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ABSTRAKT

Tato bakalarskd prace se zabyva molekularni taxonomii pomoci mitochondridlni DNA.
V tvodu je popsana taxonomie obecna a molekularni. V teoretické Casti je dale popsana
struktura a slozeni zivocisné buiiky, deoxyribonukleové kyseliny a mitochondrialni
deoxyribonukleové kyseliny. Dalsi ¢ast obsahuje informace o DNA barcodingu a
numerickych metodach reprezentace genomickych sekvenci. V praktické ¢asti je popsan
program zvolené numerické metody pro zpracovani genomickych sekvenci a programy pro
tvorbu a pfifazovani sekvenci referencnim druhtim.
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ABSTRACT

This work deals with mitochondrial DNA and molecular taxonomy. Structure and
composition of animal cell, deoxyribonucleic acids and mitochondrial ribonucleic acids are
described in the introduction. Another part contains information of DNA barcoding and
numerical representation of genomic sequences. Programs are described in the practical part.
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Uvod

Taxonomie predstavuje hierarchicky systém, do kterého mizeme zafadit dle
urcitych znakt Zivocichy a rostliny. Tento systém se vytvarel pouze pomoci urcitych
strukturalnich znakd, jako jsou velikost, barva ... atd. V pfipad€, kdy z organismu mame
k dispozici jen kousek tkan€, musime hledat jiné zptisoby identifikace organisma.

Pravé molekularni taxonomie pii tfidéni organismi do hierarchickych skupin
vyuzivd molekularnimi znaky, pod kterymi rozumime znaky ulozené v sekvencich
informac¢nich makromolekul, jako jsou DNA, RNA a proteiny.

Systém, ktery se o toto tfidéni snazi, se nazyva DNA barcoding, ktery v sobé
zahrnuje samotné vytvareni databazi zivoCichu, ale také sit’ organizaci zabyvajici se touto
problematikou. Standardni metody analyzy DNA sekvenci pracuji s jejich symbolickou
reprezentaci. Alternativné se pouzivaji numerické metody reprezentace genomickych dat.
(1], 2]

Cilem této prace je seznamit se s molekularni taxonomii, bunécnou biologii, DNA
barcodingem a numerickymi metodami zpracovani genomickych sekvenci. Z téchto metod
najit nejvhodnéj§i pro zpracovani pouzitych dat a programové tuto metodu realizovat.
Pomoci zvolené metody vytvofit v programovém prostiedi referencni numerické sekvence
dvaceti druhti a poté provést klasifikaci souboru s databaze BOLD pomoci distan¢niho

porovnani s referenénimi sekvencemi.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Taxonomie

Taxonomie je véda studujici taxony, jejich rozeznavani, ohrani¢ovani, klasifikaci,
vnitini strukturu, vznik a historicky vyvoj.

Taxon je jakykoli pfirozeny a rozliSitelny soubor Zzijicich i vymfelych organismi,
ktery je do té miry vyhranény, ze jej piijimame i jako jednotku klasifikace. Je to
systematicka jednotka tvofena skupinou organismi, pro které je spolecny urcity stupei
ptibuznosti, a které se svymi znaky odliSuji od ostatnich systematickych jednotek stejné
trovng. Cim je taxon niZsi, tim podobng&jsi organismy v sob& zahruje. Jednotlivé taxony
jsou hierarchicky sefazeny do kategorii. Kategorie jsou sefazeny nasledovné: tiSe, kmen,
oddéleni, tfida, fad, Celed, rod a druh. Jména druhd jsou dvouslovna, jsou sloZena
z rodového jména a druhového privlastku. Této formé fikame binomicka nomenklatura.
Vymezeni taxonu vys$Sich nez druh a vytvoreni jejich klasifikace je v soucasné dobé
spojeno s fylogenetikou, ktera se snazi o rekonstrukci historického vyvoje organismi a o
zjisténi jejich piibuznosti. Taxonomie je vyznamna z hlediska manipulace, ochrany,
bezpecného ovérovani a opakovaného pozorovani urcitého druhu. Protoze kazdy druh ma
svou specifickou ekologii, etologii a genetické vlastnosti. [1]

Znak je jakakoli vlastnost organismu. Dana situace znaku se oznacuje jako stav.
Stavy mohu byt odlisné kvalitativné (napt. pfitomnost/neptitomnost), meristicky (poctem
prvkl) nebo spojité kvantitativné (napt. délka téla). Neklasifikujeme znaky, ale organismy
s plnym souborem jejich znak( vCetn€ té€ch, které se projevuji jen v uritych etapach
ontogeneze, tzn. vyvoji jedince od zarodecného vyvoje do jeho zaniku. Holomorfologie je
stav, kdy organismus nemusi vykazovat urcity znak v dané etapé vyvoje. Zdrojem znakt
mohou byt udaje strukturalni (morfologické), ontogenetické a morfometrické (rozméry a
jejich poméry), cytotaxonomické (stavba chromozomi) a dalsi. V naSem pfipadé nas
budou zajimat zdroje molekularné-biologické, jako jsou udaje o molekularni struktufe
genomu a jeho slozeni. [1]

Strukturalni znaky jsou nejcastéji pouzivany diky snadnéjsi dostupnosti informaci.
Zvlastni skupinou je skupina znakd makromolekularnich, poskytovana studiem
nukleovych kyselin (DNA, RNA) i jejich bezprostiednich produkti — proteina. Tyto znaky
mohou byt ziskany metodami pfimymi (napf. mapovani genti, sekvenovani nukleotida
v DNA a RNA, aminokyselin v proteinech) a nepfimymi (napft. zjistovani imunologické
vzdalenosti riznych organismi). VSechny tyto znaky jsou v diagnostické i evoluc¢né
chapané taxonomii, pro fylogenetiku maji vSak mnohem vétSi vyznam znaky ziskané
metodami pfimymi. Jen tyto znaky jsou plné srovnatelné se znaky ziskanymi z oboru

nemolekularnich. [1]



Pfi pouziti znaku makromolekularnich pretrvavaji dva zakladni problémy. Jak dalece
muzeme se sekvencnimi tdaji manipulovat, protoze urcita mira kalibrace molekularnich
dat je nezbytna. A jak spojit molekularni data s adaji z tradi¢nich zdroja, protoze pocCetnost
molekularnich dat by mohla mnohonasobné prevysit pocet znakd pochazejicich z jinych
zdroju. [1], [2]
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Obrizek 1: Priklad zaiazeni Levharta skvrnitého do taxonomického sytému

1.2 Molekularni taxonomie

Molekularni taxonomie pii tfidéni organismu do hierarchickych skupin vyuziva
molekularnimi znaky, pod kterymi rozumime znaky ulozené v sekvencich informacnich
makromolekul, jako jsou DNA, RNA a proteiny. Nejdulezitéjsi je primarni struktura DNA,
protoze pravé zde dochazi k novinkdm ve form€ mutaci a informace zde obsazena se
predava do dalSich generaci podle jasnych pravidel. Primarni sekvence DNA tedy v sobé
nese informaci o historii daného lokusu DNA nebo proteinu. Dany lokus (pozice, kterou
na chromozomu zaujima jeden nebo vice genil) nam muze prozradit identitu jedince a jeho
ptibuznost s ostatnimi jedinci v populaci, druhovou pfislusnost nebo piibuzensky vztah
tohoto druhu.

Molekularni fylogenetika, je fylogenetika zalozena na molekularnich znacich, zabyva
se rekonstrukci fylogeneze (pfibuzenskych vztahll), nebot vSechny organismy prosli
v minulosti urCitou fylogenezi, snazi se tedy vystopovat poradi vétveni taxond
(kladogeneze) a v§ima si taky vyvoje vlastnosti v ramci linii. [1]

Existuji dva zakladni pfistupy pouzivani molekularnich znakd pro fylogenetickou
rekonstrukci. Prvni feneticky pfistup pouziva pfi porovnani organismt vSechny znaky. Na

tomto pfistupu je zalozena numerickd taxonomie, kde se analyzuje podobnost mezi
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organismy. Druhy kladisticky pfistup pro rekonstrukci fylogeneze pouziva pievazné
synapomorfie, coz jsou sdilené znaky vyskytujici se alespon u dvou skupin organismu.

Zakladni taxon by mél byt monofyleticky, coz znamend, ze jeho Clenové si jsou
vzajemné piibuzni vice, nez je kdokoli z nich pfibuzny druhu mimo tento taxon neboli, ze
zahrnuje vSechny potomky jednoho predka. Uznavany je také parafyleticky taxon, ktery
zahruje spoleCného piedka a nékteré jeho potomky (napt. plazi). Nepfipustny je
polyfyleticky taxon, ktery nezahrnuje vSechny potomky spole¢ného predka a nezahrnuje
ani tohoto predka, protoze ten nemél znaky, které by ho opraviiovaly do tohoto taxonu
patfit. Snaha je, aby klasifikace organizmti byla v souladu s jejich fylogenezi. Znalost
fylogeneze néjaké skupiny nam ukazuje, které taxony nesmime vytvaret a které naopak
muzeme. [3]

Teorie neutralni evoluce vysvétluje velké mnozstvi polymorfismt. Podle ni drtiva
vétsina znakt neovliviiuje fenotyp, a je proto “neviditelna” pro pfirodni vybér. Tyto znaky
jsou selek¢né neutralni. Frekvence téchto znaka neboli alel (konkrétni formy genu) je
v populaci  ovliviiovana vyhradné nahodou tzv. genetickym driftem (posun
ve frekvenci jednotlivych alel v populaci). Ten je zptisoben tim, Ze do nasledujici generace
se dostane kone¢ny pocet nahodné vybranych alel z rodicovské populace. Frekvence alel
behem generaci tedy nadhodné fluktuuje, dokud se jednou nesnizi na 0, kdy mluvime o
vymizeni alely, nebo nezvysi na 100, kdy se jedné o jeji fixaci. Geneticky drift funguje
rychleji v malych populacich. V takovych populacich proto vliv driftu prevazi i nad
pisobenim pfirodniho vybéru v piipadé mirné selekéné vyhodnych nebo mirné selekcné

nevyhodnych mutaci. [3]
1.2.1 Molekuldrni znaky

Molekularni znaky jsou, jak jiz bylo zminéno, pfedev§sim molekuly DNA, RNA a
proteinti. Tyto znaky maji oproti ostatnim znakiim slouzicich pro tvofeni taxonomie svoje
vyhody i nevyhody.

Mezi vyhody muzeme zahrnout to, ze tyto znaky pochazeji z Grovné, kde vznikaji
evoluéni novinky neboli mutace, vétSinou zname jejich dédiCnost, jsou nezavislé na
prostiedi i samy na sobé€ a ¢asto jsou selekcné neutralni. Znakt je obrovské mnozstvi a jsou
pouzitelné na vSech urovnich taxonomie. Dalsi vyhodou je moznost je jednoznacné popsat,
protoze nabyvaji n€kolika diskrétnich stavi, jsou v podstaté digitalni. Jsou 1épe vazitelné a
1épe se zde kvantifikuje stupen nejistoty. Vybrané znaky muazeme s opatrnosti pouzit jako
molekularni hodiny pro odhad stafi.

Nevyhodou molekularnich znaki je, Zze neposkytuji informaci o anagenezi (zména
vlastnosti taxonu nebo vyvojové linie béhem fylogeneze), tedy ze vétSina molekularnich
znaku se vubec neprojevi na fenotypu. Financovani ziskavani molekularnich znaka je stale
nakladnéjsi nez ziskavani morfologickych znakli. Posledni nevyhodou je obcasné
nenavratné zniceni organismu nebo jeho Casti pii ziskavani dat. [3]
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Sekvence DNA je zékladni trovni, kterou molekularni taxonomie studuje, protoze tyto
znaky vznikaji mutacemi DNA. Klasickou metodou sekvenace DNA je Sangerova dideoxy
metoda. Je to specialni forma PCR s jednim primerem a fluorescenéné znacenymi
dideoxynukleotidy (ddNTP, ddATP, ddGTP, ddCTP). Je nepostradatelna, pokud
potfebujeme osekvenovat jeden urcity uisek DNA. Pro tuto metodu je nejprve potieba
ptipravit usek DNA v mnoha identickych kopiich. K tomu se pouzivd metoda PCR
(polymerazova tetézova reakce). [3]

Amplifikace znamena zesileni, v pfipadé DNA hovofime o zmnozeni. Polymerazova
fetézova reakce je biochemicka reakce, ktera vyuziva enzym DNA-polymerazu ke
kopirovani DNA takovym zptisobem, Ze se produkt hromadi geometrickou fadou.

Princip spociva v tom, ze enzym DNA-polymeraza syntetizuje komplementarni
(dopliyjici) vlakno podle templatu jednovlaknové DNA tak, ze pridava k existujicimu
useku druhého vldkna nové nukleotidy ve sméru 5' > 3'. K tomu jesté potiebuje kratky usek
druhého vlakna, tzv. primer, ktery bude za vhodnych teplotnich podminek tvorit vodikové
mustky s komplementarni sekvenci v templatovém vlakn€, hovofime o nasedani primeru.
Takto ur¢ime DNA-polymeraze, od kterého mista a kterym smérem ma zacit syntetizovat
komplementarni vlakno. Extenze primeru znamena jeho prodluzovani pfidavanim dalSich
nukleotidii na 3'-konci. Takto vznikne pouze jedna kopie. V PCR je zajisténo mnozeni
kopii pouzitim dvou primert, které nasedaji na komplementarni sekvence ve dvou
templatovych vlaknech. Templatova vlakna ziskdme denaturaci ptivodné dvouvlaknové
DNA. Primery na vldkna nasedaji v protismérné orientaci, takze po opakovanych cyklech
denaturace, nasedani primeru a extenze primeru DNA-polymerazou vznikaji dalsi produkty
slouzici jako templaty pro novy reakéni cyklus. Mame-li tedy na zacatku k dispozici dvé
templatova vlakna, v prvnim cyklu vzniknou dvé kopie, pro dalsi cyklus méame k dispozici
Ctyfi vlakna, podle kterych vzniknou dalsi ¢tyfi kopie. Celkem osm templatovych vldken
slouzi v dalsim cyklu k syntéze dalSich osmi vlaken, takze se produkt hromadi
geometrickou fadou. [4]
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1.3 Biologicky zaklad
1.3.1 Zivo&i$na buiika

Burka je nejjednodussi a nejmensi znamy utvar schopny samostatné existence a
rozmnozovani, je to zakladni stavebni a funkéni jednotka vSech Zivych organismua. Kazda
bunika ma svij vlastni geneticky aparat, proteosynteticky aparat a metabolicky systém
umoziujici vytvafet a vyuzivat energii nutnou pro jeji existenci. Velikost eukaryotické
buriky (buriky s diferencovanym jadrem a s biomembranovymi strukturami) se pohybuje
ptiblizn€ v rozmezi 10-100 um. [1], [2]

Ribosomy Drsné endoplazmaticke

tikul
Mitochondrie R

Plazmaticka membrana
Cytoplazma
Mikrotubuly )

Lysozom

Jadro

Jadérko
Chromatin
Jaderné pory
Jaderny obai
Golgiho aparat

Hladkeé ER

Ribozomy

Centriola
Obrizek 3: Zivodisna buiika

Burika je ohraniCena cytoplazmatickou membranou, ktera izoluje vnitini prostredi
bunky od prostiedi vnéjsiho. Je tvorena dvojvrstvou fosfolipidi, které jsou usporadany tak,
ze hydrofobni konce mastnych kyselin smétuji k sobé a fosfatové hydrofilni ¢asti smétuji
od sebe smérem ven zbuiiky. Ve fosfolipidové dvojvrstvé jsou piitomny molekuly
bilkovin, které jsou bud’ z ¢asti, nebo Uplné zanofeny do dvojvrstvy. Do hlavnich funkci
bunky zafazujeme vyménu latek, pfedevsim Zivin a metabolitd mezi buikou a prostiedim,
pomoci prenasecu, integralnich proteint a proteinovych komplexu. [2]

Cytoplazma vypliiuje cely wvnitfni obsah buriky. Je to viskozni koncentrovany
roztok, ktery obsahuje molekuly organickych i anorganickych latek. Casto miize obsahovat
kapénky nebo krystalky odpadnich latek (bunécné inkluze). Bunécné jadro je od okoli
cytoplazmy ohranic¢eno dvojitou jadernou membranou s jadernymi poéry, které umoziuji
komunikaci mezi jadrem a cytoplazmou. Vnitfek jadra je vyplnén polotekutou hmotou
(karyoplazmou), v nichz se nachazeji vlaknité utvary tzv. chromozomy obsahujici
deoxyribonukleovou kyselinu (DNA). V jadre se Casto nachazi jedno nebo vice jadérek. [2]
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Endoplazmatické retikulum je membranovy systém plochych vackt a kanalka,
ktery navazuje na obal jadra pomoci membrany. Muze byt drsné, kdy jsou na membranach
pfitomny ribozomy, nebo hladké bez ribozomu, kde se predevsim syntetizuji glykolipidy.
Ribozomy jsou bilkovinna teliska obsahujici ribozomovou DNA (r-RNA), muzou byt bud’
volné, nebo mohou byt navazané na endoplazmatické retikulum. Obsahuji dvé nestejné
podjednotky a jejich hlavni funkci je proteosyntéza. Golgiho aparat je soustava méchyiku
propojenych kanalky, ve kterych probihaji biochemické reakce upravujici latky, které se
vytvorily v endoplazmatickém retikulu. [1]

Cytoskelet je systém tvotici kostru bunky. Sklada se z vlakének - mikrofilament a
trubicek — mikrotubulli, které v bunce tvoii svazky, které se mohou zkracovat a
prodluzovat a tak umoziuji pohyb struktur uvnitt buiiky. Soucasti cytoskeletu je 1 délici

vieténko, dilezité pfi bunééném déleni. [2]
1.3.2 Mitochondrie

Mitochondrie jsou malé organely, fadové maji jeden um, a maze jich byt v bunce
nekolik set. Maji hladkou vnéj§i membranu, ktera je mimotradné dobfe propustnd pro
polarni latky. Vnitini membrana je tvoreny zahyby neboli kristy. Je bohaté osazena
transmembranovymi komplexy dychaciho fetézce, syntazy ATP (slozity transmembranovy
bilkovinny komplex, schopny syntézy ATP) a membranovymi prenaSeci. Uvnitf je
mitochondrialni matrix, obsahujici enzymy aerobnich metabolickych drah. Pfi bunééném
dychani se uvoliiuje v mitochondriich energie zabezpecujici zivotni déje v burice. [1]

Mitochondrie patfi mezi semiautonomni organely symbiotického ptvodu. Jejich
autonomie spociva v tom, ze se mohou v buiice rozmnozovat délenim, ale nové vznikat
nemohou. Maji vlastni kruznicovou DNA, kterd je umisténa v mitochondrialni matrix a
vlastni ribozomy vyznacujici se vlastni proteosyntézou. Jejich DNA koduje jen mensi Cast
proteinti organely. Vétsina protein je kodovana jadernou DNA a syntetizovana v cytosolu.

Predpoklada se, ze mitochondrie vznikla vsunutim K-fialové bakterie do vnitiku
bunky pfi jejim vyvoji. Béhem tohoto vyvoje az do podoby dneSnich eukaryotickych
bunék tento endosymbiont (organismus, ktery zije uvnitf téla nebo bunék dalsiho
organismu) prevedl mnohé ze svych zakladnich gent do jadernych chromozomi. Nicméné
mitochondrie stale nese charakteristické znaky svého bakterialniho predchidce. Bylo
zjisténo, ze u savcl je mtDNA prenasena pouze pres samici zarodecnou linii. V sav€ich
spermiich je poCet kopii mtDNA nizky, naopak u sav€ich oocytd (samici pohlavni burika)
je pocet kopii extrémné vysoky. Detailni morfologicka studie ukazala, ze mitochondrie
spermii jsou pievedeny na vajicka béhem fertilizace (spojeni vajicka aspermie) a nasledné
jsou ztraceny brzy beéhem embryogeneze (zarodeCny vyvoj). Mechanismus tohoto

odstranéni je zatim neznamy. [1], [5]
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Obrazek 4: Mitochondrie

1.3.3 Deoxyribonukleova kyselina — DNA

DNA je obsazena v jadrech vSech eukaryotickych bun¢k. Je zakladnim genetickym
materidlem vétSiny organismu a slouzi k uchovani genetické informace. DNA je
polynukleotid, tzn. je tvofena fetézci vzajemné spojenych desitek az miliond nukleotidi.
Nukleotid se u DNA sklad4d z péti-uhlikového monosacharidu - pentdzy, konkrétné
2deoxy-D-ribozy, dale dusikatych bazi adeninu, guaninu, které podle molekularni struktury
patii do skupiny purind a bazi cytosinu a tyminu, které patii do pyrimidd.

Dale tyto baze mizeme délit podle biochemickych vlastnosti, a to nejdiive podle
sily vazby mezi nukleotidy, kdy adenin a tymin spojuji dva vodikové mistky, cytozin a
guanin spojuji vodikové mustky tfi. Jako posledni faktor pro jejich klasifikaci slouzi
obsazeny radikal. Adenin a cytosin obsahuji aminoskupinu NH3, tymin a guanin obsahuji
keto skupinu C=0. Na obrazku 5 mazeme vidét jejich chemické schéma.

Posledni slozkou nukleotidu je zbytek kyseliny trihydrogenfosfore¢né. Nukleotid je
sloucenina nukleozidu s kyselinou fosfore¢nou. Nukleozidem se oznacuje sloucenina, ktera
vznikla spojenim purinové nebo pyramidové baze s deoxyribozou pomoci N-glykozidové
vazby. Jednotlivé nukleotidy jsou spojeny fosfodiesterovymi vazbami mezi sacharidy a
fosfaty. Spojeni probiha tak, ze na 3'-OH skupinu nukleotidu se vaze 5'- fosfatova skupina
nukleotidu nasledujiciho. V dusledku toho maji pospojované fetézce polaritu, konec
fetézce koncici OH skupinou sacharidu se oznacuje jako 3° (tfi s ¢arkou konec) a konec

koncici fosfatovou skupinou jako 5°. [1] [6] [7]
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Obrazek 5: Schéma nukleotidu

Poradi jednotlivych nukleotidd spojenych v polynukleotidovy fetézec je tzv.
primarni struktura nukleovych kyselin (NK) urCujici genetickou informaci organismu.
Sekundarni struktura NK je dana prostorovym usporadanim polynukleotidového fetézce.
Dochazi ke spojeni vldken dvousroubovice pomoci vodikovych vazeb mezi bazemi obou
fetézci. Baze, mezi kterymi vznika vazba, oznaCujeme jako komplementarni. K vazbé
mezi urcitou dvojici bazi tedy dochédzi na zakladé komplementarity. U DNA je cytosin
komplementarni s guaninem, ty jsou vzajemné propojeny tfemi vodikovymi vazbami,
naopak adenin je komplementéarni s tyminem a spojuji je dvé vodikové vazby, jak jiz bylo
zminéno diive. Tyto pary se vytvareji uvnitf struktury Sroubovice. Molekula DNA je
tvofena dvéma polynukleotidovymi fetézci stoCenymi do pravotoCivé Sroubovice. Oba
fetézce jsou vzajemné komplementarni a maji opacnou polaritu. V jednom fetézci jsou
usporadany ve sméru 5°-3’a ve druhém fetézci 3°-5". Je to tak zvané antiparalelni
usporadani. [6] [7]

Na jeden zavit dvousSroubovice piipada 10,5 part bazi, coz odpovida useku
dlouhému 3,4 nm. Vzdalenost mezi dvéma sousednimi pary je 0,34 nm. Vné&jsi cast
Sroubovice tvoii opornou strukturu a predstavuje patet DNA, jejiz nevétsi vzdalenost od
osy Sroubovice je 1 nm. Tercialni strukturu DNA oznacujeme jako nadSroubovici neboli

superhelix poté, co se zavede do dvousroubovité DNA dalsi vinuti. [1]
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15



1.3.4 Prenos genetické informace

Na zakladé dogmatu molekularni biologie je pfenos genetické informace mozny
pouze z nukleové kyseliny do nukleové kyseliny nebo do proteinu, ale pfenos z proteinu na
nukleové kyseliny neni mozny. Zptusoby pienosu genetické informace jsou nasledujici.

Replikace je proces, kdy se tvoii kopie DNA nebo RNA tedy, ze se informace
pfenasi z molekuly do molekuly stejného typu. Pifi DNA replikaci se rozplete
dvousroubovice, ktera slouzi jako templat a podél kazdého fetézce se nasyntetizuje noveé
komplementarni vlakno. Vzniknou tak dvé dcefiné molekuly DNA, které obsahuji jedno
matefské vlakno a jedno nové nasyntetizované. Jsou zde zapotiebi rizné enzymy, z nich
nejdulezitéjsi je DNA polymeraza. U RNA se rovnou vytvaii nové vlakno za pomoci RNA
replikazy. [2]

Transkripce je proces, pii némz se geneticka informace pfepisuje z molekuly DNA
do RNA za pomoci enzymu RNA polymerazy. DNA se rozplete podle jednoho fetézce je
nasyntetizovana RNA, ktera se odpoji a fetézce DNA se opét spoji. Vznika tak transkript,
ktery je komplemetarni s DNA vldknem.

Translace je preklad genetické informace z poradi nukleotidl, konkrétné RNA, do
pofadi aminokyselin. Kazda aminokyselina je na mRNA kodovana trojici nukleotidu
neboli tripletem. Kodon, tj. poradi nukleotida v tripletu, je zakladni jednotkou genetického
kodu. Geneticky kod je systém pravidel, podle kterych jednotlivé kodony urcuji pfifazeni
aminokyselin do peptidového fetézce poptripadé zacatek a konec jeho syntézy. Geneticky
kod je degenerovany, coz znamend, ze dand aminokyselina je kodovana vice nez jednim
z celkovych 64 kodont. Bilkoviny poté vznikaji z aminokyselin pfina§enymi molekulami
tRNA, které nasedaji podle komplementarity bazi na svych antikodonech na kodony
mRNA a spojuji se pomoci peptidovych vazeb. [1], [6]

Gen je jednotka genetické informace. Obsahuje informaci o primarni struktufe
funkéni molekuly transla¢niho proteinu, nebo funkéni molekuly produktu transkripce,
kterd nepodléha translaci. Strukturni gen obsahuje informaci o primarni strukture
polypeptidu jako translacniho produktu. Strukturni geny mohou byt slozené z exond,
kodujicich tseku, a intrond, které podléhaji posttranskripénimu sestfihu vlakna RNA. Po
sestfihu se exonové useky spoji v jeden fetézec RNA, ktery vstupuje do procesu translace
za tvorby priméarni struktury polypeptidu. [1], [2], [8], [6]
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1.3.5 Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je relativné mal4, bohatd a snadno izolovatelna
molekula DNA a pro tyto vlastnosti se stala oblibenym cilem prvnich projektd sekvenovani
genomu a nukleotidové sekvence DNA. Sled nukleotidi zlidské mtDNA byla prvni
dolozena kompletni sekvence mitochondridlniho genomu. Struktura a genové usporadani
mtDNA je mezi savci zachovavana.

Sav¢i mitochondrialni genom je kruhova uzaviena dvousroubovice DNA molekuly
0 16,6 kb. Vlakna dvousroubovice DNA mohou byt odliSna na zékladé skladby G-T bazi,
které zpusobuji raznou hustotu kazdého fetézce, ktery pak muzeme oznalit jako tézky
nebo lehky. VétSina informaci je zakddovana v tézkém fetézci (H) s geny pro dvé rRNA,
pro ¢trnact tRNA a pro dvanact polypeptidi. Lehky fetézec (L) obsahuje kody pro osm
tRNA a jediny polypeptid. VSech tfinact bilkovin je soucasti enzymového komplexu
oxidativni fosforylace. Savéi mtDNA jen vyjimecné vykazuje uspornost organizace.
Genim chybi introny s vyjimkou jedné regulacni oblasti. Molekula rRNA a tRNA jsou
neobvykle malé. Nékteré z gent kodujicich proteiny se prekryvaji a Cast terminacnich
kodonii neni v mnoha pifipadech koédovana, ale je generovana post-transkripéné
polyadenylaci mtRNA. [5]

Brzy po ziskani mtDNA sekvenci bylo k dispozici srovnani s mitochondrialnimi
proteinovymi sekvencemi, kde byly odhaleny odchylky od standardniho genetického kodu,
pozdé&ji byly nalezeny rozdily v pouzivani kodonl jednotlivych druhii. Napiiklad kodon
TGA v mtDNA je u vétSiny fylogenetickych skupin pouzivan jako kodon tryptofanu spise
nez jako terminacni kodon.

Dal§im prekvapivym rysem mitochondrialniho genetického systému je jeho pouziti
jako zjednoduseny dekodujici mechanismus, ktery umoziuje pieklad vSech kodont s méné
nez dvaatficeti druhy tRNA. Toto snizeni mnozstvi rRNA je dosazeno pouzitim jediné
tRNA s U v prvni antikodonové pozici, kterd rozpozna vSechny kodony z ¢tyf-kodonové
rodiny. Dvacet dva druhti tRNA je dostateCny pocet pro kodovani vSech tfinacti
mitochondrialnich genti pro syntézu protein.

U bunék obratlovca, které jsou metabolicky aktivni, velka c¢ast mtDNA obsahuje tfi
vlaknovou strukturu, nazyvanou jako posunutd smycka nebo D-smycka. V této strukture se
nachazi nukleova kyselina, ktera je komplementarni s L-vlaknem a vytlacuje H-vlakno.
Oblast D-smycky je ohraniCena geny pro tRNAPhe a tRNAPro, ktera se vyvinul jako
hlavni kontrolni misto pro vyjadieni mtDNA, obsahujici misto pocatku replikace a
stimulatory pro transkripci. [5]

Mitochondrie nejsou samostatné subjekty v burice. Replikace a transkripce zavisi
na jadern€ kodovanych faktorech. U obratlovci jsou vSechny mitochondrialni ribozomalni
proteiny kodovany a syntetizovany mimo organelu, pomoci dodané aminokyselinové

tRNA syntazy. Enzymy ruznych katabolickych drah nachazejicich se v mitochondriich
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jsou také kodovany jadernou DNA. Dokonce i enzym pro oxidativni fosforylace je
hybridniho genetického pavodu. VSechny jaderné kodované polypeptidy urCeny pro
mitochondrie jsou syntetizovany na cytoplazmatickych ribozomech, obvykle
s oddélitelnou N-koncovou sekvenci pro mitochondrialni cileni

a Jjsou nasledné
importovany do mitochondrie. [5]
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Obrazek 7: Mitochondrialni DNA
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1.4 DNA Barcoding

Az dosud byly biologické vzorky identifikovany za pomoci morfologickych znakd,
jako je tvar, velikost Ci barva casti téla. V nékterych pfipadech vyskoleny technik mohl
provadét bézné oznaCeni podle morfologickych "klici", kde se postupovalo krok za
krokem a existoval jakysi univerzalni navod na to, co hledat. Ale ve vétsin€ pripadua je
k identifikaci potfeba zkuSeny profesionalni taxonom. Je-li vzorek poskozen, nebo je-li v
nezralém stadiu vyvoje, mize byt problém i pro odbornika provést identifikaci. Metoda
DNA barcodingu umi tyto problémy vyfesit.

Barcode v prekladu znamena carovy kod, coz nam napovida, jak by tato metoda mohla
vypadat. O DNA barcodingu se poprvé mohla védecka komunita dozvédét v roce 2003,
kdy vyzkumna skupiny Paula Heberta z univerzity Guelph v Ontariu publikovala ¢lanek s
nazvem "Biologické identifikace prostfednictvim DNA barcodingu". Ten spociva prevazne
v tom, ze navrhuje novy systém urCovani ZzivoCiSnych a rostlinnych druhi vcetné
objevovani druhd novych organismi pomoci kratkého tseku DNA ze standardizované
oblasti genomu. Tyto sekvence DNA mohou byt pouzity k identifikaci riznych druhd,
podobné jako skener v supermarketech pouziva znamé cerné pruhy c¢arového kodu k
identifikaci vaSeho nakupu. To ale neznamena, Zze tradiCni taxonomie pomoci
morfologickych znakt se stala méné dalezitou. DNA barcoding spiSe slouzi k dvojimu
ucelu, a to jako novy nastroj v taxonomickém toolboxu rozSifujici jeji znalosti a jako
inovativni zafizeni pro laiky, ktefi potebuji rychlou identifikaci druh. [9]

Usek genu, ktery je pouzivan pro téméf viechny Zivocisné skupiny, je Gsek dlouhy
648 pard bazi a nachazi se v mitochondrialnim cytochromu ¢ oxidasy genu 1 ("CO1").
Tento Gsek se ukazal jako velmi GCinny pii ur€ovani ptaki, motyll, ryb, much a mnoha
dalSich zvifecich skupin. Vyhodou pouziti COI je, Ze je to sekvence dost kratka na to, aby
mohla byt rychle sekvenovana a dost dlouha na to, aby mohla slouzit k identifikaci variaci
mezi druhy. Barcode neboli ¢arovy kod COI neni efektivni pro identifikaci rostlin, protoze
se vyviji ptili§ pomalu, ale dvé genové oblasti v chloroplastu, matK a rbcL, byly schvaleny
jako barcodové oblasti pro suchozemské rostliny.

1.4.1 Komponenty DNA barcodingu

Projekty zabyvajici se barcodingem maji Ctyfi komponenty. Druhovéa identifikace
pomoci DNA carovych kodlu zacina vzorkem. Vzorky se ziskavaji z riznych zdroja.
Nékteré z nich jsou shromazd’'ovany v urcité oblasti, jiné pochazeji z rozsahlych sbirek
umisténych v pfirodnich historickych muzeich, zoologickych zahradach, botanickych
zahradach, semennych bankéach, zmrazenych tkanovych sbirkach, herbatich, akvariich a
jinych ulozistich biologickych materiali. [10]
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Druhou komponentou jsou laboratofe, kde technici pouzivaji maly kousek tkané ze
vzorku pro ziskani jeho DNA. Barcode urCité oblasti je izolovan, tyto oblasti jsou
replikovany pomoci procesu zvaného PCR amplifikace a nasledné jsou tyto oblasti
sekvenovany. Sekvence je reprezentovana sérii pismen CATG reprezentujicich nukleové
kyseliny - cytosin, adenin, tymin a guanin. Nejlépe vybavené laboratofe molekularni
biologie mohou produkovat DNA barcodové sekvence béhem nékolika hodin. Tyto udaje
jsou pak umistény v databazi pro pozdé&jsi analyzu.

Databaze jsou jednim z nejdulezit€jSich prvka barcodingové iniciativy. Dulezita je
vystavba verejné referencni knihovny identifikatora zivocisnych i rostlinnych druht, které
by mohly byt pouzity pro pfifazeni neznamych vzorkd tkani do znamych druhd. V
soucasnosti existuji dvé hlavni barcodové databdze, které napliiuji tuto roli. The
International Nucleotide Sequence Database Collaborative je partnerskou databazi
genovych databazi GenBank v USA a the Nucleotide Sequence Database of theEuropean
Molecular Biology Lab v Evropé a DNA Data Bank of Japan. Tyto databaze se dohodli na
datovych standardech CBOL pro barcodové zaznamy.

Druha databaze Barcode of Life Database (BOLD) byla vytvorena a je udrzovana
University of Guelph v Ontariu. Tato databaze nabizi védcim zpuasob, jak shromazdovat,
spravovat a analyzovat data DNA barcodingu. BOLD slouzi také jako ulozisté pro
barcodové zaznamy, kde je mozno carové kody vyhledavat, ukladat vzorky dat a obrazky,
stejné¢ jako sekvence a stopové soubory. Poskytuje identifikaéni motor zalozeny na
aktualnim carovém kodu knihovny a monitoruje pocet zaznamu ¢arovych kodu sekvenci a
druht zprostfedkovani. [10]

Posledni komponentou je analyza dat. Vzorky jsou oznaCeny podle nejblizsi
nalezené shody s referencnim zaznamem v databazi. CBOL's Data Analysis Working
Group vytvorila the Barcode of Life Data Portal, ktery nabizi vyzkumnym pracovnikiim
nové a pruzngjsi zpusoby ukladani, spravy, analyzy a zobrazeni jejich barcodovych dat.
[11], [9]

Jako vyzkumna iniciativa ma& DNA barcoding nékteré vlastnosti velkych,
koordinovanych projektt jako je Human Genome a nékteré charakteristiky taxonomického
vyzkumu, ktery se tradicné sklada z individualistickych projektd. Stejné€ jako u Human
Genome je cilem DNA barcodingu vystavba obrovské, on-line a volné€ dostupné databaze
sekvenci. Stejné¢ jako taxonomicky vyzkum barcoding casto provadéji vyzkumni
pracovnici, ktefi se zaméfuji na jednu taxonomickou skupinu v riznych geografickych
regionech nebo rozmanitost druhti v jednom misté. Je to BARCODE datovy standard,
ktery umoznuje produktim individualistickych projekti celého svéta zaclenit se do
globalni iniciativy. Uastnici v ramci této iniciativy DNA barcodingu piichazeji v mnoha
konfiguracich, vCetné€ konsorcii, databazi, siti, laboratofi a projektd, které se pohybuji ve

velikosti od mistnich po globalni. [10]
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Obrazek 8: Zobrazeni mtDNA sekvence v podobé ¢arového kédu,
kde jsou jednotlivé nukleotidy zobrazeny pomoci barevnych pruhu

1.4.2 Konsorcia barcodingu

1.4.2.1 iBOL

The International Barcode of Life projekt (iBOL) je nejvét§si biodiverzitni
genomicka iniciativa, ktera kdy byla podniknuta. Stovky védca biodiverzity, genomiky,
technikt a etikd z 25 zemi spole¢né pracuji na vystavbé bohaté parametrizované referencni
knihovny DNA ¢arovych koda, ktera bude zakladem pro identifikace systému pomoci
DNA analyzy pro vSechny formy bunécného zivota. Pfi stavbé knihovny, budou iBOL
ucastnici také budovat infrastrukturu potiebnou k pouziti v redlném svété - situacich, jako
je zachovani ekosystému, monitorovani, forenzni analyzu a kontrolu zemédélskych skadca
a invaznich druhti. iBOL si klade za cil vytvorit 5 000 000 zaznama carovych kodu z
500.000 druhd organismt v péti letech. Deset pracovnich skupin vy€lenénych na rizné

taxonomické skupiny nebo typy pfirodnich stanovist’ tvori jadro této Cinnosti. [12], [10]
1.4.2.2 CBOL

Konsorcium pro Barcode of Life (CBOL) je mezinarodni iniciativa vénovana
rozvoji DNA barcodingu jako globalniho standardu pro identifikaci biologickych druhd.
Zalozena byla v roce 2004 prostfednictvim podpory z Alfred P. Sloan Foundation. CBOL
podporuje barcoding prostiednictvim pracovnich skupin, siti seminafi, konferenci, osvéty
a Skoleni, ale negeneruje zadna barcodova data. CBOL ma 200 c¢lenskych organizaci z
padesati zemi a provozuje z uUradu sekretariat, ktery se nachazi v Narodnim muzeu

Smithsonian Institution of Natural History ve Washingtonu. [10], [13]
1.4.2.3 ECBOL

ECBOL je Evropské konsorcium pro Barcode of Life, bylo zalozeno jako soucast
usili vyzkumné infrastruktury Evropského distribucniho institutu taxonomie (EDIT). [10]
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1.4.2.4 CCDB

CCDB neboli kanadské centrum pro DNA Barcoding na univerzité v Guelph je sit’
laboratofi, je to nejvétsi "barcodingova tovarna", generuje stovky tisic datovych zaznama
za rok a vzdélava mnoho vyzkumnych pracovniki z celého svéta. CBOL organizuje
"Leading Labs Network ", vedouci sit 15 laboratofi v 11 zemich, které poskytuji
technickou pomoc a vycvik sobé navzajem a novym pracovnikam. [10]

1.5 Numerické metody reprezentace genomickych sekvenci

Numerické reprezentace (numerické mapovani) slouzi k predzpracovani
genomickych dat, jako jsou DNA a RNA ¢i data proteomicka. Predzpracovani je nutné pro
naslednou analyzu. Mazeme si predstavit, ze genomicka sekvence je jednorozmérny signal
reprezentovany symboly A, C, G, T nebo U. Prace se symboly je vSak obtizné&jsi nez
s Cisly. Nékteré numerické mapy vSak mohou zpusobit ztratu informacniho obsahu, nebo

naopak zdiarazni vlastnosti, které nejsou v symbolickych sekvencich patrné. [7]

1.5.1 Prevod nukleotidovych sekvenci do genomického signalu

Zde je definovana originalni Ctyfsténnd reprezentace (tetrahedron) genetického
kodu (GC), ktera vystihuje jeho strukturu, degeneraci a vyvoj trendd.

V DNA dvousroubovici jsou naproti sobé v paralelnich fetézcich vzdy pyrimidové
baze proti purinovym a to tak ze pary tvoii A-T a C-G. Kazda baze definuje svij smér v
prostoru pomoci Ctyf odpovidajicich zakladnich vektort, které jsou symetricky umistény
vzhledem k sob€ navzajem a vzdy orientované smérem k jednomu z rohti Ctyfsténu. Dale
jsou baze propojeny na zakladé vodikovych mastkt, které je poji a poté podle toho, zda
obsahuji amino-skupinu nebo keto-skupinu. Pomoci tohoto nukleotidového cCtyfsténu je
mozné odvodit numerické mapovani bez ztraty informace o biochemickych vlastnostech a
dale ho rozsifit na aminokyseliny a proteiny.

Moznost snizit rozmér reprezentace promitnutim GC Ctyfst€énu na primerené
orientované rovin¢ je také analyzovana a vede k nékterym rovnocennym komplexnim
reprezentacim  GC. Na téchto zakladech je optimalni symbolicko-digitalni
mapovani linearnich fetézci nukleovych kyselin do realnych nebo komplexnich
genomickych signali odvozenych od nukleotidd, kodoni a aminokyselin. Prevedeni
sekvenci nukleotidi a polypeptidi do digitalnich genomickych signali nabizi moznost
vyuzit Sirokou Skalu signéalu pro jejich zpracovani a analyzu. Je prokazano, ze nékteré
zéakladni rysy nukleotidovych sekvenci mohou byt Iépe ziskany touto reprezentaci. [7] [14]
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Obrazek 9: Struktura tetrahedronu

1.5.2 2D grafické znazornéni genomickych sekvenci

Grafické znazoméni DNA poskytuje jednoduchy zpasob prohlizeni, tiidéni a
porovnavani raznych genovych struktur. Graficka reprezentace spociva v tom, ze bazim
adeninu (A), guaninu (G), tyminu (T) a cytozinu (C) se pfifadi jeden ze Ctyf sméru (x, -X,
y, -y). Tyto smérové Sipky pfi grafické reprezentaci za sebe fadime podle poradi bazi a do
takové orientace, jaka vyplyva z grafu pro rozlozeni purinovych a pyramidovych bazi.

Prvni §ipka zacina v pocatku soufadného sytému a nasledujici Sipka zacina v bodg,
kde pfedchozi Sipka konci. Reprezentace DNA je doprovazena n€jakou ztratou informace
spojené s kiizenim a prekryvanim vysledné kiivky. V dusledku toho z téchto reprezentaci
neni mozné rekonstruovat zakladni DNA sekvence. Je mozné 2D grafické znazornéni
proteinovych sekvenci na zakladé nukleotidovych tripletd kodont v poloviné komplexni
roviny, kterd nema zadnou pravidelnou trasu nebo rozklad, takze shoda mezi proteinovymi

sekvencemi a proteinovymi grafy je jedna ku jedné. [15]
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Obrazek 10: Graf rozlozeni DNA a smérova kiivka sekvence ATGGCATGCA
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1.5.3 Grafické znazornéni DNA jako 2D mapy

Popisuje upravu kompaktni reprezentace DNA sekvenci, které transformuje do 2D
diagramu, ve kterém maji body celociselné soutadnice. V dusledku doprovodné numerické
charakterizace DNA je diagram pomérné jednoduchy a pifimocary. To je dulezita vyhoda,
zvlasté u sekvenci DNA, které maji tisice nukleovych bazi. Pristup zafina s kompaktni
reprezentaci DNA zaloZené na klikaté spiralovité Sabloné€ pouZzité pro umisténi boda
spojenych s binarnimi kody nukleovych kyselin a nasledné potlaceni podkladové klikaté
kiivky. Pouze pomoci vzdalenosti mezi body majici stejnou soufadnici x nebo stejnou

soutadnici y 1ze postavit mapu profilu pomoci celoCiselné aritmetiky. [16]

Obrizek 11: Graficka 2D mapa pred a po odstranéni podkladové krivky

1.5.4 Charakterizace primarni sekvence DNA dle zhuSténé matice

Zkracena charakterizace primarnich sekvenci DNA se dé€je na zakladé matice se
ctyfmi tadky a sloupci, které jsou spojeny se Ctyfmi nukleovymi bazemi A, G, C a T.
Zkracené matice pro primarni sekvenci DNA muzou slouzit jako zdroj invariantnich
sekvenci, které by umoznily kvantitativni porovnavani DNA z raznych zdroji. Mozna
strategie porovnavani DNA sekvenci, které maji obvykle rizné délkya tudiz by se Spatné
porovnavali, je zastoupeni této sekvence vhodné konstruovanymi maticemi. Misto
srovnavani sekvenci se srovnavaji matice. Pokud jsou matice numerické, mizeme zalozit
srovnani mezi nimi na zakladé porovnavéani s maticemi invariantnimi. Je snaha matice
konstruovat co nejmensi, protoze tehdy nevykazuji takové vypocetni a koncepcni
problémy. [17]

A G C T

AA AG AC AT
GA GG GC GT
CA CG CcCc (T
TA TG TC TT

H0 O e

Obrazek 12: Matice bazi
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1.5.5 Reprezentaci DNA matici vzdalenosti

Pristup je zaloZzen na vystavbé Ctyf samostatnych submatic pro Ctyfi nukleotidy.
Prvni fadek kazdé z nich zachycuje vzdalenost mezi vybranymi nukleotidy a zbyvajicimi
nukleotidy stejného typu. Zakladni myslenkou téchto grafickych reprezentaci DNA je
usnadnéni vizualni kontroly dlouhych sekvenci DNA, které by snad mohly pomoci
kvalitativn€ rozpoznat podobnosti a odli§nosti mezi riznymi DNA sekvencemi nebo jejich
castmi. Pozdéjsi grafické znazornéni DNA umoziiuje vystavbu charakterizace DNA, které
tak nabizeji kvantitativni pfistup k méteni stupné podobnosti a odlisnosti mezi podobnymi
sekvencemi DNA numericky. Zakladni myslenkou je usporadat DNA sekvenci tvofenou
bazemi A, C, G a T do sady cisel. Timto je mozné vyjadfit Ciselny stupent podobnosti mezi
dvéma sekvencemi nebo jejich Castmi. Matice nastini délky usecek, které potom tvori
radek. [18]

1.5.6 Ctyibarevné mapy reprezentujici DNA nebo RNA sekvence

Predkladame novou 2D grafickou reprezentaci DNA nebo RNA sekvence zalozenou
na Ctytbarevné mapé. Toto zastoupeni je pomérné kompaktni a umoziuje tak cloveku
nejen provést vizualni kontrolu podobnosti nebo odliSnosti mezi sekvencemi DNA, ale
také vede k jejich numerické charakterizaci. Prvnim krokem v konstrukci Ctyfbarevné
mapy predstavujici kodovani sekvence napiiklad exonu lidského beta-globinu je
reprezentovat kodujici sekvence jako spiraly ¢tvercovych bunék. Spirala zacina sttedovou
buiikou obsahujiciho nukleotid A, a kon¢i posledni butikou na periferii, ktera obsahujice
nukleotid G. V dusledku toho je kazdy segment Ctvercové sité oznaCeny jednim ze Ctyf
pismen A, C, G a T. Pokud vymazeme sdilené strany mezi sousednimi buiikami, které maji
stejny nazev (barvu), pak dostane Ctyrbarevnou mapu predstavujici kodovani sekvence
exonu beta-globinu lidského genu. [19]

(a) (b)
G G|G|G
GG ( GG
G G G
G]G G
GlGJcC G
C G GG
GlG]« G
[€ G G
C G G
C G G

Obrazek 14: a) spirala bunék s nukleotidy, b) vysledna ¢tyFbarevna mapa
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1.5.7 Charakterizace primarni sekvence DNA pomoci trojice bazi

nukleovych kyselin

Vystavba souboru menSich matic o rozméru 4x4 reprezentujici DNA primarni
sekvence, jsou zalozeny na vycCtu vSech 64 tripleti aminokyselinovych bazi. Vedouci
hodnota z konstruovanych matic byla vybrana jako neménna pro vystavbu vektoru
charakterizujici DNA. Dalsi varianty se povazuji za odvozené matice DNA a zahrnuji 64-
dilny vektor, jehoz slozky se skladaji z potadi tripletit XYZ, kde x, y, z se rovna A, G, C,
T. Vystavba tabulky odli$nosti ¢i podobnosti je zalozena na rdznych invariantech pro
soubor sekvenci DNA. Zakladni ukol je srovnani DNA sekvence se sekvenci invariantni
pfitomnou v tabulce. Invariantni sekvence je zde povazovana za Cislo nezavislé na
oznaceni pismeny A, G, C, A predstavujici baze. Existuji dva typy matic, v prvni matici
individudlni zaznam odpovida individualni paru bazi a druha, kde zaznamy shrnuji
informace o raznych XY pard bazi. Matice, které shrnuji informace pari XY byly
oznaceny jako kondenzované matice. Maji velikost 4x4, protoze je moznych 16 para, které
Ctyfi pismena mohou generovat: AA, AC, AG, AT, CA, CC, atd. To vede k 10 riznym
parum bazi (AA, AC, AG, AT, CC, CG, CT, GG, GT, a TT), které jsou povazovany za
vystavbu invariantl, které jsou nezavislé na uspotradani bazi. [20]

1.5.8 Charakterizace primarni sekvence DNA na zakladé primérnych

vzdalenosti mezi bazemi

Zde je Ciselna charakterizace DNA primarni sekvence zalozena na vypoctu primérné
vzdalenosti mezi pary bazi nukleovych kyselin. To vede k zastoupeni DNA kondenzované
symetrické matice o rozmeéru 4x4, jejiz prvky davaji prumérnou vzdalenost mezi dvojicemi
bazi X, Y v DNA (X, Y= A, C, G, T). Jako invariantni povazujeme vedouci hodnotu
odvozené matice. Dalsi strukturné pfibuzné invarianty byly ziskany vytvofenim dalsi
matice "vyssiho fadu" odvozené z pivodni 4x4 matice, zvySenim svych prvka na vyssi
hodnoty. Vhodné normalizované vedouci hodnoty téchto matic nabizeji novou
charakterizaci primarni sekvence DNA. Dulezitym tkolem pii analyze dostupnych udaja o
DNA je odhadnout stupen podobnosti mezi koneCnymi mnozinami fetézci nukleovych
bazi. Standardni postupy uvazuji rozdily mezi fetézci v disledku smazani nebo vloZeni,

komprese nebo expanze a substituce prvku fetézce. [21]

Usek DNA sekvence Upravené Cislovani DNA sekvence
112131456789 |10f (1]|1]1]2]2|3|1]2]|2]3
A TIGIG|T|G|C|A|C]|C A|T|G|G|T|G|C|A|C|C
111121314 |15|16[17[18|19(20 3(4(3(4(4|(5]6[5|5|4
GIAICIT|C|C|T|G|A T GIA|C|T|C|C|T|G|A
Tabulka 1: DNA sekvence Tabulka 2: Upravené indexovani DNA sekvence
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1.5.9 Charakteristicka a podobnostni analyza DNA sekvenci znazornéna

2D grafickou reprezentaci

Na zaklad¢ klasifikace Ctyf bazi nukleovych kyselin, se snizi DNA primarni

sekvence na tfi (0, 1) sekvence a to non-A, non-G a non-C. Spojujeme kazdou sekvenci s

matici tim, ze davame 2D grafické zndzornéni a ziskame tak tfi-slozkovy vektor s

polozkami majicimi souCet maximalnich a minimalnich vlastnich Cisel matic. Zavedeny

vektor se pouzije pro charakterizaci a porovnani kodujici sekvence. Matematicky neménny

je soucet maximalni a minimalni hodnoty takovych matic, ktery se vypocita pro popis

DNA sekvence.

Ctyfi baze DNA sekvence maji byt rozdéleny do tii skupin podle jejich chemické

struktury, tj. non-A= G, C, T, non-G = A, C, T a non-C =A, G, T, dale se oznaci prvky

non-A, non-G a non-C jako 1 a prvky A, G, a C jako 0. Podobné mtzeme definovat "non-

T", ale to neni nutné, protoze je to zavislé na ostatnich a vyplyva ze zapisu, ze je ptitomno

kdyz se vSechny tfi prvky rovnaji 1. [22]

Tt (0,1) sekvence
Non-A 0 {111 1jo]1|1]1]|1 1 11]1]1
Non-G 00| 1]O]1[1]|1]1 0 1 1{1[1]0
Non-C 1 1{1]1]1]0][1]0]O0]1|1][1]O 0|0|1]1

Tabulka 3: T¥i sekvence utvorené podle nepritomnosti daného nukleotidu

1

1

Obrizek 13: Graficka reprezentace t¥i slozkového vektoru sekvenci

\.;.
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1.6 Denzita nukleotidu

Tato metoda se jevi jako nejoptimalnéjsi ke zpracovani mtDNA.

Tuto numerickou reprezentaci muzZeme nazyvat jako nukleotidovou denzitu nebo
denzitni vektory. Denzita nukleotidid je jednoducha a efektivni metoda numerické
reprezentace symbolické sekvence DNA. Vyjadiuje pramémé zastoupeni jednotlivych
nukleotidd v definované Gasti sekvence. Zadné dvé rozdilné sekvence nemaji stejné
nukleotidové denzity. Zpétna rekonstrukce symbolické sekvence z denzity nukleotidd neni
jednoznacna. PredevS§im na zaCatku a konci sekvence neni mozné presné urcit polohu
nékterych nukleotid, tudiz mazeme fici, ze tento typ numerické reprezentace ztraci
informacni obsah o pfesné pozici nékterych nukleotid. Pfi vypoctu denzity nukleotida se
nejprve ze symbolické sekvence vytvori indikacni vektory uA[n], uC[n], uG[n], a uT[n],
které obsahuji na pozici n hodnotu 1 pokud se dany nukleotid na pozici v sekvenci
vyskytuje nebo hodnotu O v piipadé, ze se nukleotid nevyskytuje. Nasledné jsou
vypocitany jednotlivé denzitni vektory podle rovnice (1).

S uxlil

dy[n] = n=1.N (1)

w

kde N je délka sekvence, W je velikost posuvného okna, X je typ nukleotidu. Velikost
posuvného okna W musi byt liché Cislo, protoze pozice n musi byt centralnim prvkem v
okné. Posuvné okno se pohybuje po celé délce indikacnich vektord a vraci primér z
hodnot v okné. Takto ziskame set ¢tyf denzitnich vektorti. Pro eliminaci vlivu zacatku a
konce sekvence se na zaCatky a konce indikacnich vektord pfidava W/2 nul. Velikost
posuvného okna je volitelna. Nejmensi mozna smysluplna velikost je 5. Volba velikosti
okna je zavisla na délce sekvence a na pozadované rozliSovaci schopnosti vysledného
signalu. [23]

Pti vyuziti nukleotidové denzity jako vstupniho signalu do riznych metod analyzy
sekvenci bude potfeba velikost posuvného okna pro kazdou metodu optimalizovat.
Graficka reprezentace nukleotidovych denzit je mozna dvojim zpisobem. Nejjednodussi je
samostatné vykresleni jednotlivych denzitnich vektorti. Tento zptisob vykresleni vSak
neposkytuje dodatecnou vizudlni informaci pro lidského operatéra. Druhy a vhodnéjsi
zpusob vizualizace tkvi v sumaci denzitnich vektordt pro nukleotidy podobnych
biochemickych vlastnosti a sou¢asném vykresleni komplementarnich sumovanych vektort.
Tim se ziskaji tfi obrazy, které 1ze dobfe vizualn€ porovnavat pro rizné sekvence. Sumace
vektort se fidi biochemickymi vlastnosti nukleotidi dle déleni na purinové/pyrimidinové
nukleotidy, nukleotidy tvofici silnou/slabou vazbu a nukleotidy obsahujici amino/keto
skupinu. [23]
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Programy

V nasledujicich odstavcich detailné popisuji jednotlivé funkce a skripty vytvorené
v programovém prostiedi Matlab s Bioinformatics toolboxem, ve kterych realizuji vypocty
denzitnich vektort jednotlivych sekvenci. Poté vytvarim referen¢ni denzitni vektory, jez
jsou nasledné pfifazovany k zastupcim ze souboru z databaze BOLD na zakladé minimalni

euklidovské vzdalenosti.
2.1.1 Funkce Denzita

Funkce s nazvem Denzita slouzi k vypoc¢tu Ctyt denzitnich vektort, kde vstupem je
jedna sekvence DNA. Funkce nacita sekvenci ve formatu FASTA pomoci interni funkce
fastaread. Tento format je definovan tak, ze zacatek kazdé sekvencni polozky zalina
znakem “>’, za nimz nasleduje jeden fadek informaci o daném proteinu a od dalsiho fadku
nasleduje vlastni sekvence organismu. Po nacteni sekvence nasleduje inicializace
denzitnich vektor vytvorenim vektoru nul o délce nactené sekvence. Tyto vektory se
v cyklu prepisuji na vektory s jednickou v misté, kde se vyskytuje dany nukleotid. Takto
nam vzniknou 4 indika¢ni vektory uA[n], uC[n], uG[n] a uT[n]. Vektory se poté prodlouzi
na obou koncich o W/2 nul zaokrouhleno dolli, kde W je velikost vypocetniho okna.
Pripravi se dalsi inicializacni vektory pro vypocet denzity, které maji stejnou délku jako
samotna sekvence. Do nich se ukladaji hodnoty vypoctu nukleotidové denzity pomoci
pramérovani hodnot indikacnich vektor v posuvném okné€. Délka okna v této funkci je
nastavena fixné na hodnotu 15. Nasleduje vypoCet sum denzitnich vektora dle
biochemickych vlastnosti pomoci souctu vektori a nasledné vykresleni vysledkd. Pro
testovani programu jsem pouzila sekvenci rybky Alepes djedaba z databaze BOLD o délce
655 bp.
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Obrazek 14: Denzitni vektory sekvence Alepes djedaba s délkou okna W=15 29



1 C C r L C C

P TR
A P )

‘u 1\;‘ “\ ‘117 o o
[ANY) [}

o I Iy

y r‘”ﬁ f
W

vy \r Vg |
L T

e
_|
k|

0 r r L r r
0 100 200 300 400 500 600 700

A A
! ‘mj‘“ Wm‘ po_ | i

vV

T

Denzita

700

T

0 r r r r . r r
0 100 200 300 400 500 600 700
Délka sekvence [pb]

Obrazek 15: Sumy denzitnich vektori, Alepes djedaba, W=15

2.1.2 Funkce Struktura

Do funkce s nazvem Struktura vstupuje cely soubor obsahujici mnoho sekvenci ve
fasta formatu. Vystup funkce je ve formatu struktury obsahujici v jednom poli nazvy
organismu vstupujicich sekvenci a v poli druhém samotné sekvence. Soubor je zde nacitan
pomoci funkce fastaread, ¢imz ziskame dvé cell buiiky, z nichz jedna obsahuje sekvence
a druha obsahuje zminény popisny fadek, z néhoz je potfeba ziskat samotny nazev

organismu. Popisny fadek ma nasledujici format:
>WLINDO033-07|[EF609500[WL-M33|Alepes djedaba|COI-5P.

Ziskani nazvu je realizovano prohledavanim fetézce pomoci ptikazu strfind, kde
nalezneme polohu znaka ‘I, kde za tfetim nebo Ctvrtym z nich se vyskytuje nazev. Ten
ziskame pomoci piikazu numel, ktery zjisti poCet lomitek, a poté slozitéj§im indexovanim
cell buriky obsahujici popisné rfadky jednotlivych sekvenci. Jednotlivé nazvy jsou postupné
ukladany do dfive inicializované cell butiky.

Vysledna struktura poté vznika za pouziti prikazu struct, kde do prvniho pole
pojmenovaného nazev ukladam do sloupce ndzvy z cell buiky vystupujici z cyklu. Do
druhého pole s nazvem sekvence je ulozena transponovana cell buiika obsahujici sekvence.
Podoba vysledné struktury je znazornéna na obrazku 16. Nazvy organismu jsem nakonec

ptikazem xIswrite exportovala do Microsoft Excel s ndzvem Taxonomy.
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Nazev: Sekvence:
'Abudefduf vaigiensis' |CCCCTATCTAGT ...
'Abudefduf vaigiensis' [CCCCTATCTAGT ...
'‘Bodianus oxycephalus' |CCCCTATCTAGT ...
'‘Bodianus oxycephalus' |CCCCTATCTAGT ...
'‘Bodianus oxycephalus' |CCCCTATCTAGT ...

Obrazek 16: Schéma struktury obsahujici nazvy a sekvence

2.1.3 SKkript pro vytvareni referencnich denzitnich vektoru

Tento skript s nazvem ReferSek slouzi k tvorbé referencnich sekvenci. Pred jeho
samotnym spusténim bylo pfedem potieba udélat ru¢né ne€kolik operaci. Prvni z nich byla
vybrat trojici zastupca pro kazdou z dvaceti referen¢nich sekvenci. Tato trojice byla vzdy
nactena z vytvorené Struktury do prostoru Workspace, poté byla vicenasobné zarovnana
pomoci funkce multialign a zpétné zkopirovana do nového Microsoft Excel z nazvem
Zarovnane_sekvence. Od nasledujiciho kroku muze byt skript spoustén pomoci ikony Run.

Pomoci ptikazu xIsread se do Workspace nacte dvacet zarovnanych trojic sekvenci
z Microsoft Excel. Vektorem U jsou nadefinované pozice sekvenci v buiice oznacené txt
vzniklé z ptikazu xIsread. V nasledujicich nékolika cyklech dochézi k vypoctu denzitnich
vektort pro kazdou trojici sekvenci za pomoci volani vytvorené funkce Denzita. Z takto
vytvorenych dvanacti denzitnich vektora jsou vyclenovany denzitni vektory tak, Ze se
utvori Ctyfi matice, z nichz kazda obsahuje tfi denzitni vektory jedné baze. Obsazené
vektory jsou zprumérovany a jako vzniklé referencni denzitni vektory od jedné trojice
sekvenci jsou vlozeny opét do matice, kterou jsem postupné pro kazdou trojici exportovala
do Microsoft Excelu. Do buniky s nazvem Tab_Ref_sek jsou postupné ukladany referencni

denzitni vektory do jednotlivych poli odpovidajici jedné trojici sekvenci.

2.1.4 Funkce pro vypocet euklidovské vzdalenosti

Funkce snazvem Euklid vzdm je funkce slouzici kvypoctu euklidovské
vzdalenosti. Vstupuji do ni vzdy dvé sekvence, které mohou mit rozdilnou délku a
vystupem je hodnota minimalni euklidovské vzdalenosti, kterd je vybrana z hodnot
euklidovskych vzdalenosti odpovidajici posunim krat§i sekvence podél delsi. Kratsi
sekvence se bude posouvat z leva doprava podél delsi sekvence, celkové o tolik pozic o
kolik se vzajemné lisi, a v kazdém okamziku posunu se bude pocitat euklidovska
vzdalenost. Nejprve zjistime, ktera sekvence je delsi a tudiz, ktera se jako kratsi podle ni
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bude posouvat a bude dochazet k vypoctu vektoru euklidovskych vzdalenosti pomoci

nasledujiciho vzorce:

DE = \/(Ar - Ai)z + (Cr - Ci)z + (Gr - Gi)z + (Tr - Ti)z (2)

kde Dg je bezrozméra euklidovska vzdalenost, pismena A,C,G,T znaci jednotlivé denzitni
vektory a indexy r,i je oznacuji jako referencni a indikacni. Na zavér se vybere nejmensi
hodnota z vektoru euklidovské vzdalenosti, které se normalizuje pfepoCtem této
vzdalenosti pfipadajici na jednu bazi, aby vysledky nebyli ovlivnéné raznymi délkami

sekvence.

2.1.5 Skript vypoctu euklidovské vzdalenosti a prirazovani zastupcu

Skript snazvem FEuklidm slouzi ksamotnému vypoftu a porovnavani
euklidovskych vzdalenosti mezi referencnim denzitnimi vektory a denzitnimi vektory
testovanych zastupct. K testovanym zastupcim jsou pfifazovani zastupci referencnich
denzit, kde byla tato vzdalenost nejmensi, a tudiz k sobé maji z genetického hlediska
nejblize.

Skript zacind vytvofenim struktury s ndzvem Tabulka, ktera obsahuji podstruktury,
kde v prvnim poli obsahuje nazvy zastupctu referen¢nich denzit, které byly exportovany
z Microsoft Excelu s nazvem Taxonomy. Druhé pole obsahuje referencni denzitni vektory,
které byly nacitany ze cell bunky s nazvem Tab_Ref sek vytvoiené ve skriptu ReferSek a
ukladany opét jako vnitini struktura.

Nasleduje vypocet denzitnich vektori vsSech zastupci z dfive nactené Struktury
obsahujici jejich nazev a sekvenci pomoci vyvolani funkce Denzita. Do proménné Sekl se
nacita vzdy Ctvefice denzitnich vektord, odpovidajici jedné testovaci sekvenci a tyto
denzitni vektory se porovnavaji s dvaceti referencnimi denzitnimi vektory, které se
postupné ukladaji do proménné Sek2. Tyto proménné poté vstupuji do vytvorené funkce
Euklid_vzd.m, kde dochazi k vypoctu dvaceti euklidovskych vzdalenosti. Z tohoto vektoru
se nalezne poloha s nejmensi hodnotou euklidovské vzdalenosti, ktera je poté pouzita jako
index pro nalezeni jména odpovidajiciho referencniho zastupce ve struktute Tabulka v poli
snazvy. Timto se do proménné Prirazeno_k vygeneruje sloupec nazvu referencnich
sekvenci, které se poté kopiruji z Workspace do Microsoft Excelu k piedem
nakopirovanym nazvum testovanych zastupci. Takto lze porovnat, jaci zastupci se

k testovanym piiradili.
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2.1.6 Prace s programy

Pti préci s programy se musi postupovat nasledovné. Za prvé se v Command Window
vyvola funkce Struktura.m a jako vstupni parametr se zadd nazev souboru obsahujici
sekvence ve formatu fasta. Ten musi byt zadany do zavorky v apostrofech a s pfiponou
fas. Naptiklad: Struktura(‘Coral_fishes.fas‘). Timto se vytvoii struktura obsahujici nazvy
a sekvence testovaného souboru. Za druhé spustime ikonou Run funkci ReferSek.m, ktera
vytvoii referencni denzity, musi mit k dispozici soubor Microsoft Excel snazvem
Zarovanane_sekvence, ktery obsahuje vybrané sekvence, které jsou jiz zarovnany a ze
kterych se denzity tvofi. V tomto programu tedy probiha vypocet denzit pomoci volani
funkce Denzita, kde je mozno zménit délku okna W.

Posledni krok probihd v programu Euklid.m, ktery se téz spusti ikonou Run, z néhoz
vystupuje proménna Prirazeno_k obsahujici v sloupci nazvy pfifazenych zastupci v poctu
shodném s poctem vstupujicich sekvenci ve strukture. Pracuje s odvolanim se na funkci
Euklid_ vzdm. Je knému opét potieba mit k dispozici Microsoft Excel a nazvem
Taxonomy, ktery obsahuje dvacet nazvli referenCnich sekvenci. Tento skript pracuje
s proménnou Strukura a Tab_Ref sek z ptedchozich souborl, proto je nepiipustné mezi
jednotlivymi programy mazat proménné z prostoru Workspace. Pro porovnani vysledka je
nutné, jak uz bylo zminéno, prekopirovani nazvu do Microsoft Excelu a to nazvu ze

Struktury a paralelné k nim vlozit nazvy z proménné Prirazeno_k.

2.2 Zhodnoceni vysledki

Byla vyhodnocena uspésnost identifikace sekvenci do referencnich druht. V tabulce 4
je soupis referenc¢nich druhti ze souboru Coral fishes from South China Sea, jejich
taxonomické zatfidéni a pocet sekvenci jedinci daného druhu. Jedna se o sekvence
z databaze BOLD, kde byl ziskan soubor o 341 sekvencich ve formatu fasta. Jedna se tedy
o koralové ryby z Jiho¢inského mote. Primérna délka téchto sekvenci se pohybuje okolo
680 pb (pard bazi). Cely soubor obsahuje celkem 51 zivocisnych druhti a jsou zde
zastoupeny dvé tridy — Actinopterygii a Elasmobranchii.

Tyto sekvence byly zpracovany vyse popsanymi funkcemi, v ptfipadé referencnich
sekvenci bylo dosazeno stoprocentni uspésnosti. Ke v§em zastupciim shodného druhu se
pfitadily odpovidajici referencni sekvence vytvorené pomoci sekvenci pouze od tii
zastupci tohoto shodného druhu. Viz pfiloha Microsoft Excel snazvem Taxonomy-

prirazeno, List 1.

33



Tabulka 4: Popis vybranych sekvenci a ispésnost zaiazeni mezi vlastni druhy

POCET

SPRAVNE

REFERENCNI DRUH TRIDA RAD CELED ROD SEKVENCI | PRIRAZENO USPESNOST
Bodianus
oxycephalus Actinopterygii | Perciformes Labridae Bodianus 7 7 100%
Branchiostegus
argentatus Actinopterygii | Perciformes Malacanthidae | Branchiostegus 16 16 100%
Caesio caerulaurea | Actinopterygii | Ophidiiformes Caesionidae Caesio 8 8 100%
Calotomus carolinus | Actinopterygii | Perciformes Scaridae Calotomus 8 8 100%
Carangoides
chrysophrys Actinopterygii | Perciformes Carangidae Carangoides 6 6 100%
Cephalopholis
boenak Actinopterygii | Perciformes Serranidae Cephalopholis 7 7 100%
Chaetodon auriga Actinopterygii | Perciformes Chaetodontidae | Chaetodon 3 3 100%
Chaetodon auripes | Actinopterygii | Perciformes Chaetodontidae | Chaetodon 4 4 100%
Chaetodon wiebeli Actinopterygii | Perciformes Chaetodontidae | Chaetodon 11 11 100%
Choerodon azurio Actinopterygii | Perciformes Labridae Choerodon 7 7 100%
Coryphaena
hippurus Actinopterygii | Perciformes Coryphaenidae | Coryphaena 3 3 100%
Dactyloptena
orientalis Actinopterygii | Scorpaeniformes | Dactylopteridae | Dactyloptena 8 8 100%
Dendrochirus zebra | Actinopterygii | Scorpaeniformes | Scorpaenidae Dendrochirus 8 8 100%
Epinephelus
amblycephalus Actinopterygii | Perciformes Serranidae Epinephelus 29 29 100%
Epinephelus
areolatus Actinopterygii | Perciformes Serranidae Epinephelus 9 9 100%
Epinephelus bleekeri | Actinopterygii | Perciformes Serranidae Epinephelus 4 4 100%
Epinephelus
spilotoceps Actinopterygii | Perciformes Serranidae Epinephelus 7 7 100%
Hemigymnus
melapterus Actinopterygii | Perciformes Labridae Hemigymnus 11 11 100%
Lethrinus
haematopterus Actinopterygii | Perciformes Lethrinidae Lethrinus 8 8 100%
Lethrinus lentjan Actinopterygii | Perciformes Lethrinidae Lethrinus 5 5 100%

Tabulka ¢. 5 ukazuje, jak uspesné

bylo zafazeni sekvenci jinych nez

referenc¢nich druht k zastupcim stejné Celedi. Prvni sloupec obsahuje nazvy Celedi, které

jsou zastoupeny druhy v celém souboru Coral_fishes a zaroven byly obsazeny u

referenc¢nich druhii. Druhy sloupec uvadi, kolik sekvenci v souboru taxonomicky odpovida

dané Celedi. Nasledujici tfi sloupce uvadéji pocty sekvenci, které byly spravné ptifazeny

k odpovidajici Celedi referencniho druhu. Jsou zde rozdilné vysledky pro riznou délku

oken W, ktera se nastavovala ve funkci Denzita.

Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pii zvolené délce okna W = 15 a to 80,56 %

uspésné prifazenych sekvenci ke spravné celedi. LepSich vysledkd poté dosahovala

analyza s délkou oknem W = 23 pted analyzou s délkou okna W =7,
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Tabulka 5: Poéty spravné p¥irazenych zastupci do Celedi souboru Coral_fishes

TESTOVANY SOUBOR Délka okna | Délka okna | Délka okna
Coral_fishes W=15 W=7 W=23
CELEDI Pocet .| Potet Poget Polet
obsazené v sek\\//enu spravné spravné spravné
souboru souboru pfifazenych | pfitazenych | ptifrazenych
Labridae 2 1 1 1
Malacanthidae 0 0 0 0
Caesionidae 0 0 0 0
Scaridae 9 9 0 9
Carangidae 7 1 7 1
Serranidae 2 2 1 1
Chaetodontidae 0 0 0 0
Coryphaenidae 0 0 0 0
Dactylopteridae 0 0 0 0
Scorpaenidae 16 16 16 16
Celkem: 36 29 25 28
Uspésnost zafazeni (%): 80,56 69,44 77,78

Tabulka 6 analyzuje novy soubor sekvenci s databaze BOLD s nazvem Indian_fishes.
Tento soubor obsahuje celkem 251 sekvenci, pfiCemz v analyze je zahrnuto prvnich 111.
Priméma délka sekvenci je 680 pb. Obsahuje 75 riznych druhl, z nichz 186 zastupcu
spada do tiidy Actinopterygii a tadu Perciformes, ze kterého jsou pirevazné tvoreny
referen¢ni sekvence.

V prvnim sloupci jsou opét uvedeny celedé referencnich sekvenci, ve druhém je pocet
sekvenci v testovaném souboru, které jsou taxonomicky pfifazeny k dané cCeledi, a treti
sloupec obsahuje, kolik z téchto sekvenci bylo spravné piifazeno, ke shodné celedi
z referen¢nich sekvenci. Zde se dle predchozich vysledka pocitala denzita s délkou okna W
= 15, kde byla uspéSnost nejvyssi. V tomto souboru se dosahlo tspéSnosti témér 95 %

pfifazeni testovanych sekvenci k referen¢nim sekvencim stejné celedé.
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Tabulka 6: Usp&Snost zaiazeni testované souboru Indain_fishes

TESTS{;@?}ES:SBOR Délka okna W=15
5 Pocet Pocet
CELEDI obsazené v souboru sekvenci v spravné
souboru pfirazenych
Labridae 0 0
Malacanthidae 0 0
Caesionidae 0 0
Scaridae 0 0
Carangidae 18 18
Serranidae 19 19
Chaetodontidae 0 0
Coryphaenidae 0 0
Dactylopteridae 2 0
Scorpaenidae 0 0
Celkem: 39 37
Usp&3nost zafazeni (%): 94,87

Pro grafické vyjadieni genetické vzdalenosti mezi sekvencemi slouzi fylogeneticky
strom. Na obrazku 16 je fylogeneticky strom vytvoreny pro dvacet referen¢nich druhdg, je
konstruovan metodou neighbor-joining, jehoz princip spociva v tom, ze se postupné
rozklada hvézdicovy strom tak, aby se v kazdém kroku maximalné€ snizila celkova délka
stromu. Distan¢ni vzdalenost byla pocitana pomoci metody Jukes-Cantor, ktera
predpoklada, ze substitu¢ni rychlosti jsou stejné pro vSechny typy zamén. Je-li tedy
celkova rychlost substituce za jiny nukleotid u, pak rychlost zmény za konkrétni jeden ze
tfi odliSnych nukleotidu je u/3.[24], [25]

Muzeme si vSimnout, ze zastupci Celedé Chaetodontidae vychazeji z jediné vétve a
vzdalenost mezi nimi je mala, coz vypovida o genetické blizkosti. Naopak zastupci Celedé
Labridae jsou umisténé v né€kolika rozdilnych vétvich, coz muze znamenat velkou

genetickou variabilitu u zastupcu této Celedi.
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Lethrinus lentjan

Caesio caerulaurea
Branchiostegus argentatus
Choerodon azurio
Dendrochirus zebra
Dactyloptena orientalis
Epinephelus areolatus
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Epinephelus bleekeri
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Hemigymnus melapterus
|Carangoides chrysophrys
[Coryphaena hippurus

(Calotomus carolinus

Obrazek 17: Fylogeneticky strom referen¢nich druhu
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3 Zavér

Cilem této prace bylo pfiblizeni metod pro molekularni taxonomii, pfedstaveni DNA
barcodingu a programova realizace vhodné numerické metody pro zpracovavani
genomickych sekvenci s naslednou klasifikaci souboru sekvenci s databaze BOLD pomoci
distan¢niho porovnani s referen¢nimi sekvencemi.

V praci se mi podafilo priblizit biologické zaklady, predev§im bunécny aparat
s bliz§im popisem mitochondrii a mitochondrialni DNA. Predstavila jsem DNA barcoding,
jako jeden z nejaktualn€jSich projektt zabyvajici se fylogenetickou a uvedla nékteré z
numerickych metod pro zpracovani genomickych dat.

Z uvedenych metod jsem si, jako nejvice vhodnou, vybrala metodu tvorby denzitnich
vektort, ktera nam nejlépe znazornuje rozlozeni nukleotidi v DNA sekvenci a je tedy
vhodna pro porovnavani sekvenci mezi sebou. Tuto metodu jsem programove realizovala
v prostfedi Matlab. Nasledovala tvorba dvaceti referencnich sekvenci, kdy jsem si ze
souboru vybrala vzdy tfi sekvence jednoho druhu, které jsem zarovnala na stejnou délku,
vypocitala jejich denzitni vektory a udélala jejich prameér. Pro klasifikaci testovanych
sekvenci jsem vytvorila programy pro nacteni celého souboru sekvenci z databaze BOLD
a pro vypocet jejich denzitnich vektori s naslednym distanénim porovnanim pomoci
euklidovské vzdalenosti mezi jednotlivymi denzitnimi vektory. Na zaklad€é vypocitané
euklidovské vzdalenosti se k testované sekvenci pfiradila ta referencni sekvence, mezi
nimiz byla hodnota euklidovské vzdalenosti nejmensi. Coz znamend, ze testovana
sekvence se s touto referencni sekvenci nejvice shoduje s porovnani s devatenacti ostatnimi
a tudiz jsou tyto sekvence k sobé geneticky nejblize.

Na zavér probéhla analyza celého souboru sekvenci z databaze BOLD s nazvem Coral
fishes from South China Sea, a to s jakou uspéSnosti se testované sekvence prifadili ke
shodnému referencnimu druhu, kde se uspé$nost pfifazovani pohybovala ve vysokych
procentech. U referencnich sekvenci se dosahlo tspésnosti 100%, tzn. Ze k zastupcim
stejného druhu se spravné prifadila referen¢ni sekvence. U nereferencnich sekvenci
ze souboru Coral_fishes bylo dosazeno uspésnosti prifazeni testované sekvence ke spravné
celedi 80,56% pfi délce okna W=15, 69,44% pfti délce okna W=7 a 77,78% piti délce okna
W=23. V testovaném souboru Indian_fishes bylo dosazeno uspésnosti 94,89%, kdy se

k testovanym sekvenci priradila spravna referencni Celed’.
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