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Abstrakt

Nazev prace: Vyuziti lingvistickych metod v molekularni fylogenetice

Autor prace: Bc. Hana Owsiankova

Vedouci prace: Mgr. Dan Faltynek, Ph.D.

Pocet stran: 71

Pocet priloh: 2

Abstrakt: Diplomova prace predklada biosémiotické koncepty zalozené na analogii pfi-
rozeného jazyka a DNA, které vychézi z chapani sekvenci DNA jako textu. Hlavnim té-
matem je vyuziti lingvistickych metod v bioinformatice, piedné pak pro Gcely moleku-
larné fylogenetickych studii. Pro vyzkumnou ¢ast je vyuzita metoda Damerau-Levensh-
teinovy vzdalenosti a Bag-of-Words model. V prvnim pfipadé je testovana hypotéza
o pribuzenstvi druhu Malus domestica (jablont domaci) a planého druhu Malus sieversii
pochazejiciho z oblasti Tyrkystdnu v Centralni Asii. Druhy vyzkum je zaméfen na mapo-
vani vztahd hybridi ke svym progenitorim tvoficich tzv. U-model rodu Brassica (bru-
kev). Pro oba vyzkumy jsou pouzity genetické markery, konkrétné nuklearni ribozomalni
marker ITS1 5.8S ITS2 a chloroplastovy marker maturaza K. Cilem prace je prezentovat
lingvistické metody jako vhodny nastroj pro zkoumani fylogenetickych vztah na mezi-

druhové arovni.

Klic¢ova slova: biosemiotika, molekularni fylogenetika, lingvistické metody, Damerau-

Levenshteinova vzdalenost, Bag-of-Words model, Malus, Brassica



Abstract

Title: The utilization of linguistic methods in molecular phylogenetics

Author: Bc. Hana Owsiankova

Supervisor: Mgr. Dan Faltynek, Ph.D.

Number of pages: 71

Number of appendices: 2

Abstract: This diploma thesis presents biosemotic concepts based on the analogy of na-
tural language and DNA, based on the understanding of DNA sequences as text. The main
topic is the use of linguistic methods in bioinformatics, especially for molecular phyloge-
netic studies. For the research part, the Damerau-Levenshtein distance method and the
Bag-of-Words model are used. In the first case, the hypothesis on the relation of Malus
domestica (domestic apple tree) and the wild species Malus sieversii originating from the
Tyrkystane area in Central Asia is tested. The second research is focused on the mapping
of hybrids relations to their progenitors forming the so-called U-model of genus Brassica.
Genetic markers, namely the nuclear ribosomal ITS1 5.8S ITS2 marker and the chloro-
plast marker maturase K, are used for both studies. The aim of this paper is to present
linguistic methods as a suitable tool for the research of phylogenetic relationships at the

interspecific level.
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Uvod
., Our own genomes carry the story of evolution, written in DNA, the language of

¢

molecular genetics, and the narrative is unmistakable.

Kenneth R. Miller

Molekularni fylogenetika je obor, ktery pro ziskani informaci o evolu¢nich vztazich or-
ganismu analyzuje molekularni znaky, jimiz jsou mysleny vybrané sekvence makromo-
lekul - DNA, RNA a proteind. Tento pfistup zacal v druhé poloviné 20. stoleti nahrazovat
klasickou taxonomii vybudovanou Carlem Linné (Linnai 1758), ktera je zalozena na
morfologickych znacich zivych organismd, tzn. celkové vnéjsi stavbé organismi — U rost-
lin se jedna napf. o tvar, velikost a barvu plodu, kvétu nebo listu, velikost a tvar semen
apod.; u zvifat se muze jednat o celkovou stavbu kostry, pokryti kiize a jeho zbraveni
(srst, pefi, Supiny), typ larvy, tvar zobaku, roht/parohti nebo kopyt aj. Molekularni fylo-
genetika pro své vyzkumy vyuzivd nejmodernéjsi biochemické a bioinformatické me-
tody, napt. GISH/FISH (genomic in situ hybridization/fluorescence in situ hybridization),
Multiple Sequence Alignment, Maximum Parsimony, Neighbour Joining, Maximum Li-
kelihood ad. Jejim nejvétsim piinosem je revoluéni zména v piistupu ke kategorizaci or-
ganismu do taxonti (predevsim celedi, trib a rodl). Ackoliv se tato védecka disciplina
neustale rozviji, mnoho otdzek v oblasti genomiky a genetiky zatim ponechéva nezodpo-
vézenych nebo na né nedava jednoznacnou odpovéd. To pfinasi vyzvu jinym oborim,

které mohou svou metodologii molekularné fylogenetické vyzkumy obohatit.

V této praci bych chtéla ptiblizit koncept gramatik DNA, tedy paralel mezi ptirozenym
jazykem a ,,jazykem zivota“ — DNA. Vénuji se jeho vzniku, rozvoji, ale ptedev§im prak-
tickému vyuziti v oblasti molekularni fylogenetiky. Pojeti zapisu genetickych sekvenci
jako textu se vyvijelo od prulomového objeveni struktury DNA v roce 1958 (F. Crick
a J. Watson) a rozlusténi genetického kodu v roce 1966 (M. Nirenberg, R. Holley,
H. Khorana). Paraleln¢ byly testovany moznosti vyuziti lingvistickych metod pro geno-
mické a genetické studie. Své misto mezi standardnimi bioinformatickymi metodami
vSak zacinaji nalézat az v soucasnosti. Jejich potencidl neni ani zdaleka vycerpan a nemaji
standardizovanou podobu. Jako ptiklad efektivniho vyuziti lingvistickych metod pro fy-
logeneticky vyzkum prezentuji Damerau-Levenshteinovu vzdalenost a Bag-of-Words

model.



Uvodni teoretick ¢ast je vénovéana analogii piirozeného jazyka a DNA, jsou v ni prezen-
tovany pfistupy a koncepty hlavnich pfedstavitelti biosémiotiky. Dale je pojednavano
o lingvistickych metodach, které jsou v bioinformatice vyuzivany, a o vyhodach piistupu
rozdélena do dvou vyzkumil. Prvni se vénuje rodu Malus (jabloil) a testovani hypotézy
o vyvoji Malus domestica (jabloné domaci) z planého druhu Malus sieversii pochazejici
Z Centralni Asie z oblasti Tyrkystanu. Druhy vyzkum je zaméien na rod Brassica a vyuziti
lingvistickych metod pro mapovani vztahii mezi progenitory a jejich hybridy tvofici tzv.
U-model. Pro oba vyzkumy jsou vyuzity molekularni markery, konkrétné nuklearni ri-
bozomalni marker ITS1 5.8S ITS2 a chloroplastovy marker maturdza K. Primarnim cilem
této studie je ukazat, ze chapani genetickych sekvenci jako textu a vyuziti lingvistickych
metod pro jejich analyzu mize velmi piispét kK mapovani fylogenetickych vztahi a zauj-

mout misto vedle standardnich bioinformatickych postupti.



Analogie ptirozeného jazyka a DNA

,, The deciphering of the genetic code has revealed our possession of a language
much older than hieroglyphics, a language as old as life itself, a language that is the most
living language of all — even if its letters are invisible and its words are buried in the cells

of our bodies.

George a Muriel Beadle, 1966

Rozlusténi genetického kodu v roce 1966 (M. Nirenberg, R. Holley, H. Khorana) bylo
vyznamnym prilomem na poli genetiky a zaroven velkou inspiraci k hledani paralel mezi
genetickym kddem a prirozenym jazykem. Postupné se jazykové pojmy staly béznou sou-
¢asti terminologie molekularni biologie, napt. kod, kédovani, informace, ptepis (tran-
skripce), pieklad (translace), fec, zapis, editace (sesttih) ad. Jejich uzivani se natolik usta-
lilo, ze zcela piestaly byt chapany jako metafory — ,, Proteosyntéza — bioSyntéza bilkovin

— predstavuje pochod, pri kterém se geneticka informace uchovdavana a predavand v reci

DNA exprimuje, tj. realizuje formou bilkovin. Proteosyntéza se také nazyva translace —
preklad, nebot predstavuje biochemicky prevod informace 7 reci nukleovych kyselin do
reci bilkovin. “ (Jonak 2007, s. 195)

Pro oznaeni paralely mezi pfirozenym jazykem a DNA nebo mezi zivym tvarem
a strukturami jazyka je uzivan pojem gramatiky DNA. Toto téma spada do oblasti zajmu
biosémiotiky, discipliny, ktera spojuje biologii a sémiotiku. Jejim hlavnim zamérem je
ukazat, Ze semidza je zakladni slozkou zZivota, tj. Ze ve vSech Zivych organismech existuji
znaky a vyznamy (Barbieri 2009). Termin ,,biosémiotika“ poprvé pouzil Friedrich Salo-
mon Rotschild (1962), k samotnému ustaveni oboru doslo v navaznosti na Thomase Se-
beoka a Jakoba von Uexkiilla roku 2001 na mezinarodni biosémiotické konferenci Ga-
thering in Biosemiotics. V disledku odlisného chapani sémiotickych koncepti (znak, sig-
ndl, interpretace, kod nebo vyznam), se v ramci biosémiotiky vy€lenilo n€kolik smérii
(podle Kull 2007): fyzicka biosémiotika (Howard Pattee), darwinisticka biosémiotika
(Howard Pattee, Terrence Deacon), zoosémiotika (Thomas Sebeok), znakova biosémio-
tika (Thomas Sebeok, Jessper Hoffmeyer), kodova biosémiotika (Marcello Barbieri)
a hermeneutickd biosémiotika (Anton Marko§). Analogii pfirozeného jazyka a DNA se
ve svych pracich zabyva predevsim Roman Jakobson, Sungchul Ji, Anton Markos, Ed-

ward Trifonov a Marcello Barbieri.


https://www.wikiskripta.eu/w/Proteosynt%C3%A9za
https://www.wikiskripta.eu/w/Translace

Roman Jakobson

Roman Osipovic Jakobson (1896—1982), rusky lingvista a jeden ze zakladatel Prazského
lingvistického krouzku, je povazovan za jednoho z prvnich, kdo konceptualizoval analo-
gii mezi jazykem a DNA. K chapani DNA jako jazyka ptispél mnoha svymi koncepty.
Prvnim z nich je paralela dvoji artikulace — tak jako Ize v jazyce Clenit véty na slova, a ty
dale na morfémy/fonémy, tak sekvence DNA Ize dé¢lit na triplety, a ty pak na jednotlivé
nukleotidy. Roman Jakobson k sobé vztahl analogické dvojice baze-foném/morfém, ko-
don-slovo a gen-véta. Abecedu DNA tedy metaforicky tvoti 4 baze (adenin, cytosin, gu-
anin, thymin), které¢ se kombinuji do tripletti a koduji jednotlivé aminokyseliny. Jakobson
dale pfipodobnuje fetézce DNA K linearité v jazyce — ve vypovédi fadime zvuky nebo
pismena za sebou, stejné tak jsou v DNA kladeny za sebou baze. Pokracuje vykladem tii
kodonii nekodujicich aminokyselinu (stopkodon) jako interpunkéniho znaménka. Do-
konce i teorii binarnich opozic, kterou pivodné vypracoval pro fonologicky a morfolo-
gicky systém, analogicky pfevedl na vztah vzdjemné se dopliujicich bazi, jez v DNA
vzdy stoji proti sob& — cytosin-guanin, adenin-thymin/uracil (Jakobson 1971, s. 678—
681).1 Pro Jakobsona byl jazyk a Zivot tim samym. Ve svych pojednanich (1973, 1974)
o vztahu pfirozeného jazyka a zivota obhdjil opravnénost uzivani lingvistickych termint

V genetice.

Sungchul Ji

Sungchul Ji, povolanim piivodné farmakolog a toxikolog, se proslavil svym konceptem
izomorfie mezi jazykem bunék, ktery nazyva cellese, a lidskym jazykem, tzv. humanese.
Inspiraci Cerpal v biokybernetice a obecné molekularni teorii zivych systému (Ji 1991).
Svou koncepci bunééného jazyka stavi na predpokladu, Ze buiiky v mnohobunéénych or-
ganismech spolu musi komunikovat za uc¢elem svého pteZiti a vyvoje, musi tedy mit sviij
vlastni bunécny jazyk. Navic jde ve své myslence jesté o krok dal a naznacuje, Ze lidsky
jazyk je zalozen na buné¢ném jazyce. Samotny cellese definuje jako sebeorganizujici se

systém molekul, z nichz nékteré koduji, tzn. ptisobi jako znaky nebo spoustéce pro ge-

! Nukleové baze (nuklotidy) jsou zakladni stavebni jednotkou nukleovych kyselin. ZozliSujeme baze puri-
nové (adenin, guanin) a pyrimidinové (cytosin, uracil, thymin). Vzdy vznika vazba mezi jednou purinovou

a jednou pyrimidinovou bazi pomoci vodikové vazby — guanin-cytosin, adenin-thymin/uracil.
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nove fizené bunécné procesy. Pokud bychom Jiho pojeti vztahli k Saussurové sémiotic-
kému modelu, bunéény jazyk by uzival molekuly jako signifiant/oznacujici a genoveé fi-

zené bunécné procesy jako signifié/oznacované (Ji 1997, s. 17-19).

Human Language Cell Language

1. Alphabet (L) Letters 4 Nucleotides (or 2 amino acids)
2. Lexicon (W) Words Structural genes (or polypeptides)
3. Sentences (S) Strings of words Sets of genes expressed coordinately in space

and time under the control of
spatiotemporal genes”

4. Grammar (G) Rules of sentence formation ~ Laws of chemistry and physics of nucleic
acids that determine the folding patterns of
DNA according to nucleotide sequences
and microenvironmental conditions. Only a
small subset of grammatically folded
(hence syntactically correct) chromatin
structures is selected by evolution and
hence carry genetic (i.e., semantic)

information.

5. Phonetics (P) Physiologic structures and Conformational dynamics of DNA that
processes underlying enables the expression of genetic
phonation, audition, and information through input of free energy
interpretation via protein binding and/or ATP-dependent

super coiling of DNA

6. Semantics (M) Meaning of words and Gene-directed cell processes driven by
sentences conformons” and intracellular dissipative

structures (IDSs)¢

...................................................................................

7. First Articulation Formation of sentences from  Organization of gene expression in space and

words time (through noncovalent interactions®)
8. Second Formation of words from Organization of nucleotides (amino acids) into
Articulation letters genes (polypeptides) (through covalent
interactions®)

Obrazek 1: Srovnani vlastnosti ptirozeného a buné¢ného jazyka (humanese a cellese) dle S. Jiho (1999,
s. 412)

Lidsky i bunéény jazyk ma podle Jiho Sest zékladnich spole¢nych rysi (abecedu, lexikon,
véty, gramatika, fonetika, sémantika) a k nim ptidava dvoji artikulaci (viz Obrazek1). Na
zéklad¢ téchto vlastnosti usuzuje, Ze DNA vysSich eukaryot (mnohobunéénych orga-
nismil) obsahuje dva druhy gent: strukturalni — dle néj lexikalni geneticky kod (kodujici
DNA, u ¢lovéka 3%) a spatiotemporalni (¢asoprostorove zavisly) — tj. sémanticky gene-

ticky kod (nekodujici DNA, u ¢loveéka 97%). Syntakticky geneticky kod pak prochazi
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napfi¢ fyzickymi i chemickymi aspekty DNA kazdé molekuly (Ji 1999, s. 413). Ji chape

sekvenci DNA jako vyraz komplexu vSech procest odehravajicich se v bunce.

Edward Trifonov

Edward Nikolayevich Trifonov, rusky molekularni biofyzik a bioinformatik, podobné
jako Ji, také zavedl pojem oznacujici geneticky jazyk — nazyva jej gnomic. Komunikace
podle n¢j probiha prostfednictvim nukleotidovych sekvenci mezi molekulami v ramci
procesit replikace, transkripce a translace.? Ve svych studiich (1989, 1990) se zabyva na-
ptiklad lingvistickou komplexitou (diverzifikovanost, bohatost slovniku). Zatimco v tex-
tech pfirozeného jazyka jsou dle néj jednim smérem postupné ¢teny vSechny znaky, ge-
netické texty jsou ¢teny nékolika riznymi zpuisoby — pii uzivani genetické informace jsou
brany v potaz urcité jeji znaky, zatimco jiné jsou opomijeny; pokazdé dekoduji jiné inter-
akce a predpokladaji overlapy (Trifonov hovoii o tzv. ptekryvajicich se kodech; oproti
Crickovi, ktery disledné pfipomina ze geneticky kod je neptekryvajici se - tzn. Ze je pfi
vyuzivani genetické informace pevné stanoven ¢teci ramec tripletti.). Na rozdil od lid-
skych textl, které jsou tvoreny jedinym kdédem a nesou jednu informaci, genetické texty
vytvaii multikdd, tj. nesou vice informaci a funkei v jediné sekvenci. Trifonov se spolu
s Popovou a Segalem (1996) vénuji vyznamu overlapi v genetickych sekvencich a moz-
nostem vypoctu strukturni slozitosti libovolné linearni posloupnosti znakd (zndmych
1 nedefinovanych textll) na zdklad€ metody lingvistické komplexity. Konkrétné porovna-
vaji proteinové sekvence s riznymi texty psanymi v anglicting, italtiné a vel§tiné. Do-
kladaji, ze lidské texty jsou strukturné jednodussi nez texty genetické, a to praveé na za-

kladé vyse popsan¢ho rozdilného zpiisobu cteni.

2 Replikace je proces, pfi kterém se genetickd informace z jedné molekuly DNA pfenasi do jiné molekuly.
Tvorba bilkovin zahrnuje proces transkripce a translace. Transkripce pfedstavuje piepis genetické infor-
mace z DNA do mRNA (mediatorové RNA). Béhem translace je informace zapsana v mRNA pienesena

do primarni struktury bilkovin, tzn. fetézce aminokyselin.
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Anton Marko§

Anton Markos, profesi teoreticky biolog, poklada za spolecnou vlastnost lidskych texti
a ,,genetickych texti* (biologickych makromolekul) to, Ze je mozné je zaznamenat jako
linearni zapisy prvka, které nesou né¢jakou informaci. Tyto prvky jsou urceny svym tva-
rem ¢i vzhledem, pofadim a polohou. Pojmem informace zde odkazuje k Shannonové
konceptu teorie informace, z n¢jz mnoho lingvistickych metod uzivanych v genetice vy-
chazi. Markos bere sekvenci DNA jako text, ktery je mozné rozc¢lenit na jednotliva slova
a poté zkoumat jejich frekvenci a distribuci — u jednoho nebo vice organismt, jednotli-
vych gent/proteind, celych genomi/proteomti (Markos a kol. 2014, s. 58-84). Je pova-
zovan za predstavitele tzv. hermeneutické biosémiotiky, klade diiraz na zpisob Cteni ge-
netického textu a jako jeden z moznych uvadi proteosyntézu (proces tvorby bilkovin),
kdy ,,mluvou jsou proteiny a jejich ,syntax‘ a ,sémantika‘ urcuji jak ,vypoved™, tj. feno-
typ, tak vybér textt k dal§imu éteni* (2003, s. 104).2 Markos zddiraziiuje, Ze pro fungovani
buiiky neni dilezité pouze to, co je Cteno, ale zlezi také na zptsobu, jakym je to ¢teno —
tzn. informace neni dana jen pofadim nukleotidi v DNA, ale také procesy interakce

a interpretace Vv bunce.

Marcello Barbieri

Marcello Barbieri, italsky teoreticky biolog, v roce 2008 zacal vydavat Casopis Biosemi-
otics, oficialni periodikum International Society for Biosemiotic Studies. Je zakladatelem
discipliny Code Biology (2015), kterou sam prezentuje jako studium vsech kodu Zivota
pomoci standardnich védeckych metod, a jako odhalovani dosud neprozkoumaného roz-
méru zivého svéta. Velkou pozornost vénuje organickym koédam (2006, 2008a), které
diky evolu¢nimu zachovani piedstavuji jediné neménné entity, zatimco vSe ostatni (tzn.
fyzikalni entity) se béhem vyvoje méni — v souvislosti s jeho koncepci organickych kodi
vyd¢€luje napt. geneticky kod, metabolicky kod, RNA kod, autoimunni kod ad. Podle Bar-
bieriho je zakladni vlastnosti organickych koda arbitrarnost, tj. nemotivovanost vyrazu
a vyznamu, coz dokldda na vztahu mezi nukleovymi kyselinami a proteiny, ktery je usta-
lenym zptsobem (konven¢né€) zprostitedkovan tzv. codemakery (napft. ribozomy). Ostie

se vymezuje (2008b) proti pojeti interpretace genetického textu v biosémiotické teorii

3 Fenotyp jsou vSechny pozorovatelné vlastnosti a znaky organismu. Jedna se o vysledek piisobeni geno-

typu (geneticka charakteristika jedince) a prostredi.
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https://en.wikipedia.org/wiki/International_Society_for_Biosemiotic_Studies

Antona Markose. Svou kritiku stavi na pojeti bunky jako biologického pocitace, ve kte-
rém dochazi pouze k vyrobni (manufacturing) a signaliza¢ni (signalling) semi6ze zpro-

sttedkované codemakery a nikoliv interpretaci.
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Lingvistické metody v bioinformatice

., Lingvistické metody nejsou schopny plné nahradit standardni srovnavaci bioin-
formatickeé metody zaloZené na prirazovani a hledani homologii, ale mohou poslouzit jako

doplnujici nastroje k detailnéjsi analyze. Navic jsou vypocetné mnohem ménée narocnée. *

Anton Markos 2014, s. 84

Bioinformatika je disciplina na pomezi informatiky a biologie, ktera se zabyva zpracova-
nim a analyzou dat ptfedevsSim v oblasti evolu¢nich vztahi mezi zivymi organismy po-
moci informacnich technologii (http://bioinformatics.org). To, co diive posuzovala taxo-
nomie na zakladé¢ morfologickych znak, tj. celkové vné&jsi stavby organismu, dnes fesi
molekularni fylogenetika pomoci standardnich bioinformatickych metod zalozenych na
analyze genetického textu (viz dale). Pfedmétem zajmu bioinformatiky je pfedev§im ma-
povani tseklti DNA (hledani kodujicich oblasti, nalezeni primeri), ziskavani udaji o kon-
krétnim genu ¢i proteinu, hledani zndmych strukturnich nebo sekvencnich motivii zkou-
maného proteinu, porovnavani sekvenci dvou ¢i vice organismu a ptipadné predikovani
funk¢nich rozdili mezi nimi, posuzovani miry ptibuznosti genil v ramci vétsi genové sku-
piny (rod, tribe, ¢eled’) a nasledné usuzovani evolucni historie a funkéni rozriiznénosti,
nalézani funk¢nich genti v dosud neanotovaném useku genomové sekvence atd. (Cvré-

kova 2006, s. 6).

Jednou ze zékladnich metod, kterd umoZziuje porovnavat a zméfit podobnost genetickych
sekvenci (mala frakce aminokyselin ¢i nukleotidii), je tzv. sequence alignment (pfita-
zeni), jsou-li porovnavany vice néz dvé sekvence, jedna se o multiple sequence alignment.
V piipadé sekvenci s predpokladanou vyraznou podobnosti, obsahujicich dlouhé konzer-
vativni useky, je pouzivano globalni piifazeni (global alignment), kdy jsou k sob¢& sek-
vence prifazovany v celé své délce a jsou do nich zanaSeny mezery (gaps) tam, kde jsou
navzajem odlisné. Naopak pro evolu¢né vzdalenéjsi sekvence je vyuzivano lokalni ptifa-
zeni (local alignment), pii némz jsou K sobé pfifazeny pouze jednoznacné shodné tseky
(viz Obrazek 2). Vahy vSech moZnych pari aminokyselin ¢i nukleovych bazi urcuje sub-
stituéni matice (scoring matrix, substitution matrix). Pro sekvence nukleovych bazi se
pouziva matice identity (identity matrix [UPAC), ktera v§em pariim i neparum pfifazuje
konstantni hodnotu, obvykle kladnou pro par a zapornou/nulovou pro nepar. U proteino-

vych sekvenci lze zvolit bud’ nékterou z matic PAM (Point Accepted Mutation) nebo
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z matic BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix), kazda urcuje pro jednotlivé pary a ne-
pary rozdilné penalizace (Cvrckova 2006, s. 28-45).

Local Alignment

| Target Sequencel

5' ACTACTAGATTACTTACGGATCAGGTACTTTAGAGGCTTGCAACCA 3'
LEEE TEEEEE TEEEREEEETEEETT

Query Sequence |5' TACTCACGGATGAGGTACTTTAGAGGC 3

Global Alignment
| Target Seguencel
5' ACTACTAGATTACTTACGGATCAGGTACTTTAGAGGCTTGCAACCA 3

LECEEEEEEEr FEeeeer err e e e e e teerrr
5' ACTACTAGATT----ACGGATC--GTACTTTAGAGGCTAGCAACCA 3'

Query Sequence

Obrazek 2: Rozdil mezi lokalnim a globalnim piitfazenim. (www.majordifferences.com)
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Obrazek 3: Piiklad substituéni matice — BLOSUM®62 (wikipedia.org)
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Spolu s jazykovymi metaforami byly do genetiky vneseny lingvistické metody analyzy
(oznaCované jako linguistic-like tools). O jejich vyuziti, pfedevs§im pro porovnavani sek-
venci, pojednava Alexander Bolshoy (2003), vyznamny teoretik v této oblasti. Konkrétné
se vénuje metod¢ kontrastniho slovniku, metod¢ kompozi¢niho spektra a lingvistické
komplexité, které vyuzivaji rozkladu textu na n-gramy a vyhodnocuji jeho diverzifikova-
nost. Mezi dalsi prikopniky lingvistickych metod v genomice patii naptiklad zminovany
Edward Trifonov. Ve spolupraci s nim vypracovali Michaela Zemkova a Daniel Zahrad-
nik fadu analyz zaméfenych na lingvistickou komlexitu a entropii genetickych texta (viz
Zemkova 2016). Komplexitu genetickych sekvenci zkoumal také Meeta Rani a Chanchal
Mitra (1994). Kvalitativni strukturou genomu a proteomt, napf. piitomnosti ur¢itych
,,slov* napfi¢ velkym mnozstvim proteint, se zabyval Susumo Ohno (1992). Dalsi uplat-
nénou lingvistickou metodou je testovani platnosti tzv. Zipfova (mocninného) zakona na
genetickych sekvencich, podle néjz se slova v textu vyskytuji s uréitym statistickym roz-

lozenim (Mantegna 1995, Faltynek — Matlach 2014).

Lingvistické piistupy k analyze genetickych textii mohou slouzit jako alternativni metody
vedle standardnich metod uzivanych v bioinformatice. Vyse uvedené metody a vyzkumy
jsou jen n¢kolika malo piiklady dynamicky se rozvijejiciho uplatnéni teoretickych po-
znatkt biosémiotiky. Pro ucely této prace se podrobnéji zam&fim na metody, které byly
z oblasti lingvistiky pievzaty pro potfeby bioinformatickych analyz novéji a zatim nebyly
vyuzity cilené pro molekularné fylogenetické studie — jedna se o Damerau-Levenshtei-

novu vzdalenost a Bag-of-Words model.

Damerau-Levenshteinova vzdalenost

Damerau-Levenshteinova vzdalenost je pojmenovana po prukopnikovi ve zpracovani pfi-
rozeného jazyka (Natural Language Processing) Fredericku Damerau (1964) a informac-
nim teoretikovi Vladimiru Levenshteinovi (1966). Formalné je vzdalenost definovana
jako pocet uprav potiebnych k transformaci jednoho fetézce na druhy, tyto fetézce mohou
mit riznou délku a jsou tvofeny kone¢nou abecedou. Transformacemi fetézce je zde mys-
lena delece (chybgjici ¢ast), inverze/substituce (zaména casti), inzerce (zaclenéni Casti)
nebo transpozice (prohozeni dvou sousedicich ¢asti). Pivodni koncept, ktery vytvotil Da-

merau, byl navrzen jako editacni néstroj pro identifikaci a opravu pravopisnych chyb,
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pozd¢ji byl uplatnén pti sledovani fonetickych zmén (Sanders et al. 2009) a také v oblasti
lexikostatistiky v souvislosti s rekonstrukci genetického stromu jazykt na zakladé ana-
lyzy vypujcek — viz Swadeshiv / Leipzig-Jakarta seznam (Serva — Petroni 2007). Az spo-
luprace s Levenshteinem vedla k modifikaci vypocetniho algoritmu (viz Obrazek 4) a vy-

uziti metody v biologii k méfeni variace mezi genetickymi sekvencemi.

max(i, j) if minfs, ) = 0,
o, nle l._ll:l -1
. dopld, 7 —1)41 o 3
o ming gl 1,5—1)4 Lo ifd, § = land a; = by anda;_; = b
wrlB )= 9 iy plf = 2,7—2)+1
dopli — 1,9) + 1
min ¢ daeli,J—1]+1 otherwise.
o n(E— 10— 1)+ 1o o)
Obrazek 4: Algoritmus Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti (wikipedia.org)
dap (i-1, j)+1 — odpovida deleci dap (i-1, j-1)+1(ai - bj) — odpovida substituci
dap (i, j-1)+1 — odpovida inzerci dap (i-2, j-2)+1 — odpovida transpozici

V genetickych sekvencich dochazi bézné ke zménam jako je delece, inzerce, substituce
a transpozice, at’ uz vlivem spontannich evolu¢nich zmén ¢i hybridizace zptisobené umé-
lym zasahem ¢lovéka; jedna se o tzv. bodové mutace (point genetic mutation). Damerau-
Levenshteinova vzdalenost je proto vhodnou metodou, ktera tyto zmény mezi sekven-
cemi muze detekovat (viz Obrazek 5). V praxi je podle vyzkumného ucelu z celého
vzorku sekvenci vybrana jedna jako referen¢ni a s ni jsou ostatni srovnavany, tzn. Ze je

méfena vzdalenost viech sekvenci od zvolené referencni sekvence.

substitution SRR o of o J—

. T
deletion S o W

- | | T | |

LA LA
[T
\ insertion — GAGAGA——
o METET CTu
inuersion TCTC
- TSI
Obriazek 5: Typy bodovych genetickych mutaci (carolguze.com)
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Vysledna data jsou pak vizualizovana, nejcastéji je uzivan scatter plot (Schulz et al. 2012)
a v pripad¢ sledovani evolu¢nich vztahi metoda hierarchického shlukovani (Majorek et
al. 2014). Uplatnéni Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti pro fylogenetické studie ma
také presah do mediciny, piikladem je vyzkum zamétfeny na definovani spolecného

predka a evolu¢ni trajektorie chronické lymfocytarni leukémie (Sutton et al. 2014).

Bag-of-Words model

Metoda Bag-of-Words spociva v reprezentaci textu jeho slovy — vyraz Bag (taska, pytel)
vystihuje, ze podstata modelu tkvi v tom, zda se dana slova v dokumentu vyskytuji, se
zohlednénim jejich frekvence, ale bez ohledu na jejich pofadi v textu. Prvni zminku
0 tomto modelu lIze nalézt v ¢lanku amerického lingvisty a logického syntaktika Zelliga
Harrise (1954, s. 156): ,,... for language is not merely a bag of words but a tool with
particular properties which have been fashioned in the course of its use. “ Jak je patrné,
Harris povazoval chdpani jazyka jako ,,baliku slov* za pfili§ redukujici. Efektivni vyuziti
Bag-of-Words modelu pro zpracovani, tiidéni a analyzu dat bylo rozvijeno az od po¢atku
21. stoleti (napi. Toldo 2009, Zhang et al. 2010). V soucasnosti je metoda Bag-of-Words
bézné¢ vyuzivana v oblasti zpracovani ptirozeného jazyka (Natural Language Proces-
sing), vyhledavani informaci (information retrieval), poc¢itacového vidéni (computer vi-

sion) a klasifikace nejriznéjsich dokumentu.

Intuitivn€ vnimame, Ze jsou si dokumenty podobné, pokud obsahuji stejna nebo podobna
slova. Stejné tak umoznuje Bag-of-words model vyhodnocovat podobnost genetickych
sekvenci. A¢koliv v lingvistice existuje n€kolik ptistupil k definovani slova (vyznamové
kritérium, kritérium gramatic¢nosti, kritérium premistitelnosti aj.), v Natural Language
Processing je nejcastéji jako slovo chapana vyrazova jednotka, ktera je z obou stran ohra-
ni¢ena mezerou. V piipadé genetickych sekvenci nelze tato kritéria uplatnit, proto je vy-
uzivana n-gramova analyza. Pfi ni jsou ,,genetické texty* segmentovany na stejné dlouhé
useky, kombinace bazi ¢i aminokyselin, tzn. 2-gram = dvojkombinace bazi/aminokyselin,
3-gram = trojkombinace bazi/aminokyselin atd. (viz Obrazek 6). Jednotlivé texty jsou
potom reprezentovany piitomnosti ¢i nepfitomnosti téchto n-gramt (slov) a jejich frek-

venci.
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Typ
Priklad 1-gram 2-gram 3-gram
sekvence | Jednotka J J y J Y
sekvence sekvence sekvence sekvence
...Phe-Ser-
...Phe-Ser, Ser-
...Phe-Ser- ...Phe, Ser, Cys, Ser-Cys-
sekvence ) ] ] Cys, Cys-Leu,
) aminokyseliny | Cys-Leu-His- | Cys, Leu, S Leu, Cys-Leu-
proteinu i Leu-His, His- ] ]
Gly... His, Gly... al His, Leu-His-
Y Gly...
...C,G, A, |...CG,GA, ...CGA, GAT,
sekvence ...CGAT-
baze T,G,G, A, | AT, TG, GG, ATG, TGG,
DNA GGAT...
T... GA, AT ... GGA, GAT ...

Obrazek 6: Ptiklad n-gramové analyzy genetického textu

Analyza pomoci Bag-of-Words modelu je nejéastéji vizualizovana pomoci histogramu,
Vv piipad¢ sledovani fylogenetickych vztaht je pak vhodné hierarchické shlukovani nebo
MDS (Multi Dimensional Scaling). Jednoduchost a efektivita modelu vedla k jeho modi-
fikaci pro nejriznéjsi ucely — klasifikace raznych textovych ¢i obrazovych dokumentt,
mapovani a navigace (Filliat 2007), rozpoznavani vyrazu ve tvati (Sikka et al. 2012) aj.
Stejné jako u Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti také zde najdeme vyuZiti v mediciné,
napiiklad pfi interpetaci dat z oblasti biomedicinského inZenyrstvi, jako jsou vysledky
vySetieni EEG nebo EKG (Wang et al. 2013) ¢i detekovani infekce v organismu na za-
klad¢ poctu molekul T-receptoru (Lovato 2015).
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https://en.wikipedia.org/wiki/Base_pair

Molekularni fylogenetika

,, The species and the genus are always the work of nature [i.e. specially created];
the variety mostly that of circumstance; the class and the order are the work of nature
and art.

Carl von Linné, 1751

Fylogenetika je obor systematické biologie, ktery se zabyva hledanim vyvojovych vztahi
mezi organismy. Molekularni fylogenetika pro tyto ucely pouziva molekularni znaky, tzn.
poradi monomeru v fetézcich biopolymeru, piipadné chemické a fyzikalni vlastnosti bio-
polymert.* Tato data piivodné slouZila pouze pro potieby molekularni biologie, ale Ize je
vyuzit také pro rozpoznavani jednotlivych druhl organismu, jejich t¥idéni, pro zjiStovani
genealogické ptibuznosti jedinct v rdmci populace ¢i druhu a pro rekonstrukei fylogeneze

druhti nebo vysSich taxonl pomoci metod klasické ¢i molekularni fylogenetiky.

Vyuziti molekularnich znaki ma oproti morfologickym nékolik vyhod a specifik:

e Velikosti genomu organismil umoziuje pracovat s velkym mnoZzstvim molekular-
nich znakd.

e Molekularni znaky na tGrovni nukleovych bazi, kterymi se od sebe jednotlivé
zkoumané druhy odliSuji, na sob& nejsou obvykle zavislé (nékdy je vsak mezi
molekularnimi znaky vazba, ktera ma funkéni nebo historicky ptvod).

e Molekularni znaky jsou vhodné také pro porovnavani organismu, které jsou si
vzajemné neptibuzné, a tudiz i nepodobné.

® Mnozstvi spole¢né sdilenych molekularnich znakd mezi dvéma druhy odrazi miru

ptibuznosti téchto druht, ale ne podobnost faktort, které pisobily na jejich vyvoj.

® Molekularni znaky jsou vhodnym prostfedkem pro studium kladogeneze (po-
stupné odstépovani evolucnich linii), avSak ne anageneze (postupné zmény ve
znacich jednotlivych evoluénich linii (Flegr 2005, s. 439-442; podrobngéji Page —
Holmes 1998).

4 Biopolymery (biologické makromolekuly) jsou polymery v Zivych organismech. D&l se na polynukleo-

tidy (DNA, RNA), polypeptidy (proteiny) a polysacharidy (karbohydraty, napf. $krob, celuloza).
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Jako prvni molekulérni znaky, tzv. molekularni markery, byly vyuzivany proteiny zvané
izoenzymy.® V soucasnosti existuje pro odhalovani variability DNA nékolik typti mar-
kert, jsou déleny do skupin podle zpisobu jejich ziskavani: Prvni skupinou jsou markery
ziskané analyzou fragmenti DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR), tj. me-
tod¢ rychlé a snadné replikace bazi uréitého tiseku DNA — AFLP (Arbitrary Fragments
Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), ISSRs (Inter
Simple Sequence Repeats), SCP (Single Strain Conformation Polymorphism), PCR (Po-
lymerase Chain Reaction) a tzv. mikrosatelikty (SSR — Simple Sequence Repeats, STR —
Short Tandem Repeats). Dalsim typem jsou markery oznacované RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), znamé také jako restrikéni fingerprinting, ty vyuzivaji
k charakterizaci DNA piitomnost polymorfismu v délkach restrikénich fragmenti.® Treti
skupinou jsou celogenomové markery zalozené na sekvenovani DNA, z nich je nejvyu-
zivangjsi SNP marker (Single Nucleotide Polymorphism) oznacujici variaci v jedi-

ném nukleotidu, ktera se vyskytuje v urcité pozici v genomu (Flegr 2005, s. 42-52).

V praktické €asti této prace se zamétim na analyzu fylogenetickych vztahil v rdmcei rodu
Malus (jablon) a rodu Brassica (brukev) na zaklad¢ lingvistickych metod. Pro moleku-
larné fylogenetické studie je vzdy lepsi vyuzivat vice genetickych markert, aby pouzita
vizualizace dat (dendrogram, MDS) poskytla co nejpiesnéjsi rekonstrukei fylogenetic-
kych vztahi. U rostlin jsou pfevazné kombinovany markery chloroplastového genu a ITS
oblast (Internal Transribed Spacer) jaderné ribozomalni DNA (napt. Eriksson et al.
2003). ITS usek nekodujici DNA, ktery se naléza mezi malou (SSU) a velkou (LSU)
podjednotkou ribosomalni DNA, a chloroplastové markery jsou ¢asto vyuzivany ve fylo-
genetickych studiich rostlin pro svou velkou variabilitu i mezi blizce pfibuznymi druhy.

Ze stejného diivodu jsem se rozhodla tyto markery pouzit pro analyzy také v této praci.

> Izoenzym je enzym, ktery ma nékolik chemickych variant. Tyto varianty vétSinou vznikaji v rliznych
organech nebo tkanich, ale vZdy plni podobnou funkci.

® Restrik¢ni fragmenty jsou tseky DNA vzniklé jeho §t€penim na specifickych mistech pomoci enzymu
restrikéni endonukledza. Tento zpasob St€peni se pouziva predevsim pii metod€¢ zvané ,,polymorfismus

délky restrikénich fragmentd‘ (restriction fragment length polymorphism).
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Fylogeneze Malus domestica

,,Jablko nepada daleko od stromu. “ — Ceské prislovi

Rod Malus (jablon) z botanického hlediska patii do fadu razokvétych (Rosales), ¢elede

razovitych (Rosaceae), podceledé¢ jablonovitych (Maloideae) a tribu Maleae. Vzhledem

k vyraznému polymorfismu mnoha druhd, které jsou rozsifené v klimaticky rozmanitych

oblastech, v sou¢asnosti neexistuje jednotna taxonomie rodu Malus. Odbornici se do-

konce mnohdy neshodnou na uréeni a zafazeni nékterych zékladnich druhti (pro srovnani
napt. Koidzumi 1934, Rehder 1949, Blazek 1998, Brickell 2003). V zavislosti na odlisné

Klasifikaci pivodnich druhi, variet a hybridt se celkovy poéet pohybuje v rozmezi 30—

55 druhti — napt. server The Plant List (www.theplantlist.org), databaze vSech znamych

rostlin, uvadi 35 druhd.

Rod Malus je také délen na 7,,sekci® (section — taxonomicka jednotka mezi druhem

a podrodem; dle Phipps et al. 1990):

Malus sect. Chloromeles — M. angustifolia (jablon uzkolista), M. coronaria (jab-

lon korunna), M. ioensis (jablon zelenoploda)
Malus sect. Docyniopsis — M. doumeri, M. tschonoskii (jablon Tschonoského)

Malus sect. Eriolobus — M. florentina (jablon florentinska), M. trilobata (jablon

trojlalocnd)

Malus sect. Gymnomeles — M. baccata (jablonn drobnoploda), M. floribunda
(jablon mnohokvéta), M. halliana (jablon tfesnoploda), M. hupehensis (jablof
hupejska), M. mandshurica (jablon mandzuska), M. sargentii (jablonn Sargen-
tova), M. sikkimensis (jablon Sikimska), M. spontanea, M. toringo (jablon Siebol-
dova)

®  Hybridy — M. x arnoldiana (jablon Arnoldova), M. x hartwigii (jablon

Hartwigova), M. x zumi (jabloit Zumova)

Malus sect. Malus — M. asiatica, M. crescimannoi, M. domestica (jablon do-
maci), M. muliensis, M. orientalis (jabloni vychodni), M. prunifolia (jablon
tiesnolista), M. pumila (jablon nizka), M. sieversii (jablon Sieversova), M. specta-

bilis (jablon vznesena), M. sylvestris (jablon lesni), M. zhaojiaoensis
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https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_domestica
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_muliensis
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_orientalis
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_prunifolia
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_pumila
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_sieversii
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_spectabilis
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_spectabilis
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_sylvestris
https://species.wikimedia.org/wiki/Malus_zhaojiaoensis

®  Hybridy — M. x astracanica (jablon astrachanska), M. x eleyi, M. x mag-

deburgensis (jablon magdeburska), M. x micromalus (jablon japonska)

® Malus sect. Sorbomalus — M. fusca (jablon hnéda), M. kansuensis (jablon
kansunska), M. komarovii, M. maerkangensis, M. toringoides (jablon lalo¢nata)

® Malus sect. Yunnanenses — M. honanensis (jablon honanska), M. ombrophila,
M. prattii, M. yunnanensis (jablon junanska)

Malus domestica (jablont domaci) poprvé popsal a taxonomicky formalizoval némecky
botanik Moritz Balthasar Borkhausen ve své pfirucce o lesni botanice (Borkhausen 1803).
Mezi znamé odrtidy jabloné domaci vyslechténé v Ceské republice patii napt. Rubin, Ad-
miral, Sonet, Dantes, Karmina, Vltava, Angold, Mat¢ino, Blanik, Lipno, Degas, Cistecké
lahiidkové, Aneta, Malinové holovouské, Vysoc€ina, Cesky r4j, MiSenské, Atlas, Opal,
Blahovo oranzové, Ceské razové, Ovei hubicky, Daria, Panenské ¢eské, Hajkova muska-
tova reneta, Tabor, Diamant, Valasska reneta, Zlatak a Sampion (https://cs.wikipe-

dia.org/wiki/Seznam_odrid_jablek).

Druh Malus domestica byl dlouhou dobu povazovan za hybrid n¢kolika druht jabloni,
sam Borkhausen za jeho pfedchtidce ozna¢oval Malus sylvestris (jablon lesni), Malus
dasyphylla (jablon plstnata) a Malus praecox (jablon nizka var. duzén). Podle Hokansona
(2001) k jeho vyslechténi doslo kiizenim mezi Malus sieversii (jablon Sieversova), Malus
orientalis (jablon vychodni), Malus sylvestris, Malus baccata (jablon drobnoploda), Ma-
lus mandshurica (jablon bobulovita) a Malus prunifolia (jablon tiesiolista). Hypotézu
0 jediném piimém predchidci Malus domestica, druhu Malus sieversii, jako prvni zfor-
muloval sovétsky botanik a genetik Nickolai Ivanovich Vavilov (1930), a to na zakladé
podobnosti plodi. Divoka odruda Malus sieversii pochazi z Turkestanu, oblasti rozléha-
jici se od vychodniho pobfezi Kaspického mote az k vrcholim Hindukuse, Pa-
miru a Tan-$anu, odkud se rozsitila do Evropy diky obchodnim stezkdam vedoucim mezi
Evropou a Cinou (viz Obrazek 7). Vaviltiv piedpoklad o ptibuzenském vztahu druhtt Ma-
lus sieversii a Malus domestica vyrazn¢ ovlivnil dalsi vyzkumy v ramci celého rodu Ma-
lus 1 oblasti centralni Asie jakozto mista diverzifikace odrud (napt. Forsline et al. 1994,

Janick et al. 1996, Cornille et al. 2012).
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Obrazek 7: Malus sieversii pochazi z Turkestanu, oblasti v Centralni Asii, kde doslo k diverzifikaci mnoha
odrid, které se rozsifily do ostatnich ¢asti svéta diky obchodnim stezkdm mezi Asii a Evropou.

(Harris et al. 2002, s. 427)

Zasadni vyzkum zabyvajici se fylogenetickymi vztahy mezi jednotlivymi druhy a vyzna-
mem centralni Asie pro vyvoj kultivarti v rdmci rodu Malus vypracovala skupina védct
pod vedenim Barrie E. Junipera (1998). O par let pozdé&ji Juniper spolu se Stephanem
Harrisem a Julianem Robinsonem (Harris et al. 2002) tuto studii rozpracovali. Jejich
prace spada do oblasti molekularni fylogenetiky, k analyze vyuzivaji molekularni gene-
tické markery, konkrétné chloroplastovy marker matK (maturase K) a nuklearni ribozo-
malni marker ITS (Internal Transcribed Spacer). V ptipadé matK byly mezi 21 testova-
nymi druhy Malus identifikovany dva typy duplikace ve vzdalenosti 39-bp (bazovych
pari) od 3" konce matK, pticemz polymorficka duplikace o délce 18-bp byla nalezena
pravé jen u Malus sieversii a Malus domestica. Analyza ITS potvrdila silnou ptibuzen-
skou vazbu druhtit M. domestica, M. asiatica, M. orientalis, M. prunifolia a M. niedzwe-
tzkyana (pumila) s M. sieversii, pficemz vSechny jmenované druhy patii do stejné taxo-
nomické sekce. Ziskana data o molekularni variaci podporuji ptedpoklad, Ze progenito-
rem domaécich jabloni je pravé divoka odrida ze stiedni Asie, Malus sieversii. Na vy-
zkumy B. E. Junipera navazalo mnoho védc, pro stejné ticely vsak uzili jiné molekularni

markery (napt. Royo — Itoiz 2004, Gharghani et al. 2009, Gross et al. 2014).
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Lingvistické analyza fylogeneze Malus domestica

Ackoliv je hypotéza o ptibuznosti jablon¢ domaéci s jabloni Sieversovou V soucasnosti
obecné pfijimana, sam B. E. Juniper, S. Harris a J. Robinson ve své studii vybizi k dal§im
analyzam, které by potvrdily ¢i vyvratily dany piedpoklad. Za timto ucelem jsem se roz-
hodla v praktické ¢asti vyuzit metody analyzy popisované v kapitole o lingvistickych me-
todach v bioinformatice. Jako vychozi pouziji klasickou bioinformatickou metodu multi-
ple sequence alignment a nasledné stejny geneticky material otestuji pomoci Damerau-
Levenshteinovy vzdalenosti a Bag-of-Words modelu. Analyzovan bude konkrétné neko-
dujici usek nuklearni ribozomalni DNA ITS1 5.8S ITS2 a chloroplastovy protein matK
— gen maturazy K je umistén uvniti intronu chloroplastového genu trnK (lysinova tRNA)
a koduje maturazu podilejici se na sestiihu RNA transkripti. Sekvence z nekoddujicich
oblasti chloroplastového genomu se €asto pouzivaji v systematice, protoze tyto oblasti
maji tendenci se vyvijet pomérné rychle. Ribosomélni RNA je povazovana za nejlepsi cil
pro studium fylogenetického vztahu, protoze je univerzalni a sklada se z vysoce konzer-

vativnich 1 variabilnich domén.

Genetické sekvence, molekularni markery, byly ziskany z genetické banky NCBI (Nati-
onal Center for Biotechnology Information) a Uniprot (Universal Protein resource) ve
formatu FASTA (Fast Alignment Search Tool). Konkrétné byly pro analyzu pouzity sek-
vence markertt z 20 druhti: M. asiatica, M. baccata, M. domestica (kultivar Ashmead’s
Kernal a Bramley’s Seedling), M. hupehensis, M. micromalus, M. sylvestris, M. torin-
goides, M. tschonoskii, M. fusca, M. florentina, M. prattii, M. trilobita, M. doumeri,
M. ioensis, M. yunnanensis, M. kansuensis, M. doumeri, M. halliana, M. prunifolia. Tyto
druhy byly vybrany s cilem otestovat co nejrozmanitéj$i vzorek zastupct riznych sekci

rodu Malus a zaroven pro né bylo moZné ziskat sekvence zvolenych markerii. Sekvence

(viz ptilohy) nebyly pro dalsi analyzy nijak upravovany.

Multiple sequence alignment

Pro multiple sequence alignment byla jako referencni sekvence zvolena v ptipadé obou
markert sekvence Malus sieversii, aby bylo mozné posoudit miru jeji podobnosti s Malus
domestica 1 ostatnimi testovanymi druhy. Jako typ alignmentu byl zvolen global align-
ment, sekvence tedy byly pfifazovany po celé délce vCetné€ zanaseni mezer (gaps) tam,

kde byly identifikovany rozdilnosti. Vzhledem k tomu, zZe oba molekularni markery jsou
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zapsany v nukleotidovych bazich, v obou ptipadech se penalizace pard a nepara fidila
matici identity (identity matrix [IUPAC), kdy shodé byla ptidélena penalizace 1 a neshodé
penalizace 0. Vysledky alignmentu zaznamenané v tabulkéch (viz Tabulka 1, Tabulka 2)
prezentuji miru podobnosti jednotlivych druhli vzhledem k Malus sieversii a zohleduji
také délku jednotlivych sekvenci. Barevné je pak zvyraznéna mira odlisnosti druhti — ze-
lena barva znaci odliSnost do 2 %, oranzova barva odliSnost 2—5 % a ¢ervena barva od-

liSnost nad 5 %.

Druh Délka shoda

Tabulka 1: Vysledky globalniho alignmentu matK

V ptipadé chloroplastového markeru matK je znatelnd mensi diverzifikovanost mezi jed-
notlivymi druhy. K naprosté shodé€ z 20 testovanych sekvenci doslo u 10 druhti a pouze
u dvou druhti doslo k vyrazné odlisnosti nad 5 % — v piipadé Malus halliana se jedna
0 vyslechténou okrasnou odriidu jabloné a Malus coronaria je odrida, kterd byla impor-
tovana do Severni Ameriky. Jejich vyraznéjsi odlisnost tedy miizeme vzhledem k vyvo-
jovému charakteru matK piisuzovat pfedev§im mnohem pozd¢jSimu vyvoji druhti, u Ma-
lus halliana také mohla hrat roli kultivace. Pro tcel této studie je dulezité upozornit na
naprostou shodu mezi Malus sieversii a kultivary Malus domestica, coz podporuje pied-
poklad jejich ptimé piibuznosti.
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Druh Délka shoda

M. domestica-Ashmead’s Kernal 591 586
M. prunifolia 591 584
M. domestica-Bramley’s Seedling 591 583
M. fusca 590 579
M. hupehensis 593 572
M. toringoides 592 568
M. halliana 590 567
M. coronaria 593 566
M. kansuensis 593 566
M. sylvestris 603 566
M. doumeri 592 564
M. yunnanensis 593 563

Tabulka 2: Vysledky globalniho alignmentu ITS1 5.8S ITS2

Analyza markeru ITS oproti maturaze K odhalila mnohem vétsi mezidruhovou variabi-
litu. Tentokrat nebyla mezi Malus sieversii a Malus domestica identifikovana naprosta
shoda, ale odriidy Malus domestica jsou spolu s Malus prunifolia jedinymi druhy, jejichz
odlisnost od Malus sieversii je do 2 %. Odlisnost 2—5 % byla identifikovana u deviti druhti
a odliSnost nad 5 % u osmi druht. Ackoliv pii celkovém zhodnoceni vysledkd nejsou
rozdily mezi jednotlivymi druhy pfili§ velké, prave variabilita ITS ¢asti z celého testova-
ného tseku ITS1 5.8S ITS2 se ukazuje byt rozhodujici pro detekovani fylogenetickych
vztaht. Polymorfismus nekodujiciho useku DNA tedy zietelné&ji podporuje testovany

predpoklad o evoluéni blizkosti doméci a divoké jabloné€.

Pokud na zaklad€ dat z obou vyse uvedenych tabulek vytvofime graf hierarchického shlu-
kovéani, ziskdme dendrogram rozdélujici druhy do péti vétsich vétvi (viz Obrazek 8):
1. M. toringoides, M. sylvestris, M. kansuensis, M. yunnanensis, M. doumeri,
M. ioensis, M. hupehensis, M. prattii, M. florentina, M. trilobita, M. tschonoskii

2. M. micromalus, M. baccata, M. asiatica
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3. M. prunifolia, M. domestica var. Bramley’'s Seedling, M. domestica var.
Ashmead’s Kernal, M. fusca, M. sieversii

4. M. coronaria

5. M. halliana

Na zéklad¢ této vizualizace dat mizeme pozorovat, ze druhy Malus sieversii a Malus
domestica jsou ve stejné fylogenetické vétvi a vzhledem k velmi kratké délce spojujicich
kladu (clades) mizeme usuzovat jejich blizkou piibuznost. Stejné tak je znatelna blizkost
druhti Malus prunifolia a Malus fusca, jejich pifima geneticka vazba na Malus sieversii
vSak nebyla prokazana. Divodem podobnosti téchto dvou druhii s Malus sieversii mohou
byt obdobné procesy molekularni adaptace, ke kterym doSlo vlivem diverzifikace druhti

rodu Malus v oblasti Turkestanu, odkud Malus sieversii pochazi.

Malus prunifolia

Malus domestica var. Ashmead's Kernal

Malus domestica var. Bramley's Seedlin

Malus fusca

Malus toringoides
Malus sylvestris
Malus kansuensis
Malus yunnanensis
Malus doumeri
Malus ioensis
Malus hupehensis
Malus prattii
Malus florentina
Malus trilobata
Malus tschonoskii
Malus micromalus
Malus baccata
Malus asiatica

Malus sieversii

Malus coronaria

Malus halliana

Obrazek 8: Dendrogram na zakladé dat multiple sequence alignment markerti ITS a matK
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Damerau-Levenshteinova vzdalenost

Pro vypocet Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti byla pro oba markery jako referen¢ni
sekvence pouzita sekvence Malus sieversii, stejn¢ jako v ptipadé multiple sequence alig-
nmentu. Na zéklad¢ predpokladu by i tato metoda méla odhalit miru podobnosti Malus
domestica a ostatnich druhii rodu Malus s referencni Malus sieversii. V tomto piipadé
vsak metoda nesleduje, jak jsou si sekvence podobné, ale jak jsou si vzdalené — nehleda
tedy tseky sekvenci, které jsou totozné, ale zaméfuje se na identifikaci zmén a jejich
povahu. Jak bylo popsano vySe, zménami/transformacemi jsou mysleny druhy bodovych
mutaci, kterymi se sekvence od sebe navzajem lisi: delece (chybé&jici ¢ast), inverze/sub-
stituce (zaména ¢asti), inzerce (zaclenéni ¢asti) nebo transpozice (prohozeni dvou souse-
dicich c¢asti). Pro kazdou z téchto transformaci byla zvolena penalizace 1, pro shodu bazi

penalizace 0.

Vysledky analyzy Damera-Levenshteinovy vzdalenosti jsou zaznamenany v tabulce pro
kazdy marker zvIast’ (viz Tabulka 3, Tabulka 4). Zatimco u alignmentu vyssi hodnota
vypovidala o vétsi podobnosti druhové sekvence s Malus sieversii, u této metody vyssi
hodnota znamend, Ze doslo k vice transformacim, tudiz je druhova sekvence od Malus
sieversii vzdalengjsi. V tabulce je vzdy opét barevné zvyraznéna mira odliSnosti druhti
— zelena barva znaci odliSnost do 2 %, oranzova barva odliSnost 2-5 % a Cervena barva

odlis$nost nad 5 %.

U maturdzy K je opét znatelné velké zastoupeni druhti s odliSnosti (vzdalenosti) do 2 %,
Z dvaceti vzorki se jedna o 14 druhti. Pét druhti pak vykazuje odliSnost 2-5 % a pouze
jeden druh se vyznacuje vétsi vzdalenosti od Malus sieversii —jedna se o okrasnou odrudu
Malus halliana, kterd se i v multiple sequence alignment analyze vyrazné odchylila od
ostatnich druhii. Miizeme si v§imnout, ze variety druhu Malus domestica jsou Vv tabulce
na druhém a tfetim misté. Konkrétn€ u variety Bramley's Seedling doslo pouze ke dvéma
transformacim a u variety Ashmead’s Kernal ke ¢tyfem transformacim. Ziskané vysledky
vypovidaji o t¢mé&f absolutni shodé mezi sekvencemi maturazy K u druhu Malus sieversii
a variet druhu Malus domestica. Tim podporuji testovany predpoklad o pfimém fyloge-

netickém vztahu mezi témito druhy.
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Sekvence délka vzdalenost

M. sylvestris 745 0
M. domestica-Bramley's Seedling 743 2
M. domestica-Ashmead’s Kernal 741 4
M. tschonoskii 741 4
M. micromalus 737 8
M. hupehensis 736 9
M. trilobita 737 10
M. ioensis 737 11
M. yunnanensis 737 11
M. asiatica 733 12
M. fusca 733 13
M. toringoides 732 13
M. florentina 733 14
M. prunifolia 731 14
M. coronaria 733 15
M. prattii 733 15
M. doumeri 733 16
M. kansuensis 733 18
M. baccata 736 19

Tabulka 3: Damerau-Levenshteinova vzdalenost maturazy K

Sekvence délka vzdalenost
M. domestica-Ashmead’s Kernal 594 7
M. prunifolia 593 10
M. domestica-Bramley's Seedling 594 11
M. fusca 593 14
M. hupehensis 596 24
M. halliana 594 27
M. toringoides 594 27
M. doumeri 597 29

Tabulka 4: Damerau-Levenshteinova vzdalenost ITS1 5.8S ITS2
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Analyza nuklearniho ribozomalniho markeru ITS diky své variabilité¢ znovu poskytla roz-
manitéjsi vysledky. Dokonce lze tvrdit, ze pomér druhti s odlisnosti do 2 % a druht s od-
liSnosti nad 5 % je oproti vysledkiim analyzy markeru matK opacny. Zatimco do skupiny
ze mezi tyto nejpodobnéjsi druhy patii variety Malus domestica a Malus prunifolia, ktera
je v tabulce na druhém misté mezi témito varietami. Stejny vysledek, co se ty¢e umisténi
v tabulce, byl ziskan pti analyze markeru ITS pomoci multiple alignmentu. I zde tedy lze

hovofit o ditkazu podporujicim hypotézu o ptibuznosti Malus sieversii a Malus domes-

tica.

Pokud porovname tabulky vysledkl z obou analyz, multiple sequence alignmentu a Da-
merau-Levenshteinovy distance, pro kazdy marker zvlast, miizeme posoudit citlivost po-
uzitého markeru na zvolenou metodu vzhledem k vyzkumnému cili — zjisténi miry po-
dobnosti, a tedy piibuznosti zkoumanych druhi. V piipadé markeru matK jsou u obou
analyz variety Malus domestica vyhodnoceny jako zcela nebo témét naprosto shodné
s Malus sieversii. Ostatni druhy maji v kazdé tabulce rozdilna umisténi. Zajimavé v§ak
je, ze v ptipad¢ analyzy markeru ITS obé metody poskytuji vysledky s vyrazné podob-
nym poradim, navic u pozic variet Malus domestica jsou naprosto shodné. Kazda z téchto
metod zaujima odli$ny pfistup k zhodnoceni miry podobnosti/odlisnosti mezi dvéma sek-
vencemi, coz vede ke dvéma zjisténim: Zaprvé, rozdilnost vysledkl pii analyzach mar-
keru matK, co se tyce rozmisténi druhi v ramci spektra odlisnosti, poukazuje na vétsi
citlivost tohoto markeru vici pouzité metodé. A zadruhé, analyza obou markerd obéma
metodami vzdy poskytla vysledky podporujici pfedpoklad pribuznosti divoké a domaci

jablong.

Na zéklad¢ dat z obou tabulek opét vytvotime graf hierarchického shlukovani, ktery 1épe
vizualizuje fylogenetické vztahy druhd. V tomto dendrogramu (viz Obrazek 9) mizeme
identifikovat Ctyfi vétsi fylogenetické vétve:
1. M. prattii, M. trilobita, M. yunnanensis, M. ioensis, M. tschonoskii, M. sylvestris,
M. doumeri, M. coronaria, M. toringoides, M. kansuensis, M. hupehensis
2. M. baccata, M. florentina, M. asiatica, M. micromalus
3. M. domestica (kultivary Ashmead’s Kernal a Bramley's Seedling), M. sieversii,
M. prunifolia, M. fusca
4. M. halliana
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Malus prattii
Malus trilobata

Malus yunnanensis
Malus ioensis
Malus tschonoskii

Malus sylvestris
Malus doumeri

Malus coronaria

Malus toringoides

L Malus kansuensis

— Malus hupehensis
Malus baccata
%Malus florentina
Malus asiatica
L—— Malus micromalus
Malus domestica var. Ashmead’s Kernal
FMalus domestica var. Bramley's Seedling
Malus sieversii
Malus prunifolia
[Malus fusca

Malus halliana

Obrazek 9: Dendrogram na zakladé dat Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti markerd matK a ITS

Jak je z grafu patrné, Malus sieversii a odrady Malus domestica jsou spolu s Malus pruni-
folia a Malus fusca v jedné z vétsich fylogenetickych vétvi. Stejného shluku téchto druht
do spole¢né vétve bylo dosazeno také v dendrogramu vytvoiené¢ho na zakladé dat z mul-
tiple sequence alignmentu. Kdyz vezmeme v uvahu pouze nejnizsi Groven vétveni, tak
Malus sieversii a Malus domestica byly zac¢lenény do jednoho shluku (klastru), coz jen
potvrzuje jejich pfibuznost uvedenou jiz v tabulkach. Vlivem citlivosti markeru matK na
pouzitou metodu byly detekovany rozdily v pofadi druhti v tabulkach, tyto odliSnosti zo-
hlediiuje také vizualizace metodou hierarchického shlukovani. Pfi porovnani obou den-
drogramt nalezneme jisté podobnosti ve shlukovani jednotlivych druhti, naprostou sho-

dou zastava oddéleni M. halliana od ostatnich druhu do samostatné vétve a shluk druhu

M. sieversii, M. domestica, M. prunifolia a M. fusca do jedné vétve.
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Bag-of-words model

Jak jsem vysvétlila vyse, tzv. BoW model spo¢iva v reprezentaci textu jeho slovy, ktera
jsou v ptipad¢ genetickych textd urena n-gramovou analyzou. Zohlednéna je frekvence
slov a také multikodovy charakter genetickych sekvenci (pfedpokladame-li, ze genetické
sekvence koduji rizné funkce a v jejich sekvenci se jejich zapis piekryva, pak je n-gra-
mova analyza vhodna k registraci téchto piekryvii, protoze okno vybéru n-gramu postu-
puje po sekvenci vzdy po jedné jednotce — aminokyseliné/bazi). Pro ucely této analyzy
byl vyuzit program QUITA (Quantitative Index Text Analyzer), kde byly sekvence mar-
kerti tokenizovany (tj. roz¢lenény na jednotlivé tokeny, v naSem piipad¢ nukleotidové
baze) a dale rozdéleny na pozadované n-gramy, tedy useky stejné délky reprezentujici
slova. Konkrétné byly sledovany zmény, ke kterym dojde, pokud geneticky slovnik mar-
kerti bude reprezentovan slovy v podob¢ 3-grami, 5-gramii a 10-grama — pocet grami
ovlivituje podobu slov, pravdépodobnost jejich vyskytu v genetickém textu a jejich frek-
venci. Timto postupem byly jednotlivé markery reprezentovany piitomnosti ¢i nepiitom-
nosti definovanych slov a jejich €etnosti. Diky tomu mohly byt markery mezi sebou po-
rovnavany na zéklad¢é podobnosti svych genetickych slovniki. Jelikoz pouzité sekvence
nemaji vSechny stejnou délku, byla pro méfeni vzdalenosti mezi druhy pouzita cosinova
distance. Pro vizualizaci podobnosti sekvenci bylo zvoleno hierarchické shlukovani

a MDS (Multidimensional Scaling).

Piedchozi analyzy ukazaly, ze maturaza K vykazuje mezi druhy jen nepatrné rozdily,
z ¢ehoz lze usuzovat na vyraznou podobnost jejich slovnikt, coz Bag-of-Words model
potvrdil. JelikoZ pfi zméné parametru n-gramu nedochéazelo k vyraznym odlisnostem,
jsou zde prezentovany grafy dendrogramu pouze pro 3-gramovou a 10-gramovou repre-
zentaci slov (viz Obrazek 10 a Obrazek 11). Jak je patrné, shluky druhti do hlavnich vétvi
jsou u obou grafi stejné, pouze u 10-grami se zvétsila délka kladi (dil¢ich vyvojovych
vetvi). Mizeme zde identifikovat 4 vétsi vétve:
1. M. ioensis, M. coronaria, M. trilobata, M. florentina
2. M. baccata, M. asiatica, M. domestica (varieta Ashmead’s Kernal, Bramley's Se-
edling), M. hupehensis, M. prunifolia, M. sieversii, M. toringoides, M. tscho-
noskii, Malus micromalus, Malus sylvestris, M. fusca
3. M. yunnanensis, M. prattii, M. doumeri, M. kansuensis
4. M. halliana
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& Malus baccata
¢ Malus asiatica

¢ Malus hupehensis
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Obriazek 10: Dendrogram Bag-of-Words modelu matK markeru, 3-gram
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Obrazek 11: Dendrogram Bag-of-Words modelu matK markeru, 10-gram

¥ Malus domestica var. Ashmead’s Kernal
¢ Malus domestica var. Bramley’s Seedling

$Malus domestica var. Ashmead’s Kernal
¢ Malus domestica var. Bramley's Seedling




Clustrovani na zakladé Bag-of-Words modelu potvrdilo podobnost matK markeru u jed-
notlivych druhti, kterou mizeme pozorovat u multiple sequence alignmentu a Damerau-
Levenstheinovy vzdalenosti (viz vysledky Vv tabulkach). Ve tieti velké vétvi mizeme
vzhledem Kk pozici kladi v jedné roviné vidét naprostou shodu mezi Malus sieversii
a odriidami Malus domestica, ale taky dal$imi druhy, jak vysSe uvadi Tabulka 1. Patrné je
také vyrazné oddéleni Malus halliana do samostatné vétve, coz poukazuje na jeji velkou
odli$nost od ostatnich druhti, taktéz zaznamenanou v tabulkach multiple sequence align-
mentu a Damerau-Levenstheinovy vzdalenosti. Kvili malym rozdilim ve slovnicich jed-
notlivych druhii zde neni prezentovana vizualizace pomoci MDS, jelikoz se druhy navza-

jem prekryvaji a neni tedy pfili§ prehledna.

Diive jsme v analyze identifikovali mnohem v¢tsi variabilitu u ribozomélniho markeru
ITS nez u chloroplastového markeru matK. Tento jeho rys Ize pozorovat také v Bag-of-
Words analyze, pro nazornost jsou uvedeny grafy hierarchického shlukovani i MDS pro
vSechny tii testované n-gramy. V prvnim dendrogramu mizeme identifikovat devét vét-
Sich vétvi:

1. M. hupehensis, M. halliana, M. toringoides

2. M. sieversii, M. domestica (variety Ashmead’s Kernal, Bramley’'s Seedling),
M. fusca, M. prunifolia

3. M. trilobita

4. M. florentina

5. M. sylvestris

6. M. ioensis, M. coronaria

7. M. tschonoskii, M. doumeri

8. M. yunnanensis, M. prattii, M. kansuensis

9. M. baccata, M. asiatica, M. micromalus

Toto clustrovani tedy plati pro 3-gramy, u 5-gramu zaniknou dvé samostatné vétve a pfi-
poji se k jinym — M. florentina se pfipoji k druhtim ve vétvi oznacené Cislem 8 a M. tri-
lobita k druhiim ve vétvi oznacené ¢islem 7. V grafu 10-gramu se pak M. florentina od-
poji od 8. vétve a pficleni se k 7. vétvi. Krom¢& zmén tykajicich se téchto dvou druht je
shlukovani druhi do vétvi i pfi zménach n-graml zachovano, méni se vsak jejich verti-
kalni poradi v grafu. Dal§i zménou, kterou mizeme sledovat, je postupné prodluzovani

kladii na nejnizsi urovni vétveni (viz Obrazek 12, Obrazek 14 a Obrazek 16).
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Obrazek 12: Dendrogram Bag-of-Words modelu ITS markeru, 3-gram
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Obrazek 13: MDS Bag-of-Words modelu ITS markeru, 3-gram
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Obrazek 14: Dendrogram Bag-of-Words modelu ITS markeru, 5-gram
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Obrazek 15: MDS graf Bag-of-Words modelu ITS markeru, 5-gram
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Obrazek 16: Dendrogram Bag-of-Words modelu ITS markeru, 10-gram
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Obrazek 17: MDS graf Bag-of-Words modelu ITS markeru, 10-gram
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Pozorujeme-li probihajici zmény zaznamenané mezi jednotlivymi dendrogramy, mizeme
usuoudit, ze délka genetického slova (n-gramu) ovliviiuje clustrovani, které vypovida
o podobnosti jednotlivych druhli. Pfi zménach délky slova (zvétSovani n-gramii) doslo
k pieskupeni nékterych druhti a postupnému prodluzovani kladu — z toho tedy vyplyva,
ze pti zkoumani kratsich slov nalezneme mezi sekvencemi vice podobnosti nez u delSich
slov. Pokud se vratime zpét k metafofe mezi pfirozenym a genetickym jazykem, mohli
bychom tento jev vysvétlit tak, ze jednotlivé slabiky nebo koteny slov budou spolecné
mnoha textiim, ale kdyz ze slabik slozime slova nebo ke kofeniim pfidame riizné afixy,

podobnost mezi texty se zaéne zmenSovat az vytracet.

Vedle zmén v hierarchickém shlukovani mizeme také sledovat, jak se méni shluky
v MDS grafech (Obrazek 13, Obrazek 15 a Obrazek 17). Tato vizualizace nam umozni
vidét vztahy mezi druhy prostorové€, oproti stromovému vétveni dendrogramu. Pfi ana-
Iyze vyuzivajici 3-gramy je patrné, Ze vSechny druhy jsou v jednom velkém shluku,
krom¢ tii druhii tvoticich vétev oznacenou ¢islem 9 (M. asiatica, M. baccata, M micro-
malus), ktera je i v dendrogramu zcela odd€lena od ostatnich vétvi. U 5-gramti se druhy
v tomto shluku jesté vice semknou a miizeme sledovat, jak se postupné i ostatni druhy
odd¢luji s ptivodné jednoho velkého shluku. V ptipadé 10-gramii je pak jednoznaéné vi-
ditelné rozd€leni druhti do shlukt, které odpovidaji jednotlivym vétvim dendrogramu.
Vizualizace pomoci MDS nam tedy jeste 1€pe zobrazuje, jak délka slova ovliviiuje diver-

zifikaci druha.

Vzhledem Kk ucelu této prace se predevsim zamétime, v jakém vztahu je Malus sieversii
a Malus domestica. Pti rozd€leni druhti do vétsich vétvi byly oba druhy zatazeny do jedné
vétve, oznacené Cislem 2, spolecné s Malus prunifolia a Malus fusca. Mtizeme si povSim-
nout, Ze tyto druhy zustavaji ve stejném clusteru ve vSech dendrogramech, a to ve vSech
provedenych analyzach (BoW, multiple sequence alignment, Damerau-Levenshteinova
vzdalenost). V BoW modelu se zménou n-gramti dochazi ke zminénému postupnému
prodluzovani kladd a Malus prunifolia zméni pozici pfesunutim mezi variety Malus do-
mestica. Ve vsech grafech hierarchického shlukovéani zlstavaji variety M. domestica
Vv tésné blizkosti M. sieversii. Grafy MDS ukazuji posuzované druhy vzdy ve vzdjemné
blizkosti a pii vétsich n-gramech se odd¢€luji od ostatnich druhtt — v MDS grafu 10-gramt
je muzeme vidét v samostatném shluku spole¢né s M. prunifolia, se kterou sdileji vétev,

a s M. sylvestris, ktera je v dendrogramu v sousedni vétvi. Je tedy patrné, ze Bag-of-
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Words analyza i pfi zméné testovaného markeru (matk, ITS), parametri (n-gramil) a vi-
zualizace mezidruhové distance (hierarchické shlukovani, MDS) potvrzuje piedpoklad

o piimém piibuzenském vztahu divoké Sieversovy a domaci jablong.

Zaver

Cilem této kapitoly bylo v navaznosti na vyzkumy B. Junipera, S. Harrise a J. Robinsona
otestovat hypotézu o fylogenetické ptibuznosti druhii Malus sieversii a Malus domestica.
K tomu byla vyuzita standartni bioinformatickd metoda multiple sequence alignment
a lingvistické metody, jejichz vyuziti v bioinformatice neni standardizované, Damerau-
Levenshteinova vzdalenost a Bag-of-Words model. Testovany byly molekularni mar-
kery, konkrétn¢ chloroplastovy marker maturaza K a jaderny ribozomalni marker ITS1
5.8S ITS2. VSechny metody analyzy na vybraném genetickém materialu piinesly vy-
sledky podporujici predpoklad, ze divoka jablon Sieversova z oblasti Tyrkystanu v cen-
tralni Asii je pfimym pfedchiidcem jablon& domaci. Ceské pfislovi ,,jablko nepada daleko
od stromu‘ tedy v tomto ptipad¢ nedoslo svého naplnéni. Zaroveii je tim prokézéna vyu-
zitelnost lingvistickych metod, které pracuji s genetickym materidlem jako s textem, pro

vyzkumy spadajici do oblasti molekularni fylogenetiky.
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Fylogenetické vztahy v ramci rodu Brassica

,, Cauliflower is nothing but cabbage with a college education. Mark Twain

Rod Brassica (brukev) na zékladé botanické klasifikace patii do fadu brukvotvaré (Bras-
sicales), ¢eledi brukvovité (Brassicaceae) a tribu Brassiceae. Jeho zéastupci jsou znami
predevsim pro své rozsahlé hospodaiské vyuziti, pfesto do soucasnosti neexistuje jed-
notnd systematika popisujici pocet a zatazeni jednotlivych taxonli — napft. server Brassi-
Base, systém pro taxonomii a mapovani fylogenetickych vztahli ¢eledi Brassicaceae
(https://brassibase.cos.uni-heidelberg.de), uvadi 44 druht rodu Brassica véetn¢ jejich va-
riet. Mezi nejvyznamngéj$i kulturni plodiny tohoto rodu patii B. nigra (brukev ¢erna/Cerna
hoi¢ice), B. juncea (brukev sitinovita/hoicice), B. carinata (brukev kylnata/hoic¢ice ha-
besska), B. rapa (brukev tfepak), B. oleracea (brukev zelnd), B. napus (brukev fepka
olejka), B. oleracea var. botrytis (kvétak), B. oleracea var. italica (brokolice), B. oleracea
var. capitata (hlavkové zeli), B. oleracea var. alboglabra (¢inské brokolice), B. oleracea
var. acephala (kapusta kadefava), B. oleracea var. gemmifera (razickova kapusta), B. ole-
racea var. gongylodes (kedluben) B. napus var. napobrassica (brukev fepka tufin), B. rapa
var. chinensis (¢inské zeli), B. rapa var. pekinensis (pekingské zeli), B. rapa var. oleifera
(brukev fepak olejny), B. campestris rapifera (neboli B. rapa var. rapa, brukev fepak vod-

nice).

Vyznamnou praci mapujici pfibuzenské vztahy v ramci rodu Brassica bylo popsani tzv.
U modelu (Triangle of U) Woo Jang-Choonem, neboli Nagaharu U (1935). Tento model
(viz Obrazek 18) popisuje vztahy a vyvoj tfi druht, jejichz spojenim vznikly nové druhy
zeleniny a olejnin; ukazuje, ze tfi druhy rodu Brassica byly odvozeny ze tfi rodovych
genomu oznacenych pismeny AA, BB a CC (pismeno n oznacuje pocet chromozomt).
Kazdy z téchto diploidnich genomt tvoii samostatny druh, ale kviili jejich blizké ptibuz-
nosti je bylo mozné zkiizit, a tak vytvofit tfi nové tetraploidni druhy. ProtoZe jsou odvo-
zeny z genomu dvou riznych druht, jsou tyto hybridni rostliny oznaovany jako allotet-
raploidni, tj. obsahuji étyfi genomy odvozené ze dvou rtiznych rodovych druht. Konkrét-
néji jsou amfidiploidni, tj. obsahuji jeden diploidni genom z kazdého ze dvou rtiznych

druhii Brassica (Lysak 2007). Dodnes ptedstavuje U model zékladni orienta¢ni schéma
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ktizeni mezi jmenovanymi druhy a byl potvrzen studiem DNA a proteint (napf. Schmidt
— Bancroft 2011).

Brassica nigra
n=8

L
£

Brassicaljczzﬁriqiata/ : \1 B_rglssica} juncea

R

Y . |

X ,:“—: R
[ R (5‘1\&@« By
N4 b SoF

Brassica oleracea N1, Brassicarapa
Brassica napus

Obrazek 18: Diagram U modelu zobrazujici genetické vztahy Sesti druhi rodu Brassica (wikipedia.org)

AA — 2n=2x=20 — Brassica rapa AABB - 2n=4x=36 — Brassica juncea
BB — 2n=2x=16 — Brassica nigra BBCC - 2n=4x=34 — Brassica carinata
CC - 2n=2x=18 — Brassica oleracea AACC - 2n=4x=38 — Brassica napus

Prilomovym objevem bylo historicky prvni zmapovani genomu rostliny, a to druhu Ara-
bidopsis thaliana (husenicek rolni) v roce 2000 zasluhou projektu zvaného Arabidopsis
Genome Initiative (www.arabidopsis.org). Jedna se o rostlinu z ¢eledi Brassicacae s krat-
kou genera¢ni dobou a pomérné malym jadernym genomem (157 milionil part bazi),
ktera slouzi jako modelova referen¢ni rostlina ve fylogenetickych studiich. Pro zkoumani
fylogenetickych vztahii v ramci rodu Brassica (ale také celé ¢eledi Brassicaeae) je bézné

vyuzivana (napft. Parkin et al. 2005, Town et al. 2006, Yamamoto — Nishio 2014)

Taxonomie Celedi Brassicaeae byla systematicky popsana a revidovana mnoha autory na
zéklad¢é metod molekularni fylogenetiky pro jednotlivé triby a rody, piehled o téchto vy-

zkumech podava Al-Shehbaz (2006). V ¢eském prostiedi se studiu rodu Brassica a $ifeji
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celé Celedi Brassicaeae vénuje vyzkumny tym pod vedenim Martina Lysaka, ktery pra-
cuje ve védeckém centru CEITEC (Central European Institute of Technology). Na orga-
nizaci centra se podili Sest vyznamnych brnénskych univerzit a vyzkumnych instituci;
mezi oblasti zajmu tohoto centra patii krom¢& genomiky a proteomiky rostlinnych sys-
téma také nanotechnologie, mikrotechnologie, pokroc¢ilé materialy, strukturni biologie,

molekularni medicina a vyzkum mozku (www.ceitec.cz). Lysak se se svymi kolegy za-

méiuje predev§im na analyzu struktury chromozomil, zmény v centromerech, karyoty-
pové variace, vyvoj repetitivnich sekvenci a rekonstrukci rodovych genomu celedi Bras-
sicacae (napt. Lysak 2009, Franzke et al. 2011, Lysak — Koch 2011, Kiefer et al. 2014,
Cheng et al. 2015).

Pro genomickou a genetickou analyzu rodu Brassica bylo v minulosti vyuzito mnoho bi-
oinformatickych a biochemickych nastrojii a informacnich zdroji, dal$i jsou v soucas-
nosti zkoumany a rozvijeny. Jednou z nejvétsich vyzev pro budouci vyzkumy je sekve-
novani genomu variet a divokych druht pro identifikaci fenotypovych variaci. Tyto in-
formace by mély poslouzit rozvoji péstovani hospodaisky vyuzivanych plodin. Dalsi ne-
zmapovanou oblasti je zpusob, jakym byla pfenesena dédi¢na informace u hybridl od
jejich progenitorti. Na cesté k dosazeni pokroku v téchto oblastech vyvstava potfeba na-

lezeni novych pfistupti K analyze genetickych dat.
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Lingvisticka analyza fylogenetickych vztaht v ramci U-modelu

Vyse popsany U-model popisujici vztahy tii druhti rodu Brassica a hybridu, které vznikly
jejich zktizenim, je od svého vzniku v roce 1935 uznavan jako platné vychozi schéma pro
vyzkumy dal$ich fylogenetickych vztahti v ramci tohoto rodu a také jemu taxonomicky
nadiazeného tribu Brassiceae. Jak bylo diive uvedeno, pravé povaha pienosu dédi¢né in-
formace z progenitort na jejich hybrid neni do soucasnosti zcela objasnéna. V navaznosti
na vyzkumy tymu Martina Lysdka v centru CEITEC i vyzkumy provedené bioinforma-
tiky v zahrani¢i bych chtéla v této ¢asti provést lingvistickou analyzu fylogenetickych
vztaht druhii tvoficich U-model a rozsifit jej o variety téchto druhti. Cilem tohoto pfistupu
vyvojovych vztahtl, a zaroven rozsifit vyklad o vztahy ptivodnich plodin ke svym kul-
turn¢ vyuzivanym varietam. Pro analyzu bude opét vyuzita metoda Damerau-Levenshtei-
novy vzdalenosti a Bag-of-Words model. Ackoliv jsou genetické markery jaderné ribozo-
malni DNA a chloroplastovych proteinii bézné ve fylogenetickych analyzach rostlin vy-
uzivany, kombinace markeru ITS a matK v ptipadé analyzy druhd rodu Brassica zatim
vyuzita nebyla. Proto vyuZziji pro nové metody v rdmci molekularni fylogenentiky pravé
markery ITS1 5.8S ITS2 a matK, které u jinych druhi kombinovany byly a osvéd¢ily se

Vv analyze rodu Malus.

Genetické sekvence, molekularni markery, byly ziskany z genetické banky NCBI (Nati-
onal Center for Biotechnology Information) a Uniprot (Universal Protein resource) ve
formatu FASTA (Fast Alignment Search Tool). Pro porovnani vysledkt z analyz jednot-
livych markeri je nutné, aby byly sekvence obou markert zapsany v bazich. U ITS mar-
keru bylo mozné ziskat sekvence variet zkoumanych druhi, ale u maturazy K to mozné
nebylo; analyzy se tedy ve vzorku li$i, ale je mozné porovnat vztahy druhi tvoficich za-
kladni kostru U-modelu, které jsou v analyzovaném vzorku vzdy pfitomny. V analyzach
je tedy pracovano s druhy B. oleracea, B. rapa, B. nigra, B. juncea, B. carinata, B. napus,
a jejich varietami B. oleracea var. acephala, B. oleracea var. alboglabra, B. oleracea var.
capitata, B. oleracea var. botrytis, B. rapa var. chinensis, B. rapa var. pekinensis, B. rapa
var. oleifera a B. campestris rapifera (B. rapa var. rapa). Sekvence (viz ptilohy) nebyly

pro dalsi analyzy nijak upravovany.
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Damerau-Levenshteinova vzdalenost

Jak bylo vysvétleno diive, pro vypocet Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti je potieba
zvolit si referen¢ni sekvenci, se kterou jsou vSechny ostatni ze zkoumaného vzorku po-
rovnavany. Obvykle byva pfi studiu rodu Brassica vyuzivan jako referen¢ni zminény druh
Arabidopsis thaliana. Rozhodla jsem se, Ze pro tento vyzkum zvolim jiny pfistup a jako
referen¢ni vyberu tfi druhy, konkrétné ty, které tvoii vrcholy trojuhelniku v U-modelu,
tedy B. oleracea, B. rapa a B. nigra. Celkem tedy pro kazdy marker provedu tfi vypocty
Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti, kdy kazdy bude reprezentovat, jak jsou ostatni
druhy vzdaleny od jednoho z referen¢nich druhti. Diivodem pro volbu tohoto ptistupu je
predpoklad, ze dosahneme lepSiho zmapovani vzajemnych vztahli v ramci rodu Brassica,
pokud vezmeme V potaz podobnost druhi s kazdym ze svych progenitord. Jak bylo
popsano vyse, sledovanymi zménami/transformacemi Vv této metod¢ jsou mysleny druhy
bodovych mutaci, kterymi se sekvence od sebe navzajem lisi: delece (chybéjici ¢ast), in-
verze/substituce (zaména ¢asti), inzerce (zaélenéni ¢asti) nebo transpozice (prohozeni
dvou sousedicich ¢asti). Pro kazdou z téchto transformaci byla zvolena penalizace 1, pro

shodu bazi penalizace 0.

Vysledky analyzy markeru ITS jsou zaznamenany v tabulce (viz Tabulka 5), kde muzeme
pozorovat, jak jsou jednotlivé druhy a jejich variety vzdaleny od jednoho z referen¢nich
druhti. Vzhledem k charakteru metody se hodnoty proménuji podle toho, kterd sekvence
je urena jako modelova a jsou podle ni vyhodnocovany zmény. Pro vizualizaci takto
zaznamenanych fylogenetickych vztahli byla vyuzita metoda hierarchického shlukovani
(viz Obrazek 19). V dendrogramu mtizeme identifikovat pét vétsich vétvi:

1. B. oleracea var. capitata, B. oleracea var. acephala, B. oleracea var. botrytis,

B. oleracea var. alboglabra
2. B. rapa var. pekinenesis, B. rapa var. chinensis, B. rapa, B. juncea, B. rapa var.

oleifera, B. campestris rapifera

3. B.nigra, B. carinata
4. B. oleracea
5. B.napus
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nigra rapa oleracea
acephala 65 64 34
alboglabra 49 49 15
botrytis 43 40 20
campestris 53 14 48
capitata 62 52 24
carinata 23 46 53
chinensis 44 5 48
juncea 49 8 55
napus 222 226 201
nigra 0 58 56
oleifera 57 18 48
oleracea 100 88 0
pekinensis 46 3 48
rapa 49 0 48

Tabulka 5;: Damerau-Levenshteinova vzdéalenost markeru ITS1 5.8S ITS2

Brassica oleracea var. capitata

Brassica oleraceavar. acephala

Brassica oleracea var. botrytis

Brassica oleracea var, alboglabra

Brassica rapa var. pekinensis
Brassica rapa var. chinensis
Brassica rapa

Brassica juncea

Brassica rapavar. oleifera

Brassica campestris rapifera

Brassica nigra

Brassica carinata

Brassica oleracea

Brassica napus

Obrazek 19: Dendrogram Damerau-Levenstheinovy vzdalenosti ITS markeru
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V prvni vétvi nachazime shluk variet druhu B. oleracea, v druhé vétvi nalézame B. rapa
spolu se svymi varietami a také s drunem B. campestris rapifera a druhem B. juncea, pro
ktery je B. rapa jednim z progenitoru. Ve tieti vétvi se shlukuje B. nigra a B. carinata,
mezi nimiz je také vztah progenitor-hybrid. Druh B. oleracea tvoii samostatnou vétev
a v garfu je umisténa mezi druhy B. carinata a B. napus, pfi¢emz pro oba tyto druhy je
jednim z progenitord. Druh B. napus sice sousedi s B. oleracea, ale jinak je jeho vétev
zcela vycClenéna mimo ostatni druhy a variety. Také si mizeme povSimnout, ze vétev
shlukujici variety B. oleracea a vétev B. rapa spolu s jejimi varietami jsou ve vzajemné
blizkosti, coz odpovida jejich blizkému genetickému vztahu. Mizeme tedy usoudit, Ze
graf odpovida sdiive popsanym fylogenetickym vztahiim mezi druhy vzajemné a mezi
druhy a jejich varietami. V piipad¢ hybridu doslo k jejich pti¢lenéni k jednomu z proge-
nitort, z ¢ehoZz miZzeme usuzovat vétsi podil genetické informace, ktera byla v piipadé
tohoto markeru zdédéna. Ackoliv je B. napus v blizkosti svého progenitora B. oleracea,
jeho celkové vyclenéni do samostatné vétve dal od ostatnich druhd miize znamenat, ze
v piipadé tohoto druhu doslo k vice zménam v procesu hybridizace. Tento piedpoklad

ovéii analyza markeru matK a vyuziti dal§i metody.

Vysledky analyzy chloroplastového markeru matK (viz Tabulka 6) zaznamenavaji pouze
vztahy druhd tvoficich trojuhelnik U-modelu. Slouzi tedy dpfedev§im Kk posouzeni, zda
zvolend analyza tohoto markeru dokéaze identifikovat vzajemné vztahy progenitort a hyb-
rida. V grafu hierarchického shlukovani (viz Obrazek 20) pak mizeme vidét pouze dvé
hlavni vétve — jedna je tvofena druhy B. nigra, B. juncea a B. rapa, druha pak druhy
B. oleracea, B. napus a B. carinata. Ve srovnani s dendrogramem ITS nedoslo v tomto
pfipadé¢ k vydéleni B. carinata a B. nigra do samostatné vétve, misto toho se B. carinata
pficlenila do vétve k druhému ze svych progenitort, B. oleracea, a B. nigra se pfi¢lenila
ke svému druhému hybridu, B. juncea. Zatimco V pfedchozim dendrogramu byly tyto
druhy v samostatné vétvia se svymi dal§imi piibuznymi druhy pouze sousedily, zde doslo
K rozpojeni jejich ptivodni vazby a pfipojeni se do vétve k témto diive sousedicim druhtiim
— B. nigra k B. rapa a jejich hybridu B. juncea, B. carinata k progenitoru B. oleracea
a jeho druhému hybridu B. napus. Mzeme tedy konstatovat, ze analyza maturazy K po-
tvrzuje vzajemné vztahy druhll tvoficich U-model, ale n€které mezidruhové vazby osla-

buje, kdezto jiné posiluje.
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oleracea rapa nigra
carinata 34 1542 1179
juncea 14 358 77
napus 3 1525 1195
nigra 44 432 0
oleracea 0 1524 1197
rapa 16 0 80

Tabulka 6: Damerau-Levenshteinova vzdalenost markeru matK

Brassica nigra

Brassica juncea

Brassica rapa

Brassica oleracea

Brassica napus

— Brassica carinata

Obrazek 20: Dendrogram Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti matK
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Bag-of-Words model

Znovu pfipomeneme, ze tzv. BoW model spociva v reprezentaci textu jeho slovy, ktera
jsou Vv ptipad¢ genetickych textt definovana pomoci n-gramové analyzy. Zohlednéna je
frekvence slov a také multikodovy charakter genetickych sekvenci (jak jsem vysvétlila
vyse, predpokladame-li, ze genetické sekvence kdduji rizné funkce a v jejich sekvenci se
jejich zapis prekryva, pak je n-gramova analyza vhodna k registraci téchto piekryvii, pro-
toze okno vyb&ru n-gramu postupuje po sekvenci vzdy po jedné jednotce — aminokyse-
ling/bazi). Také v analyze rodu Brassica byl vyuzit program QUITA (Quantitative Index
Text Analyzer), kde byly sekvence markertu tokenizovany (tj. roz¢lenény na nukleotidové
baze) a dale rozdéleny na pozadované n-gramy, tedy useky stejné délky reprezentujici
slova. V tomto piipadé¢ byly sledovany piedevsim zmény, ke kterym dochazi v zobrazeni
vztahl mezi jednotlivymi druhy a jejich varietami a také mezi druhy a jejich hybridy,
a to v zavislosti na tom, zda geneticky slovnik markerti bude reprezentovan slovy v po-
dobé 3-gramti, 5-grami a 10-gramii. Jak bylo dfive vysvétleno, zmény je nutné sledovat,
protoze velikost grami ovliviiuje podobu slov a jejich frekvenci. Pomoci tohoto postupu
byl tedy marker ITS1 5.8S ITS2 i marker matK reprezentovan piitomnosti ¢i nepiitom-
nosti definovanych slov a jejich ¢etnosti. Kviili mensimu vzorku sekvenci pro marker
matK jsou i zde vysledky jeho analyzy mén¢ podrobné a poslouzi zejména k zobrazeni
vztahll druht tvoticich U-model. Jelikoz testované sekvence nemaji stejnou délku, byla
pro méteni vzdalenosti mezi druhy pouzita cosinova distance. Pro vizualizaci podobnosti

sekvenci bylo zvoleno hierarchické shlukovani a MDS (Multidimensional Scaling).

Kdyz se podivame na grafy hierarchického shlukovani zobrazujici fylogenetické vztahy
na zakladé€ analyzy ITS markeru (viz Obrazek 21, Obrazek 23 a Obrazek 25), miZeme
u vSech identifikovat rozdéleni druhti rodu Brassica do ¢tyt hlavnich vétvi:
1. B. oleracea var. botrytis, B. oleracea var. alboglabra, B. oleracea var. capitata,
B. oleracea, B. oleracea var. acephala
2. B. nigra, B. carinata
3. B. rapa var. chinensis, B. campestris rapifera, B. rapa var. pekinensis, B. rapa,
B. juncea, B. rapa var. oleifera

4. B.napus
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Povsimnéme si, ze rozdéleni do vétvi je totozné jako u dendrogramu vytvoreného na za-
klad¢ Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti ITS markeru, pouze s jedinym rozdilem, a to
tim, ze se B. oleracea nevycClenila do samostatné vétve, ale nachazi se v jedné vétvi se
svymi varietami. Dal$i zmény v grafech se tykaji podobnosti druhti v ramci dil¢ich vétvi

a také vzajemné podobnosti mezi jednotlivymi vétvemi znazornéné délkou kladu.

Porovname-li dendrogramy jednotlivych n-gramti mezi sebou, vidime, Ze postupné do-
chazi k prodluzovani kladu, tedy ke zmenSovani mezidruhové podobnosti. Tento jev byl
diive vysvétlen na zaklad¢ zmény slovniku, jimZ jsou druhové sekvence reprezentovany
— ¢im veétsi n-gram/specifictéjsi slovo, tim vyraznéjsi rozdilnosti jsou identifikovany.
Z tohoto vyvoje se vymyké pouze druh B. napus, ktery je ve stale stejné, a to vyrazné
zatim jej vSak nemtizeme vysvétlit. Co se tyCe ostatnich vétvi, tak mizeme konstatovat,
ze odpovidaji mezidruhovym fylogenetickym vztahtim — B. oleracea je umisténa ve vétvi
se svymi varietami, B. carinata se pfi€lenila ke svému progenitoru B. nigra. B. rapa se
nechdzi ve vétvi se svymi varietami, dokonce mizeme podle kladi pozorovat naprostou
shodu s B. rapa var. chinensis, B. rapa var. pekinensis a B. campestris rapifera. V piipad¢

B. rapa var. oleifera uz byla detekovana jista odlisSnost, stejné tak u hybridu B. juncea.

Prostorové zobrazeni fylogenetickych vztahii v grafech MDS (viz Obréazek 22, Obrazek
24 a Obrazek 26) neni tak ptehledné jako zobrazeni v grafech hierarchického shlukovani,
ale lze u n¢j také zaznamenat promény zpusobené zménou velikosti n-grami. Z velkého
shluku viditelného v grafu 3-gramu se postupné (5-gramy -> 10-gramy) vydélil shluk, ve
kterém je umisténa B. oleracea se svymi varietami, a shluk druhu B. rapa s jejimi varie-
tami vcetné B. carinata a B. juncea. V blizkosti tohoto shluku se vyskytuje B. nigra. Druh
B. napus se ve vSech grafech vyskytuje vzdaleny od ostatnich druht, coz koresponduje
s jeho vyraznym odd¢lenim v dendrogramech. V grafech MDS tedy zobrazené vztahy
koresponduji s jejich zobrazenim v grafech hierarchického shlukovani, navic je zde jeste

viditelnéjsi blizkost vétve B. nigra a B. carinata s vétvi B. rapa a jejich variet.
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5 Brassica oleracea var. botrytis

9 Brassica oleracea var. alboglabra
¢ Brassica oleracea var. capitata
9 Brassica oleracea

® Brassica oleracea var. acephala
o Brassica nigra
© Brassica carinata

 Brassica rapa var. thinensis

——— = Brassica napus

 Brassica campestris rapifera
Brassica rapa var. pekinensis

Brassica rapa

© Brassica juncea

% Brassica rapa var. oleifera

Obrazek 21: Dendrogram Bag-of-Words modelu ITS markeru, 3-gram
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oleracea

-
alboglabra

-
acephalanigra
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Obrazek 22

: MDS graf Bag-of-Words modelu ITS markeru, 3-gram
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L oPBrassicanapus

<Brassica nigra

© Brassica carinata

« Brassica rapa var. chinensis

(Brassica campestris rapifera

 Brassica rapa var. pekinensis

®Brassica rapa

©Brassica juncea
L_\ Brassica rapa var. oleifera

© Brassica oleracea

o Brassica oleracea var. alboglabra

3]

© Brassica oleracea var. capitata

L Brassica oleracea var. botrytis

-—————<Brassica oleracea var. acephala

Obrazek 23: Dendrogram Bag-of-Words modelu ITS markeru, 5-gram

I

= alboglabra
« oleracea

ac-ephala

napus

Obrazek 24: MDS graf Bag-of-Words modelu ITS markeru, 5-gram
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© Brassica nigra

© Brassica carinata
& Brassica rapa var. chinensis

# Brassica campestris rapifera

@ Brassica rapa var. pekinensis

© Brassica rapa

5 Brassica rapa var. oleifera
\_,-) Brassica junces

5 Brassica oleracea

5 Brassica oleracea var. alboglabra

¥ Brassica oleracea var. acephala

o Brassica oleracea var. capitata

o Brassica oleracea var. botrytis

——= Brassica napus

Obrazek 25: Dendrogram Bag-of-Words modelu ITS markeru, 10-gram

1]
napus

soleracea

* acephala
a‘bag ab?a

Obrazek 26: MDS graf Bag-of-Words modelu ITS markeru, 10-gram
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Jelikoz u markeru maturaza K pracujeme s velmi malym vzorkem a pfi analyze vlivem
zmény n-grami nedoslo k vyraznym zméndm, jsou zde prezentovany pouze dendrogramy
3-gramu a 10-grami (viz Obrazek 27 a Obrazek 28). Také u téchto grafit mizeme pozo-
rovat stejné rozdéleni druhti rodu Brassica do vétvi jako v grafu matK markeru u analyzy
Damerau-Levenshteinovy vzdalenosti — jednu vétev tvoti B. nigra, B. juncea a B. rapa,

druhou vétev tvoti B. olerace, B. napus a B. carinata.

Ve srovnani s dendrogramem ITS opét nedoslo k vydé€leni B. carinata a B. nigra do sa-
mostatné vétve, ale ke shluku B. carinata se svym druhym progenitorem, B. oleracea,
a B. nigra se pficlenila ke svému druhému hybridu, B. juncea. Je viditelné, ze analyza
maturazy K také na zakladé Bag-of-Words modelu potvrzuje vzajemné vztahy druht tvo-
ficich U-model. Oproti markeru ITS vSak v obou analyzach zdlraziuje vazby hybrida
K jinym progenitorim. Také si 1ze pov§imnout, ze druh B. napus v této analyze nevyka-
zuje takovou odliSnost od ostatnich druhti a variet jako v analyze ITS. Coz jen potvrzuje,
ze pro ziskani ucelen¢ho obrazu o fylogenetickych vztazich je dilezité v analyze vyuzit

vice genetickych markert.

o Brassica nigra

< Brassica juncea

© Brassica rapa

= Brassica oleracea

= Brassica napus

© Brassica carinata

Obrazek 27: Dendrogram Bag-of-Words modelu matK markeru, 3-gram
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< Brassica rapa

€ Brassica juncea

= Brassica nigra

’—:.\ Brassica oleracea
\—:.\ Brassica napus

< Brassica carinata

Obrazek 28: Dendrogram Bag-of-Words modelu matK markeru, 10-gram

Specifika hybridizace Barssicy napus

Analyza ITS markeru pomoci Damerau-Levenshteinovy vzdalenost i Bag-of-Words mo-
delu ukazala, Zze druh Brassica napus vykazuje vyraznéjsi odliSnost od vSech ostanich
druhti i jejich variet. Ackoliv je stejnym typem hybridu jako Brassica juncea a Brassica
carinata, tedy allotetraploidnim hybridem (tj. obsahujicim ¢tyfi genomy, odvozené ze
dvou ruznych rodovych druhti) a konkrétngji amfidiploidnim (tj. obsahujici jeden di-
ploidni genom z kazdého ze dvou riznych druhti Brassica), pii vizualizaci vztahti pomoci
clustrovani se nepficlenil ani k jednomu ze svych progenitort — Brassica oleracea, Bras-
sica rapa. Jelikoz samotna vizualizace mezidruhovych fylogenetickych vztahi neumozni
urcit, pro¢ je B. napus tak odlisny, je nutné nahlédnout dovnitf slovniku sekvenci, tedy

do samotnych n-gram.

Pro detailngjsi vhled do podobnosti studovanych hybridl se svymi progenitory byl vybran
frekvencni seznam jejich 7-grami. Velikost n-gramt byla vybrana na zéklad¢ studie oveé-
fujici platnost Zipfova zédkona v genetickych textech, ktera prokazala, ze 7 bazi genetic-

kého textu tvofi obdobny typ konstituentu jako pétice pismen piirozeného textu, tj. tvori
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obdobu slov (Faltynek — Matlach 2014, s. 28-48). Jelikoz byl vyse pro analyzu genetic-
kych sekvenci vyuzit Bag-of-Words model reprezentujici text jeho slovy, je zde na misté
porovnat podobnost piibuznych sekvenci na zakladé jejich analogickych slov. Vzhledem
k mnozstvi typa 7-gramu vyskytujicich se v jedné sekvenci je pro demonstraci vztahi
prezentovan seznam pouze prvnich patnacti typii; modra barva v tabulkach znaci stejnou
frekvenci daného gramu u posuzovanych druhti. Jak je patrné (viz Tabulka 7), hybrid
Brassica carinata zdédil genetickou informaci jaderné ribozomalni DNA rovnomérné od

obou svych progenitort, druhti Brassica oleracea a Brassica nigra.

CARINATA NIGRA OLERACEA

Type Freq Type Freq Type Freq
avcr>tocrt>c>g avcr>t>crt>c>g g>gra>t2>a>t>c
a>gvava—>c—>rg-a a»grara>c—>g—>a a>ar>a>t>c>g>t
c>g>a»>t>gra—>a c>a>a>grcrc>t ava>t>c>grt>c
c>g>t>c>c>c>c c>gr>a>t>g>a—>a avcr>t2c>t>c>g
co>t>c>2t>c>g->g c>g>t>c>c>c>c c>a»a»a>t>c—>g
g>c>c>gr>a>t>t c>t>c>t>c>g—>a c>g>gr>a»a»>g->c
gr>t>gra>a>t>t co>t>c>t>2c>g>8 c>g>grar>t>a>t
t>c>c>2c>grt>g g>c>c>gra>tot c>g>grtot>g>g
t>c>t>c>g>8>¢ grco>t2c>t>c>g co>t2>c>2t>c>g>8
t>c>t>c>g>g>t got>gra>a>t->t grtrgra>a>t>t
t2>t2>c2>c>g>t=>g t2>c>c>2c>2g>t>g got2t>t>c>g>8
a»ava—»ra—rc—>g—a t>c>g2>a>t>g—>a t>c>c>2c>grt>g
ava»a»a—>g>c>t t>c>g>g>t>c>g t>c>t>c>g>8>¢
avava—va—ogortog t2>c>t>c>g>8~>c¢ t2t>t>c>g>g>t
avavavartrc>c 1] t2c>t>c>g>8~>t ava»a—»a—»>c—>g—a

R R R NN N NN NDNNDNDNN
N N NN NN IN NN NN NN NDN
RN NN NN INDNN NN NDNDNDW

Tabulka 7: Podobnost B. carinata se svymi progenitory B. oleracea a B. nigra, 7-gramy
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JUNCEA RAPA NIGRA

Type Freq Type Freq Type Freq
avcr>tocr2t>c>g 2 ascr>trcrt>c>g 2] avc>toc>t>c>g 2
a>g>a»>a—»>c>g—ya 2 a>g>ar>a>c>g—~>a 2l a>g>ar>a>c>g—~>a 2
c>g>a~>t>g>a~>a 2| c>g2a>t>g>a—>a 2] c>ava—»g>c>rcot 2
c>g>g>a>a>g>c 2| c>g>grararg>c 2| c>gra>t>g>a~>a 2
c>g>gra>tra->t 2 c2grgra>t>a~>t 2| c2g2r>t2c>c>c>c 2
c>t>c>t>c>g>g 2| c2t2c>2t>2c>2g>8 2] c>t>c>t>c>g>a 2
gocr>c>t>g>c>t 2 g>crcrtrgrc>t 2| c2t2c2t2c>g>8 2
grgra>t>a>t->c 2| g»>g>ar>t2a>t>c 2| g2c>rcrgrartot 2
go>t>grar>a>t>t 2| g>t>>gra2a->tot 2] g>crtrec>t>c>g 2
t>c>c>2crg>t>g 2| t2c>c>2c>grt>g 2| g>t2g2ara~>tot 2
t>c>t>c>g>g>c 2 t2c>t>c>g>g~>c 2| t2c2cr2c>grt>g 2
t>g>g>c>c>a—>a 2| t>g>g>c>cra—a 2 t2>c>g>a>t>g—>a 2
t>t>g>g>c>c>a 2| t>t>g>grc>c>a 2] t2>c>grgrt>c>g 2
ava>a—»>a—>c—>g—>a 1l a2a>a>a>c>g—~>a 1| t2>c>t>c>g>g>c 2
avavavargrcot 1] a2a—2a—>a—>g>c>ot 1] t2c>t>c>g>g~>t 2

Tabulka 8: Podobnost B. juncea se svymi progenitory B. rapa a B. nigra, 7-gramy
NAPUS OLERACEA RAPA

Type Freq Type Freq Type Freq
g>g>g>t>g>c—>g 41 g7g>a>t2a->t->c 3 avcr>tocr>2t>c>g 2
c>g>c>c>g>c>g 3] aa2a>t>c>g>t 2| a>g>a»a—>c>g~>a 2
g>c>c>g>c>g=>g 3] a2a>t>c>g>t>c 2| c>g>a>trgra—>a 2
grcr>t>c>c>ce>g 3] aDc>t>c>t>c>g 2] c>g>g>a>a>g—>c 2
g>g>g>g>t>g>c 3| c2a2ara>t>c>g 2| c>grgrart2ra~>t 2
c>c>a>c>c>c>c 2l c>g>8>a>a>g~>c 2] c>t2c>t>c>g>8 2
c>c>c>arc>c>cC 2| c>g2gva>t>a~>t 2| g2crcrtogrce>t 2
c>c>cr>cra>c>c 2| c>g>grt>t>g>g 2| g—ogvart>a->toc 2
c>c>g>c>g>8~>cC 2| co>t2c>t>2c>g>8 2| g»>t2grara>tot 2
C>C>8>C>E8>E>8 2| g>t>grara>to>t 21 t>c>c>c>goto>g 2
c>g>c>c>c>c—>a 2| g2t>t>t>c>g>8 2| t2c>t>c>g>g~>c 2
C>8>c>g>8>8~>8 21 t2c>c>c>grt>g 2| t>g>grc>c>ra—>a 2
c>g>c>t>c>c>c 2| t2c>t>c>g>8~>cC 2] t>t>g>g>c>c>a 2
c>g>c>t>c>g>c 2] t2t2>t2c>2g2g>t 2] a2a»>a»>a—>»c>g—>a 1
c>g>g8>8>g>t>g 2la2a>a—>a—>c>g—a 1 a2a2a2>a—>g>c>t 1

Tabulka 9: Podobnost B. napus se svymi progenitory B. oleracea a B. rapa, 7-gramy
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Hybrid Brassica juncea (viz Tabulka 8) vykazuje naprostou shodu se svym progenitorem
Brassica rapa a ¢aste¢nou podobnost s progenitorem Brassica nigra, genetickd infromace
jaderné ribozomalni DNA byla tedy dominantné pfevzata od B. rapa. Zcela odlisnou si-
tuaci vSak miizeme pozorovat u hybridu Brassica napus (viz Tabulka 9), ktery nevykazuje
jakoukoliv podobnost se svymi progenitory, druhy Brassica oleracea a Brassica rapa.
Modie zvyraznéna pole v tabulce zna¢i podobnost mezi obéma progenitory, kterd odpo-
vida hypotéze, Ze tyto druhy si jsou fylogeneticky velmi blizké (Zielkowski — Lysak
—Heneen 2011, s. 257-265). Tato porovnani frekvencnich poradi typi 7-gramti potvrzuji,
ze u druhu B. napus doslo K jinému typu hybridizace nez u druhii B. carinata a B. juncea,
které jednoznacné vykazuji podobnost se svymi progenitory. Je ovSem nemozné pouze
na zakladé provedenych analyz tento jev vysvétlit. Moznym vysvétlenim je, Ze u tohoto
druhu doslo k n€kolikanasobné hybridizaci a podobnost s ptivodnimi progenitory jiz neni
Vv jaderné ribozomalni DNA patrnd. Odvaznéjsi by bylo domnivat se, ze skute¢nymi pro-
genitory jsou jiné druhy, které maji stejny pocet chromozomi jako druhy B. oleracea
a B. rapa. Pro ovéfeni téchto ptedpokladi je vSak nutné podrobit analyze ostatni zastupce
rodu Brassica, které netvoti U-model, pfipadné analyzovat druhy zatrazené do tribu Bras-

siceae.

Zaver

Cilem této kapitoly bylo v ndvaznosti na vyzkumy tymu Martina Lysédka i zahrani¢ni stu-
die tykajici se fylogenetickych vztaht v ramci rodu Brassica otestovat potencidl lingvis-
tickych metod mapovat ptibuzenské vztahy druht tvoficich tzv. U-model — jedna se
o pribuzenské vztahy mezidruhové, mezi druhy a jejich varietami, mezi druhy a jejich
hybridy. K tomu byly vyuzity metody Damerau-Levenshteinova vzdalenost a Bag-of-
Words model, které se osvédcily pii piedeslé studii rodu Malus. Testovany byly moleku-
larni markery, konkrétné chloroplastovy marker maturaza K a jaderny ribozomalni mar-
ker ITS15.8S ITS2. Obé metody se ukazaly byt vhodnymi pro mapovani fylogenetickych
vztahll na mezidruhové Urovni, véetné vztaht k jejich varietam. Co se ty¢e vztahli mezi
druhy a jejich hybridy, bylo detekovéno specifické postaveni hybridu Brassica napus,
ktery v zadné analyze nevykazoval podobnost se svymi progenitory, coz bylo potvrzeno
detailn¢j$im porovnanim frekvencniho seznamu 7-gramt jejich ITS markert. Vysvétleni
tohoto jevu vSak vyzaduje studium dalSich rodovych ¢i tribovych druhti, jez mtze po-
skytnout komplexné&j$i pohled na ptibuznost druhu B. napus k ostatnim pfibuznym dru-

him a Iépe tak zmapovat charakter jeho hybridizace.
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Diskuze

Ackoliv uzité lingvistické metody prokazaly potencial uplatnit se v molekularné fyloge-

netickych studiich a obohatit svymi vysledky standardné uzivané bioinformatické po-

stupy, je na misté¢ zminit nékolik poznatkii o problematickych aspektech jejich vyuziti:

V prezentovanych studiich byly pouzity pouze dva typy markerti — chloroplastovy
marker maturaza K a jaderny ribozomalni marker ITS. Tim nelze zevSeobecnit
vyuzitelnost téchto metod na libovolném genetickém materialu. Site jejich vyuziti
musi byt ovéfena provedenim dalSich analyz na jinych genetickych markerech,
obecnéji na genetickém materidlu s riznymi vlastnostmi.

Ve vsech analyzach byl pro kazdy druh ¢i varietu pouzit pouze jeden vzorek. To
umoznilo vytvofit reprezentativni vizualizaci fylogenetickych vztaht. Pouziti
vice vzorkl pro kazdy zkoumany druh by nemuselo na vysledcich nic zménit, ale
také by mohla byt detekovéana variabilita markeru v ramci jednoho druhu nebo
Testovany jaderny ribozomalni marker i chloroplastovy marker byly zapsany
v nukleovych bazich. Vzhledem k vyzkumnému cili zachytit co nejpfesnéji roz-
dily mezi druhovymi sekvencemi vyvstala potieba analyzovat také proteiny v po-
dob¢ zapisu bazi. Timto zpisobem je mozné ziskat o rozdilech v genetickém za-
pisu jednotlivych sekvenci co nejvic informaci, a to na arovni bodovych mutaci.
Uzité metody slouzi k detekovani vzdalenosti/miry podobnosti mezi sekvencemi
a sestaveni dendrogramu. Charakter vztahd jednotlivych druhd vSak neni zcela
odvoditelny z pouhého grafu. Proto je nutné zohlednit napt. agrikulturni vyuziti
zkoumanych rostlin, ptipadné modifikovat metodologii napt. zatazenim vzorku
dalSich pfibuznych druhti do analyzy, vyuzitim dal$i metody analyzy, analyzova-
nim jiného genetického materialu — specificka situace byla patrna u hybridu Bras-
sica napus.

V této praci byly lingvistické metody vyuzity k testovani jiZ existujicich hypotéz,
které¢ byly formulovany na zaklad¢ standardnich bioinformatickych analyz. Otaz-
kou zustava, zda je potencial t€chto metod natolik silny, aby vysledky na zaklad¢
nich provedenych analyz mohly byt vychodiskem pro nové hypotézy. Nejvhod-
n¢j$im zplisobem, jak tento potencial podpofit, je testovat co nejveétsi vzorek dru-

hovych sekvenci a vyuzit pro analyzu vice riiznych molekularnich znaki.
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Zaveér

Cilem této prace bylo pfedstavit moznosti vyuziti lingvistickych metod (linguistics-like
tools) v genetice a blize pak v molekulrani fylogenetice. Pozornost byla zaméfena na Da-
merau-Levenshteinovu vzdalenost a Bag-of-Words model. Potencial téchto metod byl
vyuzit k testovani dvou hypotéz. V prvni analyze se jednalo o zjisténi pavodu domaci
jablon¢ (Malus domestica). Byla potvrzena hypotéza o jeji pfimé fylogenetické vazbé na
planou jablofi Sieversovu (Malus sieversii) pochazejici z oblasti Tian Sanu v Centralni
domaci jablon vznikla zkiizenim nékolika odrud. Druha studie byla zaméfena na mapo-
vani vztaht na mezidruhové urovni, vztahti také mezi druhy a jejich varietami a mezi
druhy a jejich hybridy tvoticimi tzv. U-model rodu Brassica (brukev). V tomto ptipadé
se ukazalo, Ze na zakladé vysledki zvolenych metod je mozné vytvotit dendrogram od-
razejici komplexni fylogenetické vztahy na niz§ich taxonomickych trovnich. Analyzy
také odhalily odlisny charakter hybridizace u druhu brukev fepka (Brassica napus), ktery
se ve vSech analyzach vyclenoval od ostatnich rodové piibuznych druhti a nevykazoval

podobnost se svymi piedpokladanymi progenitory (Brassica oleracea, Brassica rapa).

Lze tedy fict, ze zvolené lingvistické metody jsou vhodnym néstrojem analyzy genetic-
kého materialu pro fylogenetické studie. V diskuzi byly jmenovany aspekty, kter¢ je tieba
pfi jejich vyuZiti vzit v ivahu — charakter genetického materialu (kodujici DNA, nekddu-
jici DNA, RNA, protein atd.), pocet analyzovanych vzorku, zapis sekvenci v aminokyse-
lindch ¢i bazich, §irsi znalosti o studovaném materialu pro detekovani povahy odliSnosti
mezi jednotlivymi druhy, potencial metod poskytnout silnd data pro budovani novych
hypotéz. Jak bylo uvedeno, validitu vysledk 1ze posilit testovanim co nejvétSiho vzorku
sekvenci a vyuzitim vice druht genetickych markerti. Sledovani fylogenetickych zmén je
pak nejvhodné&jsi pii praci se sekvencemi zapsanych v nukleovych bazich, protoze tak
nedochazi ke ztrat¢ informace (jak by tomu bylo u aminokyselin) a 1ze sledovat konkrétni

zmény na urovni bodovych mutaci.

Dal8im krokem je ovéfit vyuzitelnost testovanych i dalSich lingvistickych metod na jiném
biologickém materialu (z rostlinné i Zivo¢i$né fise) a také na jinych molekularnich zna-
cich. Tim by bylo posileno postaveni téchto metod vedle standardnich bioinformatickych

metod uzivanych v molekularni fylogenetice.
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Ptilohy

Seznam pouzitych sekvenci k analyze rodu Malus

Zdroj: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Malus asiatica

Malus baccata

Malus coronaria

Malus domestica-Ashmead’s Kernal

Malus domestica-Bramley’s Seedling

Malus doumeri
Malus florentina
Malus fusca

Malus halliana
Malus hupehensis
Malus ioensis
Malus kansuensis
Malus micromalus
Malus prattii
Malus prunifolia
Malus sieversii
Malus sylvestris
Malus toringoides
Malus trilobita
Malus tschonoskii

Malus yunnanensis

ITS15.8S1TS2
EF442030.1

EF525562.1
AF186524.1
AF186480.1
AF186479.1

AF186529.1
AF186520.1
AF186514.1

AF186502.1
AF186503.1
AF186526.1
AF186512.1
EF525565.1
AF186511.1
AF186500.1
AF186485.1
JQ392462.1
AF186517.1
AF186521.1
AF186527.1
AF186508.1
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matkK
AF309174.1

AF309178.1
AF309186.1
AF309171.1
AF309172.1

AF309191.1
AF309182.1
AF309183.1

KP089151.1
AF309179.1
AF309187.1
AF309193.1
AF309175.1
AF309188.1
JQ391019.1
AF309173.1
AF309177.1
AF309180.1
AF309189.1
AF309189.1
AF309192.1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Seznam pouzitych sekvenci k analyze rodu Brassica

Zdroj: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Brassica carinata

Brassica campestris rapifera
Brassica juncea

Brassica oleracea

Brassica oleracea var. acephala
Brassica oleracea var. alboglabra
Brassica oleracea var. botrytis
Brassica oleracea var. capitata
Brassica napus

Brassica nigra

Brassica rapa

Brassica rapa var. chinensis
Brassica rapa var. oleifera

Brassica rapa var. pekinensis

ITS15.8SITS2

DQ003690.1
GQ268060.1
AF128093.1
AYT722423.1
GQ891869.1
GQ891870.1
GQ891875.1
DQ003650.1
AB456109.1
DQ003644.1
AF531563.1
AF128095.1
GQ891873.1
AF128096.1

63

matkK
AB354275.1

AB354274.1
AB354271.1

AB354273.1
AB354272.1
AY541619


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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