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Abstrakt

Fylogenetika v poslednich desetiletich zaznamenala velky rozvoj. Vyvojem pocitaca a
pfistroju pro sekvenovani biopolymert bylo ziskano ohromné mnozstvi fylogenetickych dat z
ruznych zdroju a odliSnych typu. Snahou védcu je zrekonstruovat z téchto dat kompletni
strom zivota. Fylogenetické superstromy tuto moznost teoreticky predstavuji, jelikoz na rozdil
od fylogenetickych stromii umoziuji kombinaci vSech doposud ziskanych informaci. Tato

prace predstavuje metodu konstrukce superstromtt metodou prumérného konsensu.

Klicova slova

Fylogram, fylogeneticky strom, OTU, fylogeneticky superstrom

Abstract

The phylogenetic reconstruction has noted great development in recent decades. The
development of computers and device for sequencing biopolymers have been an enormous
amount od phylogenetic data from different sources and different types. The scientists are
trying to reconstruct a comlet tree of life from these data. The phylogenetic supertree are
theoretically this option because a supertree alow a combination of all information gathered
so far — in contras to the phylogenetic trees. This thesis present the method of reconstruction

supertrees using average konsensus method.
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Uvod

Fylogenetika je obor systémové biologie, ktery hleda skutecnou pribuznost na zaklade
predstavy, ze vSechny organismy maji svého univerzalniho spolecného predka. Historii
evolu¢nich vztahti mezi organismy zobrazuje za pomoci fylogenetickych stromu. Zpocatku
byly tyto stromy sestavovany biology pouze subjektivné na zakladé jejich vlastnich
zkuSenosti. Zlomem ve fylogenetice bylo objeveni struktury DNA a rozlusténi molekularnich
dat, které vedlo ke vzniku molekularni fylogenetiky.

Rozvoj technik sekvenovani vyustil v zalozeni nezavislych databazi, do kterych jsou
pfijimana data ze vSech projektd sekvenovani od instituci i jednotliveu z celého svéta. Tyto
databaze obsahuji informace z ruznych zdroja, data se prekryvaji a jsou odliSnych typa, coz
komplikuje  sestrojeni  fylogenetickych  stromd. Problém  fylogenetické analyzy
z nekompletnich nebo nejistych vstupnich dat je nejpodstatné€jsi otazka v systematickée
biologii. Reseni tohoto problému predstavuji fylogenetické superstromy.

Metody superstromi kombinuji vice fylogenetickych stromu k vytvofeni
celkové lepSich superstromil, které obsahuji kompletni sadu vSech listi nachazejicich se ve
vstupnich stromech. Pro provedeni analyzy je nezbytné, aby zdroje fylogenetickych stromu
byly spojeny se soubory sdilenymi taxony.

V dnesni dobé je znamo nejméné Sestnact metod, které se konstrukci fylogenetickych
superstromu zabyvaji. Kazda ztéchto metod pfistupuje k problému kombinovani informaci
zraznych zdroji odliSnymi zpasoby. V této diplomové praci je predstavena metoda
prumérného konsensu, ktera pocita vzdalenosti mezi vSemi zdrojovymi stromy. Prumérna
vzdalenost kazdého taxonu je pouzita v koneCné matici vzdalenosti, ze které je superstrom
sestrojen. Tato metoda je univerzalné pouzitelna, kombinuje vSechny zdrojové stromy a
produkuje dobie feSené a zieymé presné superstromy, které nejsou ve vyrazném rozporu

s tradi¢nimi hypotézami fylogenetickych vztahu.
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1 Molekularni fylogenetika

Zemé¢ je jedina znama planeta, na které existuje zivot. PoCet druht se odhaduje na Sest
az sto milionu, pouze jeden a pul milionu druht bylo jiz objeveno, popsano a zafazeno.
Rozmanitost a pfibuznost druhd protina vSechny kontinenty. Dnes jiz neni pochyb o tom, Ze
zivot na Zemi se vyvinul postupnymi pieménami druhu, které v boji za zivotaschopnymi
mutacemi nabyli az dneSnich forem.

Vyznamnou roli ve fylogenetice zaujima britsky prirodovédec Charles Darwin, ktery
s publikaci On the Origin of Species by Means of Natural Selection, or the Preservation of
Favoured Races in the Struggle for Life (O vzniku druht pfirodnim vybérem, neboli
uchovanim prospésnych plemen v boji o zivot - vétSinou zkracovana na: O puvodu druhu,
roku 1859 zpusobil revoluci. Od ného pochazi predstava Stromu zivota, ktery v souhlase
s geologickymi epochami rasil stale dal§imi vétvemi novych druhu a vedl ke vzniku k Homo
sapiens. [13]

Véda zabyvajici se rozpoznavanim vzajemnych piibuzenskych vztaht organismu se

nazyva fylogenetika, které je vénovana prvni kapitola prace.
1.1 Fylogenetika

Pojem fylogenetika v biologii oznacuje studium evolu¢ni pfibuznosti mezi skupinami
organismu, napf. mezi druhy, populacemi apod. Termin fylogenetika je odvozen z feckych
termind phyle v pfekladu kmen a terminu genesis v piekladu ptavod, zrozeni. [17]

Fylogenetika jako véda ma za ukol analyzovat jednotlivé vyvojové linie, které jsou
odborné oznacovany jako taxony. Vychazi z predpokladu, Ze organismy vytvaii hierarchicky
usporadany systém, ve kterém se vSechny organismy vyvinuli ze spolecného predka (LUCA —
last univerzal common asesor). [9]

Fylogeneze se zabyva popisem vzniku, Stépeni, proménami a vymiranim vyvojovych
linii. Fylogenetika rekonstruuje prubéh kladogeneze (vétveni), ale v§ima si 1 anageneze, tedy
vyvoje vlastnosti organismu vramci linie. Proces fylogeneze byva znazorniovan
fylogenetickymi stromy, které zachycuji posloupnosti déju, které vedly k formovani soucasné
mnoziny druhd.

Klasicka fylogenetika pracovala s morfologickymi znaky, napf. poCet nohou, barva oci
apod. V soucasné dobé se opira o molekularni znaky, mezi které patfi nukleotidové a
proteinové sekvence. Tento samostatny obor systematické biologie se nazyva molekularni
fylogenetika. [9,21]
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1.2 Molekularni fylogenetika

V soucasné dobé jsou ve fylogenetice vyuzivany molekularni znaky. Jedna se
pfedevS§im o pofadi monomera v fetézcich biopolymert, pfipadné chemické a fyzikalni

vlastnosti biopolymera, které jsou zjist ovany pomoci molekularné biologickych metod.

1.2.1 Vyhody molekularnich znaki

1. Jsou genetické. Je znam proces dé€leni, nejsou zavislé na prostiedi ani generickém
pozadi. Pravé na této urovni vznikaji evolu¢ni mutace v DNA.

2. Je jich obrovské mnozstvi. Velikost genomu je odhadovana mezi od
0,5.10° =600.10°. Lidsky genom obsahuje pies tii miliardy part bazi. Védci
odhaduji, ze se lidé mezi sebou 1isi v 0,1%, tj. tftech milionech part bazi.

3. Jsou pouzitelné od nejvzdalenégjSich srovnani az po porovnavani jedincu téhoz druhu
(napt. srovnani sekvence tygra bengalského s meduzou a s tygrem ussurijskym).

4. Jsou selekéné neutralni, nepodléhaji vlivim prostiedi, ve kterém se organismus
vyskytuje.

5. Jsou jednoznacné popsatelné. Geneticka informace je v DNA zapsana v digitalni
formé, takze je moznost ji pifekodovat naptiklad do alfabetickych znaku a predat ji
v této podobe bez jakékoliv ztraty ¢i zkresleni informace.

6. Jsou nezavislé. [10, 17]

Zakladnimi nevyhodami molekularnich znaki je, Ze neposkytuji informace o

anagenezi, nékdy mohou mit destruktivni charakter.
1.2.2 Zpracovani molekularnich dat

Vétsina molekularnébiologickych dat je ziskavana sekvenovanim DNA. Jedna se o
urCeni sekvence nukleotidi (resp. bazi) vjednom zftetézcui DNA (druhy fetézec je
komplementarni). Pro urCeni pfesné sekvence nukleotidi v useku DNA byly vynalezeny dvé
metody — Sangerova a Maxam & Gilbertova metoda. V dnesni dobé je sekvenovanim velmi
rychlé a pomérné levné.

V praxi je pro vytvoreni fylogenetického stromu vyhodnéjsi pouziti dat protetickych.
Pro ucely fylogenetiky se vSak metody pro sekvenovani proteomu vzhledem ke své technické
naroénosti nepouzivaji. Re$enim je jednoduchy pfevod genomickych dat na data proteomicka.
[7, 20]

Molekularni znaky ziskané sekvenovanim (nejCastéji potfadi nukleotidi v DNA) je

nutné srozumitelné popsat tak, aby umoznila pocitacové zpracovani. Pouziva se jednoduchy
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zapis ve formé& IUPAC (International Union of Pure and Apllied Chemistry) kodu,

znazornény v tabulce 1. [1]

Tabulka 1 IUPAC kddy pro nukleové kyseliny

IUPAC kéd vyznam
adenin
cytosin
guanin
thymin

uracil
cokoliv (any)

Z|IC|H[o|o|>

Pro zapis DNA monomeru jsou pouzivany ¢tyfi znaky A pro adenin, C pro cytosin, G
pro guanin a T pro tymin. Pofadi v sekvenci odpovida linearnimu zapisu sledu monomerta v
molekule DNA a vychazi z biosyntézy makromolekul tj. pro DNA od 5° ke 3” konci. Ze Ctyt
druht bazi je mozné usporfadat 64 kombinaci trojic (tripletd), které mohou byt
potencionalnimi kodény. Aminokyseliny koduje pouze 61 tripletd, zbylé tii jsou terminacni.
Pii pfechodu ze zapisu nukleotidi na zapis aminokyselin dochazi k nenavratné ztraté
informaci — jedna se tedy o degenerovanou transformaci. Zpétna transformace je
nejednoznacna, jelikoz nékolik kodonu kéduje jednu aminokyselinu. [7]

Jak jiz bylo zminéno, ve fylogenetice se Castéji pouzivaji sekvence proteini namisto
sekvenci genomickych. Tento zapis je znazornén v tabulce 2. [1] Hlavnim divodem pouziti
je, ze sekvence proteini jsou mnohem vice konzervované nez sekvence nukleotidu, ve
kterych se snadnéji hromadi mutace. Jedna aminokyselina je kodovana vice triplety bazi coz
znamena, ze mutace v jednom nukleotidu nemusi nutné znamenat zménu v expresi genu,

protoze translaci muze vzniknout stejny protein jako v puvodnim genu. [20]
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Tabulka 2 IUPAC kddy pro aminokyseliny

IUPAC kéd zkratka AK nazev AK
A Ala alanin
C Cys cytosin
D Asp asparat
E Glu glutamat
F Phe fenylalanin
G Gly glycin
H His histidin
I lle izoleucin
K Lys lysin
L Leu leucin
M Met metionin
N Asn asparagin
P Pro prolin
Q Gin glutamin
R Arg arginin
S Ser serin
T Thr threonin
\ Val valin
w Tpr tryptofan
Y Tyr tyrosin

1.2.3 Format datového souboru

Pi1 praci se sekvenénimi daty je nutné ulozit do paméti nejen sekvence, ale 1 dalsi
informace tykajici se zisku téchto dat. Pouziva se proto nékolik ruznych formatu, které lze
mezi sebou vzajemné prevadét. Mezi nejpouzivanéjsi se fadi format FASTA, ktery je vhodny
jak pro zapis proteind, tak nukleotidi. Sekvence zapsana ve formatu FASTA zacina
jednoradkovym popisem, ktery je odliSen znaménkem vétsi nez (,,>“) umisténym na zacatku
radku, dale nasleduje ,,hlavicka®, ve které je zapsan nazev sekvence a popis. Pismena zapsana
v hlavicce a ukonCena mezerou piedstavuji identifikator sekvence. Dalsi fadky obsahuji
samotnou posloupnost sekvenénich znaku.

Vyhodou formatu FASTA je moznost slucovani a importovani nékolika sekvenci do
jednoho souboru a nasledné zpracovavani v programu, coz bylo vyuzito také v této diplomové

praci. Sekvence lze pro prehlednost oddélit prazdnym fadkem, ktery ale neni nezbytny. [7]
1.2.4 Primarni databaze sekvenci

Rozvoj technik sekvenovani a rostouci pocet ziskanych dat vedl k zaloZeni trojice
primarnich databazi. Patii sem americka databaze GenBank, japonska DDBJ a evropska

EMBL. Vsechny tfi jsou propojeny a vzajemné se vyménuji informace. Data jsou piijimana
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z projektu sekvenovani od instituci 1 jednotlivcu a lze je ziskat prostiednictvim webovych
rozhrani nebo lze bezplatné ziskat celou databazi prostiednictvim FTP. Nevyhodou téchto

databazi je nulova zaruka ziskani kvalitnich a spravnych dat.

1.3 Fylogenetické stromy

Grafickym zobrazenim prabéhu fylogeneze je fylogeneticky strom. Pokud je ve
stromu ukazana souvislost mezi organismy a je vztazena k ¢asové ose, jedna se o zakorenény
strom (Obrazek 1). V tomto pfipadé jsou z kofene stromu (root), ktery predstavuje posledniho
spolecného predka, postupné odvétvovany vétve (branches). Vétve ve stromu tedy predstavuji
urCity druh organismu. Pofadi a misto vé€tveni odrazi Casovou posloupnost vzajemné
odvétvenych vyvojovych linii. Tento dé€j je ve fylogenetickém stromu znazornén pomoci uzla
(nodes). Terminalni (koncové) vétve znazornuji jednotlivé druhy, které byly zahrnuty do
analyzy. Listem se rozumi konkrétni organismus, ktery byl do analyzy zahrnut. [9, 21]

Druhy jedné vyvojové linie vytvareji pro ucely fylogenetickych studii tzv. operacni

taxonomickou jednotku OTU (Operation Taxonomic Unit).

Koren

Vnitfni vétev

Vétev

Vnitrni uzel

Vrcholovy uzel
List

A B C D E F

Terminalni vétev

Obrazek 1 Anatomie fylogenetického stromu [5]

V ptipadé, ze délka vétvi vyjadiuje dobu trvani jednotlivych druhii ¢ mnozstvi
evolucnich zmén, ke kterym v jednotlivych vétvich doslo, jedna se o fylogeneticky strom, tj.

fylogram (phylogenetic tree). Druhy stromu jsou probrany v nasledujici podkapitole.

15



1.3.1 Typy stromu

Fylogenetické stromy muzeme délit z nékolika hledisek. Podle toho jestli maji kofen
na kofenové a nekorenove, podle obsahu znazornénych informaci na kladogram, fenogram
nebo fylogram.

Kofenovy strom je pifirozenym modelem a vykazuje pro vSechny druhy spole¢ného
predka vSech OTU. Hrany stromu ziskaly pfirozenou orientaci ve sméru od kofene k listam.
Podrobnéji byl tento typ stromu popsan v predchozim odstavci.

V pripad€ nekorfenového stromu neni nejstarsi spolecny piedek presné identifikovan.
Umisténi kofene v nekorfenovém stromu vsak Ize odhadnout vlozenim vnéjsi skupiny, ktera je
dostate¢né vzdalena od ostatnich druhii. Nasledujici obrazek (Obrazek 2) znazoriuje oba

zminované druhy stromu.

A B C D E F
A / D
\ _
B
c F
Obrizek 2 Nahore zakofenény strom, dole strom nezakorenény

Kladogram neboli schéma kladogeneze je nejjednodussi znazornéni stromu. Vyjadiuje
pouze potadi odvétvovani jednotlivych druhti (OTU), nikoli miru jejich vzajemné pfibuznosti.
Délky vétvi nemaji zadny vyznam.

Fenogram, neboli feneticky strom, vyjadfuje podobnost studovanych taxond.
V analyze je bran zietel na fenetickou pfibuznost jednotlivych OTU. Délka vétvi vyjadiuje
pocet zmén nebo dobu trvani vzniku nového druhu.

Strom nazyvany fylogram vyjadiuje vzajemnou piibuznost porovnanych organismu

(pofadi odvétvovani od spole¢ného predka). Muze byt bud kladogramem vyjadiujici pouze
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poradi odvétvovani jednotlivych taxonu od spole¢nych ptedkt, nebo zahrnuje i informace o

anagenezi jednotlivych organisma. [9]
1.3.2 Metody konstrukce dendrogramui

Pojem dendrogram oznacuje specialni typ stromu, pii kterém je jako vstupni format
pro konstrukci pouzita matice genetickych vzdalenosti (distance matrix methods) nebo se
vyuzivaji znakové metody konstrukce (cluster analysis), tedy souboru metod zabyvajicich se
podobnosti vicerozmérnych objekta.

Vlastni konstrukce dendrogramu je zalozena na jednom z nasledujicich dvou principa.
V prvnim pripadé je snaha o sestrojeni jediného ,nejlepSiho mozného™ stromu. Druhou
moznosti je sestrojeni celé mnoziny vSech moznych dendrogramu, které lze sestrojit na
zakladé danych vstupnich dat. Vystupem tohoto vyhledavaciho postupu je nékolik nejlepsich
stromu, se kterymi jde dale pracovat. Vyhledavaci algoritmy jsou s rostoucim poctem OTU
vypocetne narocné.

Nasledujici vzorec (1.1) predstavuje vztah mezi poctem moznych vytvorenych
zakotrenénych stromu (N) a poctem sekvenci (n), ze kterych je tento strom vytvofen.

__@n=3! (1.1)
2" (n—2)!

Na nezakofenény strom lze pohlizet jako na kofenovy strom, kterému chybi jedna

vétev (kofen). Pocet takto vytvofenych stromu je tedy roven celkovému poctu sekvenci, od

které jednu sekvenci odeCteme, coz vyjadiuje vztah 1.2.

__@n=d! (12)
2" (n—3)!
Pro piehlednost nasleduje tabulka s moznym pocétem dendrogramu pro dany pocet
sekvenci.
Tabulka 3 Pocet moznych dendrogramii pro dany pocet sekvenci
pocet OTU pocet kofenovych stromtl | pocet nekofenovych stromii

1 1 1
2 1 1
3 3 1
4 15 3
5 105 15
6 945 105
7 10395 945
8 135135 10 395
9 2 027 025 135 135
10 34 459 425 2 027 025
15 2x10™ 8x10"
20 8 x 10” 2x10%
30 5x10%° 9x10%
50 3x10™ 3x10™
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Resenim vypoletni narotnosti je pouziti heuristickych metod misto metod
deterministickych, které z analyzy predem vylouci moznosti, u kterych neni piredpokladan

spravny vysledek. Bohuzel tento pfedpoklad mize do analyzy zanést chybu.

1.4 Rekonstrukéni techniky

Ke konstrukci fylogenetickych stromu jsou vyuzivany dva druhy metod. Prvni je
metoda konstrukce na zakladé znakovych (kvalitativnich) dat, kdy je pouzita pfimo sekvence
znaku. Na kazdé pozici je digitalni znak, ktery nabyva presné vymezenych hodnot. Tyto
metody pracuji s pravdépodobnosti zmény hodnoty, ktera je rovna substituci aminokyseliny
nebo nukleotidu. Do této skupiny patii metoda maximalni parsimonie, ktera funguje na
principu vyhledani vSech stromu a nasledném zjistovani, ktery strom obsahuje nejmensi pocet
evoluCnich zmén (mutaci). Druhou metodou pracujici se znakovymi daty je metoda
maximalni vérohodnosti (Maximum Likelihood), ktera je velmi spolehliva, jelikoz prohledava
vSechna dostupna data. U kazdého sestrojeného stromu je uvadéna pravdépodobnost, s jakou
mohl vytvaret soubory znaki odpovidajici vstupnim datim. Vyhoda této metody je vsak
vykoupena narocnym algoritmem, ktery je prakticky nepouzitelny pro delsi sekvence. [21]

Tato diplomova prace se znakovymi metodami nezaobira, proto byly tyto metody

zminény pouze v uvodu podkapitoly.
1.4.1 Distanéni metody

V nasledujici kapitole bude probran druhy zminovany piistup — konstrukce
fylogenetickych stromi na zakladé distancnich (kvantitativnich) dat. Jedna se o metody
zalozené na vypoctu podobnosti mezi jednotlivymi sekvencemi. Data vzdalenosti nejsou
sekvence znaku, nybrz matice vzdalenosti. V prvém kroku je nutné sekvence zarovnat a
nasledné mezi sebou porovnat, jelikoz vzdalenost mezi dvéma OTU je dana poctem bodovych
mutaci. PoCet bodovych mutaci mezi dvéma sekvencemi vztazeny na délku sekvence je
oznacovan jako tzv. proporcionalni vzdalenost (distance) sekvenci neboli p-distance.

Distan¢ni vzdalenost neodpovida skutecné evolu¢ni vzdalenosti. Aby bylo mozné
zkonstruovat fylogram, ktery bude znazornovat evolucni vzdalenost, je nutné provést korekci
na vicenasobné a zpétné mutace ve stejné pozici a na paralelni vzajemné nezavislé mutace,
pripadné vyskyt konvergentnich mutaci. Mezi distancni metody patii shlukova analyza
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic averages), metoda nejblizsiho
souseda (Neighbor-joining metoda) znaCena NJ a metoda minimalni evoluce (minimum
evolution).

Je tieba také zminit modely evolu¢niho vyvoje v biologické sekvenci. Tyto modely se

snazi vytvorit matematicky popis bodovych mutaci, ke kterym mohlo v pribéhu evoluce
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v sekvenci dojit. Matematické modely lze pouzit k vypoctu evolucni vzdalenosti mezi dvéma
a vice sekvencemi. Na zakladé tohoto popisu sekvenci (organismi) 1ze rekonstruovat jejich
evolu¢ni vyvoj. Bodové mutace se v sekvenci DNA déli na inzerci, deleci a substituci. [20,
21]

1.4.2 Jukes-Cantortiv evoluéni model

Nejjednodussim evoluénim modelem umoznujici korekci je jedno parametricky Jukes-
Cantorav model, ozna¢ovany jako J-C model. Parametr a popisuje pravdépodobnost zmény
jednoho nukleotidu na jiny. Tento model predpoklada, ze kazdy nukleotid ma stejnou
pravdépodobnost zmény na jiny nukleotid a stejnou frekvenci vyskytu. Nukleotidové
sekvence si jsou tedy ekvivalentni.

Nasledujici schéma (Obrazek 3) jasn€ popisuje, ze zména frekvence prechodu jednoho

nukleotidu na jiny je rovna o, frekvence pfemény baze na jinou je 3o. Prumérny pocet zmén

©
Ia

je dan soucinem frekvence zmén a Casu.

®
§

a
a
o
-—
a
Obrazek 3 Jukes — Cantoriv jednoparametricky model

Parametr o je pro genomické sekvence roven a:Z, jelikoz mame ctyfi druhy

o S . 9 .. . , . .
nukleotidu. Pro protetické sekvence je o = 30 jelikoz je znamo dvacet aminokyselin.

Vztah 1.3 umoziuje vypocitat evolucni vzdalenost d bez znalosti Casu a frekvence

vyskytu zmén. Hodnota p vyjadiuje relativni poCet zmén mezi sekvencemi.
3 4
d=——In(1-— 1.3
) ( 3 p) (1.3)

Rovnice 1.4 predstavuje matematicky zapis vypocCtu pravdépodobného poctu
substituci p, ke kterym dosSlo u dvou druhti od okamziku vétveni ze spole¢ného predka.

Parametr D popisuje mnozstvi pozorovanych rozdili mezi dvéma danymi sekvencemi.
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3 4
d:—Zln(l—gD) (1.4)
Jukes-Cantoruv model je nejjednodussi evoluéni model, ktery dava presné vysledky
pouze, pokud neni mnozstvi rozdili mezi porovnavanymi sekvencemi prili§ velké. Pokud je
procento rozdili velké a genetickad vzdalenost vychazi vyssi jak jedna, je vhodnéjsi pouzit
slozitéjsi a presnéjsi model, kterym je napiiklad Kimurav dvou parametrovy model. Tento

model predpoklada, ze pravdépodobnost translaci a transverzi se navzajem lisi.

1.4.3 UPGMA

Zakladni a nejjednodussi metodou konstrukce fylogenetického stromu je shlukova
metoda UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic mean). Anglicka slova, ze
jejichz zacateCnich pismen byl nazev metody odvozen, nesou zakladni vlastnosti metody.
Unweighted, v prekladu nevazeny, udava, ze vSechny parové vzdalenosti maji stejny vliv na
tvorbu stromu. Pair group, dvojice, znaci, ze shluky jsou vytvareny kombinaci dvou hodnot.
Arithmetic mean, aritmeticky pramér, je statisticka metoda, kterou jsou dopocitavany parové
vzdalenosti ke kazdému shluku, které jsou stiedni hodnotou vzdalenosti ke vSem ¢lenum.
[12,14]

Tato metoda predpoklada, ze substitucni rychlost je konstantni, takze distance je pfimo
umérna casu a dale pak, ze vSechny dnesSni taxony , domutovaly“ stejné daleko. Tyto
predpoklady jsou vsak témér vzdy poruSeny, je tedy mozné, ze touto metodou vytvoreny

strom (fenogram) je nespravny.

Nasleduje podrobné popsany postup pro vytvoieni fylogenetického stromu metodou
UPGMA [12, 19].

1. Sestrojit trojahelnikovou matici vzdalenosti kazdého druhu s kazdym.

2. Nalézt v tabulce dvé sekvence s nejmensi vzdalenosti, které se spoji pomoci dvou
vétvi a uzla.

3. V matici obé€ sekvence nahradit nové spojenou dvojici.
Vypocitat vzdalenost od ostatnich sekvenci. Uzel je umistén do tézisté mezi obéma
sekvencemi — je tedy aritmetickym prumérem.

5. Postup opakovat, dokud nedojde ke spojeni vS§ech OTU.
Sestrojit dendrogram postupnym spojovanim jednotlivych dvojic ve stejném potadi,
v jakém jsme je spojovali v tabulce.

7. Kofen se umistuje do stiedu posledni vétve.
1.4.4 Minimalni evoluce (ME)

Metoda minimalni evoluce (minimum evolution) zpracovava distan¢ni data pomoci

kritéria optimality. Algoritmus této metody je velice naroCny, jelikoz pocita sumu délek vSech
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vétvi pro viechny mozné stromy. Z téchto stromu je vybran ten, jehoz soulet délek vétvi je
nejmensi. Délky vétvi musi byt vypocitany metodou nejmensich ¢tvercta. Vysledny strom se
vétsinou prili§ nelisi od stromu ziskaného metodou NJ. Urcitého zjednoduseni Ize dosahnout
vyuzitim heuristickych algoritma, které z analyzy vylou¢i nékteré stromy.

V nasledujicich krocich je metoda neymensich ¢tverca (least squares) bodové popsana
[21].

Je znama geneticka vzdalenost vSech para sekvenci.

2. Vezme se prvni topologie a zkousi se, jak dobfe do ni distance pasuji. Délky vétvi se
meéni tak, aby pasovaly co nejlépe. Nejlepsi skore vychazejici zrovnice 1.5 je
uchovano v paméti.

n n

0=>>w,(D,—d;)’. (1.5)

i=l j=1
3. Skore se urci 1 u dalSich topologii.

Projit vSechny topologie a vybrat tu s celkové nejlepsim skore.

Nejmensi Ctverce garantuji nalezeni spravného stromu, pokud jsou dobie spocitané
distance. U metody minimalni evoluce jsou délky vétvi optimalizovany uplné stejné, jako
v piipadé nejmensich Ctverca, ale topologie vzajemné porovnavame podle souctu délek vSech
vétvi a vybereme tu s nejmensim souctem podle rovnice 1.6.

Q:Zn:iDU (1.6)

i=1 j=1
1.4.5 Neighbor-joining (NJ)

Metoda s nazvem neighbor-joining, neboli metoda spojovani sousedu, je aproximaci
metody minimalni evoluce. Je to metoda konstrukce dendrogramu na zakladé distan¢nich dat,
ktera na rozdil od UPGMA nepiedpoklada konstantni substitu¢ni rychlost v jednotlivych
vétvich. Metoda vychazi z hvézdicového usporadani vSech OTU s centralnim uzlem (obr. 4
vlevo), kdy je v kazdém kroku spojena ta dvojice OTU, jejiz spojeni nejvice zmensi délku
stromu (soucet délek vSech jeho vétvi). Zakladem je hvézdicovy strom. Postupné dochazi ke
spojovani vétvi, které jsou nahrazovany novymi uzly. V kazdém kroku je vytvoren novy
strom pro men$i mnozinu objekti. Cely postup je opakovan, dokud neni dosazeno binarniho
vétveni. Vysledkem této metody je fylogram (Obrazek 4 — vpravo dole) — metoda tedy
zohlednuje nestejnou evolucni rychlost. [19, 27]

Jedna se o usporny algoritmus, je tedy mozné zpracovavat jak velké mnozstvi

sekvenci, tak velmi dlouhé sekvence.
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2 Fylogenetické superstromy

Metoda superstromi kombinuje vice fylogenetickych stromia k vypracovani celkoveé
lepSich superstromt. Lze ji pouzit pro kombinaci fylogenetickych informaci z databazi, kde se
datové soubory Castecné prekryvaji a kde jsou informace ziskany z riznych zdroju ziskanych
pomoci raznych typu dat (napf. DNA, proteiny, morfologie) nebo algoritmi (napf. metodou
parsimonie, pravdépodobnosti, vzdalenostni). [2, 6]

Prvni zminka o superstromech je datovana na zacatek roku 1980. Obecné zde byly
popsany soubory pravidel popisu fylogenetickych informaci ze zdrojovych stromu, které
mohou byt kombinovany. Rizné metody pouzivaji odlisna pravidla. Kone¢ny vysledek by
mél umoziovat nejen kombinaci informaci obsazenych ve zdrojovém stromé, ale také zavéry
o vztazich, které jsou ve zdrojovém stromé. Vznikly superstrom by nemél obsahovat zadné
rozporuplné vztahy ke zdrojovému stromu.

Vzhledem k rostouci popularité metody superstromu, bylo nutné vytvofit hodnoceni
vykonnosti téchto algoritmi, které by odhalili nejleps$i mozné feSeni. Superstromy lze
hodnotit podle nékolika kritérii. Zakladni kritériem je hodnoceni podobnosti superstromu se
vstupnimi stromy, dale pak zkoumani podobnosti mezi velkymi stromy a celkovym stromem

nebo dle urovné feSeni a vypocetniho ¢asu algoritmu. [19, 27]

2.1 Superstromy

Superstrom kombinuje informace ze souboru taxonomicky se prekryvajicich
fylogenetickych stromu a vytvoii z nich superstrom nebo sadu superstromu na stejné dobré
urovni. Superstrom obsahuje kompletni sadu vSech listi nachazejicich se ve vstupnim stromu.
Analyza vyzaduje, aby zdroje fylogenetickych stromu byly spojeny se soubory sdilenymi
taxony. Zdroje stromu, které nemaji spolecné taxony, nelze kombinovat. Piipadné feSeni by
nabizel tfeti strom, ktery by sdilen taxony s obéma stromy. [2, 19]

O superstromu mluvime pravé tehdy, kdyz dil¢i stromy neobsahuji stejnou mnozinu
OTU. Pokud by obsahovaly stejnou mnozinu OTU, jednalo by se o konsenzualni strom, ktery

ma odlisny pristup ke konstrukci. Konsensualni strom nesmime se superstromem zameénovat.
2.1.1 Vyhody superstromu
1. Souhrnné informace

Je zde mnoho duvodid, pro¢ vyuzit pravé superstromy. Hlavnim davodem je, Ze
k vyteSeni daného problému lze pouzit vice dat, coz zvySuje pravdépodobnost dosazeni

lepsiho vysledku. Metoda superstromu umoziiuje pracovat s informacemi z vice raznych
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zdroju, lze tedy vyftesit piipady, které by nebyly mozné odvodit pouze z jednoho zdroje. Je
mozné kombinovat geneticka data s morfologickymi daty. Tato kombinace umoznila
vytvoreni databaze, ktera obsahuje jak makroevolucni, tak mikroevolu¢ni informace.

Z praktického hlediska malo datovych sad obsahuje naprosto stejné informace o
druhu, kmenu ¢&i proteinech, takze jejich kombinovani byva obtizné. U superstromu je
teoreticka moznost vyuziti 100% informace pro rekonstrukci stromu zZivota. Bohuzel je velmi
pravdépodobné, ze chybi stale jeSté mnoho dat. Jedinym omezenim pro pouziti metody

superstromu je, Ze musi byt mozné reprezentovat data jako stromy.

2. Urceni podobnych stromu

V realnych databazich neni nejvétsi problém piekryvani dat, ale odliSnost typa dat.
K chybé muaze dojit pfi generovani zdrojovych stromd, chybné homologii, zaméné fadku,
horizontalnimu pfenosu genu apod. Pokud se jedna o malé rozdily, jsou v genu nahodné
rozdéleny a kombinaci mnoha genu byva druh stromu odhalen. Pokud jsou vsak velké
rozdily, informace se nekombinuji, ale zjisti se mira kompatibility v ramci jednotlivych

zdrojovych stromda.
3. Moznost sestrojeni velkého stromu z nékolika malych

Biologické databaze se den ode dne zvétSuji a pro uzivatele se stavaji nepirehledné a
vypocetné obtizné. Zde se uplatiiuje metoda ,,Rozdélej a panuj“, kde je jeden velky problém
rozd€len na fadu menSich. S kazdou podskupinou se da snadno manipulovat a v ramci
podskupiny samostatné fesit. V zavéru jsou tyto podskupiny pospojovany a je nalezeno
souhrnné feSeni. Metoda superstromu je pro tento pfistup zcela vhodna — je jednodussi

pospojovat nékolik malych stroma nez vytvofit jeden velky. [2, 6]

2.2 Metody konstrukce superstromu

Existuje nékolik ruznych metod, kazda pfistupuje ke kombinaci informaci z vice
stromu ruznymi zpusoby. V této podkapitole budou zminény tfi nejpouzivanéj§i — pramérny
konsensus, matrix reprezentace a MSSA typ. Nejvétsi ¢ast bude vénovana metodé prumeérny

konsensus, jelikoz pravé tato metoda byla pouzita k vypracovani diplomové prace.
2.2.1 Maticova reprezentace uspornosti (MPR)

Jedna se o nejpouzivanéjsi metodu nezavisle popsanou pany B. R. Baumem a M. A
Reganem. Je nazyvana maticovou reprezentaci uspornosti (Matrix representation with

parsimony - MPR). Vyuziva kodovaci schéma pro konstrukci matice, ktera reprezentuje

24



vztahy mezi zdrojovymi stromy. Obvykle je tento algoritmus vyuzit pro rekonstrukci
superstromu z této matice.

Tato metoda urCuje vnitini vétve v ramci kazdého ze zdrojovych stromu a aplikuje se
jednoduché kédovaci schéma 0 a 1, které se vyuziva k urCeni taxonu na obou stranach vétve
(Obrazek 5). Vsechny taxony na jedné strané jsou oznaceny 1, taxony na strané druhé jsou
oznacCeny 0. Pokud neni na urCité pozici taxon, vyuziva se znaCeni ,,?“. Pro nekofenové
zdrojové stromy (jedna se o nejbézné€jSi data) nezalezi na oznaCeni vétve 1 nebo O.
Zakodovani vSech vnitinich vétvi je poté spojeno do jedné matice, ktera obsahuje sloupec pro
kazdou vnitini vétev.

Metoda maticové reprezentace Setrnosti dosahovala v doposud provedenych analyzach
dobrych vysledku a vysokou troven kvality 1 pii pouziti jednoduchého heuristického hledani.
Tato matice je vyuzivana ke konstrukci superstromu. [2, 19]

Genové sekvence

A A C D
1.
! D /mcC Iv. v Fylogenetické stromy
C D E D F E F
/
oL LIV V.
A1 11172
B1 11 1 7?2
cCoo01 11 )
DOOO O 1 Baum — Reganova matice
E? 00?0
F?? 0

Fylogeneticky superstrom

Obrazek 5 Maticova reprezentace pomoci MPR [6]
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2.2.2 Prumérny konsensus

Druhy pfistup k rekonstrukci superstromu zahrnuje vypocet vzdalenosti mezi
zdrojovymi stromy. Tyto metody vyuzivaji délky vétvi zdrojovych stromu. Jedna z téchto
metod se nazyva ,prumérny konsenzus“. Tento pfistup pocita vzdalenosti mezi vSemi
zdrojovymi stromy. Primérna vzdalenost kazdého taxonu je pouzita v koneéné matici
vzdalenosti, ze které je sestrojen superstrom. Nékdy vSak muze nastat situace, kdy se dva
taxony nikde nevyskytuji spolecné. V tomto pripadé je vyuzivan odhad vzdalenosti.
V podstaté¢ se jedna o vypliovani ,prazdnych mist“, kde neexistuji zadné informace o
evolucnich vztazich. K tomu byly vyvinuty specialni metody, které tyto chybé&jici hodnoty
vypocitaji. Jakmile je konsensualni matice kompletni, lze rekonstruovat superstrom.
Nejcastéji je pouzivana metoda nejmensich Ctvercu, ale 1ze vyuzit i metodu spojovani sousedu
(NJ). Vypocet prumérného konsensu je znazornén na obrazku 6. [6]

Vyhodou této metody je, Ze je v superstromu zahrnuta (znazornéna) i délka vétvi.

A C
B (0,2)
(0.2) (0 1) (0,06)
(0,1) Zdrojové fylogenetické stromy
(0,05)
C 0.3) ©12) (0,28)
D
" -
A B C D A C D E
A A
B (0.3 C |0.26 Distan&ni matice
C |0.35 0.25 D |0.28 0.42
N
D (06 05 0.35 W E (044 0.58 0.4
A B C D E
A
B 0,3 N
(o] 0,305 0,25 Vysledna distanCni matice
D 0,44 05 0,385
E 0,44 ? 0,58 04
Obrazek 6 Metoda primérného konsensu [6]
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Pro dopocitavani prazdnych mist se pouzivaji dvé metody — ultraparametricka a
aditivni, které odhaduji chybéjici casti pred fylogenetickou rekonstrukci za pouziti
matematickych metod. V praktické casti jsou obé€ pouzity, proto jim budou vénovany
nasledujici radky.

Obé metody slouzi k nalezeni chybé&jicich zaznamu v evoluc¢nich datech. Tento ptipad
nastava, pokud pozorované sekvence nukleotidi nebo proteini obsahuji mezery nebo
chybéjici polozky. Tyto neuplné soubory dat mohou vznikat za raznych situaci. Mohou byt
zpusobeny nedostatkem biologického materialu, nepifesnosti experimentalnich metod nebo
kombinaci nepfedvidatelnych faktord. Kromé toho experimentalni techniky jako DNA-
hybridizace, komparativni sérologie nebo mikroarray hybridizace jsou limitovany a casto
vedou ke vzniku neuplné distanc¢ni matice. [15]

V této diplomové praci doslo ke kombinaci Castecné se prekryvajicich fylogenetickych
stromd, které jsou odvozeny z riaznych zdroju. Vytvoiena byla nekompletni distan¢ni matice,
ktera ma slouzit pro vypocet superstromu, kde pouzivané metody Neighbor-Joining a
UPGMA vyzaduji plné matice vzdalenosti mezi v§emi druhy.

Existuji ruzné piistupy navrzené k feSeni narocénych problému pii odvozovani
fylogeneze z parcialnich distan¢nich matic. Pfimy pfistup umoznuje sestavit fylogeneticky
strom z Castecné matice vzdalenosti pomoci specifického stromu (building algorithm). V této
praci byly vyuzity nepiimé metody spoléhajici na odhad chybéjici ¢asti pred fylogenetickou
rekonstrukci za pouziti matematickych metod. Mezi zakladni nepfimé metody patii

ultrametrickd metoda a aditivni metoda. [15]

1. Ultrametricka metoda

Ultrametricka metoda dopocitava neznamou distancni vzdalenost d(i,j) ze dvou
taxonu, které se v tomto bodé protinaji. Na vystup je zaslana maximalni nalezena hodnota.
Tento vztah je matematicky zapsan ve vztahu 2.1, ve kterém index k predstavuje taxon, ve
kterém jsou distan¢ni hodnoty znamé. Chybéjici hodnota v trojuhelniku je nalezena prave
tehdy, pokud jsou odlisné. Pokud jsou dvé dostupné vzdalenosti stejné, nelze chybéjici
hodnotu odhadnout

d(i, j) < Max{d(i, k); d(j, k)} Vi, jk € X (2.1)

. Vstupem u ultrametrické metody je ¢astecna (parcialni) matice, vystupem kompletni
matice vzdalenosti, ze které 1ze konstruovat superstrom. V rovnici (2.1) jsou znamé vstupni
distance oznaceny d(i, k); d(j, k), hledana distan¢ni hodnota je indexovana d(i, j).

Ultrametricka procedura se pouziva pro odhad chybéjicich bunék v piipadé, Zze matice
vzdalenosti ma vice nez predem stanovené procento chybégjicich polozek (toto procento se

voli v zavislosti na rozméru matice). V opacném pripadé se pouziji aditivni procedury.
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2. Aditivni metoda

Aditivni metoda je narocn€jSi obdobou metody ultrametrické. Pii dopocitavani
neznamé distancni hodnoty jsou do vypoctu zahrnuty dva taxony (k, [), pro které jsou
distan¢ni hodnoty znamé. Vysledna hodnota je maximalni soucet vertikalnich hodnot taxonu
k s horizontalnimi hodnotami taxonu / a vertikalnich hodnot taxonu / s horizontalnim taxonem
k. Na vystup je odeslana nejvyssi hodnota z téchto souctt zmensena o hodnotu distance, ve
které se oba taxony protnuly. Opét plati podminka, ze hodnoty souCtu nesmi byt stejné.

Rovnice 2.2 predstavuje aditivni metodu. [7]

d(i, j) +d(k,l) < Max{d (i, k) +d(j,1);d(i,]) +d(j,k)Vi, j,k € X (2.2)

Pro zjednoduseni vypoctu lze rovnici zjednodusit (2.3)
d(i, j) < Max{(d(i.k) +d(j.D:d(i.)) +d(j.k)) —d(k,D)} Vi, j. k.l X (2.3)

I u této metody jsou vstupem znamé distancni hodnoty d(i, k), d(j, k), d(i, 1), d(j, 1),
d(k, 1). Po vypoctu je na vystup zaslana dopocitana neznama hodnota d(i,k).

2.2.3 MSSA

Metoda MSSA (The most similar supertree algortihm) hleda nejlepsi superstrom bez
prumérovani informaci ze zdrojovych stromu. Metoda vyuziva funkci, ktera slouzi
k posouzeni kandidata superstromu. [6]

Jedna se o heuristické hledani superstromu s minimalni funkci, ktery je nejvice
podobny nékterému superstromu ze souboru zdrojovych stromu. Rozdil mezi kandidatem
superstromu a kazdym zdrojovym stromem se vypocita samostatné. Celkové skore ziskame
seCtenim jednotlivych skore.

Pi1 rekonstrukci fylogenetického superstromu touto metod se vyuziva hledani
superstromu s vyuzitim bodovych funkci, které jsou minimalizovany a vraci strom, ktery je
nejvice podobny nékterému ze zdrojovych stromu. Tato skorovaci funkce pracuje na principu
individualniho porovnavani daného stromu se vSemi stromy, které jsou obsazeny ve
zdrojovych stromech. Superstrom obsahuje vSechny taxony a vSechny zdrojové stromy, je
tedy pravdépodobné, ze obsahuje také nami hledanou podskupinu (kandidata), ktera se
odvétvila ze stejného souboru taxont. Rozdil mezi dvéma stromy se vypocita jako suma
absolutnich diferenci (rozdili) vzdalenosti matic mezi dvéma stromy. V tomto piipadé je
délka cesty definovana poctem vnitinich uzli oddélenych dvéma taxony na stromé. Tato
srovnavaci metoda se provadi pro kazdy zdrojovy strom. Soucet absolutnich odchylek je
vysledek popisujici podobnost kandidata superstromu ku souboru zdrojovych stromu. Pokud

je vysledna hodnota nula, kazdy zdrojovy strom je identicky se superstromem. Pro nalezeni
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minimalni skorovaci funkce musi byt testovano vice kandidatu. Pro vyhledavani je mozné
pouzit metodu nejbliz§tho zvanou Nearest neigbor interchange — NNI. Schéma metody

MSSA je znazornéno na obrazku 7.

A D
E Kandidati superstrom
B
F’_C
A D A c
Profezany strom E D Zdrojovy strom
F E
C F
Al 3 Al1
Cl13 L cl22
D22 2 \(j/y?oce} D|3 32
E|3132 istanct E|[3321
CDEF <{E> CDEF
Al2
Cl11
DI110 Absolutni diference
E|l02 11
CDEF

Suma diferenci

Obrazek 7 MSSA algoritmus [6]
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3 Pouzita data

Data zpracovavana v této diplomové praci jsou ziskana =z centralni databaze
proteinovych sekvenci — UniProt, ktera obsahuje komplexni a vysoce kvalitni informace,
které byly ziskany sekvenovanim. Jako vychozi byl zvolen protein MT - ND1, znamého také
pod jmény MTNDI1, NADH dehydrogenace subunit 1, NADH ubiquinone oxidoreductace
chain 1. Tento gen je soucasti velkého komplexu enzymu znamého jako komplex 1., ktery je
umistén ve vnitini mitochondrialni membran€, a je nezbytny pro oxidacni fosforylaci, pii

které prenasi elektrony z NADH do respira¢niho fetézce. [25]

Byly vybrany Ctyfti tfidy z zivocisné fise, které se ve védecké klasifikaci fadi do kmene
strunatci a podkmene obratlovcu. Jedna se o tfidu savcd, plazu, ptaka a ryb. Vzhledem
k Sirokému zabéru vyuziti fylogenetickych superstromd, jsou tyto ¢tyfi tfidy doplnény o tfidu
hmyzu, ktera patii do kmene ¢lenovci. Z kazdé tfidy bylo ucelné vybrano deset zastupcu
zivoCichu, které reprezentuji jednotlivé rody, obydlené kontinenty a zivotni prostiedi.
Specialni misto zaujima Clovek, ktery bude pii rekonstrukci fylogenetického superstromu
predstavovat sdileny taxon, bez které by nebylo mozné superstrom sestrojit.

V nasledujici podkapitole budou pouzita data predstavena podrobnéji.
3.1 Savci— Mammalia

Vybrani zastupci saveu maji ve své sekvenci shodné 318 aminokyselin. Pfi provedené
predbézné analyze bylo zjisténo, ze se shoduji priblizné v 60%, coz odpovida 188 identickym
pozicim. Maximalni distance v této skupiné dosahuje hodnoty 0,25. Z tabulky 4 je patrné, ze
zastupci vybrani z tfidy savcu reprezentuji celkem osm Celedi. Data v tabulce jsou sefazeny
podle fadu, ktery umoznuje snadnou orientaci ve fylogenetickém stromu na obrazku 8.
Skorovaci matice pouzita pii sestrojeni stromu byla z divodu témér Sedesati procentni

podobnosti nastavena na hodnotu PAMS&0.

Tabulka 4 Zastupci tiidy savea
Identifikitor | Cesky nizev Latinsky nazev Rid Celed
P92475 Osel africky Equus asinus Lichokopytnici | Konoviti
Q6J6XS5 K domaci Equus caballus Lichokopytnici | Konoviti
A8DIM4 Velbloud jednohrby | Camelus dromedarius | Sudokopytnici | Velbloudoviti
QIHKII Pes domdci Canis familiaris Selmy Psoviti
P48900 Kocka doméci Felis catus Selmy Ko&koviti
Q9T9Z0 Gorilla nizinna Gorilla gorilla Primati Hominidi
Q9T9X9 Orangutan bornejsky | Pongo pygmaeus Primati Hominidi
P41304 Vacice americka Didelphis virginiana Vacice Vacicoviti
078705 Klokan rudy Macropus rufus Dvojitozubci Klokanoviti
078704 Klokan dama Macropus eugenii Dvojitozubci Klokanoviti
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Obrazek 8 Fylogeneticky strom savcu

Tento fylogeneticky strom by se dal rozdélit do tfech shluka, které odpovidaji
molekularni klasifikaci. Prvni — Cerveny, nejvétsi shluk — reprezentuje placentalové zivocichy
patfici do vétve Boreoeutheria, skupiny ¢. IV, do které jsou zatazeny fady sudokopytniki
(Artiodactyla), lichokopytnici (Perissodactyla) i Selmy (Carnivora). Ve druhém shluku
(zelené oznaceni) jsou zastupci spadajici do vétve Boreoeutheria, skupiny €. 111, do které patii
fad s nazvem primati (Primates). Tteti, modry shluk predstavuje vacnatce (Marsupialia), ktefi

tvori samostatny nadrad.

3.2 Ptaci- Aves

Zvoleni zastupci tiidy ptaka obsahuji 325 aminokyselin. Tato skupina dosahuje az 75
% podobnosti s 243 identickymi pozicemi. Také distanc¢ni vzdalenost v této skupiné je velmi
mala — maximalni distan¢ni vzdalenost odpovida hodnoté 0,1. Nasleduje tabulka se zastupci
tiidy ptaka (Tabulka 5) a fylogeneticky strom sestrojeny za pouziti matice PAM60 z davodu
vysoké podobnosti jednotlivych zastupct (Obrazek 9).
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Tabulka 5 Zastupci tiidy ptaka
Identifikitor | Cesky nizev Latinsky nazev Rid Celed
Q8HN25 Rorys obecny Apus apus Svistouni Rorysoviti
A8RM84 Kolibiik rubinohrdly Archilochus colubris Svistouni Kolibiikoviti
COL5Z4 Brambofricek cernohlavy | Saxicola rubicola Pévci Drozdoviti
F8V312 Sojka obecna Garrulus glandarius Pévci Krkavcoviti
G1D7D6 Loskutdk posvatny Gracula religiosa Pévci Spackoviti
F1DTC7 Majna obecna Sturnus tristis Pévci Spackoviti
A6Z179 Kachna divoka Anas platyrhynchos Vrubozubi Kachnoviti
B5M425 Husa velka Anser anser Vrubozubi Kachnoviti
Q85U60 Husa bélocela Anser albifrons Vrubozubi Kachnoviti
Q2QFS4 Labut’ mala Cygnus columbianus Vrubozubi Kachnoviti
L L L L
I / -| Archilochus colubris
~ \ - Apus apus
~ -1 Gracula religiosa
I
- - Sturnus fristis
- - Saxicola rubicola
~ e - Garrulus glandarius
- - Cygnus columbianus
- - Anser anser
- \ - Anser albifrons
o \ -1 Anas platyrhynchos
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
Obrazek 9 Fylogeneticky strom ptaku

Ze sestrojeného fylogenetického stromu jsou jasné patrné ti1 shluky, které predstavuji

jednotlivé tady. Cervené zvyraznény shluk predstavuje tad svistovi (Apodiformes), zelené

zvyraznény je fad pévcu (Passeriformes), nasleduje modie zvyraznény fad vrubozubych ptaku

(Anseriformes).
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3.3 Plazi- Reptilia

Sekvence zastupcu tiidy plazi obsahuji 320 aminokyselin, které jsou identické na 136

pozicich, coz odpovida podobnosti okolo 42 %. Distan¢ni hodnota je maximalné ve vysi 0,3.

Tabulka 6 predstavuje vybrané jedince a fylogeneticky strom sestrojeny za pouziti matice

PAMI100.
Tabulka 6 Zastupci tiidy plazu
Identifikitor | Cesky nidzev Latinsky nazev Rid Celed
AOEQS81 Krokodyl moisky Crocodylus porosus Krokodyli Krokodyloviti
F5CAJ1 Krokody! nilsky Crocodylus niloticus Krokodyli Krokodyloviti
B7S610 Chameleon obecny Chamaeleo chamaeleon Supinati Chameleonoviti
B7S6A2 Chameleon zeylanicus Chamaeleo zeylanicus Supinati Chameleonoviti
B6DA9S Gloydius brevicaudus Gloydius brevicaudus Supinati Zmijoviti
Q5FZ703 Uzovka podplamata Natrix tessellata Supinati Uzovkoviti
A9X4C6 Zmije sharp Deinagkistrodon acutus Supinati Zmijoviti
Q8WA20 Kobra kralovska Ophiophagus hanna Supinati Koralovcoviti
D5FW22 Karetka novoguinejska | Carettochelys insculpta Zelvy Karetkoviti
GOXMN1 Matamata tisnita Chelus fimbriatus Zelvy Matamatoviti
~ - Ophiophagus hannah
- -1 Natrix tessellata
- -| Gloydius brevicaudus
- o - Deinagkistrodon acutus
B Chamaeleo chamaeleon
ot Chamaeleo zeylanicus
» / -| Carettochelys insculpta
- \ - Chelus fimbriatus
e
~ — -| Crocodylus porosus
~ B -| Crocodylus niloticus
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Obrizek 10 Fylogeneticky strom tiidy plaza



Tento fylogeneticky strom (Obrazek 10) byl rozdélen do dvou velkych shluka, které se
daji dale délit. Prvni velky shluk obsahuje fad Supinatych (Squamata) spodiady hady
(Serpentes), které jsou Cervené oznaCeni, a jeStéry (Sauria), vtéto praci zastoupeni
chameleony, které jsou zelené oznaceni.

Druhy velky shluk tvofi dva nezavislé fady — modie oznaceny je fad zelv (Testudines),

fialové oznaceny je fad krokodyla (Crocodilia).

3.4 Ryby- Osteichthyes

Oznaceni ryb (Osteichthyes) je ve védecké klasifikaci povazovano za nadttidu, ktera
obsahuje dvé tfidy: paprskoploutvi (Actinopterygii) a nozdrati (Sarcopterygii). Druha
jmenovana tiida je oznaCovana za zivé fosilie, ze kterych se pravdépodobné vyvinuli
obojzivelnici, a obsahuje pouze osm zastupcu, které do této prace nebyly zahrnuty.

Tito zastupci maji sekvence dlouhé 324 aminokyselin. U této skupiny je stejné jako u
savclu vysoka shoda — piiblizné 70 %, coz odpovida 227 identickym pozicim. Maximalni
distan¢ni hodnota ma hodnotu 0,13.

Nasleduje tabulka 7 s analyzovanymi zastupci ryb a fylogeneticky strom, ktery byl

z davodu vysoké podobnosti sestrojen pomoci matice PAM70.

Tabulka 7 Zastupci tridy ryb

Identifikitor | Cesky nidzev Latinsky nazev Rid Celed
B3F0J1 Platys bradavi¢naty Platichthys stellatus Platysi Platyskoviti
Q85D72 Dalie aljasska Dallia pectoralis Stikotvarni Dalie
Q85D59 Stika obecnd Esox lucius Stikotvarni | Stikoviti
BOLXC7 Amur bily Ctenopharyngodon idella | Maloostni Kaproviti
Q14F93 Kapr obecny Cyprinus carpio Maloostni Kaproviti
AOZRE3 Parma obecna Barbus trimaculatus Maloostni Kaproviti
AOZPSS5 Lin obecny Tinca tinca Maloostni Kaproviti
QI15FR6 Placka pomoranska Alosa Alosa Bezostni Sled’oviti
AS5SPIUO Sled’ obecny Sprattus sprattus Bezostni Sled’oviti
AS5PID4 Sardel obecna Engraulis encrasicolus Bezostni Sardeloviti
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Obriazek 11 Fylogeneticky strom ryb

Do analyzy byly zahrnuty ctyfi fady ryb, které vytvari tii shluky (Obrazek 11).
Cervené je znazornén prvni, ktery obsahuje fad platyst (Pleuronectiformes) a tad
stikotvarnych ryb (Esociformes). Nasleduje zelené znazornéna skupina fadu maloostnych
(Cypriniformes), které v této praci reprezentuje Celed kaprovitych (Cyprinidae), a modie
znazornény fad bezostnych (Clupeiformes), do které se fadi Celed’ sledi (Clupeidae) a sardeli

(Engraulidae).

3.5 Hmyz- Insecta

Hmyz je nejvice riznoroda a nejpocetnéjsi skupina zivocichu na svété, ktera zahrnuje
vice nez milion popsanych druht, je vSak odhadovano, ze dalSich 5 — 9 miliont jesté nebylo
objeveno.

Podle védecké kvalifikace se hmyz fadi do fiSe zivocichu (Animalia), kmene ¢lenovca
(Arthropoda), podkmene Sestinozi (Hexapoda), ttidy hmyzu (Insecta) a dale se déli na
podtiidu bezktidli (Apterygota) a podttidu kiidlati (Pterygota) do které spada naprosta vétSina

dnes zijiciho hmyzu.
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V této diplomové praci bylo zvoleno deset zastupcu rod fadicich se do péti fadu.

Vzhledem k riznorodosti této skupiny neni prekvapivé, ze shoda v proteinovych sekvencich

panuje pouze na 130 pozicich z313, coz predstavuje podobnost pouze 41 %. Distancni

vzdalenost dosahuje hodnoty 0,3, ktera je také vyssi, jak u pfedchozich téid. Z tohoto divodu

bylo nutné zvolit vy$si matici PAM nez u vySe sestrojenych fylogenetickych stroma
(konkrétné matict PAM 100).

Tabulka 8 Zastupci tiidy hmyzu
Identifikitor | Cesky nizev Latinsky nazev Rid Celed
G3M8W6 Vrtule okurkova Bactrocera cucurbitae Dvoukiidli | Octomilkoviti
E3SV14 Vrtule olivovnikova Bactrocera oleae Dvoukiidli | Octomilkoviti
F1BCF4 Komar Toxorhynchites | Toxorhynchites amboinensis | Dvoukiidli | Komdaroviti
A8WXIJ8 Vreteluska purpurova Zygaena purpuralis Motyli Vieteluskoviti
F6MF24 Motyl batolec Apatura metis Motyli Babockoviti
ASWXGI1 Vrieteluska mangova Zygaena manlia Motyli Vieteluskoviti
G3CUR1 Protantigius superans Protantigius superans Motyli Miiroviti
C5HIV1 Splestule blativa Enithares tibialis Polokiidli Splestuloviti
B6DEF1 Cvréek rusky Troglophilus neglectus Rovnokiidli | Kobylky
C6F3WO0 Rus doméci Blattella germanica Svabi Blarrellidae
L L L L L L
~ / -1 Troglophilus neglectus
- - Blattella germanica
- - Toxorhynchites amboinensis
- -1 Bactrocera oleae
- -| Bactrocera cucurbitae
- - Enithares tibialis
°
- - Apatura metis
~ -1 Protantigius superans
~ — - Zygaena purpuralis
- S - Zygaena manlia
C L L L L L L
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Obriazek 12 Fylogeneticky strom hmyzu
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Zastupci fadu rovnokiidlych (Orthoptera) a $vabu (Blattodea) tvoii spoletné jeden
shluk, ktery je na obrazku 12 Cervené znazornén. Nasleduje zelené znazornény shluk
dvouktidlych (Diptera) a modie znazornény shluk motylu (Lepidoptera). Bokem stoji
zastupce fadu polokiidlych (Hemiptera).

3.6 Fylogeneticky strom

Nasledujici fylogeneticky strom (Obrazek 13) je sestrojen z padesati proteinovych
sekvenci, které byly vyse predstaveny. Délka zarovnanych sekvenci je 325 aminokyselin, ve
kterych je 76 identickych pozic, z cehoz lze odvodit, ze celkova shoda je pouze 23 %. Toto
nizké Cislo shody vedlo k pouziti vysoké skorovaci matice — pouzita byla matice PAM350.

Pi1 zakladni analyze fylogenetického stromu jsou patrné dva velké shluky, které jsou
reprezentovany dvéma kmeny zivoCichi — kmenem clenoveu (Arthropoda) a kmenem
strunatcu (Chordata). Prvni zminény obsahuje pouze tfidu hmyzu (Insecta) - Cervené
znazornén. Je patrné, Ze tato tfida dosahuje nejvyssich hodnot distanci — je tedy od ostatnich
druhti nejvice vzdalena. Druhy shluk je rozmanitéj$i — v této praci je zastoupen Ctyimi
tiidami. Modfe znazornéna je tiida plaza (Reptilia), nasledovana je zelené znazornénou tiidou
ptakt (Aves), zluté zakreslenou tiidou savcu (Mammalia) a posledni je fialova nadtfida ryb
(Osteichthyes) reprezentovana tiidou paprskoploutvych (Actinopterygii).

Jak jiz bylo feceno v tivodu této podkapitoly, pro sestaveni stromu bylo nutné pouzit
vysokou hodnotu skorovaci matice — PAM350, ktera je nékolikanasobné vyssi, jak skorovaci
matice pouzité pii sestrojovani fylogenetickych stromu pro jednotlivé tiidy. Pro piehlednost

byla vytvorena prehledna tabulka — Tabulka 9.

Tabulka 9 Souhrnné informace o zivociSnych zastupcich
Délka sekvence |Pocet shodnych pozic | Procentualni shoda |Skérovaci matice
Savci 318 188 60% PAM80
Ptaci 325 243 75% PAMG0
Plazi 320 136 42% PAM100
Ryby 324 227 70% PAM70
Hmyz 313 130 41% PAM100
Komplet 325 76 23% PAM250

Tato skorovaci matice piinasi do analyzy nepfesnosti. Jedné takové zasadni si lze
vSimnout u modie znazornéné tfidy plazi a zelené znazornéné tfidy ptaka. Vétve fadu
krokodylu (zastupci Crocodylus porosus a Crocodylus niloticus) byly chybné zatazeny do tfi
ptaka, zastupci hadu tvofi zcela oddéleny shluk v blizkosti ryb. Cely shluk plazu se tedy
rozpadl na tf1 malé shluky.

Tuto nepresnost by mély fylogenetické superstromy eliminovat.
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Blattella germanica
Troglophilus neglectus
Toxorhynchites amboinensis
Bactrocera oleae
Bactrocera cucurbitae
Protantigius superans HmM yz
Apatura metis
Zygaena purpuralis
Zygaena manlia
nithares tibialis
Canis familiaris
Felis catus
Equus caballus
Equus asinus
Camelus dromedarius
Pon_ﬂo pygmaeus
Gorilla gorilla gorilla
Macropus rufus
Macropus eugenii
Didelphis virginiana
Chamaeleo chamaeleon
Chamaeleo zeylanicus
Carettochelys insculpta
Chelus fimbriatus
Crocodylus niloticus
Crocodylus porosus
Apus apus
Archilochus colubris
Gracula religiosa
Sturnus tristis
Saxicola rubicola
Garrulus glandarius
Anser anser
Anser albifrons
Cygnus columbianus
Anas platyrhynchos

Savci

Plazi

Ptaci

-1 Esox lucius

Platichthys stellatus
Dallia pectoralis
SPrattus sprattus

Alosa alosa

Engraulis encrasicolus
Ctenopharyngodon idella
Tincatinca

Cyprinus carpio

Barbus trimaculatus
Gloydius brevicaudus
Deinagkistrodon acutus
Ophiophagus hannah
Natrix tessellata

Ryby

Plazi

Klasicky fylogeneticky strom
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4 Realizace metody prumérného konsensu

Nasledujici kapitola pfedstavi principielni feSeni problematiky superstroma, kterou je
mozné rozdélit do tfech casti. Prvni cCast je vénovana obecné praci se sekvencemi —
zarovnavani, vypocet evolucnich vzdalenosti a tvorbé fylogenetickych stromu. Druha ¢ast je
zaméfena na pripravnou praci pro vytvafeni superstromu, ktera obsahuje vypocty chybéjicich
distan¢nich hodnot tfemi riznymi metodami. Posledni, téeti, ¢ast shrnuje dosazené vysledky

do podoby fylogenetického superstromu.

4.1 Fylogenetické stromy

Zakladnim krokem pro tvorbu superstromi bylo vytvofeni databaze sekvenci ve
formatu FASTA, které jsou podrobné predstaveny v kapitole Cislo tfi. Ze ziskané sady bylo
vybrano pét zastupcu, které priblizi funkce programu. Konkrétné se jedna o tii zastupce ze
ttidy savcu (Canis familiaris — pes domaci, Felis catus — kocka domaci a Gorilla gorilla —
Gorila nizinna), jeden ze tfidy ptaka (Gracula religiosa - loskutak posvatny) a jeden plaz
(Natrix tessellata — uzovka podplamata). Pro nejpiehledné&jsi popis funkce metody jsou tyto
sekvence rozdéleny do dvou databazi, které ma;ji ti1 sekvence spolecné (pfedstavovany tiidou
savcl) a pouze jednu odlisnou (ptak, resp. plaz).

Oba soubory jsou do programu nacteny a z duvodu ruznych délek zarovnany.
K tomuto uéelu byla vytvofena funkce pojmenovani parditmat. Ugelem této funkce je
globalné parové zarovnat sekvence pomoci proporcionalni distance a metody Jukes-Cantora.
Na vystup je zaslana zarovnana sekvence spolecné s vypocitanymi hodnotami distanci.

V Matlabu slouzi ke globalnimu zarovnavani pfikaz multialign, ktery nebyl pro
pouzita data vhodny, jelikoz mezi jednotlivymi zastupci napii¢ tfidami neni vysoka

podobnost. Vytvorena funkce je pii zarovnavani Setrnéjsi.

Tinca tinca il
Equus asinus M
M

Equus caballus

Obrazek 14 Zarovnavani sekvenci

Obrazek 14 vystihuje problematiku zarovnavani sekvenci ruznorodych organismu.
Zde jsou dva zastupci lichokopytnikt (Equus asinus a Equus caballus) zarovnany s linem
obecnym (7inca tinca). Zatimco mezi lichokopytniky doslo pouze k jedné substituci na pozici

sedmnact, lin obecny se 1i8i na tfinacti pozicich z tficeti.
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V nasledujicim kroku byly spocitany distancni hodnoty mezi sekvencemi pomoci
piikazu segpdist. U tohoto piikazu lze volit nékolik variant, proto bude probran

podrobnéji.

dist=seqgpdist (S1, 'Method', 'jukes-cantor', 'Indels’,
'score', 'Scoringmatrix', smat,'PairwiseAlignment', true,
'GapOpen', 3, 'ExtendGap',3):

Do proménné S1 je ulozena nactena sekvence. Jukes-Cantor je metoda zvolena
pro vypocet distanc¢nich vzdalenosti mezi dvéma sekvencemi, indels je fetézec, ktery
urCuje, jakym zpusobem bude skript pracovat s mezerami — vychozi hodnota je nastavena na
skore — jedna se tedy o penalizaci mezer. Nasleduje volba skorovaci matice pro globalni
zarovnani. Tuto hodnotu je nutné volit na zakladé predbézné analyzy nebo podle vlastnich
zkuSenosti uzivatele. Pokud jsou si sekvence velmi podobné, voli se hodnota matice PAM
nizka. Pokud jsou sekvence velmi vzdalené (obsahuji maly pocet shodnych aminokyselin),
voli se hodnota matice PAM vysoka. Pro sestrojovani fylogenetickych superstromu byla
vytvoiena funkce, ktera urCuje hodnotu PAM podle zjisténé praimérné distance. Byly
vymezeny intervaly a k nim pfifazené patficné hodnoty PAM. Vystup této funkce je oznacen
smat (zkratka skorovaci matice).

Prikaz PairwiseAlignment kontroluje globalni zarovnani uvniti sekvence,
hodnota true byla zvolena z diavodu nestejné dlouhych sekvenci. Posledni dva piikazy
slouzi k penalizaci mezer.

Po téchto upravach jiz mame moznost sestrojit fylogeneticky strom. K tomuto ucelu
slouzi ptikaz segneighjoin, ktery spocita fylogeneticky strom z proménné dist pomoci

metody nejblizsiho souseda.

tree = seqneighjoin(dist, 'firstorder',S1)
plot (tree)

Vysledné fylogenetické stromy jsou zobrazeny na nasledujicich obrazcich (15, 16), ze
kterych je patrné, ze Canis familiaris je nejblizsi s Felis catus. Interpretovat by bylo mozné

také shluk, ktery v obou ptipadech spravné vytvorila tfida savca.
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Obrazek 15 Prvni zdrojovy strom
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Obriazek 16 Druhy zdrojovy strom
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Obrazek 17 Klasicky fylogeneticky strom

Fylogeneticky strom je sestrojen ze vSech pouzitych sekvenci (Obrazek 17). Klasicka
fylogeneticka analyza chybné vytvofila v dendrogramu dva shluky — spravné spojila vSechny
zastupce savci do jednoho shluku. Druhy shluk tvofi zastupci plazt (Natrix tessellata) a
ptakt (Gracula religiosa), coz neodpovida evolu¢nim znalostem. Tato chyba muze byt
zpusobena nespravnym zarovnanim sekvenci nebo chybné nastavenou matici skorovaci
matici PAM.

4.2 Vypocet fylogenetického superstromu

Druha cast je jiz zaméfena na pripravu tvorby superstromu. Z posloupnosti distanci je
nutné vytvorit Ctvercovou distanéni matici s nulovymi prvky na diagonale. Vystupem pro
naSe sekvence jsou hodnoty uvedené v tabulce 10 a 11.

Z téchto dvou distancnich matic chceme vytvorit vyslednou distan¢ni matici pro
vSechny sekvence. Je nutné rozliSit nazvy sekvenci a v programovém prostiedi Matlab je
spravné indexovat. Zakladnimi piikazy pro spojovani a porovnavani fetézcu jsou piikazy
strcata strcmp.

V podstaté mohou pii tvoreni vysledni distan¢ni matice nastat nasledujici ti1 pripady:

1. Dana sekvence je obsazena v obou souborech, jsou znamy dvé distancni hodnoty.

V tomto pfipadé dané hodnoty distanci zprumérujeme prostym aritmetickym
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prumérem. Do vysledné matice je na danou pozici zapsana pravé tato hodnota. Tento
pripad nastava napi. u Felis catus a Gorilla gorilla.

2. Sekvence je obsazena pouze v jednom souboru, tedy i jen v jedné distancni matici.
V tomto pripadé je do vysledné hodnoty zapsana hodnota sekvence, ktera je znama.
Jako priklad lze uvést sekvence Canis familiaris a Natrix tessellata, pripadné Canis
familiaris a Gracula religiosa.

3. Treti moznosti je neznalost ani jedné hodnoty distance, jelikoz se jedna o dvé odlisné
sekvence. V tomto piipadé hodnotu v matici oznaCime napi. pismenem X. S touto
pozici bude dale pracovano. Toto nastava u Natrix tessellata a Gracula religion.

Vysledna distan¢ni matice pro vSechny sekvence je zapsana v tabulce 12.

Tabulka 10 Distan¢ni matice pro prvni set sekvenci
Canis familiaris | Felis catus Gorilla gorilla | Natrix tessellata
Canis familiaris 0
Felis catus 0,0651 0
Gorilla gorilla 0,2795 0,4657 0
Natrix tessellata 0,2753 0,4763 0,4688 0
Tabulka 11 Distan¢ni matice pro druhy set sekvenci
Canis familiaris | Felis catus Gorilla gorilla | Gracula religiosa
Canis familiaris 0
Felis catus 0,0651 0
Gorilla gorilla 0,2795 0,3361 0
Gracula religiosa 0,2753 0,3569 0,4233 0
Tabulka 12 Vysledna distanéni matice
Canis familiaris | Felis catus | Gorilla gorilla | Natrix tessellata | Gracula religiosa
Canis familiaris 0
Felis catus 0,0651 0
Gorilla gorilla 0,2795 0,4009 0
Natrix tessellata 0,2753 0,4763 0,4688 0
Gracula religiosa 0,2753 0,3569 0,4233 X 0

Nyni je nutné dopocitat neznamou distanci, ktera je oznacena fiktivni hodnotou X.
V praxi se k dopocitani neznamé distance pouzivaji dvé metody — ultrametrickd metoda a
aditivni metoda, které byly popsany v podkapitole 2.2.2. Obé metody v prvnim kroku
vyhledavaji poCet neznamych distanci (v tomto vzorovém piipadé je neznama pouze jedna
hodnota distance). V této praci je navic piidana tieti metoda — dopocitavani neznamych pozic

aritmetickym prumérem.
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4.2.1 Ultrametricka metoda

Neznama distance je ziskana ze svého okoli znamych hodnot distanci jako maximalni
nalezena hodnota v fadku a sloupci, ve kterém se nachazi hledana distance. V cyklu jsou takto
postupné ziskany vSechny neznamé distance, které jsou doplnény do vysledné matice, ze které
1ze konstruovat fylogeneticky superstrom.

V prvnim kroku je nutné ovéfit nerovnost distanci, ze kterych je ziskana hledana
hodnota. Pokud je podminka splnéna, ve for cyklu ohraniCenym velikosti matice
(x_konecl, y konecl) jsou postupné vyhledavany a dopliovany vysledné hodnoty.
Pomocna proménna pom priedstavuje pocet sdilenych taxonu. V tomto ukazkovém piipadé

jsou sdilené tf1 sekvence, nastavena je pom = 3.

1) Ultrametrickd metoda - doplnéni hodnot distanci
if matice(i,:) == matice(:,7])
disp('Hledanou distanci nelze dohledat - nesplnuje

podminku ultraparametrické metody')

elseif
for 1 = 1 : x konecl
for j = 1 : y konecl
if matice(i,j) == X
matice(i,]j) = max(max(matice (i, 1l:pom))..
(max (matice(l:pom,J))));
end
end
end
end

V tomto konkrétnim piipadé byla nalezena jedna neznama distance na pozici
[4,4]. Vypoctem pomoci ultrametrické metody dostavame hodnotu 0,4233, jak je vidét

z tabulky 13. Hodnoty, ze kterych je neznama distance dopocitavana, jsou znazornény zelen€.

Tabulka 13 Dopocitana distanéni matice ultrametrickou metodou
Canis familiaris | Felis catus | Gorilla gorilla | Natrix tessellata | Gracula religiosa
Canis familiaris 0
Felis catus 0,0651 0
Gorilla gorilla 0,2795 0,4009 0
Natrix tessellata 0,2753 0,4763 0,4688 0
Gracula religiosa 0,2753 0,3569 0,4233 0,4233 0
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4.2.2 Aditivni metoda

Aditivni metoda dopocitava neznamou distanci d(i,j) jak ztaxonu, ve kterych se
nachazi neznama distance, tak ztaxonu v tésné blizkosti. Na vystup je zaslan maximalni
nalezeny souCet zmenSeny o hodnotu distance, ve kterém se taxony protnou. V tomto pripadé
nejsou hodnoty ve vertikalni poloze znamy, jelikoz neznama distance je umisténa v pravém
dolnim rohu matice. Vice informaci o této metodé je uvedeno v podkapitole 2.2.2.

V prvnim kroku opét nutné zjistit pocet chybéjicich hodnot a zkontrolovat podminku

rozdilnych hodnot souctu.

2) Aditivni metoda

if (matice(i,l:pom) +(matice(i-pom:i-1,3-1))") ==
(matice(i-1,1:pom) + (matice(i-pom:i-1,3))")
disp('Hledanou distanci nelze dohledat - nesplnuje
podminku aditivni metody')

elseif
for 1 = 1 : x konecl
for j = 1 : y konecl
if matice(i,j) == X
MAX1 = (max(matice(i,l:pom) + (matice(i-pom : i-1,3-1))"'));
MAX2 = max (matice(i-1,1:pom) + (matice(i-pom:i-1,3))");

matice (i, j)=max (MAX1,MAX2)-matice(i-1,73)

end
end
end
end

Hodnota neznamé distance je 0,4084.

Tabulka 14 Dopocitana distan¢ni matice aditivni metodou
Canis familiaris | Felis catus | Gorilla gorilla | Natrix tessellata | Gracula religiosa
Canis familiaris 0
Felis catus 0,0651 0
Gorilla gorilla 0,2795 0,4009 0
Natrix tessellata 0,2753 0,4763 0,4688 0
Gracula religiosa 0,2753 0,3569 0,4233 0,4084 0
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4.2.3 Aritmeticky prumér

Metoda aritmetického pruméru je obdobou aditivni metody. Metoda vychazi z
maximalniho souctu hodnot znamych distanci, ktery je podélen hodnotou, ktera odpovida
poctu sdilenych sekvenci. Priméruji se hodnoty v horizontalni i vertikalni poloze. V tomto
pfipadé se pruméruje pouze v horizontalni poloze, jelikoz hodnota neznamé distance je

umisténa v pravém hornim rohu matice.

3) Aritmeticky prumér okoli

for 1 = 1 : x konecl
for j = 1 : y konecl
if matice(i,j) == 65
matice(i,j) = (max(matice(i,l:pom))+
((matice (i-pom))"'))/pom;
end
end
end
Dopocitana distance ma hodnotu 0,3518.
Tabulka 15 Dopocitana distan¢ni matice aritmetickym priamérem okoli
Canis familiaris | Felis catus | Gorilla gorilla | Natrix tessellata | Gracula religiosa
Canis familiaris 0
Felis catus 0,0651 0
Gorilla gorilla 0,2795 0,4009 0
Natrix tessellata 0,2753 0,4763 0,4688 0
Gracula religiosa 0,2753 0,3569 0,4233 0,3518 0

Dopocitavani chybéjicich hodnot ma nespornou vyhodou v odpadnuti podminky
nestejné hodnoty distanci. Tato metoda je vSak velmi obecna a zjednodusujici. U malych
soubort sekvenci by to ve vypoctu nemélo piedstavovat velkou chybu. Problém by mohl
nastat u objemové velkych soubora sekvenci se vzdalenymi druhy, kdy je pocet neznamych
hodnot distanci veliky. Pi1 praci s velkym objemem dat by do vypoctu zanasela velké

zobecneéni.
4.3 Tvorba fylogenetického superstromu

Nasleduje zobrazeni fylogenetického superstromu. Jelikoz ve zkuSebni matici byla
pouze jedna neznama, vychazeji vsSechny tyto stromy velmi podobné. Obrazek 18
reprezentuje fylogeneticky superstrom ve kterém byly hodnoty dopocitavany pomoci

ultrametrick € metody.
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Z fylogenetickych superstromu je patrné, ze byl odstranén druhy shluk, ktery
vypocitala klasicka fylogeneticka analyza. Prvni shluk obsahujici savce zustal zachovan.

Tento strom neni v rozporu s tradi¢nimi hypotézami fylogenetickych vztahu.

L L L L L
I~ -| Canis familiaris
°
I~ -| Felis catus
—®
. - Gorilla gorilla
—®
- e - Gracula religiosa
-| Natrix tessellata
L r r r r L
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Obrizek 18 Ukazkovy fylogeneticky superstrom - metoda ultrametricka
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5 Softwarova aplikace pro konstrukci superstromu

Nasledujici kapitola je vénovana popisu vytvoreného uzivatelského interface v Matlab
GUI, které uzivateli usnadfiuje a zpiehledriuje sestrojovani fylogenetickych stromi. Rozdélit
by se dalo na tii ¢asti — prvni obecné slouzi k volbé zakladnich parametra sekvenci, druha
k sestrojovani klasickych fylogenetickych stroma a tieti k sestrojovani fylogenetickych
superstromu. Pro ukonfeni programu bylo vytvoifeno tlacitko ,,Konec™. Pii zmacknuti se
vypocty ukonci a hlavni ovladaci panel se uzavre.

Zakladni schéma uzivatelského prostiedi je znazornéno na obrazku 19.

Rekonstrukce fylogenetického superstromu

— Volba poctu fylogenetickych stroma
©1 ©2 @3 ©4 ©s
— Priprava dat——— — Pfiprava dat—————— ~— Pfiprava dat———— — Pfiprava dat——— — Priprava dat
Nacteni sloiky | Hacteni sloiky Nacteni sloZky Nacteni sloiky Nacteni slofky
Nazev vybrané sloZky Nazev vybrané sloiky Nazev vybrané sloiky Nazev vybrané sloiky Nazev vybrané sloiky
Volba popisu Volba popisu Volba popisu Volba popisu Volba popisu

(01,4 OK | OK 0K OK

Seznam sekvenci Seznam sekvenci Seznam sekvenci Seznam sekvenci Seznam sekvenci
- - - -
Zobrazit fylogenetické stromy——— — Zobrazit fylogeneticky superstrom metodou:
[ Dil&i @ Ultrametrickd metoda

[ Klasické () Aditivni metoda
() Aritmetickym primé&rem distanci M

Obrazek 19 Grafické rozhrani programu — hlavni ovlidaci panel
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5.1 Priprava dat

vvvvv

analyzu. V prvnim kroku pfipravy dat ma uzivatel volbu poctu sett sekvenci v rozsahu 1-5,
jak je znazornéno na obrazku 20. Podle zvolené hodnoty se zakladni okno upravi —
nepotiebna okna v dalSich krocich nejsou viditelna. Pro konstrukci fylogenetickych
superstromu je nutné zvolit minimalné dva sety. V opacném piipadé se uzivateli objevi

chybova hlaska, ve které je uvedeno, ze nezvolil dostate¢ny pocet setl sekvenci.

Volba pottu fylogenetickych stromil
|_ 1 @ 2 3 4 2

Obraizek 20 Grafické rozhrani — volba poc¢tu zpracovavanych souboru sekvenci

Nasleduje nacteni souboru. Po stisknuti tlacitka Nacteni slozky dojde k vyvolani
dialogového okna pro vybér datovych souboru se sekvencemi. Tyto soubory musi byt ve
formatu FASTA, ktery je vhodny pro zapis sekvencnich dat pouzivanych v bioinformatice.

Nazev vybrané slozky se v okné zobrazi pod jiz zminénym tlacitkem Nacteni slozky.

Nazev lista ve fylogramu neni slozen z celého nazvu FASTA. Pro piehlednost zapisu je tento

nazev rozdélen na jednotlivé popisy, které jsou vzajemné oddéleny znakem |, pfipadné
jinym identifikatorem - vtomto pifipadé pismeny , GN®, ,PE“ za latinskym nazvem
organismu.

Jako nejprehlednéjsi se jevi pojmenovani organismu jeho rodovym i1 druhovym
jménem, pripadné jedineCnym identifikatorem sekvence, ktery vSak neposkytuje zadné
informace o organismu. Tato volba zapisu zavisi na uzivateli — vybér se provadi mysi.
Z diuvodu piehledné orientace v sestrojenych fylogenetickych stromech je vhodné jednou
zvolenou moznost zachovat pro vSechny datové sety. Na obrazku 21 jsou znazornény oba

zapisy.
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— VVolba poctu fylogenetickych stroma

1 @ 2 =) 3 ") 4 1 5
— Pfiprava dat——— — Pfiprava dat
Macteni slofky | Nacteni sloiky
Hazev vybrane sloiky Hazev vybrane sloiky
savcifasta ptaci.fasta
Volba popisu Volba popisu
5D - tr -~
PS2475 G1D7D6
Equus asinus Gracula religicza

GMN=ND1 PE=3 5\W=1

oK 0K
Seznam sekvenci Seznam sekvenci
Equus cabalus " F1DTCTY -
Gorilla gorilla gorilla Fawaz
Pongo pygmasus Q20F54
Camelus dromedarius | = ABZLED =
Canis familiaris BSM425
Feliz catus Qasus0
Didelphis virginiana ASHMS4 il
Marcronus enneni - QAHMNZS
Obriazek 21 Grafické rozhrani — priprava dat

Po stisknuti tlacitka ,,OK* se zobrazi seznam sekvenci obsazenych v datovém setu.
Tato diplomova prace pracuje s péti soubory sekvenci, jak bylo uvedeno v predchozi kapitole,
jedna se o sekvence proteinu ND1, ktery se nachazi v mitochondriich. Bylo vybrano pét tiid
zivoCichu — tfida hmyzu, ryb, ptaka, plazi a savcu. Zakladni okno po nahrani vSech setd
sekvenci je znazornéno na obrazku 22.

V prvnim kroku byl nahran soubor se sekvencemi savci, ve druhém plazu, tieti jsou
ptaci, ¢tvrté ryby a posledni nahrany soubor je slozka se zastupci hmyzu. Pro popis vétvi byla

vybrana moznost popisu latinskym nazvem organismu.
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Rekonstrukce fylogenetického superstromu

1 @2

— Volba pottu fylogenetickych stromi
C : 03 ©4 ©

— Piiprava dat

Naéteni sloiky |

— Pfiprava dat

Nacteni sloky

— Pfiprava dat

Nacteni sloiky

— Pfiprava dat

Nacteni sloZky

— Pfiprava dat

Nacteni sloZky

HNUTM_EQUAS NADH-ul

< [m) 3

B7S6I0_CHACM NADH-

G1D706_SPASS NADH-

4 [m] b

Nazev vybrané sloiky Nazev vybrané sloiky Nazev vybrané sloiky Nazev vybrané sloiky Nazev vybrané sloiky
savcifasta plazifasta ptacifasta ryby fasta hmyz fasta
Valba popisu Volba popisu Volba popisu Volba popisu Volba popisu
sp o tr s tr - tr s tr -
Po2475 BYSSI0 G10D706 025072 ABWXGT

Q85D72_STELE NADH-L

ABWXG1_9NEOP NADE

Gorilla gorilla gorilla
Pongo pygmaeus 3
Camelus dromedarius

Canis familiaris

Gloydius brevicaudus |=
Natrix tessellata
Deinagkistrodon acutus
Crocodylus porosus

Fromoddin nilndicgn

4 L1 3

Garrulus glandarius
Cygnus columbianus
Anas platyrhynchos
Anser anser

Anser albifrons

m

Archilnchus colubris

4 b FR b 4 [m b
oK oK | oK | oK | oK
Seznam sekvenci Seznam sekvenci Seznam sekvenci Seznam sekvenci Seznam sekvenci
Dalla pectoralis BB 1z gacna mania -
Chamaeleo zeylanicus Sturnus tristis Esox lucius Apatura metis

Platichthys stellatus. =
Ctenopharyngodon idelll_
Cyprinus carpio

Barbus trimaculatus

P

4 1L} 3

Zygaena purpuralis =
Bactrocera cucurbitag |
Bactrocera oleae

Toxorhynchites amboin

Erithoran Hhinkin

4 m 2

-

Zobrazit fylogenetické stromy.

[ Dilei
[ Klasické

— Zobrazit fylogeneticky superstrom metodou:
@ Ultrametricka metoda

() Aditivni metoda

() Aritmetickym primérem distanci

Konec

Obrazek 22

5.2 Vykresleni fylogenetickych stromu

Grafické rozhrani programu — nactena data

V dalsim kroku se uzivateli nabizi moznost sestrojeni klasickych fylogenetickych

sekvenci.

Obrazek 23

Zobrazit fylogenetické stromy

[] Diléi
[ Klasické

stromu. Na obrazku 23 jsou patrné dvé moznosti — zobrazeni dil¢ich fylogenetickych stroma

a zobrazeni klasického fylogenetického stromu, ktery je sestrojen ze vSech nactenych

Grafické rozhrani programu — vykresleni fylogenetickych stromu
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Pi1 zaSkrtnuti moznosti dil¢i fylogenetické stromy se vykresli pravé takovy pocet
fylogenetickych stromu, jako bylo nahrano sekvenci. Samoziejmosti je popis jednotlivych
listd. Jako ptiklad vykresleni dil¢ich fylogenetickych stroma je uveden obrazek 24, kde jsou
listy pojmenované identifikacnim CcCislem, a obrazek 25, kde jsou listy pojmenované

latinskymi nazvy.

™~ - P48900

N - Q1HKN

N - A8DIM4

N -1 P92475

" * -1 Q6J6X5

L + - Q9T9Z0
- -1 Q9T9X9

- -1 078705

N -1 078704

L - P41304

=]

r r
0 0.05 0.1 0.15 0.2

Obriazek 24 Ukaizka klasického fylogenetického stromu saveu — popis identifikdtorem
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- — - Felis catus

- S - Canis familiaris

Camelus dromedarius

-~ -1 Equus asinus

. —e -1 Equus caballus
- + -| Gorilla gorilla gorilla
- e -1 Pongo pygmaeus

- - Macropus rufus

Macropus eugenii

- - Didelphis virginiana

=]
=]
=
=

0 0.05 0.1 0.15 0.2

Obraizek 25 Ukazka klasického fylogenetického stromu savci s popisem pomoci niazvu

Pokud chce uzivatel ziskat kompletni fylogeneticky strom sestrojeny ze vSech
nacCtenych sekvenci, zobrazi se po zaSkrtnuti moznosti , Klasické fylogenetické stromy*.
V tomto piipadé jsou nahrané sekvence spojeny do jednoho souboru, ze kterého je
fylogeneticky strom rekonstruovan. Matice PAM je nastavena na vySSi hodnotu nez
v predchozim pripadé (PAM350), jelikoz neni pfedpokladana vysoka podobnost mezi tfidami
zivo¢ichu. Na nasledujicim obrazku 26 je vykreslen klasicky fylogeneticky strom pro

zastupce tiidy savceu, ryb a ptaka.
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Apus apus

Archilochus colubris

I —® C -| Gracula religiosa

® -| Sturnus tristis
. i -| Saxicola rubicola

-1 Garrulus glandarius
- — -| Cygnus columbianus
-| Anser anser
-1 Anser albifrons
-1 Anas platyrhynchos

L E -1 Ctenopharyngodon idella

- r? —® -| Tinca tinca

—~ — @ -| Cyprinus carpio

= J — -| Barbus trimaculatus
— { -| Platichthys stellatus

+7 - Esox lucius

- -| Dallia pectoralis
-| Alosa alosa

S % -| Sprattus sprattus

-| Engraulis encrasicolus

= £ -1 Canis familiaris

-| Felis catus
L -| Equus caballus
—® E - Equus asinus
I~ — -| Camelus dromedarius
I~ + -| Gorilla gorilla gorilla
I~ ® -| Pongo pygmaeus
— E -1 Macropus rufus
-| Macropus eugenii
I~ -| Didelphis \irginiana

=]
=]
=]
=]

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Obrizek 26 Ukazka fylogenetického superstromu tiid savei, ryb a ptaku

V obrazku jsou jasné rozpoznatelné tii shluky. Prvni (vrchni) tvofi ryby, prostredni je

tvofen zastupci ryb a spodni zastupci tfidy savcu.

5.3 Vykresleni fylogenetického superstromu

Tieti podkapitola je vénovana samotné rekonstrukci fylogenetickych superstromu.
Tato metoda vychazi z predpokladu sdilenych sekvenci mezi jednotlivymi datovymi sety.
V této diplomové praci jsou sdilené vzdy prvni sekvence organismi obsazené v datovych
setech. Pocet sdilenych taxond je roven poctu zpracovavanych seti. Pokud uzivatel vyuzije
vSech pét soubort, budou mit spole¢nych pét sekvenci. Aby bylo mozné program univerzalné

vyuzit, byl zvolen nahodné vzdy prvni zastupce ze souboru.
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Konkrétné se jedna o kombinace zastupct Zygaena manlia (vieteluska purpurova) ze
tiidy hmyzu, Dallia pectoralis (dalie aljasska) ze ttidy ryb, Chamaeleo chameleon
(Chameleon obecny) ze tiidy plazu, Gracula religion (loskutak posvatny) ze tfidy ptaka a
jako posledni je zvolen Equus asinus (osel africky) ze tfidy savcu.

Po vytvoreni novych databazovych sekvenci bylo nutné dopocitat chybéjici pozice
distanci v matici, ze které ma byt fylogeneticky superstrom konstruovan. K tomu slouzi tfi
analytické metody — ultrametricka, aditivni metoda a dopocitavani aritmetickym priamérem

distanci, jak je uvedeno na obrazku 27.

Zobrazit fylogeneticky superstrom metodou:
@ Ultrametricka metoda

Aditivni metoda

Aritmetickym pramérem distanci

Obrazek 27 Grafické rozhrani — volba metody dopocitani chybéjicich distanci

Vykresleni fylogenetického superstromu je opé€t zavislé na poctu zvolenych datovych
sett zvoleného v prvnim kroku. Pokud jsou zvoleny dvé datové sady sekvenci po deseti
sekvencich, je nutné ke kazdému setu ptidat jednoho sdileného zastupce — analyza tak probiha
na jedenacti sekvencich v kazdé datoveé sade.

Pro nazornou ukazku vystupu byla zvolena ultrametricka metoda pocitana na fadu

ptakt a hmyzu (obrazek 28).

- Apus apus

Archilochus colubris
Gracula religiosa
Anas platyrhynchos
Cygnus columbianu
Anser anser
Anser albifrons
Garrulus glandarius
Gracula religiosa
Sturnus triglis
Blattella germanica
Troglophilus neglect
Enithares tibialis
Toxorhynchites amb
-| Bactrocera cucurbite
Bactrocera oleae
- — - Zygaena purpuralis
- E— - Zygaena manlia
Protantigius superar
- -| Apatura metis
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Obraizek 28 Fylogeneticky superstrom ptaka a hmyzu
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Rekonstrukce zachovala oddélené tfidy. Vrchni shluk pfedstavuje tiidu ptaka, spodni
tiidu hmyzu. Ve tfidé plazu je jasné oddélitelny shluk svistound, ktefi tvori prvni dvé vétve.
Nasleduji fady vrubozubich a pévca. Trida hmyzu je reprezentovana dvéma shluky, ze
kterych vyéniva Blatella germanica (rus domaci), jediny zastupce Svabu v této diplomové
praci. Tvoti shluk spole¢né s dvoukiidlyma, polokfidlyma a rovnokfidlyma. Posledni shluk

v tomto obrazku je tvoien tfidou motyla.
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6 Diskuze

Nasledujici kapitola je vénovana reprezentaci dosazenych vysledka rekonstrukce
fylogenetickych superstromt a jejich interpretaci. V podkapitole 3.6 byl sestrojen
fylogeneticky strom ze vSech pouzitych sekvenci, ktery zavadél chybu v podobé celkového
rozpadnuti shluku plazi pii rekonstrukci. Z tohoto divodu bude diskuse provadéna pravé na
tfidé plaza spole¢né se tfidou ptaku.

Vystupem obou analyz by mély byt dvé jasné oddélitelné tfidy a né€kolik patrnych
fada. Jiz sestrojeny klasicky fylogeneticky strom naznacuje, jak nestabilni tfida plazd je.
Z obrazku 29 je patrné, Ze shluk plazt zistal zachovan, zatimco tfida plazi se rozpadla do
¢tyf nezavislych shluka. Spodni tvofi fad Supinatych, ke kterému maji vSak patiit také
zastupci chameleond. Rad Zelv je chybné piifazeny ke tiidé ptakd. Na pomezi stoji fad
krokodyla.

L. 1 Chelus fimbriatus

- -1 Carettochelys insculpta
L —— - Archilochus colubris
- — - Apus apus

I ’ ® 1 Cygnus columbianus
" 1 Anser anser
- + Anser albifrons

Anas platyrhynchos

—e

Y - Gracula religiosa
- -1 Sturnus tristis
- % - Saxicola rubicola

- Garrulus glandarius
- Crocodylus porosus
- Crocodylus niloticus
B ﬁ 1 Chamaeleo chamaeleon
-9 - Chamaeleo zeylanicus
- 1 Gloydius brevicaudus
- -1 Deinagkistrodon acutus
- 1 Ophiophagus hannah
E -1 Natrix tessellata
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r r
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Obrizek 29 Klasicky fylogeneticky strom ptiku a plazu

Pii konstrukci fylogenetického superstromu jsou na vybér ti1t moznosti dopocitavani
neznamych distanci. Jedna se o podrobné probrané metody v podkapitole 4.2 —
ultrametrickou, aditivni a metodu prameérovani. Vysledné matice hodnot distanci jsou

uvedeny v priloze.
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Na obrazku 30 je zobrazen fylogeneticky strom, ktery neznamé dopocitaval pomoci

ultrametrické metody.

. - -| Gracula religiosa

4+— -| Saxicola rubicola

-| Garrus glandarius

= -1 Sturmus tristis
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L 4+— -| Carettochelys insculpta
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L - Chamaeleo chamaeleon
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Obrizek 30 Fylogeneticky superstrom tiidy plazi a ptiki — ultrametricka metoda

Ultrametricka metoda obé tiidy jasné oddélila, zachovany zustaly také jednotlivé fady.
Vrchni shluk v dendrogramu reprezentuje tiida ptaku. Nejblize k nim ma fad krokodylu, ktery
je v8ak spravné zahrnut do shluku, ktery obsahuje tfidu plazi.

Druhou moznosti sestrojeni fylogenetického superstromu je pouziti aditivni metody
(obrazek 31). Ta zdaleka nedosahuje takovych vysledkd, jako metoda ultrametricka.
Z fylogenetického stromu lze vycist dvé tfidy, bohuzel vSak zafazeni do jednotlivych fada
neni nikterak presné.

Prvnim velkym nedostatkem aditivni metody je zafazeni zastupce Gracula religiosa
(loskutak posvatny), ktery tvori oddélenou prvni vétev. Stejné€ jako Sturnus tristis, Saxicola
rubeola a Garrulis glandarius by mél tvorit jeden shluk (fad pévcu). Dalsim nedostatkem je

rozpadnuti shluku fadu Supinatych u plazi.
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Chybu této metody lze spatiovat v menSiteli, ktery odecitame od hodnoty
maximalniho souctu. Pokud je tato hodnota nizké Cislo nebo prili§ vysoké Cislo, v analyze se

objevi vysoka (resp. nizka) hodnota distance, ktera vnasi do analyzy odchylku.

= -| Gracula religiosa

~ I -| Sturnus tristis

-| Saxicola rubicola

~ -| Garrulus glandarius
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Obraizek 31 Fylogeneticky superstrom plazi a ptaku - aditivni metoda

Posledni moznosti zobrazeni fylogenetickych superstromu je metodou aritmetického
prumérovani (obrazek 32). Tato metoda oddélila oba shluky, nedoslo vSak k oddéleni radu.
Zcela se rozpadl shluk krokodyla u plazi. U ptaka se rozpadly vSechny shluky reprezentujici
fady. Jedinou vyhodou této metody je, ze spravné oddélila tad Supinatych, kam patii
chameleoni i hadi.

Tato metoda dopocitavani chybéjicich distanci je pfili§ obecna. Pokud je neznamych
distanci vysoky pocet, mohla by vést k priliSnému zjednoduseni a Castému opakovani urcité

hodnoty distance, ktera analyzu fylogenetickych stromu zkresli.
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Obrizek 32 Fylogeneticky superstrom plazi a ptaku - aritmeticky prumér

Tato ukazka naznacuje, ze vSechny ti1 metody perfektné analyzuji na trovni tfid, jsou
tedy o stupen kvalitnéjsi, nez rekonstrukce klasickych fylogenetickych stromu, u které doslo
k zpochybnéni evolu¢nich teorému. Jako piesnéjsi by se dala oznacit metoda ultrametricka,
ktera zachovava usporadani jak tfid, tak fadu zivocichu.

Hlavnim nedostatkem klasické fylogenetické rekonstrukce je volba skorovaci matice,
ktera je snadno volitelna pro podobné sekvence, hife pak pro databaze sekvenci, o kterych
uzivatel nema pred analyzou zadné informace. V tomto ptipad€ je nutno zvolit jednu hodnotu
konstantni, ktera vysledny fylogeneticky strom zkresluje. Pii rekonstrukci fylogenetickych
superstromu tento problém odpada, jelikoz volime skérovaci matici vidy pro jeden set
sekvenci, nikoli pro vice spojenych datovych sad.

Jednim z divodd nepiesného zafazovani by mohla byt volba dat. V této diplomové
praci byla demonstrace provadéna na mitochondrialnich genech, které jsou tézko
klasifikovatelné, jelikoz u téchto probiha evoluce vyrazné rychleji. Tyto geny podléha;ji
selekénim tlakim vice nez klasicka mitochondrialni DNA.

Chyby by bylo mozné eliminovat zvySenim poctu zastupci v jednotlivych tfidach
pfipadné vys$Sim poctem druht zafazenych do analyzy. Jako feSeni bych zde volila piidani

ttidy obojzivelnikt (Amphibia).
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Jednim zcilu této diplomové prace bylo odstranéni nedostatku fylogenetického
stromu, ktery byl sestrojen ze vSech padesati sekvenci v podkapitole 3.4. Jak je vidét
z obrazku 33, dva zastupci této tfidy byli chybné zafazeno ke tfidé ptaka (Crocodylus
niloticus, Crocodylus porosus). Druha ¢ast tfidy plazu je pfifazena do blizkosti téidy ryb. Cely
shluk se rozpadl na tfi nezavislé ¢asti. Ultrametricka metoda fylogenetickych superstromu

tuhle zavaznou chybu odstranila (obrazek 31).
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Superstrom na obrazku 34 obsahuje oddélené shluky vsSech péti tiid. Zachovany
zustaly také jednotlivé fady zivoCicha. Tento fylogeneticky superstrom neni ve vyrazném
rozporu s tradi¢nimi hypotézami fylogenetickych vztaha.

Jsou zde jasné patrné dva velké shluky reprezentujici kmeny ¢lenovcu (Arthropoda) —

horni shluk, a kmen strunatci (Chordata). Druhy shluk je tvofen plazi (Reptilia), ptaky

(Aves), savci

(Actinopterygii). Nejvzdalen€jsim shlukem v superstromu je fialové oznaCena tiida ryb.

(Mammalia) a ve

Troglophilus neglectus
Blattella germanica
Toxorhynchites amboinen:
Bactrocera oleae
Bactrocera cucurbitae
Protantigius superans
Apatura metis
Zygaena purpuralis
Zygaena manlia
Enithares tibialis
Chamaeleo chamaeleon
Chamaeleo zeylanicus
Chelus fimbriafus
Carettochelys insculpta
Gloydius brevicaudus
Deinagkistrodon acutus
Ophiophagus hannah
Natrix tessellata
Crocodylus porosus
Crocodylus niloticus
Apus apus

Archilochus colubris
Gracula religiosa
Sturnus tristis

Saxicola rubicola
Garrulus glandarius
Cygnus columbianus
Anser anser

Anser albifrons

Anas platyrhynchos
Canis familiaris

Felis catus

Camelus dromedarius
Equus caballus

Equus asinus

Gorilla gorilla gorilla
Pongo pygmaeus
Macropus rufus
Macropus eugenii
Didelphis virginiana
Ctenopharyngodon idella
Tinca tinca

Cyprinus carpio
Barbus trimaculatus
Platichthys stellatus
Alosa alosa

Sprattus sprattus
Engraulis encrasicolus
Esox lucius

Dallia pectoralis

Fylogeneticky superstrom - ultrametricki metoda
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Zasadnim divodem by meélo byt vodni prostiedi, ve kterém se nachazi jako jedini zastupci
zivoc¢ichu v této praci, a zpusob jejich rozmnozovani. Zbylé tii tfidy z kmene strunatcti jsou
suchozemsti zivocichové, jsou proto spojeni do jednoho uzlu.

Pro ovéfeni spravného sestrojeni fylogenetického superstromu je prilozen obrazek 35

vystihujici zakladni schéma evoluce obratlovcu (Vertebrata).
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Obraizek 35 Fylogeneticky strom obratlovcu [28]

Nejvzdalengsi tiidou je fialové znazornéna tiida paprskoploutvych ryb. V bodé
popsaném ,, Amniota“, ktery je oznaCenim pro blanaté ZzivoCichy, si lze povSimnout
postupného déleni na tfidu savca (Zluté znazornéna), rozsahlou tfidu plazi a posledni list
znacici tiidu ptaka.

Tento strom odpovida vyslednému superstromu, pii analyze nedoslo k rozporu
s tradi¢nimi  hypotézami fylogenetickych vztahi. Chyby, které nastaly pii rekonstrukci
fylogenetického stromu klasickymi metodami, byly odstranény.

Vyhody fylogenetickych superstromu byly v této praci zminény jiz nékolikrat. Mezi
kladné stranky téchto metod patii moznost vyuziti dat z vice databazi a vice zdroju, coz
umoznuje ziskat kvalitn€jsi vysledky provadénych fylogenetickych analyz a fesit pripady, u
kterych nebylo feSeni doposud mozné. Dalsi nespornou vyhodou je moznost rozvrzeni
problému mezi nékolik malych pfipada. V této praci to bylo jasné prokazano v piipadé tii a

vice analyzovanych setl. Re$eni se rozlozilo do né&kolika krokd, které vedly ke vzniku
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vysledného superstromu. Metoda prumérného konsensu, ktera byla realizovana, pfinesla
vysledky, které nejsou v rozporu s evolu¢nimi predstavami. Bohuzel se v této praci ukazala
jako funk¢éni pouze metoda ultrametricka, ktera dosahovala nejlepSich vysledka. Davody 1ze
hledat v nedostatecném poctu analyzovanych sekvenci, pfipadné v nespravné zvoleném typu
mitochondrialnich genu.

Mezi nevyhody metod fylogenetickych superstromu bezesporu patii ¢asova naro¢nost
provadénych algoritmu, ktera roste s objemem vstupnich dat (analyzovanych sekvenci), a je
spojena s nutnosti kvalitni pocitacové techniky.

Pi1 volné mezi klasickymi fylogenetickymi stromy a fylogenetickymi superstromy by
mél uzivatel zvazit, pro jaké ucely danou analyzu provadi. Pokud se jedna o orientacni
schéma znazortiujici fylogenezi, volba by méla vést ke klasickym fylogenetickym stromum,
které prinasi jednoduché znazornéni a je nutno pocitat se zkreslenim, které muze nastat.
V ptipad€ nutnosti volby spolehlivého nastinu situace a analyze velkého objemu sekvenci je

vhodné vyuziti rekonstrukce fylogenetickych superstromu.
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Zaveéer

Tato diplomova prace se zabyvala metodami rekonstrukce fylogenetickych
superstromu.  Prvni ¢ast je zduvodu pochopeni dalSiho textu vénovana molekularni
fylogenetice, zpracovani molekularnich dat, fylogenetickym stromim a moznostmi jejich
rekonstrukce.

Druha cast prace je zaméfena na fylogenetickymi superstromy. Probrany jsou davody
pouzivani téchto stromi a metody pro jejich sestrojeni. Zaméfila jsem se predev§im na
rekonstrukéni metodu snazvem pramérny konsensus, ktera je v dalSich kapitolach
realizovana. Jedna se o postup, kdy jsou postupné vypocitany vzdalenosti (distance) mezi
vSemi zdrojovymi stromy. Praimérna distance kazdého taxonu je pouzitd v koneéné distanéni
matici, ze které je sestrojen superstrom. Pfi pouziti této metody mohou nastat situace, kdy se
dva taxony nevyskytuji spolecné. V tomto pifipadé se vyuziva odhad vzdalenosti pomoci
metody ultrametrické, aditivni a metoda dopocitavani pomoci prumérovani.

Treti Cast diplomové prace je zaméfena na reprezentovani sekvenci, které byly pro tuto
praci pouzity. Data zpracovavana v této praci byla ziskana z databaze UniProt. Jako vychozi
byl zvolen protein ND1, ktery se nachazi v mitochondriich zivocichu. Pro svou praci jsem
vytvorila databazi padesati sekvenci, které zastupuji pét tiid zivoc¢ichu — savea (Mammalia),
ptakt (Aves), plazu (Reptilia), ryb (Osteichthyes) a hmyzu (Insecta).

Ctvrta kapitola této diplomové prace piedstavuje principielni popis vypoétu distanéni
matice pro vznik fylogenetickych superstromi. Je realizovan v programovém prostiedi
Matlab s Bioinformatickym toolboxem. Na vytvofenych souborech sekvenci ve formatu
FASTA byly provedeny upravy vedouci k vizualizaci zdrojového fylogenetického stromu.
Z distancnich matic byla vytvofena konecna matice vzdalenosti. Odhad vzdalenosti byl
proveden metodou ultrametrickou, aditivni a aritmetickym pramérem. Po dopocitani chybéjici
hodnoty byl zobrazen fylogeneticky superstrom.

Pata kapitola je vénovana popisu vytvoreného uzivatelského interface v Matlab GUI,
které by se dalo rozdélit tii ¢asti — prvni obecné slouzi k volbé zakladnich parametri sekvenci,
druha k sestrojovani klasickych fylogenetickych stroma a tieti k sestrojovani fylogenetickych
superstromu. Jsou zde ukazany také vystupy jednotlivych funkci.

Sesta kapitola se zabyva sestrojenymi superstromy a porovnavanim jednotlivych
metod slouzicich k vypoc¢tu chybéjicich distan¢nich hodnot. Jsou zde ukazany nedostatky
klasickych fylogenetickych stromu, které nerespektuji tradi¢na hypotézy fylogenetickych
vztahu, a feSeni v podobé superstromu. Na piikladech je zde porovnana ultrametricka, aditivni
a metoda prumérovani. Nejlepsich vysledka dosahovala ultrametricka metoda.

Dalsi stranky této diplomové prace zobrazuji klasicky fylogeneticky strom tvoreny
vSemi sekvencemi, které jsou vtéto praci pouzity, a jako jeho oprava je zobrazen

fylogeneticky superstrom ultrametrickou metodou. Pro ovéfeni spravnosti je sestrojeny
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superstrom konfrontovan s vefejné dostupnym fylogenetickym stromem, ktery vystihuje
schéma evoluce vSech obratlovcu (Craniata).

Posledni cast je vénovana shrnuti vyhod a nevyhod sestrojovani fylogenetickych
superstromu.

Vzhledem ke stale se vyvijejicim trendim v evolu¢ni biologii a bioinformatice vidim
v metodé rekonstrukce fylogenetickych superstromi velkou budoucnost. Jejich vyhody jsou
nesporné, at’ se jedna o moznost pouziti odliSnych typa dat z riznych zdroji nebo moznost
sestrojeni fylogenetického superstromu nékolika malych pseudostromu. Za dobu své

existence zaznamenaly velky vyvoj, ktery bude zajisté nadale pokraCovat 1 v budoucnosti.
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Seznam zkratek

BLOSUM

GUI

DDBJ

DNA

EMBL

IUPAC

J-C model

ME

ML

MPR

MSSA

NNI

NJ

OTU

PAM

UPGMA

Blocks Amino-acid Substitution Matrices (typ substitu¢ni matice)

Graphical User Interface

DNA Data Bank of Japan (japonska databaze sekvenci)

deoxyribonukleova kyselina

European Molecular Biology Laboratory (evropska databaze sekvenci)

International Union of Pure and Applied Chemismy

Jukes — Cantoruv model

Minimum evolution (metoda konstrukce fylogenetickych stromt)

Maximum Likelihood

Matrix representation with parsimony (metoda konstrukce matice pro

tvorbu superstromu)

The most simile supertree algorithm (metoda konstrukce

fylogenetickych superstroma

Nearest neigbor interchange

Neighbor-Joining (metoda konstrukce fylogenetickych stromi)

Operation Taxonomic unit (operacni taxonomicka jednotka)

Point Accepted Mutation (typ substitucni matice)

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
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