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Vyuziti metod sekvenace DNA v ichtyologii

Souhrn

Nékolik prvnich stranek prace je vénovano zakladnim informacim o deoxyribonukleové
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kyseliné (DNA), historii jejiho objevu a jejim nejdiilezitéjSim vlastnostem.

Dalsi kapitola se vénuje principiim sekvenacnich metod, od historickych pocatkut kratce
neZ sekvenovani proteinti, pres prvni efektivni sekvenacni metody vCetné metody Sangerovy,
az po masivné paralelni sekvenacni metody druhé generace a nejnovéjsi metody schopné
sekvenovat jednotlivé molekuly DNA. Soucasti je i shrnuti vlastnosti, vyhod a nevyhod dnes

nejpouzivanéjSich sekvenacnich metod druhé generace.

Nasleduje Cast, ktera se zabyva zpracovanim ziskanych sekvenc¢nich dat, ur¢ovanim bazi a

skladanim sekvenci, alignmentem a databazemi sekvenci a jejich vyhledavanim.

Dale se prace zabyva vyuZitim sekvenovani DNA (obvykle ¢asti mitochondrialniho genu
pro podjednotku I cytochrom c oxidazy) k identifikaci znamych druhti (technika DNA
barcodingu). Jsou uvedeny pfiklady jeho vyuZiti pro identifikaci rybich produkti na trhu (kde
je velmi vysoky vyskyt riznych podvodi vcetné zdravi ohrozujicich), identifikaci rybi
potravy z morfologicky jiZ neurcitelného obsahu travici soustavy, vyuZiti z hlediska
biologické bezpecnosti (invazivni druhy, pfenaseci chorob) a ochrany druhti pfi importu ryb

pres hranice az po vyuZiti pri identifikaci druhti ze vzorki prostiedi (metabarcoding).

Nasledujici ¢ast se vénuje problematice fylogenetické analyzy na zakladé sekvence DNA.
Popisuje zakladni metody fylogenetické analyzy, zejména principy metody maximalni
uspornosti, maximalni vérohodnosti i bayesovské analyzy. V dalsi Casti se vénuji
nejznaméjsSim programtim pro fylogenetickou analyzu. Posledni ¢ast reSerSe se vénuje vyuZziti
masivné paralelniho sekvenovani a mnoha lokusti ve fylogenetické analyze. V zavéru autor
shrnuje soucasny rozvoj sekvenacnich metod a jejich vyuZiti a zamysli se nad jejich rostoucim

vyznamem.

Klicova slova: fylogenetika, program, sekvenace, analyza, barcoding



The use of DNA sequencing methods in ichthyology

Summary

The first few pages of the thesis are dedicated to the basic information about the

deoxyribonucleic acid (DNA), the history of its discovery and its most important properties.

The next chapter focuses on the principles of the DNA sequencing methods, from the very
beginnings short after the discovery of the DNA structure, to the first effective sequencing
methods including the Sanger method, the massively parallel sequencing methods of the
second generation and the most recent single molecule sequencing methods. The summary of
the properties, advantages and disadvantages of the most popular sequencing methods

currently in use is included.

The next part of the thesis describes the processing of raw sequencing data, including the

base-calling, the sequence assembly, alignment, sequence databases and searching.

DNA barcoding, the method which uses DNA sequencing (usually sequencing of a part of the
subunit I of the mitochondrially encoded cytochrome c oxidase) for species identification, is
described in the next part. Examples of the use of this method are given, such as the
identification of mislabelled fish food products (frauds in this industry are common and some
may be harmful to health), the identification of morphologically unrecognizable prey in fish
digestive systems, the use in biosecurity control and biodiversity protection, and the use for

identification of species from environmental samples (metabarcoding).

The next chapter is dedicated to the phylogenetic analysis based on DNA, especially the DNA
sequence. The basic methods are described, including the principles the maximum parsimony,
the maximum likelihood and the Bayesian inference. The most well know programs for
phylogenetic analysis are described. The last part focuses on the use of modern masivelly
paralel sequencing methods and multiple locuses in the phylogenetical analysis. In the end,
the author summarizes the current development and considers the increasing importance of

the DNA sequencing in biology and ichthyology.

Keywords: phylogenetics, program, sequencing, analysis, barcoding
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1 Uvod

Velky rozvoj molekularni biologie a genetiky zacal objevem struktury deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) v padesatych letech minulého stoleti, na kterém se podileli Francis Crick,
James Watson, Maurice Wilkins a Rosalind Franklin. Postupné byly vyvijeny a
zdokonalovany metody cteni, tedy sekvenovani, informace uloZené v DNA. V sedmdesatych
letech byly vyvinuty prvni skutecné efektivni sekvenovaci technologie, zejména Sangerova
dideoxy metoda. Ta byla vyuZita k osekvenovani lidského genomu. Projekt lidského genomu,
zahdjeny v roce 1990, trval vice neZ deset let a znamenal dalSi vyznamné zdokonaleni
sekvenovacich technik. JiZ druhy osekvenovany obratlovéi genom vSak byl rybi (¢tverzubec
fugu). Sekvenovani DNA byla v té dobé stale velmi draha a zdlouhava zaleZitost a mozZnosti

vyuZiti proto byly omezené.

V roce 2005 ale zacal rozvoj masivné paralelnich sekvenovacich technik, které, narozdil od
Sangerovy dideoxy metody, umoziiuji sekvenovat velké mnozstvi fragmentii DNA paralelné
a tim sekvenovani vyznamnym zptisobem zrychluji a zleviiuji. Nejnovéjsi sekvenacni
technologie pak umoZziiuji sekvenovat jednotlivé molekuly DNA, coZ nadale rozsifuje

mozZnosti vyuZiti sekvenovani.

Samotné fyzické ¢teni sekvence ale neni jedinou dileZitou ¢asti procesu, neméné dtileZité je
nasledné zpracovani a analyza sekvence, coZ je se stale vétSim prisunem sekvencnich dat stale
ichtyologii. Klasickym vyuZitim je vyzkum fylogeneze (a biogeografie) ryb, kde spolu

s masivné paralelnim sekvenovanim dochazi k posunu od fylogenii postavenych na jednom
nebo nékolika malo genech k fylogeniim postavenych na vétSich ¢astech genomu,

v budoucnosti mozna i na kompletnich genomech.

Vyznamnym vyuZitim sekvenace DNA je také identifikace znamych druhi (metoda tzv. DNA
barcodingu), a to dnes vzhledem k pokroku sekvenovacich metod jiZ nejen ze vzorki tkané,

ale i z tzv. environmentalni DNA, tedy napfiklad vzorku vody, ve které plavaly ryby. DNA



barcoding ma vyznam v mnoha oblastech ichtyologie, od kontroly pravosti potravin z ryb,
pres identifikaci druhd importovanych pres hranice (ochrana biodiverzity, invazivni druhy),
pres moznost identifikace obsahu travici soustavy ryb v ekologickych studiich, moZnost
identifikace rznych vyvojovych stadii, morfologicky obtizné rozliSitelnych a v mnoha

dalsich situacich.



2 Cil prace

Cilem prace je podat uceleny obraz o vyvoji metod sekvenace DNA, zejména o rychlém
az prekotném vyvoji v poslednich deseti letech, ktery zpristupiiuje sekvenovani DNA pro stale
SirSi okruh vyuZiti, a o zpracovani a vyuziti ziskanych dat v riznych oblastech ichtyologie,
jako je fylogeneticka analyza, ktera je dilezitym aspektem studia biologie ryb, nebo

identifikace rybich druhd, kter4 je dtlezita v mnoha oborech lidské ¢innosti.



3 Literarni reserse

3.1 Deoxyribonukleova kyselina

Deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) objevil v roce 1869 Svycarsky lékar Friedrich Miescher.
Pri biochemické analyze hnisu z nemocnicnich obvazii objevil dosud nezndmou substanci
bohatou na fosfor a odliSnou od proteinti, kterou nazval nuklein. V pribéhu 19. stoleti byla
DNA chemicky analyzovana (napriklad némecky biochemik Albrecht Kossel popsal dusikaté
baze), ale jesSté dlouho po Miescherové smrti v roce 1895 védci nepfipisovali nukleinu velky
vyznam. Domnivali se, Ze nositelem dédicné informace musi byt proteiny, protoZe jsou
informaci v DNA se zdaly byt pro kédovéani obrovského mnozstvi genetické informace prilis

malo. (Dahm, 2005).

Do stfedu vSeobecného zajmu se DNA dostala aZ ve Ctyricatych letech 20. stoleti, kdy bylo
prokazano, Ze DNA je nositelkou genetické informace (Dahm, 2005). Pfelomovy byl zejména
znamy Averyho-MacLeodtv-McCartyho experiment, ve kterém autofi prokazali, Ze substanci
zpusobujici transformaci baktérii je pravé DNA (Avery et al., 1944). V roce 1953 James
Watson, Francis Crick, Rosalind Franklinova a Maurice Wilkins analyzovali a podrobné
popsali strukturu dvouSroubovice DNA. V Sedesatych letech 20. stoleti pak Robert Holley,
Har Gobind Khorana, Marshall Nirenberg a dalsi rozlustili geneticky kéd popisujici zpiisob,

jakym jsou v sekvenci DNA kdédované proteiny (Dahm, 2005).

DNA je makromolekula, biopolymer. Zakladni jednotkou DNA je nukleosid - pétiuhlikaty
cukr deoxyribosa, na jejimz prvnim uhliku je N-glykosidickou vazbou navazan jeden ze Ctyrt
druhti dusikatych bazi - v DNA se vyskytuji purinové baze adenin (A) a guanin (G) a
pyrimidinové baze cytosin (C) a thymin (T). Deoxyribozy jsou mezi patym a tfetim uhlikem
propojeny fosfodiesterovou vazbou (nukleosid spolu s fosfatovou skupinou se nazyva
nukleotid) a tvori tak orientovany Fetézec (ma takzvany 5' a 3' konec). Geneticka informace je

zapsana v poradi dusikatych bazi v fetézci DNA (Flegr, 2009).
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DtleZitou vlastnosti dusikatych bazi je jejich komplementarita - vytvari komplementarni pary
spojené vodikovymi mdstky. Za normalnich okolnosti se v DNA paruje vZdy purinova baze

s pyrimidinovou, konkrétné adenin s thyminem (dva vodikové mtstky) a guanin s cytosinem
(tfi vodikové mistky). Takto se neparuji sousedni baze v jednom vldkné DNA, ale baze ze
dvou rtiznych vlaken (pripadné vzdalené baze z jednoho vldkna pokud vytvori smycku). DNA
se v organismu bézné vyskytuje ve dvouretézcové formé, tvorené dvéma antiparalelnimi (5’-
konec jednoho Ffetézce se paruje s 3’-koncem druhého fetézce) fetézci propojenymi
vodikovymi miistky mezi dvojicemi komplementarnich dusikatych bazi (Flegr, 2009).
Prestoze je vodikovy mistek pomérné slaba vazba, mnoZzstvi vodikovych mistki v mnoha

parech bazi drZi obé vlakna pomérné pevné u sebe.

Diky jednoznacnému pfifazeni vzdjemné si komplementarnich bazi obsahuji oba Fetézce
dvouretézcové DNA stejnou genetickou informaci. Toho je vyuZito naptiklad v procesu
replikace DNA, kdy se dvouretézcova DNA docasné rozdéli a oba jednotlivé fetézce slouzi
jako predloha k syntéze fetézce komplementarniho. Tak z jedné dvouretézcové molekuly

DNA vzniknou molekuly dvé obsahujici stejnou genetickou informaci (Flegr, 2009).

Geneticka informace vSech zndmych bunécnych organismii i mnoha virti je zapsana v poradi
dusikatych bazi respektive nukleotidi v molekule DNA, tedy v jeji primarni strukture
(zbyvajici viry a viroidy vyuZivaji jako nositelku genetické informace velmi podobnou
kyselinu ribonukleovou - RNA). Sekvenci nukleotidii 1ze zjistovat procesem sekvenovani,
ktery byl v minulosti nesmirné narocny a drahy, ale v soucasnosti se stava stale dostupnéjsi a

jednodussi technikou (Flegr, 2009).

Je ale nutné mit na zfeteli, Ze cast dédic¢né informace urcujici vlastnosti organismu se nachazi
i mimo primarni strukturu nukleové kyseliny. Tyto informace se nazyvaji epigenetické a patii
mezi né napriklad modifikace DNA a na ni navazanych proteinti pomoci methylace, acylace
¢i dalSich skupin. Takovéto modifikace mohou pozitivné nebo negativné ovliviiovat aktivitu
prislusného tiseku DNA, prestoZe se primarni struktura neméni. Po replikaci mtize byt napf.
methylace na nové syntetizovaném fetézci doplnéna podle fetézce ptivodniho

specializovanym enzymem. Epigeneticka informace mtiZe byt uloZena i v dalSich castech
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buriky (Flegr, 2009).

DileZitym pojmem s nejednoznacnou definici je gen. Tradicné se gen definuje jako geneticka
informace ovliviiujici néjakou rozpoznatelnou vlastnost jedince, vyskyt urcitého znaku nebo
jeho konkrétni formu (Flegr, 2009). V molekularni biologii se obvykle termin gen pouZiva ve
vyznamu cistronu, tedy souvislého iseku DNA kédujiciho napftiklad urc¢itou ribozomalni
RNA nebo protein (prostiednictvim mRINA, ktera mtize jeSté byti upravovana cis-sestfihem)
(Flegr, 2009). Z pohledu evolucni biologie se mtiZe v podstaté kazdy nukleotid v regulacnich

a kodujicich oblastech DNA chovat jako samostatny gen (Flegr, 2009).

Veskera DNA nachazejici se v burice tvofi genom. U Zivocichi vCetné vSech ryb se DNA
vyskytuje ve dvou castech buriky. VétSina DNA se nachazi v bunécném jadfe v podobé
chromozomd, velkych linearnich molekul DNA. To je jaderny genom. U typickych
diploidnich biparentalnich Zivocicht se kazdy jaderny chromozém vyskytuje ve dvou

potencialné odliSnych kopiich, jedné zdédéné po otci, druhé po matce (Flegr, 2009).

3.1.1 Mitochondrialni DNA

Mensi cast genetické informace se nachazi v mitochondriich, bunécnych organelach, které
podle tzv. endosymbiotické teorie kdysi byly samostatnymi endosymbiotickymi organismy.
To je mitochondrialni genom (Flegr, 2009). Mitochondrii je v burice obvykle mnoho, proto je
mnoho i kopii mitochondrialni DNA, obvykle jsou ale zvifata homoplasmicka (vSechny
mitochondrie obsahuji stejny genom), coZ je pravdépodobné zptisobeno efektem tizkého hrdla
pii vyvoji samicich pohlavnich bunék. Pro analyzy je to vyhoda, z tohoto pravidla ale existuji
vyjimky (Avise, 2004). Mitochondrialni DNA je pomérné mala, obvykle cirkularni kovalentné
uzaviena dvouretézcova molekula, o délce asi 15-20 kilobazi (Avise, 2004). Naptiklad u dania
pruhovaného (Danio rerio) obsahuje 16596 nukleotidi a kdduje pouze 13 proteinti, 22 tRNA
a 2 rRNA (Broughton et al, 2001). Sekvence ZivociSné mitochondrialni DNA se oproti jaderné
DNA vyviji velmi rychle, zejména jeji usek zvany D-smycka. Proto je velmi vhodna pro
analyzy pribuznych druhi nebo analyzy vnitrodruhové (Flegr, 2009), v€etné nedavno vzniklé
populacni struktury (Avise, 2004). VétSina mitochondridlniho genomu ma kodujici funkci,
pseudogeny, repetitivini DNA a podobné jsou vzacné nebo zcela chybi. Poradi se naopak prilis

nemeéni a proto lze vyuZit v pro rozliSeni vyssich taxont (Avise, 2004).

12



Pro mitochondridlni DNA je typicka maternalni dédicnost, mitochondrie a jejich genom jsou
v naprosté vétsiné pripadi dédény po matce. To omezuje rekombinaci mitochondrialni DNA.
Mitochondrialni DNA je tak maternalnim markerem, ktery je prenasSen asexualné i u jinak

sexualniho druhu. Mitochodnrialni genomy se tak vlastné z evoluc¢niho hlediska chovaji jako

velké supergeny a oznacuji se jako haplotypy (Avise, 2004).

I z pravidla o maternalni dédi¢nosti mitochondrii ale existuji vyjimky (Avise, 2004). U mlz{
z Celedi slavkoviti (Mytilidae) je znama tzv. dvojité uniparentalni dédi¢nost, kdy je vétSina
mitochondrii dédéna od matky, ale samci dédi mitochondrie od obou rodict, pricemz
otcovské se vyskytuji v gonadach, zatimco zbytek téla obsahuje matefské (Zouros, 2000).

Z hlediska ichtyologie jsou zajimavé napriklad zaznamenané pripady u hybridnich makrel

rodu Scomberomorus (Morgan et al, 2013).

3.2 Metody sekvenovani DNA

3.2.1 Pocatky sekvenovani DNA

V roce 1951 byla publikovana sekvence prvniho proteinu, B-fetézce bovinniho inzulinu
(Sanger a Tuppy, 1951). Prvni kompletni sekvence nukleové kyseliny, 77 nukleotidi dlouhé
kvasinkové alanin tRNA, byla publikovana v roce 1965 (Holley et al., 1965). Sekvenace DNA
Castecné sekvenace kratkého iseku DNA, koheznich koncti DNA bakteriofaga A (Wu a
Kaiser, 1968), uplynulo 15 let, kompletni 12 nukleotidi dlouha sekvence ale byla zvefejnéna
az o tfi roky pozdé€ji v roce 1971 (Wu a Taylor, 1971).

Pri¢inou obtiZi se sekvenovanim DNA bylo nékolik — molekuly DNA jsou si navzajem
chemicky velmi podobné a bylo proto obtiZné ziskat vétSi mnoZstvi homogenni DNA, Fetézce
DNA jsou vyrazné del$i nez fetézce proteind ¢i malych RNA a predevsim, v této dobé nebyly
znamé zZadné enzymy, které by DNA §tépily specificky v misté urcitych bazi (Wu, 1970),
zatimco pri sekvenovani proteint a RNA se specifické proteinazy a ribonukleazy vyuzivaly
(Hutchison II1, 2007).
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Sekvence koheznich koncti bakteriofaga A byla zjiSténa velmi komplikovanym zptisobem,
zahrnujicim znaceni radioaktivnim fosforem (*P) a tritiem (*H) v riznych kombinacich,
prodluZovani kratSiho fetézce DNA polymerazou a postupné skladani informaci z fady
riznych experimentti (Wu a Taylor, 1971). Tato metoda byla pouZitelna jen pro koncové
useky DNA A a podobnych bakteriofagi, generalizaci umoznilo pouZiti oligonukleotidi jako
primert pro sekvenacni reakci, coZ Wu publikoval v roce 1971 (Hutchison III, 2007).
Vyznamnym prilomem byl také objev restrik¢nich endonukleaz typu II v roce 1970. Tyto
enzymy umoZiuji Stépit DNA v misté kratké specifické sekvence a brzy bylo nalezeno velké

mnoZstvi restrikénich endonukleéz specifickych pro rizné sekvence (Hutchison III, 2007).

Tyto rané metody ale nebyly dostatecné silné pro sekvenaci delsSich tiseki DNA jako jsou
kompletni genové sekvence. Bylo s jejich pomoci ale objeveno nékolik regulacnich sekvenci,
napriklad operator lac operonu Escherichia coli (Hutchison III, 2007). AZ v druhé poloviné
sedmdesatych let byly vynalezeny metody, které umoZznily skutecné efektivni sekvenovani
DNA. Walter Gilbert a Frederick Sanger za né v roce 1980 spolecné obdrZeli polovinu

Nobelovy ceny na chemii (Nobelprize.org, 2014).

3.2.2 Sangerova ,,plus a minus“ metoda

Roku 1975 publikoval Frederick Sanger, autor sekvenace inzulinu, novou metodu
sekvenace DNA. Stejné jako Wu vyuZil DNA polymerazu prodluZujici vlakno zacinajici
primerem. Vyznamnou novinkou bylo vyuZiti elektroforézy na polyakrylamidovém gelu pro

separaci a roztfidéni produktt syntézy (Hutchison III, 2007).

V prvni casti sekvenace byly podminky nastaveny tak, aby syntéza nového vlakna byla
pomala a asynchronni. Vysledkem méla byt smés radioaktivné znacenych (32P) vlaken pokud
moZzno vSech moZnych délek. Po preciSténi pokracovala sekvenace ve dvou systémech (,,plus“

a ,,minus®), kazdy z nich rozdélen do ctyt reakci (Sanger a Coulson, 1975).
V reak¢nich smésich systému ,,minus“ chybél vzdy jeden ze ctyt nukleotidi (ANTP),

zbyvajici tfi byly pfitomny. PouZita byla DNA polymeraza I zbavena exonukleazové aktivity

(Klenowtiv fragment). ProdluZovani vlaken probihalo, dokud se nezastavilo kviili
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nedostupnému nukleotidu. Napfiklad v reakci s chybéjicim dATP syntéza kazdého vlakna

skoncila na pozici pfed adeninem (Sanger a Coulson, 1975).

V reak¢nich smésich systému ,,plus“ byl vZdy pfitomen pouze jeden ze Ctyf nukleotidi
(dNTP). Pouzita byla T4 DNA polymeraza (z Escherichia coli infikované bakteriofagem T4).
Ta ma v pritomnosti pouze jednoho typu nukleotidu silnou 3’->5’-exonukleazovou aktivitu,
ktera se zastavi, jakmile narazi na bazi odpovidajici nukleotidu dostupnému v reakcni smési.
Vlakna se proto zkracovala a vysledkem byla smés vlaken koncicich dostupnym nukleotidem

(Sanger a Coulson, 1975).

Produkty vSech osmi reakci byly elektroforeticky rozdéleny podle své délky na
polyakrylamidovém gelu a zobrazeny autoradiograficky (gel byl pfiloZen na rentgenovy

filmovy material) (Sanger a Coulson, 1975).

Teoreticky by oba systémy samostatné mély poskytnout kompletni sekvenci, podminkou
vsak je, Ze v pocateCni reakci vzniknou skutecné vlakna vSech moznych délek. To vSak
v praxi nebyla tiplné pravda. Problémy se projevovaly v homopolymernich usecich, kde
,minus“ systém poskytoval spolehlivou informaci o zacatku takového tiseku a ,,plus® systém
o jeho konci. Presné zjisténi délky uiseku ale nebylo spolehlivé ani pri pouZiti obou systémti
spoleCné, coZ bylo velkym nedostatkem této metody (Sanger a Coulson, 1975; Hutchison III,
2007).

3.2.3 Maxam-Gilbertova chemicka metoda

V unoru 1977 publikovali Allan Maxam a Walter Gilbert sekvenac¢ni metodu zaloZenou na
chemickém Stépeni DNA (Maxam a Gilbert, 1977). Sekvenovana DNA je na jednom konci
oznacena radioaktivnim fosforem (**P). Vzorek je pak rozdélen na Ctyfi ¢asti, kazda z nich je
podrobena jiné chemické reakci, napadajici vZdy urcitou skupinu chemickych bazi. V misté
poskozené baze je pak DNA chemicky rozstépena. ProtoZe ke Stépeni dojde vZdy jen na malé
¢asti z moznych mist, je vysledkem smés radioaktivnich fragmentt, jejichZ délka odpovida
pozicim dané skupiny bazi v sekvenované DNA. Fragmenty z kazdé ze Ctyr reakci jsou pak
elektroforeticky rozdéleny podle své délky na polyakrylamidovém gelu, zobrazeny

autoradiograficky (fragmenty neobsahujici radioaktivni fosfor nejsou na filmu zobrazeny a

15



nerusi tak vysledek) a porovnanim vysledki ze ¢tyr reakci lze precist sekvenci (Maxam a

Gilbert, 1977).

Vzhledem ke své chemické podstaté nejsou Ctyfi pouzivané chemickeé reakce specifické
vZdy pro jednu ze Ctyt bazi, ale jedna se o kombinace adenin+guanin (s vyssi citlivosti a tudiz
vyraznéjSimi pruhy pro guanin), adenin+guanin (s vyssi citlivosti pro adenin), cytosin+thymin
a samotny thymin. Z téchto kombinaci je vSak mozné vyslednou sekvenci bez problém

odecist a dokonce poskytuji urcitou redundanci informace (Maxam a Gilbert, 1977).

Narozdil od Sangerovy “plus a minus” metody z roku 1975, umozZiiovala Maxam-
Gilbertova chemicka metoda spravné ¢teni homopolymernich tseki (produkuje spravné
pruhy i uvnitf téchto dsek). To byla velka vyhoda a vedlo to po publikaci metody k jejimu

Sirokému rozSiteni (Hutchison III, 2007).

3.2.4 Sangerova dideoxymetoda

V roce 1977 publikoval Sanger novou metodu sekvenace, ktera vyreSila problémy
s homopolymernimi tseky, které méla jeho starsi “plus a minus” metoda (Sanger et al, 1977).
Principem metody je ¢astecné nahrazeni nukleotidii (ANTP) analogy neumoziujicimi dalsi
prodluZovani fetézce DNA polymerazou. V ptvodni praci byly pouzity dva typy takovych
analogti, arabinonukleotidy (araNTP) a 2’,3’-dideoxyribonukleotidy (ddNTP). Arabinéza je
stereoizomer ribozy, hydroxylova skupina na tfetim uhliku je v arabin6ze v trans pozici viici
hydroxylové skupiné na druhém uhliku. To DNA polymeraze I z Escherichia coli prekazi ve
funkci a zpisobuje ukonceni fetézce (Sanger et al, 1977). Dodnes se jako analogy terminujici
fetézec vyuZzivaji 2’,3’-dideoxyribonukleotidy, coZ jsou nukleotidy, kterym chybi hydroxylova
skupina na tfetim uhliku deoxyribdzy. ProtoZe se k hydroxylové skupin€ na tfetim uhliku
pripojuje fosfodiesterovou vazbou dalsi nukleotid, neni dalsi prodluZovani fetézce

zakonceného 2’,3’-dideoxyribonukleotidem viibec mozné (Sanger et al, 1977).

Sekvenace probiha ve Ctyfech samostatnych reakcich. V kazdé ze Ctyr reakcnich smési je
pouzit kromé vSech ¢tyfech normalnich nukleotidii (ANTP) jeden ze Ctyt dideoxynukleotid
(ddNTP). Dideoxynuklotidi je vyrazné méné, v pivodni praci se uvadi pomér 1:100. Tak je

v daném misté ukonCena vzdy jen mala Cast fetézcd, vétSina pokracuje déle. Vysledkem kazdé

16



reakce je tak smés molekul o rizné délce, vzdy koncici v misté nukleotidu, ktery odpovida
pfidanému dideoxynuklotidu. Z reakce, do které byl pfidan ddATP, tak ziskame smés molekul
o rizné délce, ale vZdy koncici adeninem. Produkty vSech ctyfech reakci jsou, vedle sebe na
jednom gelu, elektroforeticky rozdéleny podle délky a zobrazeny autoradiograficky. Z gelu

lze pfimo odecist sekvenci, s homopolymernimi iseky nejsou problémy (Hutchison III, 2007).

Pro svou efektivitu a méné operaci s toxickymi a radioaktivnimi latkami (van Dijk et al.,
2014) se Sangerova dideoxy metoda stala hlavni sekvenacni technologii prvni generace a
postupné byla zdokonalovéna (Liu et al., 2012). Ptivodni znaceni radiokativnim fosforem (**P)
bylo nahrazeno radioaktivni sirou (**S), ktera diky niZsi energii vyzafovanych ¢astic
produkuje ostfejsi pruhy na autoradiogramu (Hutchison III, 2007). Ale metoda byla stéle

velmi pracna a vyZadovala praci s radioaktivnimi materialy (Liu et al., 2012).

3.2.4.1 Prvni automatizované sekvendatory

Prvni publikace o automatizované sekvenaci DNA vysla v roce 1986. Jednalo se
o modifikovanou dideoxymetodu bez pouZiti radioaktivniho znaceni. V kazdé ze Ctyr reakci
byl pouZit primer oznaceny jinym fluorescencnim barvivem. Vysledky reakci byly smichany
a podrobeny kapilarni elektroforéze v trubicce s polyakrylamidovym gelem. Detektor
registroval barevné fluorescencni signaly, které kolem néj prochazely v potfadi odpovidajicim
sekvenci DNA a data se nahravala pfimo do pocitace (Hutchison III, 2007).

Automatické dideoxy sekvenatory umoznily v roce 1990 spusténi Projektu lidského
genomu (Human Genome Project) financovaného vladou Spojenych statti americkych, jehoZ
hlavnim cilem bylo ziskat kompletni sekvenci lidského genomu. Paralelné se o totéZ snaZila
soukroma spolecnost Celera, soutéZ mezi obéma tymy sekvenovani vyznamné urychlila.
Prvni drafty sekvence od obou tymt byly publikovany pocatkem roku 2001 v casopisech
Science a Nature (Hutchison III, 2007).

3.2.5 Metody druhé generace

Pred deseti lety se zacCaly objevovat sekvenacni metody, které ohrozily vysadni postaveni
dideoxy metody. Jejich spoleCnou vlastnosti je masivni paralelismus (odtud termin masivné
paralelni sekvenovani), tzn. Ze v jednom experimentu se najednou sekvenuje o mnoho vice

riznych molekul, nez bylo typické pro moderni kapilarni sekvenatory vyuzivajici dideoxy
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metodu (96 kapilar). Jednotlivé sekvenace pomoci téchto metod mély hlavné zpocatku niZsi
presnost a umoZiovaly Cist kratSi tiseky DNA neZ Sangerova dideoxy metoda. Vzhledem
k vysokému paralelismu (kaZdy usek je osekvenovan vicekrat), vSak mohou byt vysledna data

velmi presna (Hutchison III, 2007).

3.2.5.1 Pyrosekvenovani (454/Roche)

Prvni komercné dostupna masivné paralelni sekvenovaci technologie byla na trh uvedena
firmou 454 Life Sciences (pozdéji zakoupena firmou Roche) v roce 2005. Metoda je zaloZena
na principu pyrosekvenovani spocivajicim v bioluminiscen¢ni detekci pripojovani nukleotidt
béhem DNA syntézy. Uvoliiovany pyrofosfat je sekvenci enzymatickych reakci vyuzivan

k tvorbé svétla, jehoZ intenzita je méfena (Metzker, 2010).

Nejprve je DNA rozbita na fragmenty vhodné délky, ke kterym jsou pripojeny kratké
sekvence (linkery), které umozni pripojeni kazdého jednotlivého fragmentu na vlastni
mikrokulicku (bead) pokrytou primery. Jednotlivé mikrokulicky jsou pak izolovany v malych
kapickach PCR reak¢ni smési rozptylenych v oleji (emulze). Kapicky pak funguji jako
samostatné PCR mikroreaktory (2x10°%ml), ¢imZ je umoZnéna paralelni ale oddélena
amplifikace velkého mnoZstvi fragmenti DNA. Na mikrokuli¢ce je vytvoreno 107 kopii DNA
fragmentu (Margulies et al., 2005). PreciSténé mikrokulicky s amplifikovanou DNA jsou pak
po jedné umistény do miliont pikolitrovych jamek na specialni desticce s optickymi vlakny
(Hutchison III, 2007). Ta je umisténa do pritokové komtrky, ktera zajistuje ptivod

potrebnych reagencii (Margulies et al., 2005).

Vlastni sekvenacni reakce probiha paralelné v jednotlivych jamkach. DNA polymeraza I
zbavena exonukleazové aktivity (Klenowoviiv fragment) syntetizuje s vyuZitim primeru
komplementarni vlakno podle sekvenované DNA. Pri ptipojeni kazdého nukleotidu (ANTP) je
uvolnén pyrofosfat (PPi). Ten je enzymem ATP sulfurylazou vyuzit k syntéze ATP. Vznikly
ATP je systémem luciferaza-luciferin (v prirodé se vyskytujicim napriklad u svétluSek) vyuZit
k produkci svétla, které je elektronicky detekovano. Cyklus je ukoncen apyrazou, ktera
rozloZi nevyuZité nukleotidy a ATP (Ahmadian et al., 2006). ProtoZe se v kazdém cyklu do
reak¢ni smési prida pouze jeden ze Ctyf nukleotidl a protoZe pro homopolymerni useky do
délky Sesti nukleotidti je svételny signal pfimo umérny poctu pripojenych nukleotidt

(Metzker, 2010), je moZné ze zaznamenaného pyrogramu odecist sekvenci syntetizovaného
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vldkna. Nicméné chyby (delece a inzerce) zptisobené Spatnym vyhodnocenim délky
homopolymernich tsekt jsou hlavnim zdrojem chyb pfi tomto zplisobu sekvenovani

(Hutchison III, 2007).

V roce 2005 byla délka sekvenovaného tiseku 100-150 bazi, v roce 2008 aZ 700 bazi.
Nevyhodou metody je vysoka cena reagencii (Liu et al., 2012). V roce 2013 firma Roche

oznamila, Ze v roce 2016 ukonci podporu pro sekvenatory 454 (GenomeWeb, 2013).

3.2.5.2 Illumina (Solexa)

Tato metoda sekvenovani byla uvedena na trh v roce 2006 firmou Solexa, ktera byla o rok
pozdéji odkoupena firmou Illumina (Ansorge, 2009). Illumina tuto technologii nazyva prosté

Sequencing By Synthesis (Illumina, 2015).

Béhem pripravy knihovny jsou k fragmentiim DNA urcenym k sekvenaci na obou
stranach pripojeny dva rizné oligonukleotidy, tzv. adaptéry. Povrch priitokové komurky je
husté pokryt oligonukleotidy komplementarnimi k obéma typim adaptéra (Shendure et al.,
2011). Tyto oligonuklotidy slouZi jako primery pro tzv. miistkovou PCR (béhem amplifikace
vytvari vldkna DNA mustkové struktury mezi oligonukleotidy navazanymi na sténu komtirky
(Metzker, 2010)). Vysledkem je, Ze produkty amplifikace ztstavaji blizko sebe a vytvori
shluk obsahujici zhruba 1000 kopii (Shendure a Ji 2008). Téchto shlukd, které lze paralelné

sekvenovat, jsou desitky milont (Ansorge, 2009).

Reak¢ni smés pro sekvenaci obsahuje kromé sekvenacniho primeru a polymerazy i Ctyfi
typy nukleotidi, z nichZ kazdy je oznacen jinym fluorescen¢nim barvivem a navic obsahuje
terminacni skupinu na svém 3’ uhliku. Pfitomnost terminacni skupiny zaruci, Ze je do kazdého
retéze inkorporovan pouze jeden nukleotid. Nasledné je elektronicky zaznamenan obraz,
barevna fluorescence v misté kazdého z milionti sekvenovanych fetézcti prozradi identititu
posledniho pripojeného nukleotidu. Pak je odstranéna flurescencni znacka i terminacni
skupina a nasleduje dalsi cyklus syntézy (Ansorge 2009). V Ansorgové ¢lanku z roku 2009 se
uvadi maximalni sekvenovana delka 35 nukleotidi, u soucasnych pristrojt Illumina je to 300

bazi (van Dijk et al., 2014).
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3.2.5.3 Sekvenovani ligaci (ABI SOLiID)

V roce 2007 uvedla firma Applied Biosystems sviij sekvenac¢ni systém ABI SOLiD
(Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection), ktery je zaloZen nikoliv na syntéze
DNA polymerazou, ale na vyuZiti ligdzy (enzymu katalyzujiciho spojovani fetézci DNA)

(Ansorge, 2009).

Priprava knihovny je podobna jako v systému 454/Roche. Jednotlivé fragmenty jsou
izolovany a amplifikovany na mikrokulickach pomoci emulzni PCR. Mikrokulic¢ky jsou ale
mensi, nez v systému 454/Roche, asi 1 mikrometr v priméru. Mikrokulicky nejsou umistény
do mikrojamek, ale ndhodné na povrch pritokové komirky. DosaZena hustota je vySsi nez

v pripadé sytému 454/Roche nebo Illumina (Shendure et al., 2011).

P¥i vlastnim sekvenovani je pouZit univerzalni primer, smés kratkych fluorescen¢nich
nukleotidi a ligaza. Oligonuklotid nejlépe odpovidajici sekvenci je ligazou pfipojen
k primeru. Nepfipojené oligonukleotidy jsou odstranény. Barva fluorescen¢ni znacky
informuje nikoliv o celé sekvenci pFipojeného oligonukleotidu, ale pouze o jeho prvnich dvou
nukleotidech. Kamera sejme obraz. Fluorescencni znacka je odstranéna a cely cyklus se

opakuje (Shendure et al., 2011).

Oligonukleotidy pouzivané k sekvenaci jsou dlouhé 8 nukleotidd, ale tfi nukleotidy jsou
v kazdém cyklu odstranény spolu s fluorescen¢ni znackou, DNA je tedy v kazdém cyklu
prodlouZena o pét nukleotidl. Po nékolika cyklech je vzniklé vlakno odstranéno a vSe se
opakuje s novym primerem, posunutym o 1 nukleotid, celkem pétkrat (Kircher a Kelso,
2010). ProtoZe jsou pouZity jen Ctyfi riizné barevné znacky a moznych dinukleotidt je 16,
muze kazda barva predstavovat Ctyri rizné dinukleotidy. ProtoZe je ale kazda baze soucasti
dvou barevné oznacenych dinukleotidii (kazdy pfi ligaci s jinym primerem), 1ze baze spravné
identifikovat. Toto tzv. dvoubazové kédovani (2 base encoding) je navrZzeno matematicky tak,
aby, je-li k dispozici referencni sekvence, umoziovalo detekci sekvenacnich chyb (Kircher et

Kelso, 2010; Breu, 2010).
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3.2.5.4 Iontové polovodicové sekvenovani (Ion Torrent)
Tato sekvenacni technologie, uvedend na trh v roce 2010 firmou Ion Torrent (Rusk, 2011),
je zaloZena na detekci protonti (vodikovych iontti, H") uvoliovanych pfi polymeraci DNA z 3’

hydroxylové skupiny na rostoucim fetézci (Merriman et al., 2012).

Zakladni princip polovodicového iontového sekvenovani se podoba pyrosekvenovani
v tom smyslu, Ze se stfidaji cykly se ¢tyfmi typy nemodifikovanych nukleotidi a detekuje se,
ve kterych cyklech byl nukleotid (nebo vice nukleotidii) pfipojen. Detekce ovSem neni
zaloZena na bioluminiscenci, ale méfi se vodikové ionty (H") uvoliované pri polymeracni
reakci (tedy vlastné zmény pH). Je-li v daném cyklu pripojen nukleotid, dojde ke zméné pH.

Je-li pfipojeno vice stejnych nukleotid{i, zména pH je vétsi (Shendure et al., 2011).

V roce 2010 byla délka sekvenovaného useku typicky 100 bazi, v roce 2012 400 bazi.
Nejcastéjsi chyby jsou podobné jako u pyrosekvenace zpiisobeny Spatnym vyhodnocenim

délky homopolymernich dsekti (Merriman et al., 2012)

3.2.6 Sekvenovani jednotlivych molekul

Nejnovéjsi sekvenovaci metody (nékdy nazyvané metody tieti generace, i kdyZz toto
oznaceni se pouZiva nejednotné) umoZziuji sekvenovani jednotlivych molekul DNA (Single
Molecule Sequencing, SMS). To znamena, Ze sekvenovani nepredchazi amplifikace DNA
pomoci PCR. Nesekvenuje se shluk identickych molekul, ale molekula jedina. NemiiZe tedy
dochézet k ovlivnéni vysledku kviili PCR amlifikaci (PCR bias) a nevznikaji problémy se
synchronizaci sekvenace (dephasing), coZ problémy metod druhé generace (Schadt et al.,

2010).

3.2.6.1 Helicos Biosciences

Prvni komercné dostupna metoda vyuZivajici sekvenovani jednotlivych molekul byla
uvedena firmou Helicos Biosciences v roce 2007 (Ansorge, 2009). Fragmenty DNA jsou
denaturovany a k jejich 3' konci je pfipojeno nékolik adeninti (poly(dA) tail) a fluorescencni
znacka. Tim je vytvorena knihovna pro sekvenaci. Fragmenty jsou hybridizovany s oligo(dT)
molekulami, které jsou v miliardovych poctech kovalentné pfipojeny ke sklenénému povrchu

v priitokové komtirce. Pak jsou do komtrky stfidavé privadény Ctyfi typy fluorescencné
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znaCenych nukleotid(, fetézec DNA je prodluZovan polymerazou a v kazdém cyklu je vzdy
zaznamenan obraz a nasledné odstranéna fluorescencni znacka (Shendure et al., 2011)

i skupina inhibujici pfipojovani dalSich nukleotid (Metzker, 2010). ProtoZe je proces

v kaZzdém kroku preruSovan podobné jako u metod druhé generace, ¢as pro osekvenovani
kazdého nukleotidu je pomérné velky. Délka sekvenovaného useku je omezena na asi 32
nukleotoidi a chyby v datech ziskanych z jednoho fetézce mohou byt vyssi nez 5%, coz je ale
kompenzovano vysokou paralelizaci, takZe vysledna presnost sekvence po zpracovani

(konsenzus) presahuje 99% (Schadt et al., 2010).

V roce 2012 pozadala Helicos Biosciences o ochranu pred véfiteli (GenomeWeb, 2012).

3.2.6.2 Pacific Biosciences SMRT

Technologie SMRT (Single Molecule Real-Time Sequencing, tj. sekvenovani jedné
molekuly v realném case) je prvni metodou sekvenace, pri které je primo pozorovana ¢innost
DNA polymerazy béhem pripojovani jednotlivych nukleotid do vznikajiciho fetézce. Protoze
DNA polymeraza je velmi mala (fadové 10 nm), musi byt pro zachovani dostatecného
odstupu signalu od Sumu objem, ve kterém pozorovani probiha, také velmi maly. K tomu se
vyuzivaji tzv. zero-mode waveguides (ZMW), coz jsou v podstaté otvory o priméru desitek
nanometrti v tenkém (100 nm) kovovém filmu naneseném na sklenéném podkladu (Schadt et

al., 2010).

Princip je ZMW podobny jako princip ochranné mrizky v mikrovinné troubé€, kde
mikrovlny, dlouhé fadové desitky centimetrii, neproniknou fadové milimetrovymi otvory
v miiZce, kterymi vSak prochézi viditelné svétlo umoznujici pohled do nitra trouby. Primér
ZMW je menSi nez vinova délka viditelného laserového svétla pouzZivaného k pozorovani (cca
600 nm). Laser tak osviti jen spodnich 30 nm ZMW, dal se svétlo nedostane (Schadt et al.,
2010).

Ke sklenénému dnu ZMW je pomoci biotinu a streptavidinu pfipojena DNA polymeraza.
Fluorescencné oznacené (kazdy typ nukleotidu je znacen jinou barvou) nukleotidy difunduji
skrz ZMW k polymeraze, ktera je mtize vyuzivat k syntéze DNA. Nukleotidy, které nejsou
polymerazou vyuZity rychle difunduji pry¢ (difize trva fadové mikrosekundy), zatimco

pripojovani nukleotidu trva fadové milisekundy (Schadt et al., 2010). ProtoZe je barvivo
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pripojeno k fosfatové skupiné, je béhem polymerace odStépeno a difunduje pryc¢ (Shendure et

al., 2011). Tak je mozno zaznamenavat silny signal pripojovanych nukleotidi.

ProtoZe se pri této metodé sleduje kinetika polymerazy a protoZe je kinetika polymerazy
ovliviiovana modifikacemi DNA predlohy (methylace apod.), je moZné pri sekvenovani
pomoci technologie SMRT zjiStovat nejen sekvenci DNA, ale i jeji epigenetické modifikace

(Flusberg et al., 2010).

Prvni komerc¢ni verze SMRT sekvenatoru pouZivala pole 75000 ZMW (Schadt et al.,
2010), dnes 150000 ZMW (Pacific Biosciences, 2014), v kazdém ZMW miiZze byt DNA
polymeraza s jinym DNA vlaknem, které se tak sekvenuji paralelné (Schadt et al., 2010).

3.2.6.3 Dalsi metody sekvenovdni jednotlivych molekul

V rtizném stupni vyvoje je fada dalSich sekvenac¢nich metod zaloZenych na sekvenovani
jednotlivych molekul DNA. Jednou skupinou jsou sekvenacni metody zaloZené na pfimém
pozorovani DNA molekul pomoci neoptické mikroskopie - transmisni elektronové

mikroskopie nebo fadkovaci tunelové mikroskopie (Schadt et al., 2010).

Dalsi skupina metod vyuziva pro sekvenaci nanopory, a to bud’ vytvorené z proteinti
upravenych genovym inZenyrstvim nebo zcela syntetické. Velkou vyhodou je pfimé
sekvenovani DNA nebo RNA bez sloZité pfipravy knihovny nebo sekvenacnich reagencii (van
Dijk et al., 2014) a bez nutnosti znaceni jednotlivych nukleotidi (Thompson et Milos, 2011).
Firma Oxford Nanopore vytvofrila systém vyuZzivajici pory tvorené alfa hemolysinem (toxin
bakterie Staphylococcus aureus) v syntetické lipidové membrané. Na membrané je vytvoreno
napéti. K vnéjsi casti péru je pripojena exonukleaza, kterd postupné odstépuje jednotlivé
nukleotidy, které prochazeji pérem a pfi prichodu charakteristickym zptisobem narusuji proud

iontd skrze por. Zmény proudu jsou elektronicky méreny (Schadt et al., 2010).

Novéjsi metoda od Oxford Nanopore vyuziva priichod celé intaktni molekuly DNA
porem. V roce 2014 uvedli MinION, paralelni (nékolik set pért) sekvenator velikosti
mobilniho telefonu, zaloZeny na této metodé. Umoziiuje sekvenovat tisice bazi dlouhé tiseky a

cely genom Escherichia coli 1ze precist béhem jednoho béhu pfistroje (Bayley, 2015).
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3.2.7 Srovnani dulezitych sekvenacnich metod

vvvvvv

e

nevyhody hlavnich sekvenac¢nich metod nové generace shrnuji nasledujici tabulky:

Platforma Max. délka €teni Max. prtichodnost Délka béhu
(nukleotidy) (Gb za béh) (hodiny)

454/Roche 1000 0,7 10

lllumina 300 1800 27

SOLID 75 320 336

lon Torrent 400 10 3

PacBio SMRT 20000 0,5 3

Tabulka 1: Srovnani metod nové generace s vyznamnym zastoupenim na trhu. Délka béhu je méfena
pfi "typickém sekvenovani bakterialniho genomu". Uvedené parametry nejsou vzdy od stejného
pristroje (modelu). Zobrazeny nejlepsi aktuélni hodnoty z roku 2014 (van Dijk et al., 2014).

velmi rychly béh

Platforma Vyhody Nevyhody
454/Roche dlouh& délka cteni (1 kb) relativné mala prdchodnost
relativné rychly béh vysoka cena reagencii
vysoka chybovost v homopol. Usecich
ukonceni podpory v roce 2016
lllumina leader na trhu technicky narocné, koncentrace vzorku
nejvyssi prichodnost je kritick&, prekryvajici se klastry snizuji
nejnizsi cena za bazi kvalitu ¢tené sekvence
SOLID druha nejvyssi prichodnost nejkratSi délka ¢teni (75 nt)
nizka chybovost pomaly béh
méné vhodné pro de novo
sekvenovani
lon Torrent nevyuziva optiku a fluorescenci | vysoka chybovost v homopol. Usecich
velmi rychly béh
PacBio SMRT velmi dlouha délka ¢teni (20 kb) | vysoké cena

vysoka chybovost
nejmensi prlichodnost

Tabulka 2: Vyhody a nevyhody sekvenovacich metod nové generace s vyznamnym zastoupenim
na trhu (van Dijk et al., 2014).
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3.3 Zpracovani sekvenacnich dat

3.3.1 Urcovani bazi (base-calling) a skladani sekvenci

Hruba data vychazejici ze sekvenatoru nemaji podobu konkrétni jednoznacné sekvence.

V pripadé Sangerovych sekvenatorti, kde jsou jednotlivé baze znacené ¢tyfmi rtiznymi
fluorescencnimi barvickami, ma vystup, trace, podobu chromatogramu, tj. grafu se ¢tyrmi
barevnymi kfivkami, z nichZ kazda predstavuje priibéh signalu pro jednu z bazi (respektive
odpovidajici barvicku) v case. V idealnim pripadé by se mélo jednat o jasné oddélené
neprekryvajici se vrcholy jasné urcujici sekvenci. Z fady dtvodi redlné chromatogramy
nevypadaji takto idedlné a obsahuji Sum, zejména na zacatku a konci chromatogramu, ale

v mensi mife i v celém jeho pribéhu. Base-calling (urCovani bazi) je proces prekladu hrubych

dat ze senzoru do sekvence bazi (Ewing et al., 1998).

Priklad méné kvalitniho chromatogramu obsahujiciho vice Sumu (pfevzato z University of

Michigan, 2015):

HATTUOGCAGT  CACUGCTGU AATAAAGGAACTOACTGOGGOGCGTTCGT CUTACTGAT CT CACT
270 280 280 300 310 320

LM,.LMAA;JMAL.IL&u,s.AJmmm.Ltl!..h..mﬂmuhL.LAIU

Znamy program, ktery se pouZziva pro urcovani bazi z chromatogramd, se nazyva Phred

(Ewing et al., 1998). Tzv. Phred quality score, pfifazeny jednotlivym bazim, udava
pravdépodobnost chybného urceni baze (jedna se o logaritmickou miru) (Ledergerber et

Dessimoz, 2011).
Base-calling se pouZiva i u modernéjSich metod sekvenace, jako je pyrosekvenace (454),
Illumina a dalSich. U jednotlivych metod se 1isi technické provedeni, typy senzort a tudiz

i typy chyb, které se v datech vyskytuji. Pfesnost sekvenovani lze zlepsit zvySenim pokryti
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(coverage), tedy resekvencovanim stejnych tsekii DNA nékolikrat. Ale presnéjsi base-calling
software dokdazi zvysit presnost bez zvySovani pokryti a tim mohou sniZit cenu sekvenovani

(Ledergerber et Dessimoz, 2011).

Pokud je délka ¢tenych usekt ze sekvenatoru krat$i, nez sekvence, kterd nas zajima, je nutno
sekvenci béhem zpracovani v pocitaci sestavit z prekryvajicich se tisekti. Tento krok se
nazyva skladani sekvence (sequence assembly). Je zvlasté obtiZny pri de novo sekvenovani
celého genomu technologii, kterd poskytuje kratké ctené useky. DileZité je hloubka pokryti
(depth of coverage), tedy kolikrat je kazda baze (v ramci rtiznych fragmenti) osekvenovana.
Napriklad sekvenovani riznych genomt pomoci technologie Illumina s délkou ¢tenych tseku
35-100 nukleotidid vyuZivalo 50-100nasobné pokryti, zatimco pri klasickém Sangerové
sekvenovani s délkou ¢tenych tsekii vyZadovalo pouze 7-10nasobné pokryti. Nicméné

skladani z kratkych usekt predstavuje velmi obtizny problém (Salzberg et al., 2011).

Software, ktery fesi problém skladani sekvenci, se nazyva assembler. Mezi vyznamné,
opensource assemblery patii napfiklad ABySS, ALLPATHS-LG, Bambus2, CABOG, MSR-
CA, SGA, SOAPdenovo nebo Velvet (Salzberg et al., 2011).

3.3.2 Databaze a vyhledavani sekvenci

Existuji tfi hlavni svétové databaze DNA sekvenci. Je to GenBank, provozovana Narodnim
centrem pro biotechnologické informace v USA a dostupna na na adrese
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, EMBL ve Velké Britanii, ktera je soucasti European
Nucleotide Archive (http://www.ebi.ac.uk/ena) a DDBJ v Japonsku
(http://www.ddbj.nig.ac.jp/). Sekvence jsou do databaze GenBank vkladany skrze webové
rozhrani nebo specializovanym programy (Sequin) (Benson et al., 2013). Databaze jsou
navzajem propojené, takZe zaneseni sekvence do jedné z nich se odrazi ve vSech databazich
(Macholan, 2014). Datova vyména s ENA a DDBJ probiha denné (Benson et al., 2013). Krom
toho existuji specializované databaze, jako naptiklad databaze BOLD pro DNA barcoding
(Ratnasingham et Hebert, 2007).

Mnozstvi dat v databazi GenBank se kazdych 10 mésict zdvojnasobuje (Macholan, 2014).

Dlouhou dobu vyvoj rychlosti a kapacity pocitaci (znamy Mooretiv zakon, Fikajici, Ze
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mnoZstvi tranzistort na integrovaném obvodu se zdvojnasobuje zhruba kazdych 18 mésicti)
predcil vyvoj sekvenovacich technologii. Podobné se i kapacita pocitacovych diski dlouhou
dobu zvySovala rychleji. Rozvoj sekvenacnich technologii nové generace ale tento trend
zmeénil, a nyni se sekvenovani vyviji rychleji (osekvenovana baze za jednotku ceny) nez
kapacita diskt (velikost paméti za jednotku ceny). S rozvojem metod druhé generace klesa
cena sekvenovani jedné baze o polovinu kazdych pét mésicti. To je vyrazné rychlejsi, nez
rozvoj vypocetni techniky a uloZeni a zpracovani sekvenacnich dat se tak stava vyznamnym

technickym problémem (Stein, 2010).

KaZda sekvence v databazi ma své unikatni pristupové ¢islo (accession number), podle
kterého lze jednoznacné identifikovat. Toto Cislo je sdilené mezi GenBank, DDBJ i EMBL.
Pristupové Cislo se neméni ani pri aktualizaci sekvence (vZdy ukazuje na nejaktualnéjsi verzi).
V pripadé aktualizac sekvence se méni jeji Cislo verze a identifikator GI (Benson et al., 2013).
K sekvenci je dale pfipojena fada informaci, jako jméno lokusu, druh organismu, zdroj
sekvence a dalSi (Macholan, 2014). Databaze ale obsahuje i sekvence patfici neznamym

organismiim, napriklad sekvence ze vzorki prostredi (Benson et al., 2013).

Vlastni sekvence mohou byt uloZeny v rtiznych formatech. Jednoduchym formatem
vyuzivanym i v GenBank je FASTA. Pred kaZdou sekvenci je fadek zacCinajici znakem ">", za
kterym mtiZe byt identifikator a popripadné i popis sekvence, na dalSich fadcich je pak vlastni
nepreruSena (respektive preruSena pouze odfadkovanim po typicky maximalné 80 znacich)
sekvence. V jednom textovém souboru miiZe byt takovych sekvenci vice. Existuje ale fada
dalSich formatt specifickych pro jednotlivé programy pracujicimi se sekvencemi. Nékteré
programy (napt. PHYLIP a PAUP*) umozZiiuji pracovat se sekvencemi v proloZeném formatu.
ProloZeny format znamena, Ze jsou pfimo pod sebou vZdy odpovidajici fadky vSech sekvenci

v souboru, coZ zvySuje prehlednost, jedna-li se o podobné sekvence (Macholéan, 2014).

Pro vyhledavani sekvenci v databazi podle jiné sekvence se pouZiva algoritmus BLAST
(existujici v nékolika modifikacich). To lze vyuZit napfiklad, chceme-li zjistit, k jakému
organismu ¢i genu naleZi neznama sekvence. Algoritmus nejprve hledanou sekvenci rozdéli

na mens$i dseky a hleda shodu v databazi, nalezne-li podobnou sekvenci, hledani se od tohoto
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useku rozSifuje v obou smérech. Vysledkem hledani je seznam nejpodobnéjsSich sekvenci,

sefazenych podle miry shody (Macholan, 2014).

3.3.3 Alignment

DileZitou operaci se sekvencemi, ktera ma velky vyznam mimo jiné ve fylogenetice (a
uZivanou i pfi vySe popsaném skladani a vyhledavani sekvenci) je alignment (sefazeni). Je to
zakladni krok i pti konstrukci fylogenetického stromu. Mame-li dvé, nebo obecné vice,
pribuznych sekvenci, které potfebujeme porovnat, potiebujeme je vedle sebe poloZit tak, aby
na stejnych pozicich byly nukleotidy, které pochazeji od spolecného predka téchto sekvenci.
Neshody mezi sekvencemi mohou byt disledkem bud’ substitu¢nich mutaci, nebo inzerci a
deleci (Macholén, 2014). VSechny casti vSech genomi totiZ vznikly z jednoho ptivodniho
genomu pomoci riznych mutaci. (Felsenstein, 2014). P¥i alignmentu tedy hleddme takovy
zplsob setazeni sekvenci, aby bylo mozno rozdily mezi nimi vysvétlit co nejmensim poctem
substituci, deleci ¢i inzerci. Dlisledkem deleci a inzerci jsou mezery v sefazenych sekvencich.
S vyuzitim prilis velkého mnozZstvi mezer ale mtize alignment ztracet biologicky smysl. Proto
jsou mezery Casto vzhledem k substitucim penalizovany (gap penalty). Mira penalizace mezer

by méla odrazet frekvenci inzerci a deleci (Macholan, 2014).

Asi nejrozsitenéjSimi programy pro alignment sekvenci je rodina programi Clustal
(Felsenstein, 2004). Zejména Clustal Omega dosahuje vysokych rychlosti i pri alignmentu
velkého mnozZstvi sekvenci (Macholan, 2014). Program je k dispozici zdarma a ma i online

webové rozhrani (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

3.4 DNA barcoding

Velka cast biologického vyzkumu vyzaduje identifikaci biologickych druht. Klasicka
identifikace zaloZena na morfologickych znacich ma vSak fadu nevyhod. Aby bylo mozné
identifikovat libovolny z milionti biologickych druht, je potfeba velké mnozZstvi specialistii
zaméfenych na jednotlivé taxonomické skupiny. Fenotypicka plasticita a morfologicky
kryptické druhy mohou vést ke Spatné identifikaci. PouZivané urcovaci znaky jsou mnohdy
pouZzitelné jen na urcita vyvojova stadia nebo konkrétni pohlavi. Navic identifikace na zakladé
morfologie vyZaduje znacné zkuSenosti, takZe pomérné bézné dochazi k nespravné druhové

identifikaci (Hebert et al., 2003).
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Tyto problémy se v plné mite tykaji i ichtyologie, zejména jedna-li se o rizna vyvojova
stadia a nebo napriklad zpracované ryby ci jejich Casti (Ward et al., 2009). Proto se zacalo pro
identifikaci druhii vyuzivat i molekuldrnich znak, nejprve allozymové analyzy
(elektroforetické rozliSeni rtiznych alelickych forem proteinti, 1975), pozdéji
i mitochondrialni DNA. Identifikace pomoci DNA ma oproti proteiniim fadu vyhod, DNA je
méné nachylna k degradaci, je pritomna ve vSech vyvojovych stadiich, pomoci PCR
amplifikace lze analyzovat i velmi malé vzorky tkané a k identifikaci lze vyuZivat
i synonymnich mutaci, které se v proteinech neprojevi (Ward et al., 2009). V roce 1991 byla
pouZzita mitochondrialni DNA (gen cytochromu b) pro identifikaci ¢tyf riznych druht tunakt

(Thunnus) (Ward et al., 2009).

Nejprve byly k identifikaci druhti vyuZivany rtzné ¢asti riznych gent. V roce 2003
Hebert a spolupracovnici navrhli metodu, tzv. DNA barcoding, ktera vyuziva jeden tisek
jednoho genu jako zéaklad pro univerzalni identifikacni systém pro vSechny Zivocichy (Ward
et al., 2009). Nazev DNA barcoding je analogii k ¢arovému kodu (angl. barcode), ktery se
pouziva k identifikaci zboZi (Hebert et al., 2003). Zakladni predpokladem pro DNA barcoding
je mySlenka, Ze DNA kaZdého biologického druhu obsahuje kratkou sekvenci DNA, ktera je
pro dany druh specificka, tedy funguje jako jakysi otisk prstu. Tato sekvence by méla
pochazet z Casti genomu, ktera se vyviji dostatecné rychle, aby bylo mozné rozlisit blizce
pribuzné druhy (sdilejici spolecného predka), ale zaroven aby byly co nejmensi rozdily mezi

piislusniky stejného druhu (Roopnarine 2006).

3.4.1 Cytochrom c oxidaza

V pripadé Zivocichii byla jako vhodné univerzalni sekvence pro DNA barcoding zvolena
cast sekvence mitochondrialniho genu pro podjednotku I cytochrom c oxidazy (COI),
enzymu, ktery je soucasti dychaciho fetézce v mitochondriich. Cast genu (zhruba 650 béazi na
5' konci (Ward, 2009)) je amplifikovana pomoci PCR (s vyuZitim univerzalnich primert),
amplifikovana DNA je nasledné osekvenovana a porovnana s databazi. Vyhoda
mitochondrialni DNA spociva v nepfitomnosti intrond, minimalni rekombinaci a haploidni
dédicnosti, coZ zjednodusSuje analyzu. Rychlost evoluce COI je navic zrhuba tfikrat rychlejsi

neZ mitochondrialni ribozomalni RNA (12S a 16S). (Hebert, 2003). Vnitroduhova variabilita
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tohoto genu je nizka ve srovnani s variabilitou mezidruhovou, pro jednotlivé druhy tedy
obvykle existuje bud’ specificka sekvence nebo shluk velmi podobnych sekvenci (Ward,
2009). Tato standardizace byla dileZitym krokem k vyvoji metody a rozvoji databazi (Taberlet
et al., 2012).

VyuzZiti mitochondrialniho genu (COI) pro DNA barcoding ma ale i své nevyhody. ProtoZe
se mitochondrialni DNA dédi v naprosté vétsiné pripadi vyhradné po matce, jsou pripadni
mezidruhovi kfiZenci (u ryb i v pfirodé znamy jev) identifikovani jako druh matersky.

V takovém pripadé je pro spravnou identifikaci nutno pouZit i jadernou DNA. Tento problém
je ale pomérné vzacny (Ward et al., 2009). DalSim problémem je, Ze pomoci COI nelze odliSit
nekteré teprve nedavno vzniklé druhy. Pfikladem jsou napftiklad cichlidy (Cichlidae)

z velkych vychodoafrickych jezer, kde doSlo ke vzniku mnoha novych druhti teprve nedavno.
V takovych ptipadech miiZze byt nutné pouZzit rychleji se vyvijejici gen (Ward et al., 2009).
DalSim problémem mtiZe byt heteroplasmie (vyskyt riznych mitochondrialnich haplotypit

v jednom organismu) pripadné vyskyt nuklearni mitochondrialni DNA (pseudogeny

mitochondridlniho ptivodu v jadre) (Taylor et Harris, 2012).

3.4.2 Barcoding iniciativy a databaze

Barcode of Life Data System (BOLD, http://www.barcodinglife.org/) je web obsahujici
centralni databazi DNA barcoding sekvenci (vefejné dostupna data, i data dosud
nepublikovand, chranéna heslem), primert a nastroje pro spravu a analyzu dat (Ratnasingham
et Hebert, 2007). Obsahuje napriklad nastroj pro identifikaci ZivociSnych druhti na zakladé 5'
casti sekvence COI. Nejlépe odpovidajici zaznam je vyhledavan pomoci kombinace algoritmu
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a skrytého markovského modelu (Hidden
Markov Model, HMM) (Bold Systems, 2014). Databaze obsahuje sekvence a identifikacni
nastroje i pro dal$i skupiny organismti (rostliny a houby, pro které se pouZivaji jiné geny)
(Bold Systems, 2014).

Iniciativa FISH-BOL (The Fish Barcode of Life Initiative, http://www.fishbol.org),
zaloZena roku 2005 a fungujici v navaznosti na BOLD, si klade za cil shromaZzdit zaznamy
pro DNA barcoding vSech druhti ryb (od kaZzdého druhu pokud mozno vice exemplari).

Spravna sekvence pro DNA barcoding musi obsahovat nejméné 500 part bazi z 5' oblasti

30



COI. Méla by byt doplnéna informacemi o dokladovém exemplafi (voucher specimen - ktery
by mél byt uloZen ve vefejné dostupné sbirce), zemépisnymi souradnicemi lokality sbéru,
datu sbéru, a identitou sbératele a Cloveka, ktery exemplar urcil. Pokud neni moZné uchovat
dokladové exemplare (velké ryby, ohroZené druhy), mél by byt zaznam doplnén alespon
fotografiemi. DileZitou infromaci jsou také pouZzité PCR primery a nezpracovana sekvenacni

data (trace archive dostupny na adrese http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/) (Ward, 2009).

3.4.3 Identifikace rybich produkti

DNA barcoding umoziuje identifikaci vSech vyvojovych stadii i fragmentt ryb, vcetné
ryb zpracovanych nebo tepelné upravenych (Ward, 2009). To Ize vyuZit pro identifikaci
konzumnich ryb a rybich produktt na trhu. Napftiklad studie z irského Dublinu pomoci DNA
barcodingu (COI) zjistila 25% druhové Spatné oznacenych rybich produktt. Studie se
zameéf¥ila na tresku obecnou (Gadus morhua) a tresku skvrnitou (Melanogrammus aeglefinus).
23.7% (37 ze 156) produktl bylo identifikovano jako druhy z jinych rodi nez Gadus a
Melanogrammus, zejména jako treska tmava (Pollachius virens) a treska polak (Pollachius
pollachius). Nejcastéji byly Spatné oznaceny uzené produkty (82.4%, 28 z 34) (Miller et
Mariani, 2010).

Podobnych studii existuje cela fada, napt. Wong a Hanner (2008), Filonzi et al. (2010),
Carvalho et al. (2011) nebo Galal-Khallaf et al. (2014). Zaména ryb miiZe byt imyslnym
podvodem, kdy jsou méné hodnotné druhy prodavané jako druhy hodnotnéjsi, a nékdy
i zdravotné nebezpecna. Pfikladem takového zdravotniho rizika je lates nilsky (Lates
niloticus), ktery je Casto zneuZivan jako nahrazka jinych druhti ryb. Lates nilsky pochazejici z
africkych fek byva totizZ kontaminovan methylrtuti, kumulativnim toxinem, ktery zvysuje
riziko infarktu myokardu a neurologickych postiZeni (Filonzi et al., 2010). Nebezpecna mize
byt rovnéZ zameéna toxického ¢tverzubce za d’asa (Galimberti et al., 2013). V Evropé a
Severni Americe dosahuji podvody v pripadé moiskych potravin 15-43%, zvlast hodné

pripadt (75%) se tyka chiapala cerveného (Lutjanus campechanus) (Galimberti et al., 2013).

3.4.4 Barcoding a skladba koristi

DNA barcoding 1ze vyuZit i pro studium potravy, kterou se ryby Zivi. Dunn et al. (2010)
napriklad vyuZzili DNA barcoding (COI) spolecné s vizualni identifikaci pro analyzu obsahu

Zaludkt nékolika druht Zralokt ulovenych vlecnou siti vychodné od Nového Zélandu. PouZiti
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DNA barcodingu umoznuje identifikaci kofisti i u Zraloki, které vykusuji kusy z vétsi koristi
(napt. svétloun Bonnaterriv, Dalatias licha), a vizualni identifikace je proto obtizna. Jinym
prikladem je studie skladby kofisti u okounka pstruhového (Micropterus salmoides)

v zavislosti na jeho velikosti, kterou publikoval Jo et al. (2014). S vyuZitim DNA barcodingu
(COI) identifikovali 26 typt kofisti ze ¢tyf kmend, z toho 15 na tiroven druhu. Perutyn ohnivy
(Pterois volitans) je nebezpecné se Sifici dravou invazni rybou na Mezoamerickém koralovém
utesu, coZ je druhy nejvétsi koralovy ttes na svété. Valdez-Moreno et al. (2012) publikovali
studii skladby kofisti v Zaludcich pomoci DNA barcodingu (COI). V Zaludcich bylo
identifikovano 34 rybich druhi, zejména z celedi Gobiidae (hlavacoviti) a Apogonidae
(parmovcoviti). Byl potvrzen kanibalismus. Zjisténo bylo i 20 riznych koryst, z toho 12
desetinoZct, ale jen jednoho bylo moZné s vyuZzitim databazi BOLD a GenBank urcit do
druhu. Riemann et al. (2010), s vyuZitim genu pro 18S ribozomalni RNA (jaderny gen),
analyzoval potravu malych (4,5-14,5 mm) larev dhorte fi¢niho (Anguilla anguilla)

v Sargasovém mori. Bylo zjiSténo, Ze dileZitou potravou thofich larev v této velikosti je

rosolovity zooplankton (polypovci - Hydrozoa, salpy - Thaliacea a Zebernatky - Ctenophora).

3.4.5 Barcoding a importy ryb

DNA barcoding lze vyuZivat i pro kontrolu druht v mezinarodnim obchodé. Akvarijni
s akvarijnimi rybami je proto dilezita jak z hlediska ochrany druhi pied nadmérnym lovem
ve své domoviné (Steinke et al., 2009) tak i z hlediska Sifeni nebezpecnych invazivnich druhti
a prenaSect patogentl. Rlizné staty fesi tento problém riznymi zptisoby, bud’ seznamy
zakazanych druhi (blacklist) nebo naopak povolenych (whitelist). Vymahani téchto pravidel
je vSak obtizné kviili nesnadné identifikaci druhi a také kvili moZnému pfimiSeni dalSich
druhii do zésilky (Collins et al., 2013). Identifikaci druhti miZe usnadnit DNA barcoding
(Collins et al., 2012).

Problémem je ale odbér vzorku DNA. V pripadé cennych ryb neni moZné obétovat celého
jedince a i maly odbér tkané napriklad z ploutve ryby miiZe znamenat riziko infekce. Navic je
problém samotny vybér jedinci k odbéru vzorki. Pozornosti totiz mohou uniknout odlisné,
ale podobné, druhy primiSené do zasilky. MozZné feSeni obou problémii spociva ve vyuZiti

extracelularni environmentalni DNA (eDNA), tedy DNA pritomné ve vzorku odebraném

32



z prostfedi, naptiklad vody. Tato technika dokonce umoziuje detekci druhd, které jiz v zésilce
nejsou pritomny, ale byly v kontaktu s importovanymi rybami dfive, napfiklad u obchodnika.
Pokud se jedna o rizikovy druh, mohou se na zakladé takovéto informace ucinit potfebna
karanténni opattfeni. Nicméné protoZe je DNA ve vodé nestabilni a podléha degradaci, je pri
vyuZiti eDNA nutno pracovat s kratSimi markerovymi sekvencemi neZz pfi klasickém

barcodingu (Collins et al., 2013).

3.4.6 Metabarcoding

Metody pro automatickou identifikaci vice druhi (¢i vysSich taxont) z jednoho vzorku,
napriklad vzorku z prostiedi s degradovanou eDNA (voda, ptda, vykaly a podobné), se
oznacuji jako DNA metabarcoding. Lze vyuZivat Cerstvé i velmi staré vzorky. Degradovana
DNA znemoZiuje spolehlivé vyuZziti klasickych sekvenci vyuZivanych pro barcoding a
vyZaduje kratSi useky DNA specificky navrZené pro danou studii. Je potfeba kratka variabilni
sekvence ohranicena dvéma vysoce konzervativnimi tiseky okolo 20 pard bazi pro pfipojeni
primert. Ve srovnani s dlouhou sekvenci pfi klasickém DNA barcodingu je taxonomické
rozliSeni niZsi. Proto je pro rtizné skupiny organismu (bakterie, clenovci, obratlovci)
vyZadovana samostatna PCR, coZ znesnadiiuje porovnani zastoupeni mezi jednotlivymi
skupinami (Taberlet et al., 2012). Problémem je i tvorba vhodnych databazi, ktera je velmi
nakladna. MoZnym feSenim je vyuZiti kratSich sekvenci v ramci sekvenci pouZivanych pro
klasicky barcoding, coZ je ale obtizné. Zdrojem chyb je i amplifikace pomoci PCR. Ta by
mohla byt nahrazena vychytavanim vhodnych fragmenti DNA pomoci k tomu navrZenych
oligonuklotidi, pfipadné pfimé sekvenovani eDNA extraktu bez amplifikace hledanych dsek
pomoci modernich vysoce paralelnich sekvenacnich metod (nap¥. Illumina) (Taberlet et al.,

2012).

3.4.7 Omezeni barcodingu

DileZité je, Ze barcoding je metoda pro identifikaci jiz znamych druhi. Sekvence jednoho
genu, navic pouze Castecnd, neni sama o sobé dostatecna pro popis novych druhti nebo tvorbu

fylogenetickych stromi (Taylor et Harris, 2012).
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3.5 Molekularni fylogenetika

Fylogenetika je obor studujici fylogenezi, tedy vznik a vyvoj jednotlivych vyvojovych
linii organism, historii evoluce Zivota na Zemi. Snazi se rekonstruovat priibéh kladogeneze,
tedy poradi a zptisob odvétvovani (vzacnéji i splyvani - symbiogenezi nebo mezidruhovou
hybridizaci) jednotlivych vyvojovych linii, a opira se o studium anageneze, tedy vyvoje
jednotlivych vlastnosti organismi v ramci vyvojovych linii (Flegr, 2009). V ramci procesu
kladogeneze dochazi k tzv. speciacnim udalostem, kdy z jednoho druhu matefského vzniknou
dva druhy dcefinné. Ke speciacim mtiZze dochazet velmi rychle po sobé, ale je
nepravdépodobné, Ze se vice druhti odstépilo skutecné ve stejny okamzik. Proto je v ramci
rekonstrukce kladogeneze snaha proces vyjadrit jako sekvenci binarnich vétveni a pouze
pokud to dostupna data neumoznuji, zahrnuji se multifurkace (mnohonasobna vétveni) (Flegr

2009). Predpoklad binarnich vétventi je ale kontroverzni (Brinkman a Leipe, 2001).

3.5.1 Fylogenetické stromy

Fylogeneticka analyza je vyvozovani nebo odhadovani téchto fylogenetickych vztahi
(Brinkman a Leipe, 2001). Vysledkem fylogenetické analyzy je fylogeneticky strom,
skladajici se z vétvi (angl. branches, edges) a uzli (angl. nodes, vertices). Uzly jsou terminalni
(externi) a vnitini (interni), vétve koncici termindlnim uzlem jsou periferni (koncové,
terminalni), vétve spojujici dva vnitfni uzly jsou vnitfni (Macholan 2004; Flegr, 20009).
Koncové vétve stromu predstavuji druhy, které jsme zahrnuli do analyzy, vnitini vétve,
vzhledem k omezené dobé trvani druhti, predstavuji zpravidla jiZ vymrelé predky. Pokud jsme
odvodili od druhti dnesnich. Jsou-li do analyzy zahrnuty i druhy vyhynulé, znamé
z paleontologického zaznamu, lze je umistit i na vnitini vétve. Délka vétvi fylogenetického
stromu vyjadruje dobu trvani jednotlivych druht ¢i mnozstvi evolucnich zmén. V pripadé, Ze
délka vétvi grafu nevyjadruje Zadny biologicky vyznam, jednéa se pouze o schéma

kladogeneze (Flegr, 2009). Ve stromu podle jeho matematické definice (je necyklicky)

rrrrrrr
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potieba pouZit sit’ (Macholan, 2014). Strom, ktery obsahuje pouze bifurkace, se nazyva

binarni neboli plné vyreSeny (angl. fully resolved) (Macholan, 2004).

Fylogeneticky strom mitiZe byt bud’ s kofenem (angl. rooted tree), tzn. Ze je identifikovan
nejstarsi spolecny predek ostatnich taxonti, nebo bez kotene (angl. unrooted tree), kde
nejstarsi spolecny predek identifikovan neni (Macholan, 2004). Strom, jehoZ terminalni uzly
jsou pojmenovany, ze nazyva oznaceny (angl. labeled). Koren fylogenetického stromu lze
stanovit, pfidame-li do analyzy tzv. vnéjsi skupinu (angl. outgroup), ktera by némeéla byt prilis
fylogeneticky vzdéalena od studovanych taxont (tzv. vnitfni skupina, ingroup), ale nesmi byt

jeji soucasti. V idedlnim ptipadé by to méla byt skupina sesterska (Macholan 2014).

3.5.2 Molekularni znaky vyuZivané pro fylogenetickou analyzu

V dobach pred rozvojem molekularni biologie se pro fylogenetickou analyzu pouZivaly
klasické, predevsim morfologické znaky. V posledni dobé se stéle vice vyuZiva znaki
molekularnich, a to i v ichtyologii (Carvalho et Pitcher, 1994). PouZitelnych molekularnich
znakd je cela fada. Znaky pro fylogenetickou analyzu by mély spliiovat dvé dtleZité
podminky. Mély byt vzajemné nezavislé (jinak je pfi analyze nutno brat v ivahu kovarianci,
tedy miru zavislosti, coZ komplikuje vypocty) a mély by byt vzajemné homologni (Macholan,

2004).

o7 e

Tradi¢ni, dnes jiZ v podstaté historicka (Macholan, 2014) je metoda zaloZena na
elektroforetické analyze isozymt respektive alozyma. Isozymy jsou funkcné podobné, ale
odliSitelné formy enzymii, kédované jednim nebo vice geny (v pfipadé, Ze jsou isozymy
produkty rznych alel téhoZ genu, jedna se o alozymy). Jednim z problémii isozymové
analyzy je skutecnost, Ze ne kazda zména genu se projevi zménou prisluSného proteinu
(synonymni mutace zptisobené degenerovanym genetickym kédem nejsou pochopitelné
elektroforézou proteinti detekovatelné). Navic lze vyuZit jen geny aktivné exprimujici
histochemicky detekovatelné proteiny, coZ je jen mala cast genomu zvitete (Park et Moran,
1994). Analyza tzv. mikrosateliti (SSLP - simple sequence length polymorphism) vyuziva

skutecnost, Ze se v genomech vyskytuji lokusy s mnohonasobnymi repeticemi jednoduchého
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vzoru. Pocet repetic vzoru je variabilni, po amplifikaci pomoci PCR se jeho délka urcuje
elektroforeticky. V poctu repetic je obvykle velky polymorfismus i v rdmci druhu ¢i populace,
analyza mikrosatelitti je proto mimoradné vyhodna pro vnitropopulacni a vnitrodruhové

studie (Flegr, 2009).

Pro fylogenetickou analyzu lze vyuZit i Stépeni DNA restrik¢nimi endonukleazami
(enzymy Stépici v misté specifické kratké sekvence). Restrik¢ni data Ize vyuzit bud’ v podobé
kompletni restrikéni mapy znazornujici mista Stépeni, nebo castéji jen v podobé informaci
o pritomnosti ¢i nepritomnosti fragmentt urcité délky (RFLP - restriction fragment length
polymorphism). Ani RFLP se dnes uZ pro fylogenetickou analyzu prakticky nepouZiva
(Macholén, 2014). Zajimava je metoda SSCP (single-strand conformational polymorphism).
Pii té se zkouma elektroforeticka pohyblivost jednoretézcovych tisekit DNA, vzniklych
denaturaci piivodné dvouretézcové DNA. Jednoretézcova molekula zaujima, diky vzajemné
komplementarité svych vlastnich tsekd, trojrozmérnou strukturu, kterd vyznamné ovliviiuje
jeji pohyblivost. Detekovatelnymi zménami mobility se projevi az 90% jednonukleotidovych
substituci (Flegr, 2009). Metoda RAPD (randomly amplified polymorphic DNA) vyuZiva
amplifikace DNA pomoci kratkych (okolo deseti nukleotid®) primerti, ¢imz se dosahne
amplifikace mnoha usekd z riznych ¢asti genomu. Amplifikované dseky pak vytvofi pri
elektroforéze komplexni soubor prouzki, ktery muZe byt druhové specificky. Vyhodou je, Ze

nemusime mit Zadnou predbéZnou znalost o daném genomu (Macholan, 2014).

Podobnost sekvenci DNA v ramci celého genomu lze srovnavat i hybridizaci DNA
v roztoku (smés DNA dvou blizce pribuznych druhii renaturuje témér stejné rychle a dokonale
jako v pripadé DNA z jednoho druhu). VyuzZivat lze i imunologické metody zaloZené na

zkiiZené reaktivité protilatek mezi dvéma druhy (Flegr, 2009).

Z hlediska dalsiho zpracovani jsou ale nejvhodnéjsim zdrojem molekularnich znak
vysledky sekvenovani DNA (Flegr, 2009). Umoziiuji totiZ odhalit nejvice genetickych znaki,
kterymi se studované druhy lisi a umozZnuji i identifikovat znaky, které jsou pravdépodobné
selek¢né neutralni (substituce v pseudogenech, intronech a synonymni mutace v oblastech

kodujicich proteiny) (Flegr, 2009). S rozvojem a zlevnovanim metod sekvenovani jsou DNA
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sekvence stale CastéjSim zdrojem dat pro fylogenetickou analyzu (Flegr, 2009; Macholan,
2014).

Obecné 1ze molekularni data vyuZitelna ve fylogenetické analyze rozdélit na dvé
kategorie. Jednou kategorii jsou data ve formé vzdalenosti (distanci, podobnosti) mezi
jednotlivymi taxony. Nékteré vySe zminéné metody, jako hybridizace DNA nebo metody
imunologické poskytuji data pouze jako vzdalenosti mezi dvojicemi taxonti. Druhou kategorii
jsou jednotlivé kvalitativni znaky, jako napriklad restrik¢ni fragmenty nebo nukleotidové
sekvence. DtileZité je, Ze kvalitativni znaky lze snadno prevést na vzdalenosti mezi taxony, ale

opacné to mozné neni (Avise, 2004).

3.5.3 Metody rekonstrukce fylogeneze

Rekonstrukce fylogeneze je kvalifikovany odhad skutecné evolucni historie na zakladé
nekompletni informace v dostupnych datech, kterda mohou byt i navzdjem konfliktni.
Vysledkem analyzy je proto hypotéza, kterou je moZné porovnavat s jinymi hypotézami.
Fylogenetické metody lze rozdélit podle dvou kritérii — podle metody konstrukce stromti a
podle typu pouzitych dat (tj. distanci mezi taxony nebo znakii). Podle metody konstrukce
stromd lze rozliSit dva principialné odliSné pristupy, tj. metody algoritmické a metody

zaloZené na kritériu optimality (Macholan, 2014).

Algoritmické metody postupuji definovanou sekvenci krokti (vypocetnim algoritmem) ke
konstrukci jediného vysledného stromu. ProtoZe vedou pfimocare ke konec¢nému feSeni,
byvaji velmi rychlé. Metody zaloZené na kritériu optimality vygeneruji vSechny pripustné
stromy a nasledné, podle predem zvoleného kritéria optimality, zvoli strom nejlépe vyhovujici
(nebo vice stromt stejné dobfe vyhovujicich). ProtoZe vSak musi vygenerovat a vyhodnotit
obrovskou mnozinu stromt, jsou velmi vypocetné narocné (Flegr, 2009). Pocet oznaCenych

binarnich stromt s kofenem pro n druhi 1ze vypocitat podle vzorce:

(2n—3)!
2" (n—-2)!
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To pro 10 druhti znamena 34459425 stromt a pro 20 druhi jiz 8200794532637891559375
riznych stromu, pro 50 druhti je stromt 2,75292 x 107® (Felsenstein, 2004). To vyZaduje
znaCné mnoZzstvi pocitacového casu. Nevyhodou algoritmickych metod je v3ak fakt, Ze
vysledky se mohou liSit podle potadi v jakém data vstupuji do analyzy (Flegr, 2009). Metody
zaloZené kritériu optimality jsou matematicky presnéjsi (Swofford et Sullivan, 2009). Jejich
vypocetni narocnost se v praxi sniZuje tim, Ze se nevyhodnocuji uplné vSechny stromy, ale
pomoci riznych heuristickych metod se nékteré stromy predem vylucuji z analyzy. To vSak

miiZe vést k tomu, Ze nejlépe vyhovujici strom neni viibec nalezen (Flegr, 2009).

Prikladem algoritmickych metod zaloZenych na distan¢nich datech je metoda UPGMA
(nevazZena parova metoda aritmetickych priimérti) nebo spojovani sousedt (neighbor-joining).
Mezi metody zaloZené na kritériu optimality a distanc¢nich datech patii naptiklad metoda
minimdlni evoluce. Prikladem metod zaloZenych na kritériu optimality a znakovych datech
jsou metoda maximalni tispornosti (parsimonie), metoda maximalni vérohodnosti (maximum

likelihood) a Bayesovska analyza (Macholan, 2014).

3.5.3.1 Metoda maximdlni tuspornosti

Metoda maximalni tispornosti (parsimonie, maximum parsimony), patfici mezi
nejoblibenéjsi metody konstrukce fylogenetickych stromd, je zaloZena na principu
metodologie védy (Occamova britva). Jednoduchosti se v tomto pripadé mysli co nejmensi
pocet evolucnich krokt. Principem metody maximalni Gspornosti je vybrat fylogeneticky
strom s minimalni celkovou délkou (to znamena minimalnim poc¢tem evolucnich udalosti)

(Macholén, 2014; Felsenstein, 2004).

Vyuzivame-li metodu maximalni dspornosti pro konstrukci fylogenetického stromu na
zakladé sekvenci DNA, nezajimaji nas vSechny casti sekvence. Pozice, které obsahuji u vSech
taxoni stejny nukleotid (tzv. invariabilni mista) jsou z analyzy vyloucena. Ale ani misto, které
nese odlisSny nukleotid u jediné sekvence, neni informativni (vylu¢né odvozeny, autapomorfni
znak). Proto je celkovy pocet potfebnych znakt vysoky. Problémem vsak mtze byt i velky

pocet homoplazii mezi znaky (tedy situaci, kdy se identicky znak vyskytuje u riznych
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organismt, anizZ by byl zdédén od spolecného predka (Flegr, 2009)). V takovém pripadé
nemusi byt vysledek spolehlivy ani pri velkém poctu pouzitych znakid (Macholan, 2014).

Existuje nékolik riznych variant metody maximalni dspornosti podle toho s jakymi
vstupnimi predpoklady pracuji. Pro vSechny je spolecna snaha o minimalizaci evolu¢nich
krokt. Fitchova parsimonie neuvazuje Zadna omezeni typd zmén, které v evoluci probihaji.
Zmény mohou probihat vSemi sméry a kazdy znak se miZe pfimo ménit ve kterykoliv jiny
(tedy napriklad A mtiZe byt substituovan C, G i T). Wagnerova parsimonie uvazuje znaky
s definovanym poradim hodnot, kdy zména musi probihat vZdy postupné pres vSechny

mezihodnoty, pravdépodobnost zmény obéma sméry je vSak stale stejna (Macholan, 2004).

Dollova parsimonie je zaloZena na Dollové zakonu o nevratnosti evoluc¢niho vyvoje, ktery
v jedné ze svych forem fika, Ze komplexni znak, ktery jednou vzniknul, nemtiZe ve stejné
formé vzniknout znovu (z tohoto zékona existuje fada vyjimek a ma i fadu riznych formulaci)

(Felsenstein, 2004).

Dollova parsimonie predpoklada, Ze znak existuje ve dvou formach, ancestralni formé (0)
a komplexni odvozené formé (1). Forma 0 se miiZe zménit ve formu 1 pouze jednou, ale
forma 1 mtize mnohokrat revertovat zpét ve formu 0. Dollova parsimonie se snazi
minimalizovat pocet téchto reverzi (Felsenstein, 2004). Dollova parsimonie se pouZiva
napriklad jako hruby model v pripadé prace s restrikénimi daty (ztrata restrik¢niho mista je
pravdépodobnéjsi neZ jeho nabyti) nebo s introny (stejny intron neni téméf nikdy zaclenén na
stejné misto genomu). Dollova parsimonie ale mtize vést k velkému nadhodnoceni nutnych
evolucnich krok, pokud skutecné dany komplexni znak vznikne vicekrat. Proto se naptiklad
pouziva modifikace s tzv. uvolnénym Dollovym kritériem, kdy napriklad dvojnasobny vznik
znaku uptfednostnime pted jednim vznikem a deseti ztratami (Macholan, 2014). Naopak
Camin-Sokalova parsimonie predpoklada moZnost zmény znaku v jiny, nikoliv vSak zménu
v opacném sméru (reverzi). To odpovida malym delecim DNA. V pripadé vétSich,

prekryvajicich se deleci, jiZ metoda vhodna neni (Felsenstein, 2014).

Vazena (transverzni) parsimonie prirazuje vétsi vahu transverzim neZz transicim.

Transverze jsou totiZ vzacnéjsi a tak nehrozi tak vazné nebezpecim, Ze je v mistech
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podléhajicich rychlé evoluci jedna substituce prekryta druhou. Transice mohou byt naopak

uzite¢né pro fylogenetickou analyzu mezi blizce pfibuznymi taxony (Macholéan, 2014).

Generalizovana parsimonie predstavuje zevSeobecnéni riznych metod tim, Ze ke kazdému
typu zmény prifadime urcitou hodnotu nakladi na zménu. Vysledkem je matice nakladi (cost
matrix) neboli krokova matice (step matrix). Cim je vSak metoda obecnéjsi, tim vyssi je

vypocetni narocnost (Macholan, 2014).

Metoda maximalni tispornosti je zaloZena na kritériu optimality a tudiZ vyZaduje
vyhledani nejlepsiho stromu (¢i stromil) mezi vSemi mozZnymi. Prohledat ale skute¢né
vSechny mozZné stromy je vzhledem k jejich mnozZstvi velmi vypocCetné narocné, zejména
v pripadé dlouhych sekvenci a vétSiho mnozZstvi taxoni. Proto se v takovych pripadech
vyuziva riznych heuristickych metod, napfiklad postupného pridavéani taxond. Tyto metody
vypocet velmi urychluji, ovSem nezarucuji nalezeni nejlepSiho mozného stromu (Macholan,

2014).

3.5.3.2 Metoda maximdlni vérohodnosti

Metoda maximalni vérohodnosti (maximum likelihood) je jednou z centralnich metod
matematické statistiky a pouZiva se pro feSeni fady uloh z rtiznych oblasti. Pfikladem miize
byt napfiklad hod minci. Pfedpokladame-li, Ze vysledky jednotlivych hodid minci jsou
navzajem nezavislé, pravdépodobnost panny (P) je vZdy p, pravdépodobnost orla (O) je tudiz
p-1 a ziskame-li jedenacti hody sekvenci PPOOPOPPOOQO, lze snadno spocitat
pravdépodobnost takového vysledku (Felsenstein, 2004):

L = pp(1-p)(1-p)p(1-p)pp(1-p)(1-p)(1-p) = p°(1-p)°

Pro hodnoty pravdépodobnosti od nuly do jedné pak ziskame nasledujici kfivku hodnot
vérohodnosti (vytvoreno v programu gnuplot). Jeji maximum je pfi pravdépodobnosti rovné
5/11 (coz lze ovérit pomoci derivace). Maximalni vérohodnost je tedy pri p = 5/11.

(Felsenstein, 2004):
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p:§::|: 5 [: 1 _p:]:+::+:6

p=5/11=0.45

L (v&rohodnost)

Porovnavat rtizné hypotézy pak Ize pak pomoci vérohodnostniho poméru (Macholan

2014).

Vypocet vérohodnosti fylogenetického stromu vychazi ze sefazenych (aligned) DNA
sekvenci a z fylogenetického stromu s urcitou topologii a délkami vétvi (jejichz délka
vyjadfuje pravdépodobnost zmén podél nich, nikoliv cas). Je potifeba evoluc¢ni model, ktery
umoznuje vypocitat pravdépodobnosti zmén podél vétvi. Predpoklada se, Ze evoluce
v jednotlivych pozicich sekvence i v jednotlivych liniich v ramci stromu je nezavisla

(Macholan 2014; Felsenstein 2004).
Na rozdil od prikladu s mincemi je ale nalezeni nejvérohodnéjSiho stromu tkol prili§
sloZity, neZ aby mohl byt proveden analyticky. Provadi se numericky a vyZaduje velké

mnoZstvi iteraci, proto je vypocetné velmi naroCny. (Macholan, 2014).

Srovname-li metodu maximalni vérohodnosti s vypocetné méné narocnou metodou

maximalni parsimonie, l1ze konstatovat, Ze za predpokladu relativné malych evolu¢nich zmén
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byvaji vysledky obou metod podobné. V pripadé vysoké frekvence substituci nebo
nerovnomeérné evoluce podél jednotlivych vétvi stromu mohou byt vysledky vyrazné odliSné.
DileZitym rysem metody maximalni vérohodnosti ve srovnani napfiklad s metodou
maximalni parsimonie je explicitni specifikace konkrétniho evolu¢niho modelu. To ma své
zastance i odptrce. Kritizovanou nevyhodou je vnaseni jisté subjektivnosti do analyzy.
Vysoka vypocetni narocnost také znamend, Ze neni mozZné vzdy porovnat vSechny mozZné
stromy a muZe tak byt nalezeno pouze lokélni, nikoliv globalni maximum vérohodnosti

(Macholan, 2014).

3.5.3.3 Bayesovska analyza

Bayesovska fylogeneticka analyza je blizce pfibuzna metodé maximalni vérohodnosti, ale
kombinuje odhad pravdépodobnosti vzniku studovanych dat za predpokladu urcité hypotézy
s tim, co o datech a priori predpokladame. Vysledna veli¢ina se nazyva aposteriorni
pravdépodobnost a vyjadiuje pravdépodobnost spravnosti specifikované hypotézy pri
existenci ziskanych dat (Macholan, 2014). Metoda je zaloZena na matematické vété, jejimz

autorem je anglicky matematik Thomas Bayes:

P(D|H)P(H)
P(D)

P(H|D)=

P(DJH) je podminéna pravdépodobnost dat pfi urcité hypotéze (vérohodnost), P(H) je
apriorni pravdépodobnost hypotézy a P(D) je suma Citatelli pro vSechny mozné hypotézy H

(Macholan, 2014).

V obecné roviné lze Bayesovu vétu demonstrovat na hracich kostkach. Vybirame hraci
kostku ze sady, kde je presné 20% faleSnych kostech (na kterych castéji pada Sestka), coz
vime (a priori pravdépodobnost). Hodime dvé Cisla, padne dvojka a Sestka. Pravdépodobnost
takového vysledku je ale vyssi v pripadé falesné kostky (18/441) nez kostky pravé (1/36).
Dosadime-li tyto hodnoty do Bayesovy rovnice, vyjde nam aposteriorni pravdépodobnost
0,269. Odhad pravdépodobnosti, Ze je kostka falesna, se tedy na zakladé vysledkt dvou hodt
zvysil (Macholan, 2014).
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DileZitym faktorem Bayesovské analyzy jsou proto apriorni pravdépodobnosti, které musi
byt zvoleny. Narozdil od prikladu s kostkami je totizZ ve fylogenetické analyze zpravidla
nezname. Metody pro volbu apriornich pravdépodobnosti jsou rtizné, vcetné vybéru
z arbitrarniho rozdéleni pro délky vétvi (napf. exponencialni) ¢i uniformniho rozdéleni (flat
priors) (Macholan, 2014). Je nutné si uvédomit, Ze apriorni pravdépodobnosti je nutné vzdy
zvolit, i pokud nechdme vybér na pouZitém programu, provedl vybér vlastné autor softwaru
(Felsenstein, 2004). Ohledné apriornich pravdépodobnosti a jejich volby panuji jisté
kontroverze. Obvykle ale nejsou vysledné aposteriorni pravdépodobnosti na zmény apriornich
pravdépodobnosti prilis citlivé a tato citlivost klesa s rostoucim mnozstvim dat (Macholan,

2014).

3.5.4 Software pro fylogenetickou analyzu

PHYLIP (the PHYLogeny Inference Package) je balik fylogenetickych programi, jehoz
autorem je Joseph Felsenstein. Plivodni verze v Pascalu je z roku 1980, od roku 1993 je psan
v jazyce C (Felsenstein, 2004). Je k dispozici zdarma pod opensource licenci na adrese
http://evolution.gs.washington.edu/phylip.html v€etné dokumentace. Jsou k dispozici i
spustitelné soubory pro Windows, Mac OS X i Linux. Obsahuje fadu dil¢ich programd,
vCetné programt pro maximalni parsimonii, maximalni vérohodnost a dalsi. Programy se
ovladaji pomoci textového menu a data se zadavaji v textovém souboru. Generované stromy

jsou v textovych souborech ve standardnim Newick formatu.

Napriklad program Dnaml z balaku PHYLIP slouzi k tvorbé stromi na zakladé metody
maximalni vérohodnosti. K jednoduchému otestovani funkce jsem pouzil 5 ndhodné
vybranych sekvenci fragmenti mitochondridlniho genu COI labyrintnich a pfibuznych ryb
stazenych ve formatu FASTA z databaze BOLD (BLB008-10 Channa striata, ANGEN114-15
Trichogaster fasciata, GBGCA9560-15 Macropodus opercularis, OFBI073-11 Trichogaster
lalius a DSANAOQ76-08 Betta splendens). Alignment sekvenci byl proveden programem
Clustal Omega (webové rozhrani, http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Vysledek byl ve

formatu PHYLIP pfedan ke zpracovani programu Dnaml:
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Nucleic acid sequence Maximum Likelihood method, version 3.696

Empirical Base Frequencies:

A 0.25594
(o 0.24140
G 0.17089
T(U) 0.33177
Transition/transversion ratio = 2.000000
tomme - Betta sple
+--1
to---- Macropodus

+----Trich. lal

| +----- Trich. fas

R Channa str

remember: this is an unrooted tree!

Ln Likelihood = -3605.62215

Between And Length Approx. Confidence Limits

2 Channa str 0.13433 ( 0.09815, 0.17051) **
2 1 0.04778 ( 0.02272, 0.07284) **
1 Betta sple 0.14117 ( 0.10549, 0.17685) **
1 Macropodus 0.09439 ( 0.06424, 0.12454) **
2 3 0.05420 ( 0.02904, 0.07936) **
3 Trich. lal 0.08420 ( 0.05599, 0.11240) **
3 Trich. fas 0.09691 ( 0.06645, 0.12738) **

significantly positive, P < 0.05
** = significantly positive, P < 0.01

PrestoZe se jedna pouze o jednoduchy test programu (jeden usek genu nepostacuje pro

kvalitni analyzu), vytvoreny fylogeneticky strom odpovida soucasnym poznatkiim o
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fylogenezi labyrintek a jejich taxomii — Trichogaster je jeden rod, Betta a Macropodus patii
do jedné podceledi a Channa je z tiplné jiné Celedi, mimo vlastni labyrintni ryby (Riiber et al.,

2006).

PAUP* (http://paup.csit.fsu.edu/) je dalsim balikem programt pro fylogenetickou analyzu.
Nazev plivodné znamenda Phylogenetic Analysis Using Parsimony, ale dnes podporuje i dalsi
metody, v€etné maximalni vérohodnosti (Swofford, n.d.). Narozdil od baliku PHYLIP ale
neni zdarma k dispozici. Podobné jako PHYLIP patii k balikiim nejpouZivanéjSim a

nejcitovanéjSim v odborné literatufe (Felsenstein, 2004).

Pro bayesianskou fylogenetickou analyzu se pouziva program MRBAYES. ProtoZe feSeni
nelze nalézt analyticky, pouziva MRBAYES pro aproximaci aposteriornich pravdépodobnosti
metodu Monte Carlo Markovovych fetezci (MCMC, Markov chain Monte Carlo) a jeji
modifikaci MCMCMC (Metropolis-coupled MCMC). Monte Carlo jsou metody, které
vyuzivaji ndhodného vybéru vzorkd, pricemz s velkym mnozstvim nahodnych se vysledny
fylogeneticky strom bliZi skutecnému (Macholan, 2014). Program je pod svobodnou licenci a
v soucasnosti dostupny vcetné zdrojovych kodu na serveru SourceForge

(http://mrbayes.sourceforge.net/).

3.5.5 Priklady fylogenetickych analyz

V zajimavé studii byl pouZit okoun Ficni (Perca fluviatilis) pro vyzkum tras, kterymi
sladkovodni ryby rekolonizovali postglacialni Evropu. Okoun je vhodny mimo jiné proto, Ze
snasi vysoky rozsah teplot, coZ umoZiiuje ¢asnou rekolonizaci, a také neni, narozdil tfeba od
lososovitych ryb, Sifen clovékem. VyuZito bylo sekvenovani ¢asti mitochondrialni DNA (D-
smycka) a pro doplnéni i metoda RAPD. Analyzovano bylo 55 evropskych a jedna sibifska
populace. Identifikovano bylo 35 mitochondridlnich haplotypii a z nich byl vytvoren
kladogram. Nasledné byl porovnan s geografickym rozsifenim haplotypti. Data podporuji
hypotézu, Ze souCasné zapadoevropské a severoevropské byly kolonizovany ze tfech hlavnich

refugii v jihovychodni, severovychodni a zapadni Evropé (Nesbg et al., 1999).

Gerlach et al. (2001) vyuZili pét mikrosatelitovyvh lokust pro analyzu populace okounti

cor

ficnich v Bodamském jezeru. Zjistili, Ze v jezefe Ziji dvé velké, geneticky odliSné populace,
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jedna v zapadni a druha ve vychodni Casti jezera. Zjistili také, Ze okouni maji tendenci se

sdruzovat v hejnech pribuznych jedincti (Gerlach et al., 2001).

3.5.6 Vyuziti masivné paralelniho sekvenovani pro fylogenetické analyzy

Biogeografie tradi¢né zkoumala biodiverzitu na zakladé geografického rozsiteni druhda.
Molekularni metody prinesly nové moZnosti, napfiklad porovnavat navzajem biologické a
geografické kladogramy a objevovat tak jejich souvislosti, geografické procesy urcujici
rozsifeni druhti (viz napt. Nesbg et al. (1999) a vyzkum postglacialni rekolonizace
evropskych sladkych vod). Analyzy zaloZené na malém poctu lokusti ale neposkytuji vSechny
potfebné informace. Analyza vétSiho mnoZstvi nezavislych lokusi umoziuje ziskat o historii
druhti vice informaci a s vétsi jistotou. Masivné paralelni sekvenacni metody nové generace
umoznuji ziskat dostatek sekvencnich dat, dilezitou limitaci je vSak stale zpracovani tak
obrovského mnozZstvi dat (Rocha et al., 2013). Aby bylo masivné paralelni sekvenovani
ekonomické, je ale nutné sekvenovat mnoho vzorkl najednou (rtizné vzorky jsou oznaceny
specidlnimi sekvencemi, tagy, pfidanymi pomoci PCR nebo ligace, takZe je lze pti zpracovani

vysledkt odlisit) (McCormack et al., 2013).

V molekularni fylogenetice bylo tradi¢né vyuzivano malé mnozstvi genti reprezentujicich
jen maly zlomek celého genomu. Diivod pro pouZiti vétSiho mnoZstvi nezavislych genii
(lokusti) je ten, Ze stromy vytvorené z jednotlivych geni jsou navzajem Casto diskordantni
(neshodné) (Rocha et al., 2013). Zahrnutim informaci o vice lokusech do fylogenetocké

analyzy lze kompenzovat nahodné odchylky jednotlivych genii (McCormack et al., 2013).

Pred vlastnim masivné paralelnim sekvenovanim je tteba DNA pripravit tak, aby
obsahovala vhodné mnoZstvi (dostatecné velké, ale ne prilis, abychom dokazali vysledky
zpracovat) ortolognich (navzajem si odpovidajicich) lokust (McCormack et al., 2013).
Existuje nékolik zptisobti jak toho dosdhnout. Volba metody zavisi na mnozZstvi poZadovanych

lokust, vypocetni kapacité atd. (Rocha et al., 2013).
Sekvenovani PCR amplikonti (amplicon sequencing) je metoda vhodné pro malé mnozstvi

lokust, protozZe pro kazdy z lokust je potfeba samostatna PCR reakce. Vyhodou je dobra

reprodukovatelnost diky pouziti specifickych primerti (Rocha et al., 2013).
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Metoda zvana targeted enrichment umoziuje sekvenovat tisice lokusii bez nutnosti PCR
reakci specifickych pro jednotlivé lokusy. Vyuziva vychytavani specifickych DNA sekvenci
jejich hybridizaci s DNA sondami, které jsou ukotveny napriklad na mikrokulickach (Rocha

et al., 2013).

Nékteré metody jsou zaloZené na Stépeni genomu pomoci restrik¢nich endonukleaz,
napiiklad RAD (Restriction-site Associated DNA). K mistlim rozstépenym restriktazou je
priligovan specialni adaptér, DNA je pak fragmentovana na jeSté mensi Casti a sekvenovany
jsou jen Casti obsahujici adaptér. Tak je sekvenovana DNA v blizkosti restrikénich mist
(Davey et Blaxter, 2010). Velka variabilita restrik¢nich mist predurcuje tuto metodu pro

analyzu populaci ¢i blizce ptibuznych druht (Rocha et al., 2013).

Dalsi moznou metodou je vyuziti transkriptomt (tedy RNA molekul vniklych transkripci z
DNA). Transkriptom je vlastné jakasi prirozené redukovana forma genomu. Nejprve je
extrahovana RNA, nasledné je provedena reverzni transkripce do cDNA a nasledné DNA
sekvenace. Vyhodou transkripomu je fakt, jsou analyzovany funkcni geny, které mohou byt
ovlivnéné selekci - to miZe byt vyuzito k odhaleni funkce genti a jejich vztahu k prostredi.
Nevyhodou transkriptomti je skutecnost, Zze RNA degraduje mnohem rychleji nezZ DNA (je

méné stabilni) a jsou proto vyZadovany tkanové vzorky vysoké kvality (Rocha et al., 2013).

~evs

sekvenovani celych genomti. Takové studie jsou vSak stale omezeny nedostate¢nym rozvojem
bioinformatiky, na hardwarové i softwarové urovni (Rocha et al., 2013). Nicmén€ pocet plné
osekvenovanych rybich genomt neustale roste. Prvnim kompletné osekvenovanym genomem
obratlovce (s vyjimkou ¢lovéka) byly genom rybi (¢tverzubec fugu Takifugu rubripes v roce
2002). V roce 2004 byl osekvenovan genom dalSiho ¢tverzubce - ¢tverzubce zeleného
(Tetraodon nigroviridis) (Koepfli et al., 2015). Ctverzubci maji totiZ velmi maly, kompaktni
genom, genom Ctverzubce zeleného je nejmensi znamy ze vSech obratlovci (Jaillon et al.,
2004). Brzy byly plné osekvenovany i dalSi ryby, zejména druhy, které slouZi jako modelové
organismy v genetickém vyzkumu - medaka japonska (Oryzias latipes), koljuska tfiostna

(Gasterosteus aculeatus), danio pruhované (Danio rerio, znama zebrafish), a plata skvrnita
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(Xiphophorus maculatus). K prosinci 2014 byly plné osekvenovany a publikovany 2 druhy
kruhoustych (Cyclostomata), 1 druh paryb (Chondrichthyes), 19 druhti paprskoploutvych a
2 druhy nozdratych (Sarcopterygii), fada dalSich druhti byla pred dokoncenim ¢i publikaci
(Koepfli et al., 2015). Projekt Genome 10K si klade za cil osekvenovat 10000 obratlovcich
genomi, z toho mé byt 4000 genomt rybich (Bernardi et al., 2012).

Vyuziti masivné paralelniho sekvenovani a velkého mnozZstvi lokusti miiZe prinést zcela
nové poznatky. Napriklad hybridizace mezi morskymi rybami se ukazuje jako mnohem
Castéjsi nezZ se dfive soudilo a studium umoZiiuje studovat genovy tok béhem speciace a

retikulatni evoluce (p¥i které se linie spojuji) (Rocha et al., 2013).
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4 Zaveér

Molekularni metody a zejména sekvenovani DNA zaZivaji v poslednich letech obrovsky
rozmach. Technologicky vyvoj v oblasti sekvenovacich metod béhem poslednich deseti let
(masivné paralelni metody) sekvenovani nesmirné zrychlil, zlevnil a zpfistupnil pro feSeni
problémd, kde to dfive bylo technicky ¢i ekonomicky nemyslitelné. Rychlost sekvenovani se
zvySuje takovou rychlosti, Ze prekonava i rychlost rozvoje vypocetni techniky a zpracovani a
analyza dat se stava stale vyznamnéjSim problémem vyZadujicim pokrocilé statistickeé,
matematické a algoritmické metody. Rozvoj sekvenovani umoZnuje vyuZivat sekvencni data
ve stéle vice oblastech, od fylogenetiky, kde probiha posun od vyuZiti jednotlivych gent
k vyuziti vétsich c¢asti genomu, coz napfiklad umoZiiuje Identifikace druhti pomoci sekvence
DNA jiZ umozZnuje pracovat nikoliv se vzorky tkané, ale i s environmentalni DNA, ziskanou

ze vzorki prostiedi. A metody sekvenovani stale prochazi bouflivym rozvojem.

Domnivam se, Ze sekvenovani DNA bude stale vyznamnéjSim nastrojem ichtyologie i celé
biologie. S tim bude nabyvat i vyznam souvisejich analytickych metod a bioinformatiky
obecné. Zajimavé je i to, Ze se zleviiovanim a zpfistupiovanim molekularnich metod, se jejich
zaklady stavaji dostupné nejen odborné ale i amatérské verejnosti, predevSim v ramci tzv.
hnuti DIYbio. Nékteré DIYbio skupiny napriklad poradaly pro verejnost workshopy DNA

barcodingu pro ovéreni pravosti rybiho masa.
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