze tyto znaky pochdzeji z urovné, kde vznikaji evoluc¢ni
novinky neboli mutace, obvykle vime, jak se dédi, mnoho z nich nezavisi na prostfedi a
jsou velmi casto selekéné neutrdlni. Posledni jmenované znamend, Ze nejsou
ovlivilovany piirodnim vybérem. Téchto znaki je obrovské mnoZstvi a jsou pouzitelné
na vSech urovnich taxonomie - od porovnavani jedinci v ramci populace az po
rekonstrukci hluboké fylogeneze. K dalSim vyhoddm muiZeme zafadit to, Ze se znaky
daji jednoznaéné popsat, protoze nabyvaji n€kolika diskrétnich stavi (Etyfi nukleotidy,
dvacet aminokyselin), jsou lépe vazitelné (neudélame chybu, kdyz jim pfisoudime
stejnou vahu) a lépe se kvantifikuje stupen nejistoty. Vybrané znaky je mozné
s opatrnosti pouzit jako molekularni hodiny pro odhad stati. [12]

Nevyhodou je, ze se vétSina molekuldrnich znakll viilbec neprojevi ve fenotypu,

jejich ziskavani je nékdy nutné organismus nebo jeho Cast nenavratné znicit. [12]

V molekularni taxonomii se pro identifikaci druh@ pouZzivaji dva zékladni principy a
to distan¢ni metody a znakové orientované metody. Ob¢ budou popsany v textu dale ve
spojeni s DNA barcodingem.
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5> DNABARCODING

5.1 Mitochondrialni DNA

Mitochondrie je organela (viz Obr. 6), ktera se nachazi téméf ve vsech eukaryotickych
bunkach, véetn¢ bunék rostlin, zivo€ichl, hub a prvokl. Kazda buiika obsahuje rizné
mnozstvi mitochondrii a to v zavislosti na bunécné tirovni metabolické aktivity. Nékteré
buiikky maji jednu velkou mitochondrii, Castéji se vSak vyskytuji stovky, ¢i dokonce
tisice mitochondrii. Tato organela je obklopena dvéma membranami. Vnéjsi je hladka,
vnitini je zvradsnénd a obsahuje zahyby. Ty se nazyvaji kristy a zvétSuji povrch
membrany asi pétkrat. Uvnitf mitochondrie se nachazi mitochondridlni matrix. Hlavni
funkei této organely je tvorba ATP (adenosintrifostat), coz je molekula, kterd poskytuje

chemickou energii pro vSechny procesy v bufice. [6]

Césti ATP syntdzy

mezimembranowy prostor
matrix

vnitfni membrana
vnéjsi membrana

Obr. 6: Mitochondrie (ptevzato viz Zdroje obrazki).

Déleni mitochondrii probiha obdobnym zpiisobem jako u bakterii — dojde K rustu a
naslednému pficnému déleni. To dokazuje, ze jsou bakteridlniho pivodu. Navic je
znamo, ze mitochondrie vznikly pfed vice nez miliardou let a to tak, Ze aerobni bakterie
byla pohlcena anaerobni eukaryotni buiikou. Od té doby se vétSina puvodnich gend

ptenesla do bunééného jadra a v samotné mitochondrii ziistalo pomérné malo gend. [13]

Mitochondrie obsahuji vlastni haploidni genom, kterym je mitochondridlni DNA
(mtDNA). Tato DNA je dvouvlaknova kruhova sekvence DNA, ale bylo objeveno i
mnozstvi linearnich sekvenci DNA, a nachazi se v mitochondrii ve vice kopiich. Je
relativné mald a snadno izolovatelna. Komplementarni vldkna DNA mohou byt

rozliSena na zaklad¢ skladby bazi, které zptisobuji riznou hustotu fetézcti. Jedno vldkno
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je oznacovano jako tézké, jelikoz obsahuje vétsi mnozstvi purinovych bazi (A, G) a
druhé jako lehké kvuli pfevaze pyrimidinovych bazi (C, T). [14]

Zjisténi, ze existuje i DNA, ktera lezi v jiném prostoru, nez je eukaryotické
jadro, byl skutecné velky objev. To otevielo zcela nové obzory ve studiu biogeneze
(vznik a vyvoj zivych organismi nebo jejich ¢asti z jinych) mitochondrii. Béhem
poslednich tfi desetileti bylo geneticky i sekvencné charakterizovano nékolik stovek
mitochondrialnich genomt vicebunéénych zivocichli, rostlin a hub. Sekvence
nukleotidtl lidské mtDNA byla prvni dolozend kompletni sekvence mitochondridlniho
genomu a byla publikovana v roce 1981. Nasledné bylo zjisténo, ze ostatni mtDNA
metazoi (vicebunécni zivoc€ichové) obsahuji stejné geny s velmi malym mnoZstvim

vyjimek. Potfadi gend ov§em vzdy stejné neni. [14]
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Obr. 7: Lidska mitochondrialni DNA (ptevzato viz Zdroje obrazki).

Velikost mtDNA se znatné 1iSi mezi zivoCichy, rostlinami a houbami.
Mitochondridlni DNA u vétSiny zvitat je dlouhd 16 az 20 tisic bazi, zatimco rostlinna je
10x az 100x delsi a variabilngj$i. To vSak neni imérné poctu gend, které mtDNA
koduje. [14]

Jak bylo feCeno, geneticky obsah mtDNA je u vétSiny organismi velice
podobny. U metazoi koduje mtDNA 13 mRNA (medidnovych RNA), které podléhaji
translaci, 22 tRNA (transferovych RNA) a 2 rRNA (ribozomalni RNA). Odhaduje se, Ze
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velikost mitochondridlniho proteomu (soubor vsech proteini) je 800 az 1500 proteinti a
lisi se v zavislosti na typu tkané. Z nich pouze 13 je koédovano mitochondridlnim
genomem a kazdy je nezbytny pro oxidativni fosforylaci. Tyto mitochondridlné
kodované proteiny jsou soucasti 4 komplext. ND1-6 a NDAL jsou z komplexu I, cyt b
z komplexu 11, 3 podjednotky cytochrom oxidazy z komplexu IV a 2 ATP syntazy
z komplexu V. Rozlozeni gent lidské mtDNA muzeme vidét na Obr. 7. Mitochondrialni

DNA obsahuje krom¢ kédujicich useku i iseky nekodujici, nazyvajici se D-loop. [14]

Mitochondridlni DNA je velmi oblibenym molekuldrnim znakem pro

fylogenetiku, populaéni studie, fytogeografii a molekularni ekologii [15].

5.2  Princip DNA barcodingu

DNA barcoding je metoda, kterd se pomoci kratké sekvence DNA snazi identifikovat
druhy organismi. Barcode po pielozeni do CeStiny znamena Carovy kod, ktery se
pouziva k identifikaci zbozi v supermarketech. Podobné muze byt nahlizeno na
sekvence DNA jako na genetické ¢arové kody, které jsou ulozené v kazdé buiice.
Myslenka je takova, ze stejn¢ jako kombinace tenkych a tlustsich ¢ar na kodu zbozi by
mohla fungovat kombinace pismen nukleotidl v fetézci DNA. Ty potom jednoznacné
vedou K jednomu rostlinnému nebo Zivo¢isnému druhu. Vizualizace sekvence pismen
pomoci barevnych prouzkd pfipomina pravé carovy kod, jak je vidét na Obr. 8. Tato
grafickd reprezentace ma vyznam pouze jako dodatecna vizualni informace pro ¢lovéka.

[16]

I kdyz se o DNA barcodingu védélo uz diive, poprvé se o ném piSe v ¢lanku
Biological identification through DNA barcodes, ktery v roce 2003 publikoval kanadsky
profesor Paul Hebert. Ten Sel dale nez ptedeslé studie. Snazil se najit jednoduchy gen,
ktery by mohl slouZit k identifikaci druhli napti¢ celym zvifecim kralovstvim. Navic
slibil, Zze vysledky DNA barcodingu budou lepsi nez ty, kterych muze byt dosazeno
pomoci morfologickych studii, jelikoZ je mozné za pomoci DNA barcodingu
identifikovat 1 kryptické taxony nebo rizna zivotni stddia a pohlavi druhli, coz je
klasickymi morfologickymi metodami obtiZzné nebo nemozné. Tento pfevrat taxonomie

ziskal své zastance i odpurce. [16, 17, 18]

Praktické realizace tohoto pfistupu je uskutecnéna za pomoci mitochondrialni
DNA pro zZivocichy a chloroplastové DNA pro rostliny. Pro tyto tcely ma mtDNA
zivoc¢ichii vyhody zejména v tom, Ze je snadno extrahovatelna z buiky, kédujici Gseky
(exony) nejsou oddéleny tuseky nekodujicimi (introny), jelikoz chybi. Nedochazi

k rekombinaci a inzerce a delece jsou vzacné (nedochazi k posunu ¢teciho ramce). [16]
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Neexistuje presvédCivy divod, aby se analyza soustfedila na specificky
mitochondrialni gen, ale pro Zivo¢ichy byla vybrana ¢ast genu coxl (cytochrom c
oxidaza podjednotka I), ktera je dlouhd 648 pari bazi a jeji umisténi v
mitochondridlnim genomu je mozné pozorovat na Obr. 7. Tento usek vybral Paul
Hebert, jelikoz se mu ukézal jako velmi G¢inny pii ur€ovani ptaka, motyld, ryb a dalSich
zvitecich skupin. Pro pouziti cox1l hovoii zejména pocet kopii v bunice [17]. Jaderny
genom je Vv bunice vétSinou ulozen ve dvou kopiich, mitochondrialni ve sto az deseti
tisicich kopii. Tim je mitochondridlni genom jasné upiednostiiovan, protoze i u velmi
degenerovanych vzorkti DNA je nadé€je na ziskani sekvenovatelné kopie daného useku.
Dalsi vyhodou pouziti cox1 je jeho velka mezidruhova rozmanitost. I mezi velmi blizce
ptibuznymi druhy se sekvence lis$i n€kolikanasobné vice nez geny jaderné [19].
Nemuzeme opomenout ani posledni vyhodu a to tu, ze coxl je dostatecné kratky, aby
mohl byt rychle sekvenovan a dost dlouhy na to, aby mohl slouzit k identifikaci mezi
druhy [20].
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Obr. 8: Potadi nukleotidi v sekvenci mtDNA Orcinus orca (kosatka drava) a tomu odpovidajici
¢arovy kod, kde jsou jednotlivé nukleotidy zobrazeny barevné, A — zelené, C —

modie, G — Cerné, T — Cervené (prevzato viz Zdroje obrazki).

Pravdou ale je, ze tento gen neni univerzalni pro vSechny, jak si Paul Hebert
myslel. Naptiklad pro obojzivelniky cox1 opravdu nejlepsi volba neni kvili tomu, ze
velké vnitrodruhova variabilita této skupiny organismi znemoziuje jejich jednozna¢nou
identifikaci [17]. Taktéz pro rostliny tento mitochondrialni gen neni vhodny, protoze se
vyvijely ptili§ pomalu, ale dvé genové oblasti v chloroplastu, kterymi jsou matK a rbcL,
byly schvaleny jako barcodové oblasti pro suchozemské rostliny [20].
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Kazdopadné¢ pro gen pouzity pro DNA barcoding je dulezité, aby jeho
vnitrodruhova variabilita byla nizka. Mala vnitrodruhovd a velkd mezidruhova
rozmanitost ukazuji na zfetelné genetické hranice mezi druhy a diky tomu umoziuji
ptesnou identifikaci jedince [19].

5.3 Identifikace druhu

Jednou z hlavnich otazek tykajici se zaclenéni molekularnich informaci do
taxonomickych aspektt biologie je, k ¢emu vyuzit carové kody. Existuji dva samostatné
ukoly, ke kterym se barcody pouzivaji. Prvnim znich je pouziti udaji z DNA
Kk rozlisovani mezi druhy (identifikace druhti) a druhy je pouziti sekvence DNA pro

objevovani novych druhti. [18]

Hned Givodem je dulezité fici, ze DNA barcoding se pouziva pouze k identifikaci
druhu v porovnani s jiz zndmym druhem. Objevovani novych druhti neni vhodné,
jelikoz na zaklad¢ jednoho genu nemiizeme urcit piislusnost organismu k novému
druhu. Je to dano tim, Ze jeden gen, piiblizné 650 pari bazi, je pfili§ kratky tisek a nema
proto dostatecnou vypovidaci hodnotu. Je mozné ale odhalit druh, o kterém si mizeme

myslet, Ze je novy, a nasledn¢ pomoci hlubsi analyzy myslenku ovéfit.

K identifikaci druh se v molekularni taxonomii pouzivaji distan¢ni a znakové
metody. Profesor Hebert navrhl pouZiti genetické vzdalenosti jako standardni metodu
pro analyzu barcodovych dat a vétSina barcodovych studii ho néasledovala. U
distan¢nich metod se jedna o vypocet p-distanci s korekci nékterym z evolucnich
modeld a nasledné vytvoreni fylogenetického stromu. K vytvoreni fylogenetického
stromu se nejcastéji pouziva metoda Neighbour-joining, ale je mozné vyuzit i metodu
UPGMA. Mechanismus identifikace organismii distan¢ni metodou je nasledovny.
Nejprve pomoci morfologickych znakl ur¢ime skupiny organismu, které osekvenujeme.
Nasledn¢ vzniklé barcodové sekvence zpracujeme distanéni metodou. Vzhledem
K tomu, ze vime, o ktery druh se jedna, pozname, zda tato metoda uréila organismus
spravné ¢i nikoli. Paklize metoda fungovala, ziskané sekvence se uvefejni v databazi

barcodovych sekvenci. [16, 18]

U této metody je také nutné urcit prah distancni hodnoty. Prah urcuje, zda se jesté
jedna o stejny druh nebo uz o druh jiny. Hodnota prahu musi odraZet vnitrodruhovou
variabilitu, kterd je ale pro rtzné skupiny organismti odliSnd, a tudiz nastava

komplikace - nelze mit nastavenu pouze jednu hodnotu prahu pro vSechny jedince. [17]

Tento problém fesi pouziti znakovych metod, které jsou podle nékterych lepsi,

jak z teoretickych tak praktickych divodd, nez bézné pouzivané metody distancni.
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Misto analyzy zalozené na vzdalenostech, kde jsou porovnavany sekvence jako celé
jednotky a stromy jsou konstruovany na zakladé celkové podobnosti, znakové metody
hledaji diagnostické diskrétni znaky nebo kombinace téchto znaki v sekvenci DNA
(pod témi jsou samoziejm& mysleny nukleotidy). Pozice téchto znaki jsou v fetézci
DNA jedinecné a to umozni snadnou identifikaci druhu. Je mozné i zvysit pocet téchto
diagnostickych znakii a tim nastavit Groven bezpecCnosti pro definovani taxonu.
Nevyhodou této metody je, ze pokud je pocet charakteristickych znakti nedostacujici,
tak diagnoza selze. Nebude tedy poskytovat ,nejbliz§iho souseda”, kterym ovSem
nemusi byt vzdy nejblizsi pfibuzny, jak tomu je u distanéni metody. Mezi znakové
metody zafazujeme napiiklad metodu Maximum Parsimony (maximalni Gspornost)
nebo Maximum Likelihood (maximalni pravdépodobnost). [18, 17, 21]

Charakteristické znaky jsou stavy znakt, které jsou pfitomny pouze v jedné
vyvojové spoleéné skupiné. Jsou rozdéleny do ¢tyt hlavnich skupin. Pure attributes jsou
sdileny vSemi ¢leny jedné vyvojove spolecné skupiny a nikdy se nenachazi u jinych
skupin. Private attributes jsou pfitomny pouze u nékterych ¢lent této skupiny a u
ostatnich skupin chybi. Oba typy téchto charakteristickych znakd mohou byt bud’
simple, coz znamena, Ze jsou omezeny pouze na pozice jednoho znaku nebo mohou byt
compound, které hledaji pozice vice znaku. [18]

Pro realizaci analyzy DNA barcode sekvenci znakovou metodou byl vyvinut
Characteristic Attributes Organization System (CAOS) software. Samotny algoritmus
systému charakteristickych znakti (CAOS) je zaloZzen na tom, Ze clenové dané
taxonomické skupiny sdili znaky, které se nevyskytuji v jinych skupinach. Algoritmus
CAOS tak identifikuje znakovou metodou kazdou vyvojoveé spolecnou skupinu
v kazdém uzlu fylogenetického stromu, ktery je nejprve sestaven z daného datového
souboru. Vysledna diagnostika pak miiZze byt pouZita pro naslednou klasifikaci novych
dat do taxonomického uskupeni zastoupeného timto stromem. Strom je pouZzivan pouze
jako prostiedek Kk identifikaci diagnostickych znakii — nemusi nutné predstavovat

domnélé fylogenetické vztahy. [18]

Pti zatfazovani organismi do druhu ale narazime na problém. Pojem druh nema
jednotnou definici, jak bylo zminéno vyse (kapitola 1). Pro molekularni pfistupy byla
vytvotena Molecular Operational Taxonomic Unit (MOTU), ktera ma podobny rozsah
jako tradi¢ni druhy. DNA barcoding nam tedy nepfifazuje organismy ke druhiim, at’ uz
jakkoli definovanym, ale k MOTU. MOTU byla navrzena kviili tomu, ze identifikace
druhti na zakladé genetickych odliSnosti je nemozZna, protoZe genetické variabilita mezi
jednotlivymi organismy pfimo nesouvisi s taxony. Je to tim, ze druh se neustéle vyviji a

vzniklé mutace maji za nasledek hromadéni rozdila. [22]
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54  Komponenty DNA barcodingu

Prvnim krokem DNA barcodingu je ziskani vzorku druhu, ktery chceme identifikovat.
Vzorky muzeme ziskat z ptirodnich historickych muzei, herbati, zoologickych zahrad,
zmrazenych tkanovych sbirek, semennych bank a z dalSich skladist' biologického
materidlu nebo jinych libovolnych zdroju. Ziskany vzorek tkané€ je néasledné dopraven
do laboratofe, kde z néj laboranti ziskaji jeho DNA, ze které izoluji barcode. Nejlépe
vybavenym laboratoifim to netrva déle nez par hodin. Tato data jsou poté umisténa
Vv databazi pro pozd¢jsi analyzu. [23]

Databaze jsou velmi podstatnym prvkem DNA barcodingu. Jednim
knihovny identifikatorti druhd, které by mohly byt pouzity pro pfifazeni nezndmych
vzorkd tkani ke znamym druh@im. V soucasnosti se této role ujimaji dvé hlavni
barcodové databaze. Prvni z nich je The International Nucleotide Sequence Database
Collaborative, ktera je partnerskou databazi nejpouzivanéj$i databaze primarnich
sekvenci GenBank v USA, The Nucleotide Sequence Database of the European
Molecular Biology Lab v Evropé a DNA Data Bank of Japan. Tyto databaze se dohodly
na datovych standardech CBOL pro barcodové zdznamy. Druhou hlavni databazi je
Barcode of Life Database (BOLD), ktera byla vytvofena a je udrzovana University of
Guelph v Ontariu. Tato databaze nabizi védctim zpisob, jak shromazd’ovat, spravovat a
analyzovat data DNA barcodingu. [23]

Poslednim sloZkou je analyza dat. Vzorky jsou identifikovany podle nejblizsi
nalezené shody s referen¢nim zdznamem v databazi. CBOL’s Data Analysis Working
Group vytvorila the Barcode of Life Data Portal, ktery nabizi vyzkumnikiim nové a vice
flexibilni ptistupy k uskladnéni, spravovani, analyze a zobrazeni jejich barcodovych dat.
[23]
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6 DENZITA NUKLEOTIDU

Denzita nukleotidii je jednoduchd a efektivni metoda numerické reprezentace
symbolické sekvence DNA [15]. Jedna se o vytvofeni vektord, které vyjadiuji primérné
zastoupeni nukleotidu v definovaném useku sekvence [15]. Tyto vektory jsou ¢tyfi, coz

odpovida poctu nukleotidd. Je tedy zfejmé, ze mame jeden vektor pro kazdy nukleotid.

Pti vypoctu nukleotidovych denzitnich vektori je potieba nejprve ze symbolické
sekvence vytvofit indika¢ni vektory ua[n], uc[n], ug[n], ur[n] [30]. To jsou vektory,
které obsahuji na pozici N hodnotu 1, pokud se dany nukleotid na tomto misté
v sekvenci vyskytuje, nebo hodnotu 0, za podminky, ze se tam nukleotid nevyskytuje.
Pouzitim posuvného okna o délce W na indika¢ni vektory jsou za pomoci ( 1) [15]
vypocitany jednotlivé denzitni vektory po kazdy nukleotid.

dX[n]zw,nzl...N (1)
Krom¢ W se jako dalsi neznamé v tomto vzorci vyskytuji N, které chapeme jako
délku sekvence a X, které predstavuje jeden ze Ctyt typt nukleotidi. Vypocet funguje
tak, ze se posuvné okno pohybuje po celé délce indikac¢nich vektorl a vraci primér
z hodnot v okn¢. Tim ziskame ¢tyfi denzitni nukleotidové vektory da[n], dc[n], dg[n],
dr[n]. Vzhledem k tomu, Ze n je nastaven jako prostiedni prvek posuvného okna, musi
byt velikost W liché ¢islo. Mtizeme si ho libovolné zvolit, logicky v zavislosti na délce

sekvence a na pozadovaném rozliSeni. [15]

Béhem pocitani ovSem dojde k problému. Pokud se pfi vypoctu okno posune vzdy
o jednu hodnotu, nov€ vznikly denzitni vektor bude vZdy na okrajich zkracen o W-1
hodnot. Tomu mizeme piedejit tim, ze indika¢ni vektory prodlouzime pomocnymi
hodnotami, které¢ by idealné¢ nemély zpusobit zkresleni okrajovych c¢asti denzitnich
vektorli. Analyza vlivu volby pomocnych vektori je popsdna v kapitole 7. Na zacatek i
konec indika¢nich vektorii tedy doddme takové mnozstvi pomocnych hodnot jako je
W/2 zaokrouhleno k niz§imu celému ¢islu. [15]

Jako ptiklad pro lepsi pochopeni tvofeni denzitnich vektorti je na Obr. 9 uvedena
smySlend sekvence nukleotidi ATAGGTC, ke které jsou dopocitany se Zlutym
podkreslenim indika¢ni vektory. Ty jsou prodlouzeny pomocnymi hodnotami 1, jeZ jsou
podkresleny modie. Indika¢ni vektory byly zpracovany za pomoci ( 1), kde W=5, diky
¢emuz byly ziskdny nukleotidové denzitni vektory uvedené také na obrazku se zelenym

podkreslenim.
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sekvence nukleotidi: AT A G G T C
un 1 1 1 0 1 0 O 0 0 1 1
uc ' 1 1. 0 0 0 0 0 0 1 1 1
us 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1
ur 1 1 0 1 0 O O 1 0 1 1
da 08 06 04 02 0,2 0,2 0,4
dc 0402 0 0 0,204 06
de 04 04 04 04 04 0,6 0,6
dr 06 04 02 04 0,2 04 0,6

Obr. 9: Priklad vypoétu indikaénich vektorti (nahote) a denzitnich vektorti s oknem 5 a

pomocnymi hodnotami 1 na okrajich (dole).

Grafickou reprezentaci denzit nukleotidii 1ze provést dvojim zpltisobem. Prvni a
nejjednodussi moznosti je vykresleni samostatnych denzitnich vektorti pro kazdy
z nukleotidl zvlast, jak je mozné vidét na Obr. 10. Jedna se o prvni sekvenci z FASTA
souboru FCFP dlouhou 500 part bazi. Signal na tomto obrazku vznikl pti délce okna 29

nukleotidll a oSetieni okrajui nejlepsi variantou a to hodnotou 0,25.

Jako druhou moznost lze vytvofit sumy denzitnich vektorti podle podobnosti
biochemickych vlastnosti bazi v nukleotidech. Tyto vlastnosti se v sekvencich DNA
rozliSuji na tfi hlavni typy. Podle molekularni struktury rozliSujeme baze purinové (A,
G) a pyrimidinové (C, T). Dalsi mozné rozdéleni je podle sily vazby mezi
komplementarnimi bazemi - na siln¢, tvofené tfemi vodikovymi mistky (C, G) a na
slabé, které jsou tvofeny pouze dvéma mistky (A, T). Posledni variantou jak baze
rozdélit je podle obsazeného radikalu. Ve struktufe bazi se mize objevit amino skupina
NH; (A, C) nebo keto skupina C=0 (G, T).

Sumy denzitnich vektord podle biochemickych vlastnosti nukleotidi byly
vytvofeny opét z prvni sekvence FASTA souboru FCFP dlouhé 500 para bazi. Vzdy
bylo vyuzito okno dlouhé 29 nukleotidi a ménilo se akorat okrajové osetfeni. Na Obr.
11 jsou okraje oSetfeny hodnotou 0,25, diky ¢emuz dochdzi k nejmensimu zkresleni
koncovych hodnot. Na Obr. 12 a 13 jsou okraje oSetfeny hodnotami 0 a 1 a je patrné, Ze

koncové hodnoty jsou mnohem vice zkreslené.
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Obr. 10: Prubéh nukleotidové denzity pii délce okna 29 nukleotidi a oSetieni okraji hodnotou
0,25. Jedna se o sekvenci druhu Anthias anthias (prvni sekvence) z FASTA souboru
FCFP dlouhou 500 bp.
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Obr. 11: Prubéhy sum nukleotidovych denzit podle biochemickych vlastnosti pti délce okna 29
nukleotidl a oSetfeni okraji hodnotou 0,25. Jedna se o sekvenci druhu Anthias
anthias (prvni sekvence) z FASTA souboru FCFP dlouhou 500 bp.
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Obr. 12: Prubéh nukleotidové denzity podle biochemickych vlastnosti pii délce okna 29
nukleotidli a oSetfeni okraji hodnotou 0. Jedna se o sekvenci druhu Anthias anthias
(prvni sekvence) z FASTA souboru FCFP dlouhou 500 bp.
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Obr. 13: Prubéh nukleotidové denzity podle biochemickych vlastnosti pii délce okna 29
nukleotidll a oSetieni okraji hodnotou 1. Jedna se o sekvenci druhu Anthias anthias
(prvni sekvence) z FASTA souboru FCFP dlouhou 500 bp.
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7 PRAKTICKA CAST

7.1  Analyza vlivu pomocnych hodnot

Okraje sekvenci mohou byt osetfeny riznymi zptisoby. Jak bylo jiz vyse zminéno, je to
dilezité k tomu, aby doslo k co nejmensimu zkresleni pii vypoctu denzitnich vektort.
Pro analyzu vlivu pomocnych hodnot na zkresleni okrajovych ¢ésti denzitnich vektora
byly zvoleny tii hodnoty — 0, 1 a 0,25. Vybrana ¢islice 0 znaci neptfitomnost nékteré¢ho
z nukleotidl na ptidanych pozicich a ¢islo 1 naopak jejich ptitomnost. Tieti moznosti je
hodnota 0,25, ktera se voli z divodu, Ze odpovida 25% pravdépodobnosti vyskytu

nukleotidu na tomtéz misté jako diive uvedené O a 1.

Tab. ¢. 1: Vytvorené funkce a jejich vstupni a vystupni parametry.

Funkce Vstup Vola si Vystup
indikac¢ni vektory
bin_reprezentace.m sekvence - pro jednotlivé
nukleotidy
indikac¢ni vektory
prodlouzeni_mat.m sekvence, okraje, | ., reprezentace.m | ProJjednotlivé
- délka okna - ' nukleotidy s

oSetfenymi okraji
denzitni vektory pro
jednotlive
nukleotidy
euklidovska

sekvence, okraje,

Jélka okna prodlouzeni_mat.m

denzita_nukleotidu.m

nacteni.m

sekvence, okraje,
délka okna

denzita_nukleotidu.
m

vzdalenost mezi
referenéni a
testovanou sekvenci

eukl_vzdalenost.m

denzitni vektory
referencni a
testované
sekvence

euklidovska
vzdalenost mezi
referencni a
testovanou sekvenci

Pii samotné analyze se vychazi z FASTA souboru snazvem FCFP (Fishes of
Portugal — West Coast 1), ktery obsahuje 188 DNA sekvenci ryb z portugalského
pobieZi a ktery byl ziskdn z databdze BOLD. Pro vypocet je pouzito pét funkci, které
jsou popsany v Tab. ¢. 1 a jejich blokové schéma Ize vidét na Obr. 14. FASTA soubor
spolu s volitelnou délkou okna a vybranou okrajovou hodnotou vstupuji do funkce
nacteni.m. Tato funkce si vola pomocnou funkci denzita_nukleotidu.m, aby vypocitala
denzitni vektory pro referenci a analyzovanou sekvenci — obé& zkracené na 500 part
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bazi, a dale funkci eukl_vzdalenost.m, ktera vypocitané vektory porovna podle ( 2 ).
Tato funkce pocita eukleidovskou vzdalenost nukleotidovych denzit pro analyzovanou a

referen¢ni sekvenci a jeji vysledna hodnota je vystupem funkce nacteni.m.
selovence,

délka olma,
okraje

nacteni m —l

bin_reprezentace.m

prodlouzeni mat m

denzita nulkdeotidu m

enkl vzdalenost.m

normalizovana euldidovicsa
vzdalenost na 1000 nuldectdi

Obr. 14: Blokové schéma vytvotenych funkei.

Aby bylo jasné, co je referen¢ni a analyzované sekvence (viz Obr. 15), bude
nasledujici odstavec vénovan tomuto objasnéni. Referencni sekvence je v tomto piipadé
sekvence dlouhd 500 part bazi. Z ni je vytvotfen vektor denzit pro jednotlivé nukleotidy
a zkracen opét na 500 part bazi a potom jesté z obou konctli o délku okna. Analyzovana
sekvence se vytvorti tak, Ze se nejprve na obou koncich zkrati o délku okna, tyto okraje
se osetfi hodnotami 0, 1 nebo 0,25 a teprve potom se z ni vytvofi denzitni vektory.
Denzitni vektory obou sekvenci jsou stejné¢ dlouhé.

V programu se nasledné pocitd rozdil mezi referencnimi a analyzovanymi
denzitnimi vektory jako eukleidovska vzdalenost:

1 (2)
E,; = N_Z\/(dA,i —dy;)? + (de; —dc;)? + (dg; — dg;)? + (dr; — dp)?

kde d4; je denzitni vektor referentni sekvence a d,; je denzitni vektor vytvofeny pro
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analyzovanou sekvenci — ob& pro adenin, jak napovida dolni index A. Zbytek
neznamych je mozné si vylozit analogicky. Posledni nezndmou je N, coz je (islo,

kterym se vysledek normalizuje.

Eukleidovska vzdalenost je normalizovana na 1000 part bazi, aby produkované
hodnoty mohly byt dobfe porovnatelné pro vSechny délky oken (licha ¢isla v rozmezi 5
— 29). Cim niz§i vyjde hodnota, tim bliZe je analyzovana sekvence k referenci a tim

lepsiho vysledku bylo dosazeno.

................................. SO0 b -rereeeeeeeeesssssssssssmsnsirsrenren
W Y Referenéni
sekvence
1w 500-
——————— AD3IZ0Va03
sekvence
10 e ————— 500-w | Denzitni velctor

z referenéni sekvence

L e S500-w Denzitni veltor

z analvzované sekvence

Obr. 15: Nukleotidové denzitni vektory analyzované a referenéni sekvence.

Pti analyze se tedy kazda sekvence ptevedla na denzitni vektor a pro kazdou délku
okna oSetfila vSemi tfemi hodnotami objasnénymi na zacatku této kapitoly. Z
vyslednych hodnot funkce nacteni.m byla nasledné pro kazdou délku okna vypocitana
eukleidovska vzdalenost, jeji primérna hodnota pro vSechny sekvence, smérodatnd
odchylka a vytvoren graf.

Jak ukazuje Obr. 16, nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pro okrajové hodnoty 0,25
a nejhorsich pii zvoleni Cisla 1. Celkové vyhodnoceni vysledkll pro jednotlivé oSetfeni
okrajl a délku okna je mozné vidét v Tab. €. 2, kde jsou uvedené priméry eukleidovské

vzdalenosti a smérodatné odchylky pro jednotlivé délky okna.
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Tab. €. 2: Primémé euklidovské vzdalenosti a jejich smérodatné odchylky pro 3 typy osetfeni
okraju a délky okna 5 — 29 bp.

Délka Oseti‘eni okraja 0 Oseti‘eni okraji 0,25 OsSeti‘eni okraji 1
vypocetniho _ _ _
gllzna [bp] E c E c E c
5 1,1379 0,1179 0,9452 0,1207 2,1676 0,0650
7 1,2671 0,0929 1,0112 0,0964 2,5568 0,0736
9 1,3654 0,1406 1,0443 0,1626 2,8932 0,0970
11 1,3197 0,1144 0,8803 0,1494 3,1386 0,0991
13 1,4124 0,1031 0,9143 0,1256 3,4291 0,1067
15 1,6298 0,1185 1,1410 0,1110 3,7597 0,1074
17 1,6188 0,1401 1,0252 0,1566 3,9838 0,1176
19 1,7357 0,1508 1,1076 0,1680 4,2532 0,1246
21 1,7559 0,1262 1,0359 0,1503 4,4763 0,1378
23 1,8351 0,1239 1,0633 0,1356 4,7191 0,1453
25 1,8384 0,1219 0,9491 0,1477 4,9291 0,1555
27 1,9095 0,1225 0,9565 0,1666 5,1620 0,1651
29 1,9553 0,1384 0,9136 0,1841 5,3836 0,1711

5 /

—0— Okraje oSetieny 0

3
/ —8— Okraje oSetieny 1
Okraje oSetfeny 0,25

Primeérna euklidovské vzdalenos [-]

5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Délka okna [bp]

Obr. 16: Pramérné eukleidovské vzdalenosti mezi nukleotidovymi denzitami pro rtizné hodnoty

osetfeni okrajti a délky vypocetniho okna.
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7.2  ldentifikace organismii pomoci nukleotidovych denzit

Nukleotidové denzitni vektory lze vyuzit jako prostfedek k identifikaci organismi.
Princip je jednoduchy a spociva vtom, ze se nejprve vytvoii databaze referencnich
denzitnich vektori a sni Se nésledn¢ porovnavaji vektory denzit analyzovanych
organismi. Na zaklad¢ euklidovské vzdalenosti mezi analyzovanou a referencni
sekvenci je pak reference snejmensi euklidovskou vzdalenosti pfifazena

k analyzovanému druhu, ¢imz je druh identifikovan.

Pro tuto identifika¢ni analyzu se kK vytvareni denzit pouZzivaji pomocné hodnoty
0,25, jelikoz vysly jako nejvhodné€js$i — nejméné zkreslily okraje signdlu u zkusebniho

souboru FCFP, viz kapitola 7.1.

K verifikaci metody identifikace zalozené na porovnavani nukleotidovych
denzitnich vektorti byly zvoleny FASTA soubory sekvenci ¢asti mitochondrialniho
genu cox1 z tridy ryb, hmyzu (tad chrostici), ptakt a savct (podiad netopyii).

7.2.1 Vytvoreni referen¢niho souboru

Prvnim krokem pro identifikacni analyzu je vytvofeni referenéniho souboru
nukleotidovych denzitnich vektorti. Tento referenéni soubor byl vytvofen ze Ctyf
FASTA soubort ziskanych z databaze BOLD. Mezi zvolené soubory patii soubor FCFP
(ryby z portugalského pobtezi), soubor CUCAD (chrostici z Churchillu), soubor
MNCN (neotropicti ptaci) a soubor BCBNC (netopyii z Guyany). MnozZstvi sekvenci,
druhi a rodt v jednotlivych souborech ukazuje Tab. ¢. 3.

Tab. ¢. 3: Pocty sekvenci, druhti a rodl v referenénich souborech.

Pocet Pocet | Pocet

Soubor sekvenci| druhii | rodu
FCFP 188 48 36
CUCAD| 716 54 26
MNCN 758 43 36
BCBNC| 840 94 50

Kone¢ny referencni soubor vznikl spojenim vSech vySe zminénych FASTA
soubort. Nasledné byly vSechny sekvence ve spojeném souboru pievedeny na denzitni
vektory. Nekteré druhy jsou v souboru zastoupeny nékolika sekvencemi raznych
jedincti. Vtomto piipadé¢ byla referenéni denzita vytvofena zprimérovanim

vicendsobné zarovnanych denzitnich vektort jednotlivych sekvenci.

29



Je dilezité si uvédomit, ze vektory denzit se méni na zékladné délek posuvného
okna. V zavislosti na tomto poznatku tedy bylo zapotiebi vytvofit i patficny pocet
referen¢nich souborti. Vzhledem Kk tomu, Ze pro testovani byla zvolena licha okna 0
délkach 3 — 19 bp, referencnich souborit muselo vzniknout devét. Kazdy pro kazdou

velikost vypocetniho okna.

Realizace referenci probéhla v prostiedi Matlab za pomoci nékolika funkci.
Nejprve se jeden zvySe zminénych FASTA soubort pomoci funkce
ZAROVNANI_BUNEK.m pieved| na cell burnky, které v prvnim sloupci mély vypsany
vSechny nazvy druhti (kazdy druh pouze jednou) a v dalSich sloupcich jim odpovidajici
sekvence, které se zarovnaly, pokud k nékterému druhu patfilo vice sekvenci. Ukazku

vystupu této funkce zobrazuje Tab. €. 4.

Tab. €. 4: Ptiklad vystupu funkce ZAROVNAN_BUNEK.m pro prvnich sedm sekvenci ze
souboru FCFP.

Nazev druhu Sekvence

Anthias | ~~reracc...
anthias

Argentina

CCTTTACC... [CCTTTACC... |CCTTTACC... |CCTTTACC...
sphyraena

Arnoglossus

. - CCTCTATC... |CCTCTATC...
imperialis

Tab. ¢. 5: Priklad vystupu funkce DENZITA.m pro prvnich sedm sekvenci ze souboru FCFP a
pro délku vypocetniho okna 19 bp.

Nazev druhu Denzitni vektory
0,22 0,21 ...
: : 0,38 0,37 ...
Anthias anthias 0.12 016 ...
0,28 0,26 ...

0,17 0,16 ...|0,17 0,16 ...|0,17 0,16 ...|0,17 0,16 ...
0,33 0,32 ...{0,33 0,32 ...|0,33 0,32 ...|0,33 0,32 ...
0,17 0,21 ...|0,17 0,21 ...|0,17 0,21 ...|0,17 0,21 ...
0,33 0,32 ...{0,33 0,32 ...|0,33 0,32 ...|0,33 0,32 ...
0,17 0,16 ...|0,17 0,16 ...
0,38 0,37 ..|0,38 0,37 ..
0,12 0,16 ..|0,12 0,16 ..
0,33 0,32 ..|0,33 0,32 ..

Argentina sphyraena

Arnoglossus imperialis

30



Soubor takto vzniklych cell bun¢k spolu s délkou vypocetniho okna W byly
vstupem pro funkci DENZITA.m, ktera pievedla sekvence na denzitni vektory (viz Tab.
¢.5

Tab. €. 5), coz se stalo vstupem do kone¢né funkce PRUMEROVANI.m. Posledni
zminéna funkce pouze zpriméruje denzity druhi, které obsahovaly vice sekvenci, ¢imz
vytvoii referencni denzitni vektory. Timto procesem, ktery je také blokoveé znazornén
na Obr. 17, prosly vSechny ¢tyfi FASTA soubory, spojily se a tim vytvofily kone¢ny
referencni soubor. Celé se to zopakovalo devétkrat — pro devét vypocetnich oken, jak

bylo zminéno jiz vyse.

soubor

J{ FASTA

ZAROVNANI BUNEK m

cell bufiky se zarovnanymi
selovencemi, dellca
vipofetniho olkna

DENZITAm

cell bufiky s

vektory denzit

PREUMEROVANIm

l reference
Obr. 17: Blokové schéma vytvoteni referen¢ni denzity pro druh z nékolika sekvenci.

7.2.2 Prirazeni referen¢niho druhu k analyzovanému

Samotné analyza probéhla s péti FASTA soubory, které byly ziskany opét z databaze
BOLD a které obsahuji pievazné stejné druhy organismu, jako byly organismy
referencni. Mezi analyzované soubory byly zatazeny soubory FCFPS a FCFPW (ryby
z portugalského jizntho a zéapadniho pobiezi), dale soubor DSTRI (chrostici
z Churchillu), soubor BRAS (neotropicti ptaci) a nakonec soubor BCDR (netopyti
z Guyany). Vzhledem ktomu, Ze identifikacni analyza byla vypocetné narocna,
posledni tfi soubory byly zkraceny (o 469, 492 a 3867 sekvenci). Toto zkraceni
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probéhlo tak, ze se od kazdého druhu ponechalo pouze maximalné pét sekvenci a navic
byly odstranény ty sekvence, které nemaji referen¢ni druh a ani nepatii ke stejnému
rodu. Mnozstvi sekvenci, druhd a rodu v jednotlivych souborech po zkraceni ukazuje
Tab. €. 6.

Tab. €. 6: Pocty sekvenci, druht a rodl v souborech urcenych k analyze.

Soubor Pocet Pocet Pocet Pocet sekvenci s Pocet sekvenci s
sekvenci | druht roda | referenci pro druh | referenci pro rod
FCFPS 200 55 47 137 156
FCFPW 207 49 42 134 156
DSTRI 71 20 9 40 71
BRAS 145 73 29 85 145
BCDR 267 61 36 254 267

Pfifazeni referenci k analyzovanym sekvencim se uskute¢nilo opét v programu
Matlab prostiednictvim skriptu ANALYZA.m. Pro zkracené soubory byl vytvoien skript
ANALYZA2.m — tyto soubory nejsou ve FASTA formatu, nybrZ maji pfiponu .mat.
Tento skript si postupné nacitd analyzované soubory, v§echny délky vypocetniho okna,
reference (pravé podle délky posuvného okna) a vybér nukleotidd, podle kterych se
nasledné pocitaji euklidovské vzdalenosti. Moznych vybéra je osm. Mezi prvni Ctyii
patii samostatné nukleotidy (A, C, G, T), dal§imi tfemi jsou nukleotidy podle
biochemickych vlastnosti (AC — obsahuji amino skupinu, AG - pyrimidiny, CG — 3
vodikové mustky mezi komplementarnimi vldkny) a jako posledni byly zvoleny
v§echny nukleotidy dohromady. Vystupem celého skriptu je 360 xls soubort - tabulek,
kde jsou v prvnim sloupci vypsany vSechny analyzované druhy, ve druhém minimalni
euklidovské vzdalenosti a ve tfetim ptifazené reference (n€¢kdy jich je ptifazeno vice).

JelikoZ sekvence analyzovaného a referenéniho druhu maji riiznou délku, samotny
proces pfifazeni za¢ina signalovym zarovnanim. Hled4 se vzajemna poloha analyzované
a referencni sekvence, pfi které mezi nimi nastane nejmensi euklidovska vzdalenost
(podle vsech c¢tyt nukleotidi za pomoci funkce PRIRAZENI.m). Patrani po optimalnim
zarovnani zobrazuje Obr. 18. Jak je vidét, jde o to, ze se kratsi sekvence posunuje po
delsi (vzdy o jeden nukleotid) a na piekryvajicich se isecich (na obrazku vyznaceny
svislymi Carami) se pocitd euklidovskd vzdalenost mezi jejich denzitnimi vektory
ziskanymi diky funkci denzita_nukleotidu.m. Minimalni délka spole¢ného useku je vzdy
polovina kratSi sekvence, jak také ukazuje obrazek. Jakmile krat$i sekvence dojde na
konec, vznikne vektor vSech euklidovskych vzdalenosti, ze kterych je vybrana ta

nejmensi. To je hledané optimalni zarovnani.
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Identifika¢ni analyza tedy probihd tak, ze se vezme analyzovand sekvence, s ni se
postupné vySe zminénym zplisobem zarovnaji vSechny reference a zaznamenaji se
useky, které byly zvoleny pro kazdé zarovnani jako nejvhodnéjsi. Na téchto usecich se
pak pocitaji znovu euklidovské vzdalenosti, ale ty jiz slouzi k identifikaci. Pravé
zminéné euklidovské vzdalenosti jsou pocitany pomoci jiz vzpomenuté funkce
PRIRAZENI.m, do které vstupuji vybér nukleotidli, podle kterych ma byt euklidovska

vzdalenost vypoctena, a denzitni vektory referen¢ni i analyzované sekvence.

A) i 1bp :300 bp 630 bp

H :
1bp £ 301 bp : 600 bp

r 1bp : 600 bp

B) —
— /00 bp
P 1bp :

1bp (251 bp : 650 bp

—

©) —

1bp £ 300 bp 600 bp

Obr. 18: Posun kratsi sekvence po delsi pii signalovém zarovnani z vychoziho stavu (A) ke

kone¢nému stavu (C).

K analyzovanému druhu je pfifazen ten referencni druh, u kterého vysla
euklidovska vzdalenost ze vSech referencnich sekvenci nejmensi. Nazev analyzovaného
druhu, tato minimalni vzdalenost a ptifazeny referen¢ni druh (nebo vice referenci) jsou
pak zapsany do prvniho fadku cell bunék. Zjednodusené blokové schéma piifazeni
popisuje Obr. 19.

Tento cely proces probéhne pro vSechny analyzované sekvence, ¢imz se vyplni
vSechny tadky v cell bunkach. Vznikne vysledna tabulka, ktera je exportovana do
Microsoft Office Excel. Piiklad casti vysledné tabulky pro soubor FCFPS, pro délku
vypocetniho okna 19 bp a pro vypocet euklidovskych vzdalenosti podle adeninu
ukazuje Tab. ¢. 7.
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analyzovany soubor, délka vipocetniho
okna (podle néj nacteni referenci), viber

nuldeotidi

Signalove zarovnani referencni
a analvzované sekvence.

Vipocet enklidovskych vzdalenosti
podle zvoleneho vybém nukdeotidhi.

Ptitazeni analvzovanvch selovenci
k referencnim drulwim.

tabulka s nazvy analyvzovanyvch druhi,
minimakimi enldidovskoymi vzdalenostmi
a pfitazenymi referencemi

Obr. 19: Blokové schéma skriptu ANALYZA.m.

Tab. ¢. 7: Priklad vystupu skriptu ANALYZA.m pro prvnich 7 sekvenci souboru FCFPS.fas
(délka vypocetniho okna 19 bp a vypocet euklidovskych vzdalenosti podle A).

Druh analyzované Minimalni euklidovska Pritazeny referenéni druh
sekvence vzdalenost
Actinopterygii 0,0024 Serranus hepatus
Argentina sphyraena 0,0005 Argentina sphyraena
Argentina sphyraena 0,0013 Argentina sphyraena
Belone belone 0,0024 Conger conger
Benthodesmus simonyi 0,0024 Scomber scombrus
Benthodesmus simonyi 0,0024 Galbula albirostris
Boops boops 0 Boops boops

7.2.3 GUI aplikace pro identifika¢ni analyzu

Aby byla identifikacni analyza uZivatelsky piijemnéjsi, byla vytvofena v programu
Matlab uzivatelska aplikace Identifikacni_analyza.m, ktera tvorbu referenci a naslednou

identifikaci druhti zjednodusuje. Celni panel této aplikace je mozné vidét na Obr. 20.
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V§bér souboru

Nézev souboru: Nazev souboru:

= : Ziténi nazvi . . e
Pocet sekvenci: : Pocet sekvenci: jigténi nazvi

Ukéazka hlavicky: Wpotetni okno: Ukazka hlavichky: Vipotetni okno

Wypoiet denzit pode ——

Vypocet referenci

ANALYZA

Obr. 20: Celni panel aplikace Identifikacni_analyza.m.

Leva cast panelu slouzi k vytvoreni referenci. Po kliknuti na tlacitko Vybér souboru
se otevie klasické okno systému Windows, ve kterém uzivatel zvoli FASTA soubor,
ktery ma poslouzit K tvorbé referenci. Jakmile je soubor vybran, zapiSe se jeho nazev,
pocet sekvenci a ukazka hlavicky prvniho druhu na patficnd mista na panelu. Pokud
chce mit uzivatel vypsany ndzvy vSech druhl vyskytujicich se ve zvoleném souboru,
staCi oznacit fadek s nazvem druhu v Ukdzce hlavicky a kliknout na tlaitko Zjistéeni
nazvii. Nazvy jsou pak vypsany do listboxu diky funkci JMENA_GUI.m. Ukazku
hlavi¢ky pro prvni druh souboru FCFP Anthias anthias znazornuje Obr. 21.

FCFP035-05 -
JOTT4TES
FCFOPS5-05

COLSP

Obr. 21: Ukazka hlavic¢ky pro prvni druh referen¢niho souboru FCFP.

Nasledné je potieba napsat do editaéniho okna Vypocetni okno hodnotu posuvného
okna, se kterou maji byt vypocteny denzitni vektory a Reference se tvoii po kliknuti na
tlacitko Vypocet referenci, které si na vypocCet vola jiz diive popsané funkce z kapitoly
721, a to funkce ZAROVNANI_BUNEK_GUI.m (je to wupravena funkce
ZAROVNANI_BUNEK.m pro GUI), DENZITA.m a PRUMEROVANI.m. Jakmile je
soubor referenci vytvoren, objevi se opét okno, které se uzivatele zeptd, kam chce
soubor ulozit. Nazev souboru je generovan automaticky. Je to vzdy slovo ,,reference®, k
némuz je za podtrzitkem pfipsana délka vypocetniho okna. Pro lepsi pfedstavu je na
Obr. 22 znazornéna leva ¢ast Celniho panelu ukazujici tvorbu referenci ze souboru
FCFP s délkou vypocetniho okna 19 bp.
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Mazev souboru: FCFF fas

Pocet sekvenci: 138

Ukazka hlawvicley

FCFPO35-05
JOTT4TED
FCFOP&S-05
Anthiazs anthias
COLsP

Wibér souboru

Zjisténi nazvi

Wypodetni okno:

19

\ypocet referenci

Anthiaz anthias A

Argentina sphyraena
Argentina sphyraena
Argentina sphyraena
Argentina sphyraena
Arnoglossus imperialis
Arncglossus imperialis
Arncglossus laterna
Arncglossus laterna
Arncglossus laterna
Arncglossus laterna
Arnoglossus laterna
Arncglossus rueppeli
Arncglossus rueppeli
Arncglossus rueppeli
Arncglossus rueppeli
Arncglossus rueppeli
Blennius ocelaris
Blennius ocelaris
Blennius ocelaris
Blennius ocelaris
Blennius ocelaris
Boops boops

Boops boops

Boops boops
Callienymus hyra
Callienymus hyra

\Callicnymus kra ¥

Obr. 22: Ukazka levé Casti ¢elniho panelu pfi tvorbé referenci ze souboru FCFP.

Nézev souboru: FCFPVW fas

Poéet sekvenci: 207

|Ukazka hlavily:

FCFPW171-06
10774858
FCFOPBOS2-04
Acantholabrus palloni
COLSP

Wybér souboru pro anakyzu

Zjigténi nazvi

Wypocetni okno:

O A () AC

— Wipocet denzit podle:

19

ANALYZA

Acanthelabrus palieni LS

Acantholabrus palloni
Anthias anthiaz
Argentina sphyraena
Argentina gphyraena
Argentina gphyraena
Argentina gphyraena
Argentina sphyraena
Arnoglossus laterna
Arnoglossus laterna
Arnoglossus laterna
Arnoglossus laterna
Arnoglossus rueppeli
Arnoglossus rueppeli
Arnoglossus rueppeli
Arnoglossus rueppeli
Arnoglossus rueppeli
Blennius ocellaris
Boops boops

Boops boops

Boops boops

Boops boops
Callicnymus hyra
Capros aper

Capros aper

Capros aper

Capros aper

Capros aper

Obr. 23: Ukazka pravé ¢asti ¢elniho panelu pfi identifikacni analyze souboru FCFPW.
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Prava Cast cCelniho panelu, zndzornénd na zaCatku této kapitoly, slouzi jiz
k identifikaci druhd a obsahuje velmi podobna tlacitka jako jeho leva ¢ast. Oproti ni se
ale zde nachazi panel pro vybér nukleotidli, podle nichz maji byt pocitany euklidovské
vzdalenosti, na jejichz zékladé dochazi k ptfifazovani referenci k analyzovanym druhtim,
a tlatitko ANALYZA, které spousti cely vypodet. Ten zprostedkovava funkce
ANALYZUA_GUIL.m (je to upravena funkce ANALYZA.m pro GUI). Pravou ¢ast celniho
panelu s nac¢tenym souborem FCFPW a vypocetnim oknem 19 bp je mozné vidét na
Obr. 23. Vzhledem Kk tomu, Ze vypocet je Casové naro¢ny, je aplikace doplnéna o bilé
pole (hned pod tlagitkem ANALYZA), do kterého se &ervenym pismem napise
,HOTOVO*, jakmile je vypocet u konce. Vysledna tabulka je ulozena do xIs souboru,

ktery mé automaticky generovany nazev.

7.3  Vysledky identifika¢ni analyzy

Testovani metody identifikace porovnavanim referenc¢nich denzitnich vektort pro druh
s denzitnimi vektory analyzované sekvence probéhlo na referencnich souborech
popsanych v kapitole 7.2.1 a analyzovanych souborech z kapitoly 7.2.2. Pro kazdy
Z péti souborit urcenych k analyze byla vytvofena tabulka, jez ukazuje usp&Snost
pfifazeni analyzovanych sekvenci ke spravnému referencnimu druhu a také pfifazeni
analyzovanych sekvenci nereferenc¢nich druhi alespoil k referenénimu druhu stejného
rodu. Analyza byla provedena pro vSechny délky vypocetnich oken (3 az 19) a vSechny

varianty vybéru nukleotidl pro vypocet euklidovské vzdalenosti (viz kapitola 7.2.2).

Hodnoty do tabulek uspésnosti identifika¢ni analyzy pro druh byly ziskany pomoci
funkce vyhodnoceni_pro_druh.m. Tato funkce zjistila, které z analyzovanych druht
maji referenci a kolik druhd s referenci bylo spravné ptifazeno. Po vydé€leni téchto
hodnot a nasledném vynasobeni stem byl ziskan vysledek v procentech. Vyhodnoceni
uspésnosti identifikace rod probéhlo analogicky diky funkei vyhodnoceni_pro_rod.m.
Vysledky obou funkci se automaticky zapsaly na druhy a teti list patficného xls
souboru, ktery byl popsan v kapitole 7.2.2.

Pti hodnoceni uspé$nosti nas nejvice zajima, jaky vybér nukleotidii a jaka délka
identifikaci organismi. Predem je dulezité pfipomenout, ze kazdy soubor obsahoval jiné
typy organismd, a proto u kazdého vysly jiné vysledky. Vysledky jsou kromé vlastnosti
metody identifikace také ovlivnény samotnymi vlastnostmi sekvenci, tj. vnitrodruhovou
a mezidruhovou variabilitou sekvenci. K tomu, aby identifikace probéhla spravné, je

totiz potfeba co nejmensi vnitrodruhovd a co nejvétsi mezidruhové variabilita. Pro
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nékteré¢ druhy to neplati, coz snizuje procento uspésné identifikace. Referencni
sekvence pro takovéto druhy neni zcela adekvatni — na zakladé minimalni euklidovské
vzdalenosti se analyzovany druh piifadi k jinému, bliz§imu, referencnimu druhu (kvali
malé mezidruhové variabilité). Navic testované soubory obsahuji relativné maly pocet
druhii a ty nedostatek jedinct. Tudiz jsou reference tvofeny z malého mnozstvi sekvenci

a vnitrodruhova variabilita neni zcela podchycena.

7.3.1 Uspé&nost spravné identifikace druhu

Pro kazdy z pé€ti analyzovanych soubort vysly vysoké hodnoty uspésSnosti pfirazeni
K druhtim i rodim. Pouze pro soubor BRAS a pocitani euklidovskych vzdalenosti jen
mezi denzitnimi vektory pro nukleotid guanin doslo k nejnizsimu procentu spésného
prifazeni. Zatimco u ostatnich souborti tispé$nost v zavislosti na velikosti vypocetniho
okna a volbé vypoctu euklidovskych vzdalenosti neklesla pod 90,16%, u tohoto souboru
pti vypoctu euklidovskych vzdalenosti podle G doslo v nejhors$im ptipadé ke spravnému

piifazeni pouze u 61,18% druhu, viz Tab. ¢. 14.

Dale se soubory shoduji ve vlivu okna — bud’ nema vliv viibec, coz plati pouze pro
soubor FCFPW (viz Tab. ¢. 11) nebo mirné snizuje Gspé$nost piitazeni. Je to tim, Ze se
s rostoucim oknem zmenSuje rozdil mezi sekvencemi. Zde jsou ale dvé vyjimky, a to
opét u souboru BRAS, kde toto tvrzeni neplati v nékolika malo ptipadech - jak je mozné
vidét v Tab. ¢. 14 a u souboru BCDR, kde to neplati pro nukleotid G a délku
vypocetniho okna 19 bp, coz ukazuje Tab. ¢. 12.

Jako nejvhodnéjsi soubor pro tuto analyzu vySel soubor FCFPW. U néj totiz doSlo
ke spravnému pfifazeni vSech analyzovanych druhi. U dalSich ¢ty soubortt uz byl
patrny vliv velikosti vypocetniho okna. Nejmensi u souboru DSTRI, kde plovouci okno
ovliviiovalo tspésnost pouze pii volbeé nukleotidi G, T, coz ukazuje Tab. ¢. 13 a u
souboru BCDR, kde Kk ovlivnéni uspéSnosti posuvnym oknem doslo pouze pro

nukleotidy G a sumy AG, jak je mozné pozorovat v Tab. ¢. 12. Nejrozmanité;si
vysledky analyzy vysly u soubori FCFPS a BRAS, jez jsou v Tab. ¢. 10 a Tab. ¢. 14.

Celkové se da fici, ze jako nejvyhodnéjsi pro analyzu vySlo pouziti samostatného A
a sum AC, CG a ACGT npfti velikosti okna 3 a 5 bp. Nejméné se osveédéilo vyuziti
samotného G. To dokazuje Obr. 24, ve kterém jsou zobrazeny vazené prameéry

uspésnosti identifikace druht v zavislosti na délce vypocetniho okna.
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Obr. 24: Vazené praméry uspé&snosti identifikace druhti pro vSechny analyzované soubory.

7.3.2 Uspésnost spravné identifikace rodu

Vysledky uspésnosti identifikaéni analyzy pro rod jsou pro vSech pét souborti nizsi nez
Gisp&snosti druhové identifikace. Uspé&snosti neklesly pod 76,56%, coz je o 13,6% méné
neZ pii identifikaci druhd. U souboru BRAS a vybéru G doslo opét k nejniZsi uspésnosti
identifikace a to pouze k 53,79% spravné identifikovanych rodd. Celkova niz$i
uspésnost identifikace rodu je zptisobena tim, Ze rod je vyssi taxonomicka skupina nez
druh, tudiz je pro ni gen cox1 variabilngjsi a identifikace pak neni tak Gspésna.

Velikost okna pfi identifikaci rodtt méla vliv u kazdého souboru. Neprojevila se
pouze u souboru FCFPW v piipadé pocitani euklidovskych vzdalenosti podle A, AG a
ACGT, a u souboru BCDR, kde se neprojevila pii vypoctech podle CG, viz Tab. ¢. 16 a
Tab. ¢. 17.

U ostatnich soubort nevysly vysledky na zdkladé zadného pravidla. Nékdy doslo
K nejvyssi uspésnosti pii délce okna 3 a jindy tieba pii délce 19 bp, nékdy pro vybér
samotného A (viz Tab. ¢. 19), jindy pro sumy AG (viz Tab. ¢. 16, Tab. ¢. 17 a Tab. ¢.
18

Tab. ¢. 18) nebo pii vybéru vSech ¢ty nukleotidi dohromady (viz Tab. ¢. 15 a Tab.
¢. 16).
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Kdyby mély byt k identifikaci rodu vybrany pouze jedna délka vypocetniho okna a
jeden typ nukleotidt pro vSechny soubory, byly by to 9 bp a suma AG. To ukazuje Obr.
25, na kterém je mozné pozorovat zavislost vazenych prumeéri uspeésSnosti identifikace

na délce vypocetniho okna. Jak je vidét, nejméné se opét osveédcil samotny G.
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Obr. 25: Vazené praméry uspéSnosti identifikace rodd pro vSech 5 analyzovanych soubort.

7.3.3 Zhodnoceni vysledku identifika¢ni analyzy

Jak je mozné pozorovat z vySe vlozenych grafii a tabulek v pfiloze, identifika¢ni
analyza méla vétsi tspéch pii identifikaci druhu. Je to tim, Ze druh je niz§i taxonomicka

skupina, coz bylo komentovano jiz v ptfedchozi podkapitole.

Tab. €. 8: Primérné variability a jejich smérodatné odchylky jednotlivych
nukleotidti pro druhy v souborech FCFPS a FCFPW.

Analyzovany soubor FCFPS FCFPW
Nukleotid Prlf’lm_ér_' Smérodatna Pl‘lj’lmél_‘ Smérodatna
variabilit odchylka variabilit odchylka
A 0,0082 0,0116 0,0443 0,1531
C 0,0101 0,0127 0,0049 0,0067
G 0,0083 0,0105 0,0052 0,0074
T 0,0081 0,0104 0,0040 0,0051

Vysledné hodnoty byly ovéfeny vypocitanim variabilit jednotlivych nukleotida
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mezi sekvencemi totoznych druhi. Myslenka je takova, ze ¢im nizsi variabilita pro
analyzovany nukleotid vyjde, tim vice se v tomto nukleotidu sekvence shoduji. Tim
padem by to mélo znamenat vyssi procento spravné identifikovanych druhii na zakladé
pravé tohoto nukleotidu. Jak ale dokazuji Tab. ¢. 8 a Tab. ¢. 9, hodnoty variabilit tplné
nekoresponduji s o¢ekavanim. To vSak omlouvaji vypoctené smérodatné odchylky —
V souborech jsou totiz druhy, pro které je vSe v poradku (identifikace probéhne zcela
spravng), ale také druhy s vy$Simi variabilitami nez je variabilita primérnd. Prave tyto
zavadi do vysledkd chybu. Samoziejmé se musi brat v tivahu i to, Ze testované soubory
obsahuji relativné malé mnozstvi sekvenci jednotlivych druhd, takze zde uvedené

hodnoty variabilit pln€ neodpovidaji skute¢né variabilité celé populace druhu.

Tab. €. 9: Primérné variability a jejich smérodatné odchylky jednotlivych nukleotidl pro druhy
v souborech BCDR, DSTRI a BRAS.

Analyz. BCDR DSTRI BRAS
soubor
Nukleotid Prumér Smeér. Prumér Smér. Prumér Smér.

variabilit | odchylka | variabilit | odchylka | variabilit | odchylka

0,0222 0,1095 0,0085 0,0109 0,0985 0,0469
0,0302 0,1129 0,0127 0,0098 0,1027 0,0420
0,0276 0,1112 0,0180 0,0185 0,1067 0,0574
0,0218 0,1061 0,0089 0,0100 0,0985 0,0492

4 O0|>

Analyza uspéSnosti identifikace se meéla zaméfit na UspéSnost pii vypoctech
denzitnich vektori pro samostatné nukleotidy a pro sumy purinovych/pyrimidinovych
nukleotidi. Z toho hlediska se tedy nejlépe pii identifikaci druhu osvédcCilo pouziti
samotného adeninu, pfi identifikaci rodu vyuZiti sum purinovych/pyrimidinovych
nukleotidll - ty pfi identifikaci druhu vysly jako druhé nejméné vyhodné. Analyza se
shoduje v tom, ze nejnizsi uspésnost identifikace nastala, jak pro rod i druh, pfi pouziti

samotného guaninu.
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace byla programova realizace vypoctu nukleotidovych
denzitnich vektori a metody identifikacni analyzy pomoci porovnavani nukleotidovych
denzit referen¢niho souboru sekvenci s nezavislym souborem sekvenci stejnych druhti a
nasledné vyhodnoceni uspéSnosti identifikace pii pouziti samostatnych denzitnich
vektorti pro jednotlivé nukleotidy a sumy denzit nukleotidd stejnych biochemickych

vlastnosti.

Programova realizace prace Dbyla provedena v prostiedi Matlab, kde byly
zrealizovany jednotlivé funkce pro vypocet nukleotidovych denzitnich vektorii
s proménnou délkou vypocetniho okna a s vybérem osetieni okrajovych hodnot vektori.
Nasledné byla vytvotena uzivatelska GUI aplikace, pomoci které probéhla identifikacni

analyza organismut na zakladé porovnavani nukleotidovych denzit.

Z databaze BOLD byly vybrany ctyii referen¢ni a pét analyzovanych FASTA
soubort. Pro reference se jednalo o ryby z portugalského pobiezi (188 sekvenci, 48
druhit), chrostiky z Churchillu (716 sekvenci, 48 druhi), neotropické ptaky (758
sekvenci, 43 druhll) a netopyry z Guyany (840 sekvenci, 94 druhi). Analyzované
soubory byly nezavislé soubory stejnych druhit — ryby z portugalského jizniho a
zapadniho pobtezi (200 a 207 sekvenci, 55 a 49 druht), chrostici z Churchillu (zkracené
z 540 na 71 sekvenci a z 24 na 20 druhti), neotropicti ptaci (zkracené z 637 na 145
sekvenci a z 432 na 145 druhtl) a netopyti z Guyany (zkracené z 4132 na 267 a z 69 na
61 druht).

Druhové denzitni reference se tvotily tak, ze se sekvence z FASTA soubort,
urcenych pro tvorbu referenci, pfevedly na nukleotidové denzitni vektory a nésledné
zprumérovaly pro kazdy druh. To pro délky vypocetniho okna 3 — 19 bp. Ptifazovani
referen¢nich druht k analyzovanym bylo uskute¢néno na zaklad€ nejmensi euklidovské
vzdalenosti mezi referencnimi a analyzovanymi sekvencemi. Vypocet téchto
euklidovskych vzdalenosti probéhl pro samostatné nukleotidy a i jejich sumy dle
biochemickych vlastnosti, opét pro délku vypocetniho okna opét 3 — 19 bp. Tato
analyza byla uskute¢néna pro rody i druhy. Z vyslednych hodnot byly vytvofeny grafy

vazenych prumeéri uspésnosti identifikace pro druh i rod.

Vysledky identifika¢ni analyzy mohou byt ovlivnény tim, Ze na testovani byly
pouzity pouze urCité skupiny organismii, které jsou zastoupeny malym poctem druh.
V souborech je jen malo sekvenci k jednotlivym druhtim a navic zastoupené druhy
pochazi z malého mnozstvi rodu a ¢eledi. Nelze z toho tedy vyvozovat obecné zavéry,

ze identifikace bude stejn¢ dobte fungovat i1 pro jiné skupiny organism.
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druhu je pouziti samostatného adeninu, a ze identifikace rodu meéla nejvetsi uspéch pii
volb¢ sum purinovych/pyrimidinovych nukleotid. Naopak vyuziti pouze guaninu vyslo
V obou piipadech jako nejméné vhodna volba. Velikost vypocetniho okna neméla bud’
zadny, nebo maly vliv — Srostoucim vypocetnim oknem se procento uspésné
identifikace mirn¢ snizovalo. Nejvyssi hodnoty uspéSnosti vazenych priméra v ramci

vSech soubori jsou pro druh 99,91% a pro rod 97,8%.
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PRILOHA 1: Tabulky usp&nosti identifikace druhu

Tab. ¢. 10: Tabulka uspésnosti identifikacni analyzy druhu pro soubor FCFPS.

Nukleotid
pro A C G T AC AG CG | ACGT
vypocet
l;ﬁlrl:; Uspé&$nost spravného p¥iFazeni druhii [%]
3 100 98,54 100 99,27 | 98,54 100 100 100
5 100 98,54 100 98,54 | 98,54 100 98,54 100
7 08,54 | 98,54 100 08,54 | 98,54 | 98,54 | 98,54 | 98,54
9 08,54 | 98,54 100 08,54 | 98,54 | 98,54 | 98,54 | 98,54
11 98,54 | 98,54 100 08,54 | 98,54 | 98,54 | 98,54 | 98,54
13 098,54 | 98,54 | 99,27 | 9854 | 9854 | 98,54 | 98,54 | 98,54
15 098,54 | 98,54 | 99,27 | 9854 | 9854 | 98,54 | 98,54 | 98,54
17 08,54 | 9854 | 98,54 | 9854 | 9854 | 98,54 | 98,54 | 98,54
19 98,54 | 98554 | 98,54 | 9854 | 98,54 | 98,54 | 98,54 | 98,54
Tab. ¢. 11: Tabulka GspéSnosti identifika¢ni analyzy druhu pro soubor FCFPW.
Nukleotid
pro A C G T AC AG CG | ACGT
vypocet
Délka Uspé&nost spravného priFazeni druhii [%]
okna
3 100 100 100 100 100 100 100 100
5 100 100 100 100 100 100 100 100
7 100 100 100 100 100 100 100 100
9 100 100 100 100 100 100 100 100
11 100 100 100 100 100 100 100 100
13 100 100 100 100 100 100 100 100
15 100 100 100 100 100 100 100 100
17 100 100 100 100 100 100 100 100
19 100 100 100 100 100 100 100 100
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Tab. ¢. 12: Tabulka Gspésnosti identifika¢ni analyzy druhu pro soubor BCDR.

Nukleotidy
pro A C G T AC AG CG | ACGT
vypocet
l;ﬁlrl](; Uspé&nost spravného piifazeni druhii [%]
3 100 100 97,24 100 100 90,94 100 100
5 100 100 96,85 100 100 90,94 100 100
7 100 100 96,06 100 100 90,55 100 100
9 100 100 96,06 100 100 90,55 100 100
11 100 100 96,06 100 100 90,55 100 100
13 100 100 93,70 100 100 90,16 100 100
15 100 100 93,31 100 100 90,16 100 100
17 100 100 93,31 100 100 90,16 100 100
19 100 100 94,09 100 100 90,16 100 100

Tab. ¢. 13: Tabulka uspésnosti identifikaéni analyzy druhu pro soubor DSTRI.

Nukleotidy
pro A C G T AC AG CG | ACGT
vypocet
]331:; Uspé&$nost spravného p¥ifazeni druhii [%]
3 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5
5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5
7 97,5 97,5 95 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5
9 97,5 97,5 95 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5
11 97,5 97,5 95 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5
13 97,5 97,5 95 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5
15 97,5 97,5 95 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5
17 97,5 97,5 95 95 97,5 97,5 97,5 97,5
19 97,5 97,5 95 95 97,5 97,5 97,5 97,5
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Tab. ¢. 14: Tabulka Gspésnosti identifika¢ni analyzy druhu pro soubor BRAS.

Nukleotidy
pro A C G T AC AG CG | ACGT
vypocet
l;ﬁlrl](; Uspé&nost spravného piifazeni druhii [%]
3 100 97,65 80 96,47 | 98,82 | 91,76 | 97,65 | 98,82
5 100 97,65 | 76,47 | 96,47 | 98,82 | 91,76 | 98,82 100
7 100 96,47 | 71,76 | 97,65 | 98,82 | 91,76 | 98,82 100
9 100 96,47 | 69,41 | 97,65 | 98,82 | 91,76 | 98,82 | 98,82
11 100 96,47 | 68,24 | 97,65 | 98,82 | 89,41 | 98,82 | 98,82
13 98,82 | 96,47 | 64,71 | 96,47 | 97,65 | 88,24 | 98,82 | 98,82
15 98,82 | 96,47 | 6588 | 96,47 | 97,65 | 88,24 | 98,82 | 97,65
17 98,82 | 96,47 | 64,71 | 96,47 | 97,65 | 88,24 | 97,65 | 97,65
19 98,82 | 9765 | 61,18 | 96,47 | 97,65 | 88,24 | 97,65 | 97,65
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PRILOHA 2: Tabulky usp&nosti identifikace rodu

Tab. ¢. 15: Tabulka Gspésnosti identifika¢ni analyzy rodu pro soubor FCFPS.

Nukleotidy
pro A G T AC AG CG | ACGT
vypocet
gﬁl;(; Uspé&$nost spravného prifFazeni rodi [%]
3 100 98,72 | 94,23 | 99,36 | 98,72 100 100 100
5 100 98,72 | 94,23 | 98,72 | 94,87 100 98,72 100
7 98,72 | 98,72 | 94,23 | 97,44 | 93,59 | 98,72 | 96,15 | 98,72
9 94,23 | 98,72 | 93,59 | 96,79 | 92,95 | 98,72 | 96,15 | 98,72
11 95,51 | 98,72 | 9295 | 96,79 | 92,95 | 98,72 | 97,44 | 98,72
13 96,15 | 98,72 | 92,31 | 9359 | 91,67 | 98,72 | 97,44 | 98,72
15 98,72 | 98,08 | 92,31 | 92,95 | 91,67 | 97,44 | 97,44 | 98,72
17 98,08 | 98,08 | 91,67 | 92,95 | 91,67 | 97,44 | 96,79 | 98,72
19 98,08 | 98,08 | 91,67 | 92,95 | 91,67 | 96,79 | 9551 | 98,72
Tab. €. 16: Tabulka isp€$nosti identifikacni analyzy rodu pro soubor FCFPW.
Nukleotidy
pro A G T AC AG CG | ACGT
vypocet
lgﬁlrl](: Uspé&nost spravného piirazeni rodi [%]
3 100 94,87 | 96,15 | 91,03 | 95,51 100 94,87 100
5 100 94,23 | 96,15 | 87,18 | 91,67 100 92,31 100
7 100 9359 | 96,15 | 86,54 | 91,67 100 92,31 100
9 100 9359 | 96,15 | 86,54 | 94,87 100 92,31 100
11 100 9359 | 96,15 | 86,54 | 96,79 100 92,31 100
13 100 9359 | 96,15 | 86,54 | 96,79 100 92,31 100
15 100 93,59 100 86,54 | 96,79 100 96,15 100
17 100 93,59 100 86,54 | 96,15 100 96,15 100
19 100 93,59 100 86,54 | 94,87 100 96,15 100
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Tab. ¢. 17: Tabulka uspésnosti identifika¢ni analyzy rodu pro soubor BCDR.

Nukleotidy
pro A C G T AC AG CG | ACGT
vypocet
l;ﬁlrl](; Uspé&nost spravného piifazeni rodi [%)]
3 99,25 | 97,75 | 94,38 | 99,63 | 97,75 | 99,63 | 97,38 | 99,63
5 97,38 | 97,75 | 94,01 | 97,75 | 97,75 | 99,25 | 97,38 | 97,75
7 97,38 | 97,75 | 93,26 | 97,75 | 97,38 | 99,25 | 97,38 | 97,75
9 97,38 | 97,38 | 93,26 | 97,38 | 97,38 | 99,25 | 97,38 | 97,75
11 97,38 | 97,38 | 93,63 | 97,38 | 97,38 | 99,25 | 97,38 | 97,75
13 97,38 | 97,38 | 91,39 | 97,38 | 97,75 | 99,25 | 97,38 | 97,75
15 97,38 | 97,38 | 91,01 | 97,38 | 97,75 | 99,25 | 97,38 | 97,75
17 97,38 | 97,38 | 91,01 | 97,38 | 97,75 | 99,25 | 97,38 | 97,38
19 97,38 | 97,38 | 91,76 | 97,38 | 97,75 | 99,25 | 97,38 | 97,38

Tab. ¢. 18: Tabulka tspésnosti identifika¢ni analyzy rodu pro soubor DSTRI

Nukleotidy
pro A C G T AC AG CG | ACGT
vypocet
]331:; Uspé&$nost spravného piiFazeni rodi [%]
3 91,55 | 91,55 | 81,69 100 98,59 | 91,55 | 91,55 | 98,59
5 91,55 100 80,28 100 91,55 | 90,14 | 91,55 | 91,55
7 91,55 100 80,28 | 94,37 | 98,559 | 97,18 | 91,54 | 91,55
9 91,55 100 80,28 | 91,55 | 97,18 | 97,18 | 91,55 | 91,55
11 91,55 100 7465 | 9437 | 97,18 | 97,18 | 91,55 | 91,55
13 91,55 | 97,18 | 73,24 | 92,96 | 91,55 | 97,18 | 90,14 | 94,37
15 91,55 | 97,18 | 73,24 | 92,96 | 88,73 | 98,59 | 97,18 | 94,37
17 98,59 | 97,18 | 73,24 | 97,18 | 8451 | 98,59 | 90,14 | 98,59
19 98,59 | 91,55 | 74,65 | 90,14 | 8592 | 98,59 | 90,14 | 91,55
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Tab. ¢. 19: Tabulka uspésnosti identifikacni analyzy rodu pro soubor BRAS.

Nukleotidy
pro A C G T AC AG CG | ACGT
vypocet
l;ﬁlrl](; Uspé&§nost spravného p¥ifazeni rodi [%6]
3 93,10 | 85552 | 6552 | 82,76 | 80,69 | 90,34 | 82,07 | 88,28
5 91,72 | 84,83 | 61,38 | 82,07 80 90,34 | 82,76 | 88,28
7 91,72 | 83,45 60 80,69 | 79,31 | 90,34 | 82,76 | 86,89
9 91,72 | 83,45 | 59,31 80 78,62 | 91,03 | 82,07 | 85,52
11 89,66 | 84,14 | 58,62 80 78,62 | 89,66 | 83,45 | 86,9
13 88,28 | 84,14 | 55,86 80 77,24 | 88,97 | 82,76 | 86,9
15 87,59 | 84,83 | 55,86 | 79,31 | 76,55 | 88,28 | 82,76 | 86,9
17 87,59 | 83,45 | 55,17 | 79,31 | 77,24 | 87,59 | 82,76 | 87,59
19 87,59 | 83,45 | 53,79 | 77,24 | 7655 | 87,59 | 81,38 | 86,21
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