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Abstrakt

Prace se zabyvd metodou rozeznavani ZivoCiSnych druhi na zakladé analyzy tuseku
mitochondrialni DNA. K této analyze a zatazeni se vyuziva tsek genu COI1 v literaturdch nazyvan
jako ¢arovy kod Zivota. V Givodu préce je rozebrana teorie mitochondridlni dédi¢nosti a podminek
tvorby c¢arového kodu. Z této teorie nadalé vychazi jeji praktické vyuziti pii tvorbé knihovny
vytvofenych carovych koda jednotlivych ZivocisSnych druhli. Data pro tvorbu knihovny jsou
Cerpany z vefejnych databazi NCBI a BOLD Systems. Dalsi ¢ast prace se zabyvd metodami
porovnavani jednotlivych ¢arovych kodl mezi sebou a hlavné s ¢arovym kodem clovéka. K témto
analyzam byly pouzity tfi hlavni vypocetni postupy. Byly to Needleman-Wunschiv algoritmus,
Smith-Watermantv algoritmus a porovnavani podobnosti pomoci distanéni matice. S metodou
porovnavani pomoci distan¢ni matice je tizce spjat pirevod sekvenci molekuly DNA ze znakové
podoby do numerickych formatl, kterym se tato prace také zabyva. K usnadnéni prace s daty byly
vytvofeny vyhledavaci algoritmy ¢arovych koédu podle zadaného nazvu druhu a naopak.

Abstract

The work deals with the method of recognizing species on the analysis of mitochondrial DNA
segment. This analysis and classification using segment gene called CO1 in literatures such as
barcode of life. In the beginning of work is analyzed the mitochondrial theory of heredity and
conditions of formation of barcode. Practical use is based on this theory in creating database of
barcodes generated to different animal species. Data used for creating the library are drawn from
public databases NCBI and BOLD Systems. The next part of this work concerns about methods of
comparison of the individual barcodes to the others and especially to the barcode of human. Three
main computing methods were used tore these analyses: Needleman-Wunsch algorithm, Smith-
Waterman algorithm and comparison of similarities using distance matrix. This work also concerns
about transformation of DNA molecule sequences from symbols to numeric formats, which is
required for the distance matrix comparison method. Algorithms for searching for a barcode of a
species and vice versa were created to ease the work with data.
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1. Uvod

Porovnavani zivociSnych druhli na zékladé¢ analyzy CO1 genu mitochondridlni DNA je nova
metoda katalogizace Zivota na Zemi. Od dob vzniku klasické systematické biologie rozdélujici
druhy na zadkladé¢ morfologické stavby téla je tato metoda prvni, kterd zacind zivociSné druhy
systematicky uspotfadavat na zakladé molekularni genetické predispozice. Jelikoz se vhodny tsek
DNA pro tuto metodu vyskytuje na mitochondridlnim genomu, na pocatku této prace je rozebrana
mitochondrie, struéné jsou popsany jeji vlastnosti, funkce a je uvedena zminka se o divodu a
¢arového kodu zivota, kdo tuto metodu vytvoftil, jaké jsou na ni kladeny pozadavky a jestli je tato
metoda presnéjsi, nez klasicky morfologicky popis.

V dalsi Casti prace je vytvofen program ziskavajici sekvence CO1 genu z vefejnych databazi
NCBI a CBOL, tyto data se uklddaji do strukturované databaze. Téchto sekvenci bude
nashroméazdéno co mozna nejvice, od velkého poctu Zivocisnych druhii. Dale budou uvedeny 2
mozné piiklady zarovnani stazenych sekvenci se sekvenci ¢lovéka CO1 genu, k tomuto zarovnani
bude pouzito Needleman-Wunschova a Smith-Watermanova algoritmu. Vytvoii se vyhledavac
sekvenci, podle uZivatelem zadaného druhu a naopak, prevadé¢ sekvenci do dvou numerickych
formatl, které budou nasledné vyuzity pro vypocet podobnosti dvou raznych sekvenci pomoci tzv.
distan¢ni matice.

Po naprogramovani veskerych potfebnych vypoctovych funkei se zacnou vyuzivat v grafickém
prostiedi GUI a vytvofi se uZivatelsky pfijemné prostfedi pro provadéni vySe popsanych analyz.
Diivod tvorby tohoto prostiedi je ziejmy, nejcastéjSimi uzivateli té€chto analyz jsou biologové, kteti
odmitaji pfijmout do svého podvédomi cokoliv, co mé v ndzvu piikazova radka.

V zavéru této prace vybereme nékolik Zivoc¢isnych druhi, na kterych se provede analyza vSech
vytvorenych algoritmil a v zavéru dojde k jejich zhodnoceni pfipadné presnosti €i nepfesnosti.



2. Historie zaznamu zivota

Jiz od praddvnych dob pravéku byli tamé&jsi lidé a nasi geneticti pfedkové nerozlucné spjati s
pfirodou a jejimi zdkony. Uz v téchto dobach si uvé€domovali, Ze nejsou jedinymi obyvateli
prostiedi, ve kterém Zili. Tak jako ostatni zvifata, hndni pocitem hladu a pudem sebezéachovy, lovili
nasi pifedkové ostatni Zivoc¢isné druhy a sbirali rostlinné plody s kofinky. A pfes to vSe, co méli se
zbytkem své lovené kofisti spolecné, byli to pravé tito lidé, ktefi polozili zdklady nasi spolecné
zaznamenan¢ historie. I pfes neznalost pisma a ¢teni objevil homo sapiens sapiens (¢lovék dnesniho
typu) prvni rukou zaznamenany dokument, malbu. A neni se ¢emu divit, Ze vétSina zdznamd, od
Cloveka této doby, byly malby zvifat.

Obr. 1: Pravéeka malba v jeskyni Lasaux na jihozapade Francie
(http://www.lovecpokladu.cz/home/lascaux-sixtinska-kaple-prehistorie-3300)

Poté nasledovalo obdobi Starovéku, ktery do lidskych déjin vnasi vynélez pisma, a tudiZ i novy
pohled na svét. Ze starovékych andli vime napiiklad, ze starovékymi Egyptany byla kocka
uctivané zvite, ze krava je pro hinduisty posvatna jiz z téchto dob. Co do existence systematické
biologie se ovSem nachazime v obdobi praveku. Platon (427-347 pted n. 1.), jako jeden z prvnich
filozofli, formuloval v obecné podobé myslenku nadfazenosti a podfazenosti tiid. Aristoteles (384-
322 pted n. 1.) pfedpokladal, Ze drobni Zivocichové (roztoci, ¢ervi aj.) vznikaji samoplozenim. Tuto
mysSlenku vyvratil aZ L. Pasteur (1882-1895).

Absolutni pfevrat ve studiu Zzivota, pfinesl Carl Linné (1707-1778), ktery polozil zéklady
systematické biologii, tak jak ji zname dnes. Zavedl pojem druh a rozdé¢lil organismy na fisi
zivociSnou a fisi rostlinnou. Zabyval se hlavné botanikou, napsal mnoho dodnes uznavanych dél.

Snad nejzndméjsi je Species plantarum (1753). Nutno podotknout, Ze Linné vytvofil systém fazeni
rostlinnych a Zivo¢isnych druhi, o kterém tvrdil, Ze je pevné dany a neménny.

Tyto mySlenky byly postupem ¢asu vyvraceny. Nejprve J. B. Lamarckem (1744-1832), ktery tekl,
ze druhy byly stvoreny, ale méni se v zavislosti na podminkach prostfedi. Po Lamarkovi nasledoval
Charles Darwin se svoji teorii o evoluci a vyvoji druht.

I kdyz se v tomto obdobi biologové pieli o stalosti nebo proménlivosti Zivo€isné a rostlinné fise,
méli obé tyto skupiny badatelii spolecny systém zatazovani a popis druhti. Hlavnim nastrojem pro
katalogizaci kazdého druhu byl vngj$i popis jedince; napi. pocCet koncetin jedince, barva téla,
velikost...

Doslova revoluce, z pohledu porozuméni historii Zivota na Zemi, pfisla v poloviné 20. stoleti. Jiz
od pocatku tohoto stoleti se védci ptali, z jakého materialu je vytvorena genetickd informace. Ve 40.
letech se provadély vyzkumy na jednoduchych houbach a zjistilo se, Ze geneticka informace, nese
instrukce pfevazné pro tvorbu proteini. V tomto desetileti byla také deoxyribonukleova kyselina
oznacena za pravdépodobného nosice genetické informace. Prillom v tomto badani zaznamenali v
roce 1953 panové James Watson a Francis Crick, ktefi, za pomoci rentgenové difrakce na krystalu
molekuly DNA, vytvofili trojrozmérny model dvojSroubovice DNA.
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Obr. 3: Obraz RTG difrakce na

.. krystalu DNA
Obr. 2: J. Watson, F. Crick a jejich 3D (http://apendix.bf.jcu.cz/Dolezal/vyuka
model dvojsroubovice DNA /dna/DNA.htm)
(http://apendix.bf.jcu.cz/Dolezal/vyuka/
dna/DNA.htm)

Dnes stojime na poc¢atku 21. stoleti a na§ pohled na systematickou biologii se méni od zakladu.
Nema smysl zastirat, Ze uvahy o zatazeni zivocCichl a rostlin podle sekvence jejich jedinecné
molekuly DNA nevznikly ihned po rozlusténi jeji struktury. Trvalo to ovSem jesté dalSich 50 let,
nez se tato myslenka mohla zacit uskuteciiovat. V roce 2008 v fijnovém cisle casopisu Scientific
American vysel ¢lanek Carovy kéd zivota (Barcode of Life) . Tento ¢lanek je od dvou autorti Marka
Y. Stoecklea a Paula D. N. Herberta.
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3. Mitochondrie a jeji dedicnost
3.1 Mitochondrie

Jelikoz metoda rozpoznavani zivocisnych druht je Gzce spjata s touto organelou, uvedeme o ni
nekolik slov 1 v této praci. Jeji morfologie a funkce neni pro naSi praci moc podstatna, proto ji
popisujeme jen ve zkratce.

Kazda mitochondrie se skladd ze dvou membran (vnéjs$i a vnitini). Tyto membrany vymezuji
vnitini prostor mitochondrie zvany matrix a vnéj$i mezimembranovy prostor. Tyto membrany hraji
ustfedni roli v tvorbé ATP, ktera je pro heterotrofni organismus (zivoCichové a houby) jedinym
zdrojem energie. Jinymi slovy mitochondrii miZeme chapat jako energetickou elektrarnu kazdé
eukaryotni bunky.

Vnéjsi membrana je tvofena dvojitou vrstvou lipidii (=> hydrofilni vlastnosti membrany), mezi
nimz jsou proteiny zvané porin, které slouzi jako vodné kanaly. Diky t€émto proteiniim je membréana
propustna pro vSechny molekuly do velikosti 5000 daltoni.

Na vnitini membrané dochézi k prichodu elektront uvolnénych z NADH za vzniku NAD+. Tyto
elektrony se pohybuji podél elektrotransportniho fetézce. Béhem tohoto pohybu se uvolni energie,
kterd umozni preCerpani protonu H+. Vznikne protonovy gradient na membrané, ktery pii zpétném
ptfecerpani, na zdkladé koncentra¢niho spadu, pohéni oxidac¢ni fosforylaci (ADP + Pi vznikne ATP)
Elektron, ktery se pohyboval membranou doputuje az k volnému kysliku, kde spole¢n¢ s protonem
H+ d& vznik molekule vody. Vnitini plocha vnitini membrany ohranicuje prostor zvany matrix
mitochondrie. Zde se nachazi velice koncentrovana smés enzymu, napiiklad enzymy ucastnici se
citritového cyklu. Dale se zde nachazi nékolik identickych kopii mitochondriilni DNA,
mitochondrialni ribosomy, tRNA a enzymy potiebné k translaci mitochondridlni mRNA.

Inner membrane

DNA Matrix

ATP synthase
particles

Ribosome

Obr. 4: Stavba mitochondrie
(http://mitolab.lf1.cuni.cz/homepage.php?stranka=MitoPor)
Na schématickém snimku je vidét, Ze struktura vnitini membrany je velmi ¢lenitd. Diivodem, pro¢
se tato membrana zvlnila a utvoftila Utvary zvané kristy, bylo zvétSeni celkové plochy membrany.
Jinymi slovy zvétSeni plochy, na kterém dochazi k syntéze organismy vyuzivané formy energie.

Mezimembranovy prostor obsahuje enzymy vyuzivajici ATP vypuzenou z matrix mitochondrie k
fosforylaci dalSich nukleotidid. Fosforylace je enzymaticky fizend reakce, kterd zajistuje vznik
energeticky bohatych makromolekul v buiikach. Nejznaméj§im druhem této reakce je zména
adenosindifosfatu na adenosintrifosfat (ADP ---> ATP), tato reakce nemusi ale probihat pouze s
adeninovou bazi. Stejny mechanismus fidi 1 fosforylaci GDP na GTP, atd. Pti téchto fosforylacich
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dochazi vzdy je vzniku (ADP ---> ATP) nebo zaniku (ATP ---> ADP) esterové vazby mezi
fosfatovymi skupinami.

Obr. 5: Reverzibilni defosforylace ATP na ADP
(http://tonga.usip.edu/gmoyna/biochem341/lecture36.html)

3.2 Mitochondrialni dédi¢nost

Jak jiz z ptedchoziho textu vyplyva, mitochondrie je, co do dédi¢nosti buiiky ¢asteéné samostatna
jednotka. Existence ulozeni genetické informace buniky mimo jadro byla pfedpokladdna jiz na
pocatku 20. stoleti. Mitochondridlni DNA a jeji ndsledna exprese byla prokazana v 60. letech 20.
stoleti. Tento objev potvrdil tzv. teorii endosymbidzy. Tato teorie predpoklada symbiotické splynuti
pfedchiidct dnesSnich eukaryotnich bunék s bunikami prokaryotickymi. Plivodné ptredpokladanymi
samostatné zijicimi prokaryotnimi organismy maji byt mitochondrie, chloroplasty a ostatni plastidy.
U vSech téchto organel jsme zaznamenali existenci samostatné DNA. Konkrétné endosymbioticka
teorie v pripad¢ mitochondrie pfedpoklada vniknuti plivodné aerobni bakterie do bakterie anaerobni
(ptedchiidce eukaryot). Tato aerobni bakterie dala za vznik organele zvané protomitochondrie.

Platnost této teorie dokazuje i fakt, Ze mitochondrie pfipomind prokaryotni organismus, jak svoji
stavbou, tak 1 strukturou vlastni molekuly DNA. Zatimco jadernda DNA eukaryotnich organismi je
linearni dvou vladknové Sroubovice se dvéma konci. Prokaryotni organismy, mitochondrie i plastidy
maji molekulu DNA kruhovou. TudiZ tato molekula nemd Z4dny konec. Existuji v§ak 1 organismy,
které maji mtDNA lineérni, patii mezi né: Chlamydomonas reinhardtii a Paramecium aurelia.

Tato molekula DNA podl¢hé genetické expresi stejné jako molekula jaderné DNA s nékolika malo
rozdily. Mitochondrie maji vlastni ribozomy, na kterych dochdzi k translaci mRNA na primarni
strukturu proteinli. Zatimco kazda buiika ma v jadfe ulozenou pouze jednu molekulu DNA, v jedné
mitochondrii je molekul mtDNA hned nékolik. Zarovenn nesmime opomenout, ze kazd4 burka
obsahuje né€kolik mitochondrii. Literatura udava, ze jaterni buiiky obratlovcii obsahuji fadové 1000-
1500 mitochondrii na buniku. U ¢lovéka jsou tyto pocty jeSté mnohem vyssi fadové od 1000 do
informace je hlavné rozdilné kodovani nékterych aminokyselin, nebo-li vSechny triplety kodont
nekdduji stejnou aminokyselinu u obou druht molekul.

Prvni zménu zaznamendvame u stop-kodont. Zatimco v jaderné DNA triplety AGG a AGA nesou
zakddovanou informaci pro translaci argininu, v mitochondridlni DNA tyto kodony zastupuji stop-
kodony. Naproti tomu stop-kodon TGA u jaderné DNA, ptedstavuje tryptofan u mitochondrialni.
ATA je isoleucinem v jaderné DNA, zatimco v jazyce mitochondrialni exprese tento triplet oznacuje
start-kodon kodujici methionin. Start-kodonem u jaderné DNA je triplet ATG, ktery je
transkripovan na AUG pfi prepisu do mRNA.
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I kdyz byly mitochondrie plivodné naprosto samostatnymi organismy. V podobé¢, jak je zname
dnes by jiz nebyly schopny samostatn¢ existence. Obé molekuly DNA jsou velmi funkcné
provazany a propojeny. Hlavnim divodem potieby jaderné DNA pro mitochondrii je fakt, ze v
pribéhu evoluce doslo ke znacnému zkraceni mtDNA a uloZeni n€kterych gentd pifimo do sekvence
jaderné DNA. Naproti tomu i nékteré proteiny uloZzené v mtDNA fidi nékteré Zivotné dulezité
pochody v cytoplazmé. Fylogeneze dvojit¢é membrany vychdzi ze splynuti dvou plvodné
samostatnych organismi. Predpoklada se, ze vn&j$i membrana je pozlstatkem cytoplazmatické
membrany plvodniho anaerobniho organismu. Zatimco vnitini membrana byla vnéj$i membranou
pfedchtiidce dnesni mitochondrie, ktery piivodné také Zil jako samostatny jedinec.

3.3 Mitochondrialni genom

Prvni dilezitou zminkou o mitochondridlnim genomu je jeho rozmanitost délky, velikost
mitochondridlniho genomu se velmi 1i8§i jak mezi jednotlivymi kmeny, tak hlavné v ramci
jednotlivych tisi. Napiiklad primérné délka mitochondridlniho genomu u obratlovct je 16-17 kbp,
naproti tomu u kvetoucich rostlin mize obsahovat az 2500 kbp.

Zivo¢isny mitochondrialni genom je typicky absenci introntl. Jeho sekvence obsahuje pouze
useky potiebné pro transkripci a translaci. Je to jeden z hlavnich divodu, pro¢ je tak kratky. U
obratlovct tento genom obsahuje 37 gent.

Lidsky mitochondrialni genom se sklada ze 16 659 part bazi obsahujicich 37 genti. Ve dvou
genech je ulozena ribosomalni RNA (= stavebni jednotka mitochondridlnich ribosomt). 22 gent
kéduje strukturu 22 druhlt tRNA a dalSich 13 gen koduje proteiny ucastnicich se oxidacni
fosforylace.

Kontrolni region
.d-loop*

125 rRNA | Cytochrom b
"\ WY T /
) g \ Podjednotky
165 rRNA ., NADH
; ;'dehydrogenézy
| [ 22 gendi kédujicich tRNA
POdlj-\lTSﬂtky /B Bl || 13 region( =

dehydrogenézy\ b kédujicich bilkoviny

°, Podjednotky

NADH

\ ,\ dehydrogenazy
T Padjednotky

\ — § cytochromoxidazy

Yo ~\
Podjednotky Podjednotky
cytochromoxidazy ATP syntazy

Obr. 6. Lidsky mitochondrialni genom
(http://cs.wikipedia.org/wiki/Mitochondrialni DNA)
Délka mitochondrialnich genomt bezobratlych organismi je pfiblizné stejnéd jako u obratlovced,
ale ma par rozdili v genetickém uspotadani. Tyto rozdily jsou zpisobeny rozdilnou strukturou
usporadani genu v rdmci kruhové molekuly mtDNA.

Mitochondridlni genom hub byva delsi nez u zvifat, fadové se jeho délka pohybuje okolo 78
kbp. Tyto molekuly v sobé maji ulozen ptepis 33 genil (2 kodujici ribosolmdlni RNA, 23-25 pro
tRNA, 1 ukladd ribosomalni protein, 7 popisuje proteiny ucastnici se oxidativni fosforylace).
Dulvod, pro€ je tento genom delsi nez u zvifat, je pfitomnost intronti. Introny jsou useky sekvence
DNA, které¢ nenesou informaci o zddném genu.
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Jako posledni zlstavd mitochondridlni genom rostlin. Rostliny maji nejdelSi genom ze tii
pfirodnich fisi. Tato oblast genomu je jest¢ pomérné malo probaddna. Nemiizeme zde hovofit o
primémé délce rostlinného mitochondridlniho genomu, nebot’ napt. mtDNA marchantie
polymorphy (porostnice mnohotvarné) je 186 kbp dlouhd. Genom vodniho melounu ma 300 kbp a
jak jiz bylo uvedeno na zacatku podkapitoly, kvetouci rostliny mohou dosahovat délek genomu az
2500 kbp. Nejvetsi cast téchto sekvenci zabiraji tiseky nekddujici zadny gen. Tyto oblasti DNA jsou
prozatim velkd neznama. Jak u jaderné, tak u mitochondrialni DNA, se zatim nepodafilo vysvétlit
funkci intronii. Nékteré prace fikaji, Ze nemaji Zadnou funkci, na druhé strané existuje velka
skupina védcl a populace, ktefi nevéti faktu, ze by molekula DNA obsahovala n&jaké zbyte¢né
informace. Hlavné je-li vzata v 1vahu vysoka ptesnost, s jakou se DNA replikuje. Na markantni
délce rostlinné mtDNA se pravdépodobné nejvice podepsala schopnost rostlin kiiZit se mezi sebou i
v ramci vice druhti. Tuto vlastnost u zadné jiné fiSe nepozorujeme. Jak se ukaze dale, tento fakt nam
bude Cinit obrovské potize pii genetické klasifikaci téchto druhi.
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4. Carovy kéd zivota (Barcode of Life)

4.1 Co je to Carovy kod zivota?

Céarovy kéd zivota je specificky usek DNA jedineény pro dany druh. Peéist genom jakéhokoliv
druhu dnes$ni technologie umoziuji uz n&kolik let. Cteni celého genomu je nepraktické, nebot
zpracovani takového mnozstvi dat je Casové velmi narocné, zdlouhavé a prozatim to zvladne jen
specializovany odbornik.

Proto si badatel Paul D. N. Herbert polozil otazku, zda by se dal pouzit i kratky isek DNA. Po
tomto useku byly pozadovany 3 zakladni vlastnosti:

* musi to byt stejnd ¢ast stejného genu pro vsechny zivocisné druhy
* musi byt dostate¢né dlouhy, aby byl pro kazdy druh jedinecny
* musi byt dostate¢n¢ kratky, aby umoznil rychlé ¢teni

Pro tyto ucely se ukézala jako idealni cast genu uloZzeného v mitochondriich. Cely tento gen
koduje enzym 1 cytochrom-c-oxidazu, zkracené CO1. Z tohoto genu je pouzito 648 bazi ve sméru
jakoby od 5' konce.

Bohuzel tento gen se ukézal byt jako referencni pouze u zivocichl. Pti pokusu aplikace tohoto
postupu na rostlinnou fi$i a na houby se ukazalo, Ze rozdilny vyvoj genomil znemoziuje tuto
analyzu. Druh je u zvifat a hub chépan jako skupina jedinct, ktefi se mezi sebou mohou parit. U
rostlin je znamo, Ze i n€ékteré rozdilné druhy se mezi sebou mohou kfizit. Z tohoto ditvodu genetické
hranice mezi témito druhy splyvaji a i jejich jednoznacné urceni tudiz neni mozné.

Vratime-li se ale zpét k zivocichlim. Pfednost mitochondridlni DNA pied jadernou méla 2
dtavody:

*  mtDNA ma vétsi rozdily v sekvenci parti bazi mezi jednotlivymi druhy

* mitochondrii je v bunice nespocet, tudiz i zastoupeni mtDNA je v bunice vétsi nez jaderné
DNA => je snaz$i ziskat mtDNA neZ jadernou DNA

cey

Z tohoto textu tedy vyplyva, Ze vytvoreni carového kodu zivota, je snaha pritadit kazdému Zzijicimu
zivo¢isSnému druhu na Zemi specifickou a unikatni znacku, podle které by mohl byt dany jedinec
identifikovan snadno a rychle kdekoliv v terénu.

4.2 Presnost metody uziti €arového kédu

Jelikoz se prozatim zabyvame pouze teorii této metody a nemame prozatim v rukou zadna vlastni
naméfena data, ze kterych bychom mohli pfimo vychazet, jedinym dikazem vysoké specificity této
metody jsou prozatim jen zavéry piimo od autort ¢lanku Carového kédu. Z tohoto diivodu jsou
prilozeny k této praci 2 nasledujici citace piimo z ¢lanku publikovaného v Casopise Scientific
American v fijnu 2008 v anglickém vydani a v listopadu 2008 v ¢eském vydani.

., U primatii ma napriklad kazda burika asi 3,5 miliardy pdri bazi. Carovy kéd COI predstavuje
usek o délce pouhych 648 paru bazi, ale priklady od lidi, Simpanzu a dalsich velkych opic nesou
dost rozdilu pro spolehlivé rozliseni jednotlivych skupin. Lidé se v useku carového kodu navzajem
lisi jednim nebo dvema pary bazi, ale od svych nejblizsich pribuznych, Simpanzu, se lisime zhruba v
60 mistech a od goril asi v 70 mistech. *

Druh4 citace popisuje shrnuti vysledkd, ve kterych autofi dokazovali pfesnost a neomylnost této
metody.
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,, Abychom dokadzali, Ze tato mala DNA-znacka miize skutecné identifikovat druh, testovali jsme
spolu s kolegy ucinnost carového kodu COI1 v ruznych ZivocisSnych skupinach ze souse i z more, od
polu k tropum. Zjistili jsme, ze samy COI carové kody rozlisuji asi 98% druhii poznanych
predchozim taxonomickym studiem. Ve zbytku zuzuji urceni na pary nebo malé skupiny pribuznych

Vv ¢

4.3 DNA Barcode Data

Jak bylo uvedeno na konci kapitoly 4.1, snaha védci je vytvofit prostiedek, pomoci kterého
budou moci lidé rozeznéavat Zivoc¢isné druhy piimo v terénu a ne jen v laboratofi. Finalni pfedstava
spoc¢iva v sestrojeni pfenosného pftistroje, ktery bude schopen piecist DNA barcode (neboli DNA
carovy kod) z nepatrného kousku ziskané tkané€. K docileni tohoto vysledku ndm ovSem stale stoji
v cesté nekolik prekazek.

V prvni fadé doposud neexistuje kompletni databaze ¢arovych kodl vsech zndmych zivocisnych
druhti. Od chvile, kdy carovy kod zivota spatiil svétlo svéta, zaCala spousta instituci a lidi
zabyvajicich se informatikou a biologii spoluvytvaiet celosvétovou referen¢ni knihovnu DNA
¢arovych kodua. Touto spole¢nou praci vznikd v tomto oboru nezmérné mnozstvi dat, ktera musi byt
naméfena, zpracovana a ulozena. Aby tyto data mohly slouzit k dalSimu zpracovani, utvofil se
soubor pravidel pro format, ktery tyto data musi pred ulozenim do vefejnych databazi spliiovat, tzv.
Barcode Data Standards.

4.3.1 Barcode Data Standards

The Consortium for the Barcode of Life (CBOL) uvtvoiilo Database Working Group (DWG).
Uspotadali zahajovaci shromazdéni v kvétnu roku 2004. Zde projednavali vytvofeni referencni
knihovny DNA sekvenci ¢arového kodu, kterda ma byt zaclenéna do souboru ostatnich znalosti
biologické riiznorodosti (napt. s databdzi vzorkl, druhem,biogeografickymi informacemi). DWG
doporucila ukladani téchto sekvenci na veiejné piistupnou doménu, upiednostnila International
Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC). DWG také doporucila propojeni uloZzenych
sekvenci s voucher jedinci (vzorky z muzei) a jejich platnymi druhovymi jmény.

V zafi roku 2004 DWG svolala dalsi shromédzdéni, tentokrat potddané skupinou GenBank a
National Center for Biotechnology Information (NCBI) . Tyto skupiny pfedlozily INSDC nové
pozadavky na standard pro tyto data, které by mély byt pouzity. V dubnu roku 2005 DWG
konzultovala vSechny ptfedlozené navrhy s hlavnimi taxonomickymi spolec¢nostmi a protfidila navrh
standardu podle jejich pozadavkii a pfipominek. V kvétnu roku 2005 GenBank prezentovala
vysledny ndvrh standardu na kazdoro¢ni konferenci INSDC, kde byl navrh pfijat vSemi stranami se
vSeobecnym ohlasem. DWG se nésledné sesla s predstaviteli hlavnich muzei, projednat realizaci
Barcode Data Standardu, i zde byla ptijata bez vyhrad.

e W r

Utvoreny standard ma tri ¢asti:

1. Vytvofeni vyhrazeného klicového slova: BARCODE (carovy kod). NCBI a jejich
spolupracovnici pfidaji znacku Barcode flag (vlajka), nové odevzdané sekvenci, ktera bude
splinovat predepsané podminky konzultované¢ s CBOLem. Data, kterd spliuji tato kritéria,
budou zndma jako BARCODE records v INDSC (= BRIs; nahravky carovych koda v
INDSC)
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2. Pozadované prvky dat musi:

a) obsahovat odkaz na voucher jedince za pouziti strukturované¢ho pole, definovaného
skupinami CBOL a NCBI, a na metadata spojend s jedincem, obsazena ve vetfejné databazi
ulozisté jedince (ulozist€ — muzeum, voucher jedinec)

b) obsahovat odkaz na  doloZzeny nazev druhu, zaloZzené¢ho v jednom ze zdroji
specifikovaného skupinami CBOL a NCBI.

c¢) obsahovat znak zemé¢, pouZivajici kontrolovanou slovni zasobu uzivanou GenBankou

d) ptivod oblasti genu schvalenou CBOLem jako skute¢ny carovy kéd. Nejprve je pouze 1-
cytochrom-c-oxidaza schvéalena jako oblast ¢arového koédu. Tato oblast je definovéana
pomérné k mySimu mitochondridlnimu genomu jako 648 para bazi, které zacinaji na 58. a
kon¢i na 705. pozici.

e) obsahovat alespoit 500 pfiléhajicich jednozna¢nych partt badzi v obousmérném fazeni
uvnitt schvalené oblasti ¢arového kodu. Pokud GenBank zazada o udéleni Barcode flag (=
uznani sekvence za ¢arovy kod) u kratsi sekvence nez 500 kb, nasledné smérnice odkazuji
na uznani CBOL.

f) neobsahovat vice nez 1% nejednoznacnych mist pro uplnou ptedloZzenou sekvenci
g) obsahovat jméno pouzité genové oblasti
h) byt spojeny s trace files predloZzené NCBI Trace Archivu nebo Ensembl Trace Serveru

1) obsahovat sekvence vSech pouzitych forward a reverse primerd. Pro nahravky, ve kterych
byly sousedici sekvence sestaveny vice nez jednou amplicon nebo kdy byla pouzita smés
mnohonasobnych primerti pro amplification (zesileni), musi byt zaznamenany vSechny
mnohonasobné sety part primert. V zavéru, zaznamenani nazvi forward i reverse primeri
spolu se sekvencemi primerd je siln€¢ doporuc¢ovano.

Silné doporucované prvky uloZenych dat:

(nésledujici prvky dat byly ptidany do INSDC na zadost CBOlu pro ovéieni spravnosti
voucher jedince, jsou sice siln¢ doporuc¢ovana, ale ne pozadovana)

J) zemépisna Sifka a zemépisna délka
k) jméno osoby, ktera objevila ptislusny druh
1) jméno osoby, ktera poskladala informace k udéleni ¢arového kodu

m) datum ulozeni sbirky dat

3. Ridici pravidla
ISDNC poskytuje archiv nahravek, které mohou byt ménény pouze autorem. Pro oznaceni
¢i odznaceni nahravky znackou Barcode flag (flag = vlajka) plati nasledujici pravidla:

a) CBOL definuje okolnosti, za kterych bude moci byt znackou Barcode flag oznacena
sekvence kratsi nez 500 kb. Mize se jednat o sekvence vzorovych jedincii nebo vyhynulych
¢1 velmi vzacnych jedinct daného druhu.

b) CBOL je zodpovédny za proces zalozeni, provedeni a nabizeni Useku genu, jimz
skupiny badatelt navrhnou a ospravedIni za oblast ¢arového kodu jiny usek genu nez oblast
na CO1 genu, tim padem dostane tato ¢ast genu znacku Barcode flag.
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c¢) Sekvence, které spliluji podminky nahravky ¢arovy kod a byly predloZeny z University
of Guelph’s Barcode of Life Database (BoLD) databazi GenBank, budou povazovany
GenBankou za predloZené spole¢né od jednotlivého badatele a od BoLDu zéaroven. Tyto
nahravky mohou byt upravovany kazdou stranou.

d) Sekvence, které spliuji podminky nahravky carového kodu a byly piedlozeny
GenBance od jednotlivych vyzkumnikii, mohou byt upravovany pouze osobou, ktera je zde
ulozila. Na doporu¢eni CBOLu Genbanka odebere vSechny Barcode flags piesné tém
sekvencim, u kterych to CBOL doporuci. Tyto nahravky budou v GenBance oznaceny jako
non-Barcode nahravky

e) DWG a NCBI vyvinou pro CBOL navrh protokolu pro pfipojovani komentaii jejich
kritiky a navrhti oprav sekvenci s Barcode flag od tieti strany uzivateli.

Barcode Data Standards, ze kterych jsme v této praci Cerpali byly vydany 19. prosince roku 2005.

Pfi seznamovani se s databazemi obsahujici Barcode data zjistime, Ze ve vétSiné ptipadd tyto
zdznamy nejen Ze obsahuji vSechny vySe popsané prvky, ale také je k zadznamu ptidana jesté
fotografie jedince ve vysokém rozliSeni.

4.3.2 Ziskavani dat

Tvorba kompletni databaze Zivota na Zemi na zaklad¢ analyzy ¢tyt opakujicich se chemickych
sloucenin byla rozdélena na nékolik etap. Jako prvni bylo zahajeni tvorby tzv. celosvétové
referen¢ni knihovny. V muzeich po celém svété jsou ulozeny sta miliony popsanych jedinct (v
anglické literatufe oznaCovanych jako voucher specimens). Tyto vzorky jsou analyzovény a
sestavuje se z nich jiz vySe uvedena referencni knihovna vzorkd. I pfes, na prvni pohled,
jednoduchost této prvotni préce, i tuto etapu provazi 2 zasadni uskali. Prvnim z nich je fakt, ze
spousta uloZzenych vzorkli byla pfed ulozenim zpracovéna tak, ze ziskat z nich dnes sekvenci
mtDNA neni mozné. Jinak fe¢eno v dobé uloZeni se s DNA analyzou nepocitalo, popfipadé DNA
nebyla v té¢ dobé viibec znama. Druhym problémem ziistavd obrovské stari nékterych vzorkt. Ve
vétsing piipadl z téchto vzorkl dnes jiz neni mozné ziskat kompletni sekvenci at’ uz DNA, tak i jen
usek CO1 mtDNA. Z tohoto diivodu museli CBOL a ostatni vySe uvedené spolecnosti ustanovit
vyjimky, které povoluji ziskéni znacky Barcode flag i sekvencim kratSim nez 500 bp. V bézné praxi
tyto vzorky maji obvykle pouze jen 100-200 bp. Jelikoz musime pocitat i s mirnou rozmanitosti
sekvenci v ramci jednoho druhu, mél by kazdy referencni jedinec obsahovat alespont 10 zaznamii od
10 jedinct stejného druhu.

V moment¢, kdy je referen¢ni knihovna kompletni, mliZze zacit proces analyzy Zivych zivocicht.
K této analyze nam bude postacovat Cast tkané jedince, kterého chceme zkoumat (vlas, chlup, ¢ast
ktze, svalové tkang, organu...). Z tkané, kterou jsme ziskali musime nejprve izolovat mtDNA a poté
namnozit pozadovany tsek genu pomoci PCR amplifikace.

Tato analyza muze poskytnout dva rizné vysledky. V prvnim pfipadé ziskame sekvenci COI
mtDNA, ktera se shoduje s nékterou ze sekvenci jedince v referencni knihovné. To znamena, Ze
jsme zjistili vyskyt jiz zndmého druhu v lokalité, kde jsme na$§ analyzovany vzorek ziskali.
Referencni knihovnu tvofi tii celosvétové databaze (GenBank, EMBL a DDBJ) . Je zde ulozena
analyzovana sekvence, informace o referen¢nim (voucher) jedinci a jméno zkoumaného druhu.

Pti této analyze miize také nastat situace, kdy se nami analyzovany vzorek nebude shodovat se
zadnou ze sekvenci ulozenou v referencni knihovné. V tomto pifipadé¢ miizeme hovotit o chvili, kdy
jsme objevili novy doposud nezatfazeny zivocisny druh.

Pozn.: Proces analyzy nového vzorku a porovnani jej s referencni knihovnou dnes trva nékolik
hodin a stoji mén¢ nez dva dolary. V nasledujicich letech se prfedpoklada, ze by se tento proces mél
zrychlit na par minut a cena analyzy by méla byt pouze n€kolik penny.
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4.4 Morfologicky nebo molekularni popis?

Béhem poslednich 250 let, kdy Carl Linné polozil zaklady klasické systematické biologie, se
podafilo na zakladé morfologie popsat pfiblizn¢ 1,7 milionu druhii rostlin, Zivo¢ichli a mikrob.
Pro¢ bychom tedy m¢li zavadét novou formu popisu druhii? Kdyz toto zavedeni nebude bezesporu
nic levného a snadného.

Dtivodt je hned nékolik. Prvni komplikace, kterd nastava pii klasickém morfologickém popisu, se
objevuje pii vyzkumu velmi podobnych druhi, jejich odliSeni od sebe je tak obtizné, ze specialistu

druhu nastava ve chvili, mame-li v rukou pouze nevylihnuté vajicko, poptipad¢ ¢ast téla jedince.

Dale z morfologického hlediska na jedné strané sice pozndme na zéklad€ poctu koncetin, barvy
povrchu téla, velikosti... o jaky druh se jedna. Na stran¢ druhé ndm tento popis ve vetSiné piipada
nefika v podstaté nic o historii tohoto druhu, jeho pfedcich ani zda nahodou neexistuje novy druh,
ktery se z nami zkoumaného uz mohl vyvinout. Timto studiem se zabyva mnoho biologl a
genetik, ktefi se snazi sestavit tzv. pomyslny strom Zivota.

Studia na zéklad¢ analyzy mtDNA jiz dnes odhalila spousty skrytych druhli mezi zastupci jedincii
povazovanych za jeden jediny druh.

Nejvétsi urychleni by ale bezesporu metoda studia, zivoc¢isnych druht na zéklad¢ rychlé
analyzy mtDNA zaznamenala pfi hledani jesté neobjevenych druhi. I kdyz se prozatim podafilo
popsat téméi 2 miliony druht, pfedpoklada se, Ze na nasi planeté Zije piiblizn¢ okolo 10
miliont druht.

Po celém svéte vzniklo jiz n€kolik aktivnich studii, v ramci zaméfeni na jednotlivou Zivoc¢isnou
ttidu (napf. All Birds Barcoding Initiative (ABBI), Fish Barcode of Life (FISH-BOL),
Mosquito Barcoding Initiative (MBI) a spousta dalSich). Kazda z téchto studii ma za cil utvofit
kompletni databdzi dané Zivocisné tfidy a na této tfidé provést fadu studii. Naptiklad od MBI se
ocekava kromé& kompletni databaze komart také databaze vSech nemoci, které tito zivocichoveé
prenaseji. Diky této databazi by také mohlo byt mozné navrhnout velmi efektivni insekticid, proti
témto Zivocichlim.

Dalsi praktické vyuziti miize ¢arovy kod pfinést i do bézné populace konzumentd. V momentg,
kdy budeme schopni sestrojit rychlou, skladnou a levnou ¢tecku ¢arovych koda, nebudeme uz nikdy
vahat, Ze si kupujeme pravé ten druh masa, ktery chceme. Dalsi informaci, kterou se budeme

schopni o tomto mase dozvédét, bude, zda je zdravé nebo ¢i je domovem zdravi ohrozujicich
Skidct.
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5. MATLAB - Naprogramovanée funkce

V této kapitole budou uvedeny a popsany jednotlivé funkce, které bylo nutno naprogramovat ke
kompletnimu splnéni zadani bakaléaiské prace. Od ziskavani dat ze dvou vetejnych databazi, az po
srovnani druhti riznymi metodami zpracovani.

Na uvod bychom méli podotknout, Ze veSkeré kody byly napsény na verzi programovaciho jazyku
MATLAB 7.8.0 (R2009a), ktery byl nainstalovan na distribuci opera¢niho systému Ubuntu 9.10 -
Karmic Koala, coz je jedna z mnoha distribuci operacniho systému Linux. Pokud budete chtit, aby
nas program pro stahovani a analyzu ¢arovych kodi pracoval na vasem pocitaci plnohodnotné,
budete muset mit také nainstalovany bioinformaticky toolbox, ktery nase funkce vyuZzivaji.

5.1 Ziskavani ¢arovych koédu z verejné databaze NCBI

Jednim z vystupli této prace by meéla byt alespont cCasteCna knihovna obsahujici sekvence
mitochondrialni DNA genu CO1, ktera by méla spliovat alespon ¢ast podminek pro udéleni statusu
carového kodu. Existuje nckolik cest, odkud tyto sekvence muizeme Cerpat. Napiiklad z pfimé
analyzy Casti tkan¢ Zivocicha, z analyzy vzorkl zivoCicht uchovanych v muzeich a nebo jako v
nasem piipadé z vefejnych databazi uchovavajicich jiz analyzované genomy zivocisné fise. Jednou
z téchto databazi je databaze NCBI, se kterou umi programovaci prostfedi Matlab pomérné dobie a
jednoduse pracovat.

Nase feSeni se bude skladat ze tii zakladnich Casti. Prvni ¢asti bude funkce barcode.m, kterd z
databdze NCBI stdhne, ulozi a podle naSich potiteb zpracuje kompletni mitochondridlni genom
zivoCicha, kterého budeme chtit zkoumat. Druhou ¢asti bude funkce knihovna.m, kterou jsou
ziskané informace zpracovany, roztfidény a uloZeny do navrZené knihovny. Tfeti a posledni ¢asti
tohoto bloku programu bude samotnd knihovna, do které se budou ukladat libovolnd mnozstvi
zivoc¢iSnych druhti, spolecné s jejich tiseky genu CO1 a dal§imi blize konkretizujicimi informacemi
ptislusici kazdé ulozené sekvenci a druhu.

5.1.1 Barcode.m

function vystup = barcode (nazev_sekvence,druh)

Do této funkce vstupuji 2 vstupy. Prvnim z nich je nazev sekvence, jednd se o zkratkovité
oznaceni jednoho konkrétniho mitochondridlniho genomu druhu, pod kterym je genom ulozen v
databazi NCBI. Druhym vstupem funkce je proménnd druh, ta oznacuje nazev analyzovaného
druhu. Pro n4dzornost, uvadime nésledujici piiklad:

Analyzovali bychom Zivocisny druh, ulozeny na této adrese:
http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU320192.1?
ordinalpos=1&itool=FEntrezSystem2. PEntrez.Sequence.Sequence ResultsPanel.Sequence RVDocS
um

Do prikazové radky bychom jako proménnou nazev_sekvence uvedli 'GU320192' a druh by byl
'homo_sapiens'. Data, kterd jsou u tohoto genomu v databdzi NCBI uloZend se poté stahnou do
textoveho souboru: homo_sapiens  GU320192.txt.

Jak je ze zdrojového kodu této funkce vidét, stazeni informaci z NCBI na pevny disk neni nijak
slozité. Matlab ve svém bioinformatickém toolboxu obsahuje jednoduchou funkci getgenbank,
ktera tuto praci udé€la za uzivatele. Stazena data se ulozi do struktury, ze které nasledné dolujeme a
ukladdme informace o druhu do vystupu funkce.

Po stazeni mitochondridlniho genomu na pevny disk, se v uloZzenych informacich najde gen CO1.
Postupny seznam genti uloZzenych v mitochondrialni DNA zkoumaného druhu je uloZen v matici,
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kterd se ve struktufe nachdzi pod proménnou data.cps(1,b) .gene. Nejrychlejsi a nejuspornéjsi
postup hledani genu CO1 v této matici je pomoci cyklu while, ktery porovnava hledany gen s
genem proménné. V moment¢, kdy objevi pozadovany textovy fetézec, ukonci vyhledavani a jiz
nepokracuje dal. Gen CO1 ma na NCBI riizna oznaceni (napt. CO1, COX1,...), proto se muselo ve
vyhledavacim cyklu uvést vice podminek pro hledany textovy fetézec. V momenté, kdy je znama
pozice genu COIl v matici data.CDS(1,b) .gene, je znama i pozice vektoru potfadi pocatecni a
koncové baze nesouci tento gen v genomu. Pozice prvni a posledni baze genu CO1 v genomu je
uloZena pod proménnou data.CDS(1,b).indices. Tento vektor si funkce ukladd do proménné
poloha. Rozdilem téchto dvou hodnost dostaneme délku genu COI1.

Kdyz uz je zndma pozice genu v genomu, i jeho délka, staci jeho sekvenci ptizplsobit
podminkam, které definuji ¢arovy kéd v kapitole 4.3.1. Rikaji, Zze ¢arovym kédem mize byt
sekvence genu COl, kterd za¢in4 na 58. pozici tohoto genu a kon¢i na 705. pozici. Déle se v této
kapitole hovoii o podminkéach udé€leni statusu ¢arového kodu i sekvencim kratsim nez 500 pard
bazi. V tomto pfipad¢ se ovSem musi Zadat CBOL o udéleni vyjimky a v naSem programu je na
takovouto sekvenci upozornéno souvétim, které se zavola funkci disp a zobrazi se v piikazové
fadce ve chvili zpracovavani této informace pocitacem.

Nekteré genomy maji prohozenou pocatecni a koncovou soufadnici genu u promeénnych
data.CDS.indices. V tomto piipadé vychazi délka genu zépornd a musela byt z tohoto divodu
rozSifena podminka pti tvorbé sekvence ¢arového kodu.

V tuto chvili je jiz vytvofena sekvence ¢arového kodu a v poslednim kroku funkce se vytvari
struktura do proménné vystup, kde se ulozi informace o jednom zkoumaném druhu, kterd potom
bude ulozena v knihovné vsech analyzovanych zivoc¢isnych druhti. Konkrétné to tedy jsou nazev
druhu, jeho sekvence ¢arového kodu, taxonomicka klasifikace druhu a NCBI kod, coz je defakto
vstup funkce nazev sekvence, pomoci kterého je kazdd uloZend sekvence carového kodu
jedine¢né specifikovana a poptipadé i zpétn¢ dohledavana v databazi NCBI.

5.1.2 Knihovna.m
Tato funkce ma dva vstupy a tfi vystupy:
function [struktura, jedinec,poznamka] = knihovna (druh, q)

Proménnd druh je textovy fetézec, ktery vyjadiuje ndzev hledan¢ho ZzivocisSného druhu a
proménna g je NCBI kod, ktery jedinecné specifikuje danou nahravku druhu a jeho genomu ve
vetejné databazi NCBI. Ve vystupu struktura je uloZena aktudlni databaze Zivoc¢isnych druhii i s
jejich ¢arovymi kody a daty druhy blize specifikujici. Jedinec nese informace z databaze pouze o
jednom konkrétnim druhu, kterého jsme zadali ke zkoumani na vstupu, popiipad€ nese informaci o
faktu, ze zadny novy druh nebyl do databaze pfidan. Poznamka nese binarni informaci pro
nasledujici grafickou nastavbu a urcuje ji, co ma v dané situaci d¢lat.

I kdyz se zda systém byt plné automaticky, presto uzivatel musi do provozu vytvareni databaze
zapojit vlastni iniciativu a to vyhledanim vstupnich dat o druhu. Chce-li ptidat do databaze sekvenci
konkrétniho druhu, musi na strankdch databaze NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) zadat do
vyhledavace latinsky ndzev hledané¢ho druhu, nejlépe ve spojeni s hesly mitochondrion + complete
+ genome, v kolonce Search zménit z All Databases na Nucleotide a dat vyhledavat. Vyhledava¢ mu
zjisti, zda se dany druh v databazi nachazi a zda databaze obsahuje nahravku jeho
mitochondrialniho genomu. Pokud ano, objevi se nam hned na druhé fddce pod ndzvem druhu a
nazvem dané sekvence NCBI kod, ktery zadame za vstupni proménnou q.

Princip funkce knihovna.m je prosty. Nejprve zazalohuje stavajici uloZenou strukturu s jiz
nacerpanymi daty. Poté stdhne a zpracuje data pfisluSného druhu pomoci funkce barcode.m
popsané v predchozi podkapitole.
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Ma-li funkce barcode.m staZena a zpracovana vSechna data, nastdvd vyhledavaci a porovnavaci
algoritmus staré databaze s prave stazenymi daty. ZjiSténi existence totozné sekvence u totozného
druhu ve staré databazi je realizovano paralelnim spojenim dvou while cykll a sérii podminek mezi
nimi.

Prvni podminka oSettuje situaci, kdy mame prazdnou kostru knihovny, pocet druhi v ni je nula a
je tedy zapotiebi ulozit vSechna data, ktera byly pomoci funkce barcode .m staZena.

Druhé4 podminka porovnava délky ndzvti druht, nejsou-li délky stejné, nejsou ani ndzvy stejné a
zkoumany druh ze star¢ databaze se tedy neshoduje s druhem stazenym. Cyklus tedy jen pfeskoci
na druh ze staré databaze s indexem o jedna vétSim. V nasledujicich 2 podminkach se délka nazvi

druhti uz bude vzdy shodovat.

V ptipadé, kdy se shoduje i nazev, spusti se druhy cyklus while, ktery prohledava ulozené NCBI
koédy ve staré databazi a porovnava je se stazenym NCBI kodem. Shoduji-li se v nékterém piipadé,
znamena to, ze prave stazena sekvence se v databazi jiz nachazi, ukonci se oba cykly a skript ulozi
starou nepozménénou databazi. Neshoduji-li se, zvétsi se proménnd m o jedniCku a porovnava se
dalsi NCBI kod. Pokud se ani posledni NCBI kod neshoduje, hodnota m naroste na hodnotu e+1,
ukon¢i se cyklus, do databaze se ulozi novéa sekvence s novym NCBI kodem, poctem para bazi u
nove ulozené sekvence a ukon¢i se i nadfazeny while cyklus.

Pokud se neshoduji stejné¢ dlouhé vektory nazvl druhii, zvétsi se hodnota n o jedna a zacne se
porovnavat dal$i druh ulozeny ve staré databazi se stazenym druhem. V ptipadé, ze se neshoduje ani
posledni nazev druhu s pravé stazenym druhem, stdhli jsme druh, ktery se v databazi jesté
nevyskytuje. V tomto ptipad¢ plati, ze n = a+1. Struktura databaze o rozmérech 1xa se o zvétsi na
strukturu o rozmeérech 1x (a+1) a na pozici 1x (a+1) se ulozi vS§echny informace, které v databazi u
kazdého druhu pozadujeme.

Na konci celé funkce se nova nebo nepozménéna databaze ulozi do souboru carovy kod.mat. V
tomto souboru je ulozena databdze carovych koda zivociSnych druhti, kterda je ulozena pod
promeénnou rise zvirat.

5.1.3 Carovy_kod.mat

Tento .mat soubor je vytvoiend knihovna stazenych zivo¢isnych druhti, sekvenci ¢arovych kodi a
dalSich informaci blize specifikujici dany druh. Nez se za¢nou do knihovny ukladat data, musela byt
navrzena zakladni struktura databaze. V programovacim prostfedi matlab bylo vyuzito ptikazl
struct a cell. Prazdna knihovna vypadala nasledovné:

File Edit View Graphics Debug » |7 x
B0 |L -]
rise_zvirat <1x1 struct >
Fisld Value Min
druh [1
Eﬂcarow_kod [1
A pocet_bazi [1
HH MCBI _kod []

HH taxonomicka_... []

T | I

‘]
rise_zvirat ><| rise_zvirat(l, 1) x| rise_zvirat(l,2) x| ri: p

Obr. 7: Prazdna knihovna
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Jako prvni bylo do knihovny uloZeno nékolik sekvenci ¢arovych kodu ¢loveéka. I kdyZ prozatim
jsou vSechny hodnoty u jednotlivych proménnych struktury prazdné vektory, thned pii uloZeni
prvniho jedince se v databazi objevi prvky struktury typu cel11.

File  Edit View Graphics Debug » w|a b4
R 2aw|o|Ml | £ - »[0
rise_zwirat(l,1) <1x1 struct=

ueld L Value \Min

druh ‘homo_sapiens’

carowvy _kod <17 cell =

pocet_bazi <1xi cell=

03] NCEI _kod <1x7 cell >

taxonomicka_... <4x65 chars

4 | [ »

rise_zwvirat x|| rise_.zm'ratcl,l) x" rise_zvirat(1,2) ><|

Obr. 8: Clovek rozumny se sedmi ¢arovymi kédy
Proménné carovy kod obsahuje sedm sekvenci ¢arovych kodl, proménna pocet bazi délky
sedmi sekvenci carovych kodl a NCBT kod odliSuje kazdou sekvenci a jedine¢né ji typizuje.

Eile Edit View Graphics Debug Desktop Window Help N|?| =
B s 2B |- | L -|\E|sex BHOB 0

rise_zvirat(l, 1).carow_kod <1x7 cell=

1 2 3 4 5 & 7 g
1 | ctattattc...| ctattatte,..| ctattatoc,..| ctattattc,..| ctattattc...| ctattattc,..| ctattattc...

2

3

4

5

5

7

g

3

10 K4

] | [»]

T rise_zvirat ><| rise_zvirat{l, 1) ><| rise_zwirat(l,2) ><|| rise_zwvirat{l, 1).carow... ><|| rise_zvirat(1, 1).MCBI_

Obr. 9: Sedm sekvenci carovych kodii cloveka rozumného v burice cell

Eile Edit View Graphics Depug Desktop Window Help ] | a X
B s2a| oML |95« ADB =0
rise_zvirat(l, 1).MCBI_kod < 1x7 cell=
1 2 3 4 5 4] 7 8

1| GU320192] GU294854| CU320211| AY495151 DQ473537| EF177446| GU266613 |3
3

4

5

3]

7 -
o -

4] | [+]

4 ><| rise_zwirat(1, 1) x| rise_zwirat(l1,2) ><| rise_zwvirat(l, 1).carow... x" rise_zvirat(1, 1).NCBI_... x”

Obr. 10: Sedm jedinecnych NCBI kodii pro sekvence cloveka rozumného
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Pro Giplnou nazornost jesté uvadime obsah proménné taxonomicka klasifikace:

le Edit View Depug Desktop Window Help N|a x
& _'\'|-4‘; B - 4 - E|Slacl_<:

Ei
R
rise_zvirat(1, 1).taxonomicka_klasifikace <4x&5 char=

val =

Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;

Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

duirat(1, 1).carov... x| rise_zvirat(1, 1.NCBI... x [rise_zvirat(l, 1).taxon... x| b

Obr. 11: Taxonomicka klasifikace cloveka
rozumného cerpana z NCBI
Jelikoz byl ¢loveék rozumny prvnim druhem, kterého jsme do databaze ulozili, rozmér zakladni
struktury byl 1x1, po pfidani dal§iho druhu se rozmér struktury o jedna zvétsi a jeji rozmér bude

1x2.

Eile Edit View Graphics Debug » N|a x

IERL I MPAL-]
rise_zvirat(l,2) <1x1 struct =
Field Value Min
ab| druh ‘canis_familiaris’
carow_kod < 1xd cell »
pocet_bazi < 1xd cell »
MCBI_kod <14 cell >
[s] raxonomicka_... <4x67 chars
1 [»

rise_zvirat ><| rise_zwvirat(l,1) x|| rise_zvirat(l,2) ><|| ritp

Obr. 12: Pes domdaci

5.2 Ziskavani ¢arovych kodu z verejné databaze BOLD Systems
Abychom byli schopni stahovat ¢arové kody z této vetejné databaze zabyvajici se pfimo

vytvafenim a uklddanim carovych kodt, museli jsme si vytvofit uzivatelsky ucet na:
http://www.boldsystems.org/views/login.php

Tato internetova stranka je pfimo podporovana pracovni skupinou CBOL a slouzi jako vefejné
pfistupnd knihovna carovych kodi. Po zaregistrovani a piihlaSeni se na ucet se dostaneme na
seznam prave probihajicich 1 uz dokoncenych projekti. Pro ukézku jsme si vybrali stazeni carovych
kodu z projektu Barcoding fish (FishBOL), konkrétné Aquarium Imports.
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Soubor Upravy Zobrazit Zalozky cky Nastroje Napovéda
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! D RFNPM Nematode Parasites of Canadian Mammals v 94 3 3 - - B84 - -

= | [C] PRIME Primers for barcoding Trematoda v 43 42 42 6 2 43 6 Z
3

(] AGFE  Annotated Genbank Fishes edited 71 71 120 120 COI-5P

D AGFAB Additional public records 133 133 30 30 CoI-5P
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LAGE i 51 48 48 A2 o) £Ol.
[(J tzaic  Aquarium Imports 1638 1638 391 391 i@
igg of Cana: g IO T ™

D DSANA  Betta of Thailand 273 275 14 14 COI-5P/165

O sc Brosmio european 1 Z 1 1 ITS/125

D RPCHR  Caroline Island Chromis 24 26 & 5 COI-5P

D BVCOR Coryphopterus Barcodes 147 147 12 12 COI-5P

D WLIND DNA Barcoding the Indian Marine Fishes 138 138 36 36 CoI-5P

D ELAME  ELASMOMED Part I B43 949 59 54 COI-5P

D FSCS Fishes From South China Sea 712 742 180 173 COI-5P

D DSNSF  Fishes North South 59 59 1 11 v COI-5P

D FARG Fishes of Argentina 665 702 142 136 COI-5P

D AUSA Fishes of Australia Container Part I 1458 1458 474 474 v COI-5P

D FOA  Fishes of Australia Part I 577 577 168 168 v COI-5P

D FOASR Fishes of Australia - Sharks and Rays 601 601 171 171 v COI-5P

D FOAS Fishes of Australia - Squalus 40 40 10 10 v COI-5P

D 0SSA  Fraction of FOAL species also common to SA 58 58 16 16 v COI-5P

D FOAGB Genbank submission FOA 4 4 1 1 v COI-5P

D FOAPL Nucleotide and Amino Acid variability 178 178 174 174 v COI-5P

D FNZC Fishes of NZ - NIWA 72 72 10 10 v COI-5P

D TZFPC __ Fishes of Pacific Canada Part [ 1225 1225 201 201 v COI-5P v

v G D~ B [&r | 100% v
Obr. 13: Vyber skupiny druhii ke stazeni z Boldsystems

Z obrazku je vidét, ze odkaz Aquarium Imports obsahuje 1638 sekvenci ziskanych ze 1638 jedincu.
Déle je také videt, Ze sekvence patii 391 druhlim ryb a Ze vSechny druhy ryb maji uznany carovy
kod, ktery byl ziskdn z genu CO1. Po kliknuti na tento odkaz se uzivatel dostane na stranku této
zpracované skupiny, zde si najde odkaz ze skupiny Downloads Sequences , na ktery klikne a
zobrazi se mu okno, které mu nabizi stazeni vSech sekvenci ve formatu fasta. Na obrazku pod
textem je vidét, jaka nabidka se nam zobrazi.

Soubor Upravy Zobrazit Zalozky Pomicky Néstroje Méapovéda
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_ DMA-based identifications for the omamental fish trade. PLos One L
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<] n [» #1638 Sequence Quality Stats 14
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.
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Obr. 14: Stazeni sekvenci z BOLD Systems




V okn¢ BOLD Systems — Analysis Options nic neméni pouze nastaveni filtru pro minimalni délku
sekvenci podle uzivatelovy potieby. Poté klikne na tlacitko Apply Parameters a sekvence zadanych
druhil se mu stdhnou v okné prohlizece v nasledujici podobé:

Soubor Up[avy Zobrazit ZaloZky Pomcky Nastroje MNapovéda

ARATTTATARTGTARTTGTTACAGCACACGCATTCGTARTART

Gy G @ v ol =7 [ 100% v
Obr. 15: Stazené sekvence akvarijnich ryb

Takto zobrazené sekvence pievede napiiklad pomoci poznamkového bloku nebo podobného
textového editoru na .txt soubor. S takto upravenymi daty umi nésledné¢ pracovat funkce
getcbol.m, kterd vSechny tyto sekvence roztfidi a spole¢né¢ s ndzvem dané¢ho druhu je ulozi do
knihovny carovy kod.mat.

5.2.1 Getcbol.m

function pridano = getcbol2 (nazev_ souboru)

Tato funkce ma pouze jeden vstup a jeden vystup. Na vstup se privadi ndzev textového souboru, ve
kterém jsou stazeny druhy a sekvence z databaze BOLD Systems. Bude-li uzivatel pokracovat v
uvedeném piikladu pfivede na vstup: 'aguarium imports.txt'

Slovni popis priabéhu funkce getcbol.m vypada nasledovné. Po spusténi funkce nacte knihovnu
carovy kod.mat, zazdlohuje starou knihovnu do souboru carovy kod zaloha.mat. Odtud mize
uzivatel zachranit starou knihovnu v ptipad¢, kdyby doslo k chybé programu a stard knihovna by se
chybné ptepsala novou. Poté se otevie soubor aquarium imports.txt, Vytvofi si prazdnou
strukturu a a ptecte textovy soubor fadek po fadku. Lichy fadek obsahuje informace o nazvu druhu
a proto jej ulozi do proménné a.druhh. Nasledujici sudy fadek obsahuje carovy kod tohoto druhu a
uloZi jej do a.carovy kod. JelikoZ prvni fddek neobsahuje jen nazev druhu, sekvence je na BOLD
Systems uloZeno velkymi pismeny a na NCBI je sekvence uloZena malymi pismeny, musi funkce
upravit jak proménnou a.druhh, tak 1 a.carovy kod. Tyto Upravy jsou provadény v cyklech od 29.
do 72. fadku funkce.

V posledni ¢asti uz zbyva jen slouceni staré¢ knihovny s nové ziskanymi daty. V cyklu
porovnavame shody mezi proménnymi rise.druh (druhy naétené z carovy kod.mat) a a.druh
(druhy stazené z BOLD Systems). V pfipad€ shody v nékterém kroku jsou ¢arové kody uloZeny k
jiz vyskytujicimu se druhu za ostatni jiz ulozené sekvence. Pokud dojde k neshoddm ve vSech
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krocich cyklu, znamen4 to, Ze se druh uloZeny pod a.druh prozatim v knihovné nenachézi. Rozmér
struktury knihovny se tedy o 1 zv¢étsi a ulozi se novy nazev druhu i nova sekvence.

Na konci funkce je uloZena knihovna carovy kod.mat s nové pridanymi sekvencemi a
zivoc¢iSnymi druhy a na vystup funkce je pfivedena proménnd pridan, coZ je seznam druhi, od
kterych byly pfidany sekvence do knihovny. Tento vystup je zobrazen v grafickém provedeni této
funkce.

5.3 Srovnani €arového koédu druhu se stejnym genem ¢€lovéka

Pro srovnavani téchto genti bylo vyuZzito dvou algoritmi dynamického programovani. Prvnim byl
Needleman-Wunschiiv algoritmus, ktery slouzi ke globalnimu zarovnani sekvenci. Druhym byl
Smith-Watermantv algoritmus, ktery zarovnava sekvence lokalné. Oba tyto algoritmy pracuji velmi
podobné, proto je podrobnéji rozebran Needleman-Wunschliv a nasledn¢ uvedeno v ¢em se Smith-
Watermanav 1isi.

5.3.1 Needleman-Wunschuv algoritmus

Tento matematicky model dynamického programovani hleda to nejlepsi mozné globalni zarovnani
dvou sekvenci ze vSech moznosti, které se mu nabizi. Jelikoz byva tato teorie téZce vstfebatelna a
pochopitelna, bude cely problém vysvétlen rovnou na ptikladu. Grafické vystupy byly kopirovany z
funkce needleman wunsch.m.

Predpokladejme, ze chceme zarovnat 2 sekvecne x a y.
X = aagctgact , kde x, je m-ty symbol sekvence x
y = agccta , kde y, je n-ty symbol sekvence y
Pro numericky vypocet pocitacem bychom do piikazové radky zadali:
[zarovnani, sekvence] = needleman wunsch('aagctgact', 'agccta')

Tento algoritmus vytvaii matici F, kde F(m,n) je skore nejlepsiho zarovnani mezi bazemi X, a y.
Jednotlivé prvky matice F jsou pocitany z tzv. skorovaci matice a penalizace za mezeru. Skorovaci
matice vyjadfuje miru podobnosti jednotlivych bazi mezi sebou. Je n¢kolik cest, jak tuto skérovaci
matici vytvorit, v tomto algoritmu, byla pouZita tato:

- A G C T
10 -1 -3 -4

n Q »
<
O
%)

T -4 -3 0 8

Penalizaci mezery jsme urcili hodnotou penalizace = -5. Na pocatku funkce se vytvoii prazdna

matice o rozmérech (m+1)x(n+1), kde prvni prvek o indexech (1,1) je roven 0, hodnoty v prvnim
fadku jsou poté rovny 1*penalizace,2*penalizace,...,m*penalizace, obdobné¢ je zaplnén 1 prvni
sloupec hodnotami 1*penalizace,2*penalizace,...,n*penalizace.
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Obr. 16: N-W a. - Naplnéni prvniho radku a sloupce

Dalsi prvky matice jsou pocitany jako maximum z nasledujicich 3 hodnot:

F(m,n)=F(m—1,n—1)+s(m,n) (1), kde s(m,n) je hodnota skore ze skérovaci matice mezi
dvojici nukleotidii.  Prvni dvojice nukleotidl je aa =>
prvni hodnota s(m,n) = 10.

F(m.n)=F (m,n—1)+ penalizace (2)
F(m.n)=F (m—1,n)+ penalizace ~ (3)

Po provedeni vypoctu matlabem dostane uzivatel nasledujici matici:

File Edit View Graphics Depbug Desktop Window Help k] | A X
B 23| M| £ -| 9| sex BOBa0
€ <8x11 cell>
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11

10 0 a' a' ‘g’ ‘o' T q a c t I |
20 0 -5 -10 -15 -20 -25 -30 -35 -40 -45 E
33 -5 10 5 0 -5 -10 -15 =20 -25 -30

4|g -10 5 9 12 7 2 -3 -8 -13 -18

5 |'c -15 0 4 7 21 16 11 & 1 -4

6 |C -20 -5 -1 2 16 21 16 11 15 10

7|t -25 -10 -& -3 11 24 19 14 11 23
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Obr. 17: N-W a. - Matice nejlepsiho zarovnani F(m,n)

Nyni se zarovnani pocitd pomoci tvorby tzv. zpétnych Sipek, kdy program vychazi z pravého
dolniho rohu matice a vzdy zpétnym vypoctem urcujeme, ze kterého sméru sem byla dand hodnota
dopocitdna. Hodnota F(m,n) se tedy nyni rovnd 19, musi se tedy zjistit, jak se program k této
hodnoté dostal:

F(m,n—1)+ penalizace=23—-5=18

Tento vypocet nevysel 19, z toho vyplyva, ze Sipka nebude sméfovat nahoru. Vypocte se tedy
diagonalni zpétny vypocet:

F(m—1,n—1)+s(m,n)=11—4=9

Ani nyni vysledek nevysel 19, musel byt tedy pocitan z levé hodnoty, pro kontrolu je ovéfen i
tento vypocet:

F(m—1,n)+ penalizace=24—5=19

Tentokrat vypocet jiz vysel a vyplyva z toho, Ze zpétna Sipka bude sméfovat doleva. To pro
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vysledek zarovnani znamend, Ze m-t4 baze sekvence x bude ponechdna a namisto n-té baze
sekvence y bude vlozena mezera. Takto by se zpétnymi vypocty v nazorném piikladu pokracovalo
az do doby, nez by se uzivatel dostal na hodnotu 0 v matici o soutadnicich (0,0) v matici F(m,n).
Tento proces, za uzivatele zvladne ud¢€lat pocita¢ a mu se jiz jen zobrazi zarovnané sekvence.

Jen pro Uplnost jsou zde uvedena pravidla vkladani mezer. Smétuje-li zpétna Sipka doleva, mezera
se vklada do sekvence, ktera je v matici ve sloupci. Sméfuje-li diagonalné, mezera se nevklada a
sméfuje-1i nahoru, mezera se vklada do sekvence, kterd je v matici v fadku.

Po celém zpétném vypoctu by uzivatel zjistil, Ze Sipky v matici F(m,n) vypadaji takto:

File Edit View Graphics Debug Desktop  Window Help ] | A X
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Obr. 18: N-W a. - Zpétné sipky algoritmu urcujici zarovnani

Kdyby si uzivatel nechal v ptikazové fadce zobrazit zpétné zarovnani téchto dvou sekvenci pomoci
funkce needleman wunsch.m dostane nasledujici vystup:

aag-ctgact

3 B - - -

-agcct-a--
Obr. 19: N-W a. - Zarovnani

V nésledujici grafické nastavbé programu bude algoritmus pracovat pouze s del§imi sekvencemi.
Jedna z nich bude stale pevna, nebot’ v zadani je zadano za kol srovnavat ¢arové kody jednotlivych
druhil s carovym kodem cloveka.

5.3.2 Smith-Watermanuv algoritmus

Funkce v matlabu zarovnavajici sekvence pomoci této metody mé ndzev smith waterman.m a v
uvedeném piikladé, je do ptikazové fadky zadéno:

[zarovnani, sekvence] = smith waterman ('aagctgact', 'agccta')

Tento algoritmus se pouziva k lokadlnimu zarovnani dvou sekvenci. Aby byl ukazéan rozdil mezi
obéma algoritmy, bude k zarovnani pouzita stejné dvojice sekvenci, rovnéz indexovani, skorovaci
matice 1 penalizace mezery bude ponechdna. Princip vypoctu je obdobny jako u Needleman-
Wunschova algoritmu s nékolika rozdily.

7o~

Prvni fadek a prvni sloupec matice F nejsou nasobky penalizaci, ale nuly.
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Obr. 20: S-W a. - Naplnéni prvniho radku a sloupce

Pfi vypo¢tu maxima prvku matice F(m,n) k rovnicim (1), (2), (3) ptfibyvd 4. rovnice:
F(m,n)=0 (4)

Z toho plyne Ze hodnoty v matici F nemohou byt zdporné. Po vypoctu skore nejlepSich zarovnani
pro kazdou dvojici bazi vypada matice F nasledovné:
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Obr. 21: S-W a. - Matice nejlepsiho zarovnani F(m,n)

Nejvetsi rozdil tohoto algoritmu nastava pravdépodobné pii vypoctu zpétnych Sipek. Nevychazi se
z pravého dolniho rohu matice, ale musi se najit nejvyssi hodnota skore nejlepsiho zarovnani. V
tomto piipadé je vidét, Ze touto hodnotou je hodnota 34 pro dvojici paru bazi AA. Z tohoto bodu
jsou vypocty zpétnych Sipek a pravidla pro vkladani mezer stejnd jako u Needleman-Wunschova
algoritmu s jedinym rozdilem. Vypocet kon¢i v momenté, kdy se Sipka dostane k prvni nule v
matici, u Needleman-Wunschova algoritmu vypocet koncil az ve chvili, kdy se zpétné Sipky dostaly
na nulu o indexu (0,0) v matici F. Tento usek part bazi mezi maximem v matici F a dosaZenim nuly
v matici F je zarovnan, zbytek sekvence je umazan, z toho plyne, Ze zarovnané sekvence se zkrati.
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Obr. 22: §-W a. - Zpétné sipky algoritmu urcujici zarovnani
Grafické zobrazeni zarovnané dvojice part bazi v ptikazové fadce vypadé nasledovné:

ag-ctga
R
agcct-a

Obr. 23: §-W a. - Zarovnani

Ze zobrazeni Sipek je vidét, Ze v moment, kdy byla hodnota matice F 21 a hledal se dalsi smér
Sipky, mohla Sipka sméfovat 1 nahoru na hodnotu 26 a poté diagonaln€ na hodnotu 17. Z tohoto
vysledku je vidét, Ze jedna matice mize poskytnout vice moZnosti zarovnani. V tomto ptipadé by
doslo k zdméné mezery a baze C v horni sekvenci. Pocitac, urcil prednostné toto zarovnani, nebot’
ve zdrojovém kodu funkce pfi hledani zpétnych Sipek nejprve pocitd diagondlni vypocet, vypocet
Sipky smérem nahoru ma v podminkéach nadefinovan az jako posledni moZnost.

while u >= 3 && v >= 3 && F{u,v} > 0

skore = F{u,v};

skore diag = F{u-1,v-1};

%skore nahoru = F{u-1,v};

skore nalevo = F{u,v-1};

if skore == (skore diag + S(u-2,v-2))
seql zarovnana = [F{1l,v} seql zarovnanal];
seq2 zarovnana = [F{u,1l} seqg2 zarovnanal];
u=u- 1;
v =v - 1;

elseif skore == (skore nalevo + penalizace)
seql zarovnana = [F{1l,v} seql zarovnanal;
seqg2 zarovnana = ['-' seg2 zarovnanal;
v =v - 1;

else
seql zarovnana = ['-' seql zarovnanal;
seqZ2 zarovnana = [F{u,1l} seqg2 zarovnanal];
u=u- 1;

end

end

5.4 Identifikace druhu organismu podle zadané sekvence genu CO1
Tato Cast prace byla vyfeSena ve funkci identifikace.m, kde na vstup je pfivadén ¢arovy kéd u
kterého chce uZivatel zjistit, jakému druhu patii.
function [druh, znacka] = identifikace (carovy_ kod)
Kdyby se podival na zdrojovy kod této funkce, vidél by, Ze cely problém fesi pouze 2 cykly while,
které postupné prohledavaji a srovnavaji jeden c¢arovy kod za druhym s uZivatelem zadanou
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sekvenci. V momenté shody jsou ukonceny oba cykly a funkce zobrazi vystup s ndzvem druhu.
Pokud nedojde ke shodé¢ v zddném kroku, funkce vypiSe, Zze sekvence hledan¢ho druhu se v
databazi nenachédzi. Vystupem této funkce je jeSt€ proménna znacka, kterd nese pouze binarni
hodnotu pro nasledujici grafickou nastavbu.

Jelikoz teSeni tohoto problému bylo trivialni, bylo rozhodnuto vytvofit i funkce pro hledani
sekvenci podle zadaného druhu. Princip funkce je obdobny, proto ho nema smysl dale rozebirat.
Jediné, co stoji za zminku je, Ze tato funkce byla napséna dvakrat.

function [carovy kod,znacka] = identifikace2(druh,ncbi)

function [carovy kod, znacka] = identifikace3 (druh)

Funkce identifikace2.m najde pfimo konkrétni sekvenci, kterd je v knihovné nahréna z vetfejné
databaze NCBI. Funkce identifikace3.m najde pouze prvni sekvenci v pofadi u dan¢ho druhu.
JelikoZ jsou vSechny sekvence ¢arového kddu od jednoho druhu ve vice jak 90% piipadl identicke,
nebylo povazovano za potiebné, jak jedinené specifikovat sekvence z databdze BOLD Systems a
nalezeni prvni sekvence z databaze je povazovano za dostatecné piesné.

5.5 Pfevod sekvenci do numerickych formatu

Jelikoz numerické formaty sekvenci carovych koéda budou nésledné vyuzivat algoritmy k
podobnostni analyze pomoci distan¢ni matice, rozhodlo se pouzit 2D a 3D numerické formaty, které
nesou informaci o chemickych vlastnostech bazi. Zakladnim principem téchto prevodu sekvenci na
numerické formdty je ptifazeni specifického vektoru ¢isel kazdé bazi. U 2D formati je to vektor o
dvou prvcich, u 3D formatd se tedy logicky pfifadi vektor o tfech prvcich. Vysledkem je matice,
ktera na prvnim fadku obsahuje vektor, popisujici prvni bazi. Na druhém tadku je vektor, popisujici
prvni dvé baze. Tato informace vznikne jako soucet vektori, popisujici prvni a druhou bazi. Takto
se postupuje az do konce sekvence, az k posledni bazi, kterou nyni reprezentuje suma vsech
vektord, reprezentujicich vsechny baze.

5.5.1 2D numericky format

Tato metoda pfifazuje kazdé bazi v sekvenci 2D vektor, ktery lezi v 1. a 4. kvadrantu kartézské
soustavy soufadnic.

a
JL
N‘ﬁ‘

=

N | —

|

G=

—

T=(=,

(5.5

Kladna ¢ast osy y reprezentuje pyrimidiny, zaporna puriny v bazi. Kladna ¢ast osy x ptfedstavuje
dojnou vazbu v dvojsroubovici DNA, zaporna trojnou vazbu. Tento vektor nenese Zadnou informaci
o pfitomnosti amino- nebo keto- skupiny v bazi. Pi grafickém zobrazeni vektorid v 1. a 4. kvadrantu
vyjde nasledujici graf:
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Mumericka reprezentace bazi v 1. a 4. kvadrantu

1
T T | T T T T T a
[N TR [ [ e o L . L a H
DL R EETTRRRRPI: RN AP e ST ETRRPP B EETTRRRRPI: L .
o S ol ST T . o S e i
I3 TR L PR e IR SRR ERPTR B CRRRRTR. ORTRRR .
= 0

ok g e ez e D CETTRTT e e PP .
P e Mg SPOTS FO S T o - e i
OBk T e g D CETTRTT e e PP .
Y1 b S . R e b b S L i

4 i i i i i i i i i
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.3 1

=

Obr. 24: Grafické zobrazené bazi v kartézské soustavé souradnic

V matlabu tyto vektory 2D reprezentace sekvence c¢arového kodu prifazuje funkce
reprezentace2D.m, kterd je tvofena jednim cyklem for, ktery preskakuje z jedné baze na druhou
a ptikazem switch uvnitf cyklu, ktery pficita postupné jeden vektor reprezentujici aktualni bazi k
souctu vSech vektori predeslych bazi. Na vystupu vystoupi matice, kterda ma 2 sloupce a radki
tolik, kolik bazi sekvence obsahuje.

»»> a = reprezentace2D('atgccgtacy')

a =
0.5000  -0.8660
1.0000 0
1.8660  -0.5000
2.7321 0
3.55981 0.5000
4.4641 0
4.9541 0, 5660
5.4641 0
£.3301 0.5000
7.1962 0

Obr. 25: 2D numericky format sekvence bazi molekuly DNA

5.5.2 3D numericky format

Tato metoda pfifazuje kazdé bazi v sekvenci vektor o 3 prvcich. Konkrétné ptitazuje tyto vektory:

A4=(0,0,0)
C=(1,0,1)
T

G=(0,1,1)
=(1,1,0)

Prvni soufadnice nese informaci o tom, zda je struktura bdze zaloZzena na purinu (0) nebo
pyrimidinu (1), druha soufadnice rozlisuje amino- (0) a keto- skupinu (1), tfeti souradnice popisuje
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dvojnou (0) a trojnou (1) vazbu vodikovych miistkli mezi bazemi ve Sroubovici molekuly DNA.
Princip vypoctu a algoritmus vypoctu 3D numerického formatu analyzované sekvence je naprosto
stejny jako u 2D reprezentace. Na vystupu jen nevyjde matice o dvou, ale o tfech sloupcich.

== a = reprezentace3D( ' atgccgtacy')

a =

{9 W p QR N U Y N I O i e
Wy QSN AR AR T R R
Lo TR QS N R O R I O e Y

Obr. 26: 3D numericky format sekvence bazi molekuly DNA

5.6 Porovnavani distanc¢ni matici

Porovnavani distan¢ni matici je zplsob zpracovani dvou sekvenci, pomoci kterého je mozné
posuzovat miru podobnosti této dvojice sekvenci. V této praci byla k této analyze vytvorena funkce
distancni matice.m, kterd poc€itd tzv. hodnoty pasovych vektort (band average), coz jsou
primérné hodnoty prvkil vSech diagonal nad hlavni diagonélou distan¢ni matice.

function band average = distancni matice (ciselna_ sekvence)

Zvoleny numericky format, do kterého je pifevedena sekvence, piimo ovliviiuje vysledek analyzy
porovnavani dvou sekvenci distanéni matici, nebot’ na vstup funkce distancni matice.m je
sekvence pfivadéna pravé v numerickém formatu. Tato funkce umoznuje vypocet distancni matice
pro sekvence ve 2D a 3D numerickych formatech.

Jednotlivé prvky distan¢ni matice jsou pocitany podle nize uvedeného vzorce:
_ 2
Di,j_\/z (xni_xnj) )

kde n predstavuje pocet rozmérti numerické reprezentace bazi v sekvenci, i a j jsou potadi bazi v
sekvenci. Ze vzorce tedy vyplyva, ze prvek distan¢ni matice je vypocitan pro kazdou dvojici bazi v
sekvenci. Pro nézornost je uveden ptiklad distan¢ni matice v paméti pocitace pro sekvenci z
podkapitoly 5.5.2, kde byla sekvence o délce 10 bazi pievedena do 3D numerického formatu.
Distan¢ni matice bude tedy mit rozmér 10x10. JelikoZ je pocitan vzéjemny rozdil kazdé s kazdou
numericky reprezentovanou bazi, 1ze ze vzorce usuzovat, Ze matice bude symetrickd podle hlavni
diagonaly.

1 2 3 4 5 6 7 g ] 10
1 0 1.4142 2.4495 3.4641 4,6904 58310 £.9282 6,9232 8.1240 9.2736
2 1.4142 0 1.4142 2.44395 3.7417 4,8390 5.8310 58310 70711 8.2462
2 2.4495 1.4142 0 1.4142 2.8234 3.7417 4.6304 4.6904 & 7.0711
4 3.4641 2.44395 1.4142 0 1.4142 2.4495 3.4641 34641 4.6304 5.8310
5 4.6904 3.7417 2.8284 1.4142 0 1.4142 2.4435 2.4495 3.4641 4.6904
6 5.8310 4.8330 3.7417 2.44395 1.4142 0 1.4142 1.4142 2.4495 3.4641
7 6.9282 5.8310 46304 3.4841 2,.4435 1.4142 0 0 1.4142 2.4435
8 £.9232 5.8310 4.6304 3.4641 2.4435 1.4142 0 0 1.4142 2.44395
9 8.1240 7.0711 6 4.6504 3.4641 2.4495 1.4142 1.4142 0 1.4142
10 9.2736 3.2462 7.0711 5.8310 4.6904 3.4641 2.44395 2.4435 1.4142 0

Obr. 27: Distancni matice
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Z matice je videt, ze predpoklad se opravdu numericky potvrdil. V dalsi ¢asti programu jsou
pocitany primérné hodnoty diagonal nad hlavni diagonalou, jiz vySe zmiflované hodnoty pasovy
vektor (band average). Pro ukazku je opét uveden vystup pfimo z paméti pocitace, ktery tyto
hodnoty ukladé na vystup naprogramovan¢ funkce.

il 2 3 4 5 7] i g 9
1 12571 2.2380 3.1086 4.1120 5.1466 6.1475 7.0234 3.1851 9.2736

Obr. 28: Hodnoty pasového vektoru

Tento vystup je nasledné¢ vyuzivan grafickou nastavbou tohoto programu, ktery ze dvou téchto
vektord, od dvou riznych druhii, vypocitd miru podobnosti obou druhli. Aby se tedy urcila mira
podobnosti dvou druhli, musi se dvakrat za sebou pouzit funkce distancni matice.m.

Mira podobnosti dvou druhil je pocitdna jako primeér euklidovskych vzdalenosti jednotlivych
prvki vektorli band average prvniho druhu a band average druhého druhu. Pro zkraceni zapisu
ve vzorci byly proménné band average zkraceny na BA.

ABA=V(ABA>+ABA +...+ABA) (6)

kde ABA, je rozdil prvnich prvka pasovych vektort obou sekvenci, ABA, je rozdil druhych prvki
pasovych vektort, tyto rozdily jsou pocitany az po ABA, rozdil poslednich prvkd pasovych
vektort. ABA nasledné piedstavuje miru podobnosti obou sekvenci. Tuto hodnotu jiz ale nepocita
funkce distancni matice.m, ale pfimo graficka néstavba programu.
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6. GUI — Graficka nastavba programu

Jelikoz cilovou skupinou, kteti by méli vyse popsané funkce vyuzivat, jsou prevazné biologove,
muselo dojit 1 k naprogramovani graficky a hlavné uZivatelsky pfijemného pracovniho prostiedi.
Dtvod byl prosty, vétsiné biologhm se najezi vSechny chlupy po téle, pii vysloveni souslovi
,,prikazova fadka“. Nanestésti programovaci jazyk matlab umoznuje tvorbu grafického prostiedi ke
svym zdrojovym kodim. Toto doplnéni bylo vytvoreno v grafické nastavbé GUI (Guide).

Kazda grafickd nastavba ke zdrojovym kodim se skldda ze dvou soubort. Prvni soubor ma
ptiponu .fig, kde po otevieni tohoto souboru dojde k rozvrzeni grafického vzhledu budouciho
programu. Druhym souborem je bézny .m soubor, kde se nachazi zdrojova ¢ast grafiky, doplnéna o
dalsi podminky a algoritmy, které¢ zajist'uji plynuly chod programu.

Graficka forma programu pro stahovani a analyzu CO1 genu Zivocisnych druhid se nachazi na
pfilozeném CD pod ndzvy souborll porovnavani.fig a porovnavani.m. Po otevieni souboru
porovnavani.fig se spusti a zobrazi program Porovnavani mitochondrialni DNA pro identifikaci
druhd.

Porovnavani mitochondrialni DNA pro identifikaci druha
Vyhledavani druhl a pfevod sekvenci na gisla
Ukladzni a vkladani dat z NCBI T Hiedans ce

Potet bazi il

Taxonomic

Vstupni data z NCBI
NCBI kad

Ukladani a vkladani dat z CBOLu

ENE

(_1Smith-WatermanQv algaritmus

Porovnej danou metodou

RE]

Zpracuj data z CBOLu

’ RESET

Obr. 29: Graficky vzhled programu

Na prvni pohled je vidét, ze program je sestaven z nékolika blokl. Prvni blok tvofi série tii oken
nalevo, které slouzi jako vstupy pro cely blok programu. Prvnimi vstupy jsou vstupni data o druhu.
S timto oknem bude uzivatel nejcastéji pracovat, témét ve vSech piripadech, kdy bude uzivatel po
programu pozadovat néjaky tkon, bude zadavat vstupni informace pod kolonku druhové jméno,
rodové jméno nebo carovy kod druhu. Druhym vstupnim blokem, jsou vstupni data z databaze
NCBI. Zde se jedna pouze o NCBI kod, ktery jedinecné specifikuje pozadovanou sekvenci druhu,
kterou chce uzivatel ziskat. Tieti a posledni vstupni blok tvofi vstupni data z CBOLu. Tento vstup je
pouzivan pouze pii stahovani a ukladani dat z verejné databaze BOLD Systems.

Dalsi cast programu je tvoiena dvéma bloky napravo od vstupnich blokt, které slouzi pro
stahovani a ukladani dat z vetejnych databazi. Prava polovina okna slouzi k vypocetnim analyzdm
sekvenci ¢arovych koda, které ma program umét fesit.

V dolni c¢asti okna je jeden dlouhy vypisovy tadek, ktery slouzi k vypisu aktualnich stavi a
procest o tom, co zrovna program déla. Tento vypisovy fadek ma slouzit k informovani uzivatele o
pribéhu zadaného procesu a hlavné k upozornéni a ndpoveédé pii chybném pouzivani programu. V
pravém dolnim rohu se nachazi cervené tla¢itko RESET, které vynuluje vSechny hodnoty ve vSech
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vstupnich i vystupnich butnikdch programu.
6.1 Ukladani a vkladani dat z NCBI

Vstupni data o druhu— — Ukladani a vkladani dat z NCBI
: Fo i

Druhowvé jmé
Rachycentran
dove jmeno AX0N0
c

1 druh

Zpracuj data z NCEI

Ukladani a vkladani dat z CBOLu
Obr. 30: Zpracovani dat z NCBI

Pokud chce uZivatel pfidat do knihovny carovy kod.mat novou sekvenci popiipadé cely novy
zivoCisny druh z databdze NCBI, musi si nejprve dohledat NCBI kod, pod kterym jsou druh a
sekvence uloZeny v této databazi. Zpisob hledani této informace byl popsan v kapitole 5.1.1. Pokud
jiz uzivatel znd NCBI kdd, sta¢i mu pouze vyplnit druhové, rodové jméno a NCBI kod tak, jako na
obrazku nad textem. Hledany druh je Rachycetron canadum, v ¢eské literatufe oznaCovan jako
kranasovec Stihly.

Aby doslo k plnohodnotnému a kvalitnimu slou¢eni dat z databazi NCBI a BOLD Systems,
doporucuje se u druhového jména zacit velkym pismenem. Programovaci jazyk matlab rozliSuje
malé a velké pismeno jednoho znaku jako dva rozdilné. V databazi BOLD Systems jsou druhova
jména ulozeny s velkym pismenem, pokud by uzivatel zadal druhové jméno s malym pismenem,
nedoslo by k chybé programu, pouze by se informace ulozily pod polozku, pod kterou by se
nasledné nesloucily s piipadnymi dal$imi daty z druhé databaze.

Po vyplnéni vstupnich dat uzivatel zmackne tlacitko Zpracuj data z NCBI, program za¢ne pracovat,
stahovat a ukladat data.

Vstupni data o druhu_, — Ukladani a vkladani dat z NCBI
Oruhove jméena Poiet hazi i

Rachycentron 645
Fodove jmeno Taxonomi

Carowy kod druhu I

Carangoidei; Rachycentridae; Rachycentrg ~|

Vstupni data z NCRBI

MCBI kad

Ukladani a vkladani dat z CBOLu
Obr. 31: Vystupni data po zpracovani dat z NCBI

Po stisknuti tlacitka se spusti algoritmy barcode.m a knihovna.m. Po ukonéeni algoritmil se
vyplni pole pocet bazi, stazenych sekvenci a taxonomicka klasifikace. Pole Pocet bazi nas
informuje o délce stazené sekvence CO1 genu. Pole Stazenych sekvenci zobrazuje, kolik sekvenci
zadané¢ho druhu méame jiz ulozeno v knihovné carovy kod.mat. Pokud je hodnota jedna, znamena
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to, Ze jsme do databaze ulozili prvni sekvenci daného druhu a Ze se tento druh v knihovné doposud

nevyskytoval. Pole Taxonomicka klasifikace zobrazuje informace o zatfazeni druhu v Zivoci$né isi.

V novém okné se ndm otevie Sequence viewer, coZ je grafickd nastavba bioinformatického
toolboxu pro zobrazovani sekvenci molekuly DNA, s pravé stazenou ¢asti genu CO1.

File Edit Sequence Display Window Help A X
e W S I Nl Line length: [50 ] BOBE &0
Sequence View Sequencel
sequencel Position: 648 b
; : n
2
. —OFRF 10 20 30 40 50 60
LeFull Translation || 0000 s | | | | | 1
omplement Sequence 1 cTtagtattcy gtgrtcttagt Cggaataaca ggaacaggcc TAagtctcct cattcgagca
avarsa Complement Saqus Bl gaattaagcoc aaCCTQYCtc CCTactggua gacgaccaaa cctacaacyt aatcgtaaca
catures 121 gecccacgoct togtaataat cttetttata gtaataccaa ttatgatcgo agoctttgog
P 181 aactgactta TLCCTotaat gctaggogcc cocgatatgg ctittcccocg tataaataat
Comments 241 ataagtttct gactacttcc Cocatcattec ctoctygctgc Tagoctottec aggtgttgaa
301 grtggagoag gyactggttg gacagtttac CCACCTOTYY CHOYCAacct agcacatgoa
361 ggagcctctg ttgacttaac Tattttoctco cttcatcttg caggogotgtc ttcaattoto
421 ggggctatta attLTatiac aacaattatt aacataadaac CACCAACTYT gactatgtac
481 camattcoccc Tottogtaty ggctgtccta atcactygocy TOCTTCECCT Cototcacto
541 cragtcctgg ctgotggoat Tactatacty cttacagacc gaaatttaaa tacagocttc
601 Tttgaccctg Caggaggogd Tgacccaatt crtatatcaac acttattco
1] [ T»
Base Count
Ar 159 24, 5%
C:o 180 27,8%
G 119 18, 4%
T: 190 20, 3%
1| [»]
2.0 BP/Pixal | ® x2z00min | | © %2 Zoomout |
Map View 1 100 200 300 400 500 500 545 =
L 1 I I I I 1 1
Seguence T —
-
=] L] L]

Obr. 32: Zobrazeni stazené sekvence pomoci Sequence viewer

Kromé stazené sekvence, tento prohlize¢ zobrazi uzivateli informace o procentudlnim zastoupeni
jednotlivych bazi v sekvenci a umozni mu pievést sekvenci do ne¢kolika dalSich forméatt. Zobrazi
mu ORF (open reading frame) na sekvenci, ukdze mu, jak by se usek genu translatoval, pfevede
sekvenci na komplementarni nebo zpétnou.

Jak bylo na zacatku kapitoly uvedeno, s uzivatelem komunikuje vypisova fadka. V tomto ptipadé
vypsala:

Zmeny v databazi ulozeny do carovy kod.mat
|
Obr. 33: Vypisova radka NCBI 1

Kdyby uzivatel tlacitko Zpracuj data z NCBI zmackl podruhé, nedoslo by k zadné¢ zméné v
knihovné a ve vypisové fadce by se objevilo:

Datahaze nepozmenena.
|
Obr. 34: Vypisova radka NCBI 2

Pokud by uzivatel nezadal jeden nebo vice vstupnich parametrti pro stazeni dat z databaze NCBI,
ve vypisu se objevi:
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|
Vstupni parametry jsou: DRUHOVE, RODOVE JMENO A NCEI KOD!

Obr. 35: Vypisova radka NCBI 3

6.2 Ukladani a vkladani dat z CBOLu

Pro vlozeni dat z databdze BOLD Systems je tfeba postupovat podle postupu popsaného v kapitole
5.2 s tim rozdilem, Ze uzivatel jiz nepotiebuje zndt, jak pracuje funkce getcbol.m. Stac¢i mu, kdyz
stazena data ulozi do libovoln¢ nazvaného .txt souboru a jeho nazev i s ptiponou napise do kolonky
Vstupni data z CBOLu. Nésledné jiz staci jen zméacknout tlacitko Zpracuj data z CBOLu a software
zacne pracovat za uzivatele.

Ukladani a vkladani dat z CBOLu
& drubhy

Vstupni data z CBOLuU, | [@XentIE
Genicanthus_lamarck
[t L Genicanthus _melanospilos

> > Genicanthus_melanospilos
aquarium_imports.txt Genicanthus_melanospilos

Zpracuj data z CEOLu

lamarck

Cnhindan ~aramansis

Obr. 36: Ziskavani dat z databaze BOLD Systems

Zmeny v databazi byly provedeny a ulozeny do souboru carovy kod.mat

Obr. 37: Vypisova radka CBOL 1

Po ukonceni algoritmu program zobrazi uzivateli seznam nové ulozenych druht do databaze a o
prabéhu operace ho opét informuje vypisovy radek.

Pokud by uzivatel zapomnél, jak se do knihovny ukladaji sekvence genu CO1 a ndzvy druhil z
databaze BOLD Systems, vypisova fadka mu ihned intuitivné poradi:
|

Vstupni parametr je nazev textoveho souboru se stazenymy druhy a sekvencemi z databhaze BOLD Systems
I

Obr. 38: Vypisova radka CBOL 2

Pokud by uzivatel v tomto ptipad¢ stiskl tlacitko dvakrat po sob¢, veskera data z .txt souboru se
mu do knihovny nahraji dvakrat.

6.3 Srovnani ¢arového koédu se stejnym genem pro ¢lovéka

Pfi srovnavani zivociSnych druhti s genem cClovéka ma uzivatel na vybér ze dvou moznosti
zarovnani (Needleman-Wunschiiv a Smith-Watermantv algoritmus). Jako vstupni informace se
pouzivaji vSechny vstupy o Zivo¢isném druhu a vstup o NCBI kédu. Uzivatel ma na vybér ze tii
moznosti nastaveni vstupnich dat, podle kterych bude software zarovnavat.

Prvni moznosti je zapsani druhového a rodového jména druhu do vstupl. Software poté spusti
vyhledavaci algoritmus identifikace3.m, ktery nalezne prvni uloZenou sekvenci v knihovné
carovy kod.mat zadaného druhu. Pokud se zadany druh v databdzi nenachazi, vypisovy fadek
zobrazi:



Zadany druh se v databazi nenachazi.
I

Obr. 39: Vypisovy radek srovnavani 1

Pii nalezeni poZadované sekvence se spusti Needleman-Wunschiiv nebo Smith-Watermantv
algoritmus, podle toho, ktery z nich si uzivatel vybral. Pro ukazku vystupu tohoto bloku programu

je v praci uvedeno zarovnani druhu bos taurus (tur domaci), po zadani vySe uvedenych vstupnich
informaci.
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Obr. 40: Vystup dvojice zarovnanych carovych kodii

Sequence 1 Seq 1 AN 1

Zarovnané sekvence se ndm zobrazi pomoci softwaru bioinformatického toolboxu Multiple
Sequence Alignment Viewer, kde horni sekvence ptedstavuje carovy kod ¢loveéka a spodni sekvence
sekvenci tura domdaciho. Pfimo v okné programu Porovnavani mitochondridlni DNA pro
identifikaci druhti se zobrazuji informace o délce sekvence tura doméciho pfed a po zarovnani a
také program pocitd pocet neshod ¢arového kodu tura doméciho s Elovekem. Vypisova tadka
uzivatele informuje, kterd sekvence vyjadiuje ktery druh ve vystupu zarovnanych sekvenci.

Ukladani a vkladani dat z CBOLu
druby

(C1Smith-Waterman(v algoritmus

Porovnej danou metodou

Zarovnani ukonceno.Horni sekvence je sekvence cloveka a dolni zkoumaneho druhu.

Obr. 41: Vystupy zarovnadni v okné programu
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Druhym zplsobem zadani vstupnich dat je k druhovému a rodovému jménu druhu ptidat jeste
NCBI kod, diky kterému software pomoci funkce identifikace2.m nalezne piimo konkrétni
sekvenci ulozenou v knihovné€ carovy kod.mat.

Ttfetim a poslednim zpisobem zadédni vstupnich dat je zadani piimo sekvence, kterou chceme
zarovnat do kolonky Carovy kod druhu.

Dale je postup analyzy naprosto totozny jako u zadani vstupnich dat prvnim zptisobem.

Vstupni parametry: DRUHOVE, RODOVE JMENO (A NCBI KOD) NEBO CAROVY KOD!

Obr. 42: Vypisova radka: napovéda u zarovnani

Kdyby uzivatel nezadal nebo zadal vstupni informace do jinych kolonek, vypisova fadka se mu
bude snazit poradit.

6.4 Vyhledavani nazvu druhd, sekvenci, prevod na numerické formaty

Vsechny tyto funkce zpracovava blok programu Uplné v pravé ¢asti okna.

Vyhledavani druhil a pievod sekvenci na gisla
Hledana =

ctactatttggtgcttgggecggtatagtaggaacagetitaagecttetaattcgegetgd

I druhu

; Ence

Murr

Obr. 43: Blok vyhledavani a prevodu na numerické formaty

6.4.1 Vyhledavani nazva druha a sekvenci

Pokud uzivatel hled4d nazev druhu podle zadané sekvence, zad4 tuto sekvenci do vstupni kolonky
Carovy kod druhu, ve vybéru druhu operace vybere nazev druhu a stiskne tla¢itko proved’. Hledany
nazev druhu se mu objevi v kolonce Nazev druhu a nebo ho vypisova fadka informuje o faktu, ze
druh s touto zadanou sekvenci se v knihovné nenachazi. Tuto operaci fesi funkce identifikace.m.

Pti hledani sekvence druhu podle ndzvu druhu je postup obdobny jako v predeslém ptipadé, akorat
se do vstupnich kolonek zaddvaji opacné informace. Stejn¢ jako pii zadavani vstupnich informaci
pfi srovnavani sekvence DNA s genem cClovéka i1 ted” program umoznuje najit prvni sekvenci
uloZenou u daného druhu pii zadani druhového a rodového jména druhu a nebo konkrétni sekvenci
ziskanou z databaze NCBI pfti zadani treti vstupni informace NCBI kodu. Tyto operace jsou feseny
funkcemi identifikace3.mnebo identifikace2.m.

V obou ptipadech pii chybném zadani vstupnich dat uzivateli radi vypisova radka.
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6.4.2 Prevod na numerické formaty

Jak bylo nastinéno v podkapitolach 5.5.1 a 5.5.2, program umoziuje pievod sekvence do jednoho
2D a jednoho 3D formatu. Tento vybér uzivatel provede oznaCenim tlacitka 2D reprezentace nebo
3D reprezentace. Pro vstup na pfevod do numerickych forméti mohou slouzit 2 kolonky v
programu. Prvni moznosti je ve vstupnich datech Céarovy kéd druhu. Druhou moznosti je nejprve
vyhledat pozadovanou sekvenci pomoci ndzvu druhu, popiipadé jesté¢ NCBI kodu viz predchozi
podkapitola a pouzit jako vstup vystup pfedchozi funkce Hledana sekvence. Pii chybném zadani
vstupnich dat uZivateli opét napomahd vypisova radka.

Ptevody zprostiedkovavaji funkce reprezentace2D.m a reprezetace3D.m. Kromé grafického
vystupu, numerického formatu sekvence molekuly DNA, program tuto matici ulozi i do souboru
reprezentace2D.mat popfipadé¢ reprezentace3D.mat. Diky tomuto ulozeni je wuzivateli
umoznéno tyto data zpracovavat i mimo tento vytvoreny program.

Vyhledavani druhi a pfevod sekvenci na disla Vyhledavani druhl a pfevod sekvenci na &isla
Hled sel e Hleda MENCE
I fruhu

ctactatttggtgcttgggccggtatagtaggaacagetitaagectictaaticgegety: ctactatttggtgctigggccggtatagtaggaacagcetttaagectictaaticgegctg:
ar ! i

It uhu

Murme e

4 15
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Obr. 44: Vystup 2D numerického Obr. 45: Vystup 3D numerického
formatu formatu

Zobrazené matice nadale slouzi jako vstupni data pro podobnostni analyzu distan¢ni matici.

6.5 Analyza podobnosti sekvenci distanéni matici

Tuto analyzu zpracovava posledni blok grafického programu, ktery v této praci zatim nebyl
popsan.
Srovnavani distancni matici
(12D referengni { Dr

) repreze

Obr. 46: Blok srovnavani distancni matici

Na vstup tohoto bloku jsou pfivadény sekvence v numerickych formatech viz ptredchozi kapitola.
Na pozadi bloku pracuje funkce distancni matice.m, kterd byla popsand v podkapitole 5.6.
Jelikoz vystupem funkce neni mira podobnosti dvou sekvenci, ale pasovy vektor distan¢ni matice
jedné sekvence, musi si uzivatel nejdfive do paméti ulozit referencni pasovy vektor od jednoho
druhu.
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To provede tak, ze do numerického formatu ptevede sekvenci druhu, u kterého chce zkoumat miru
podobnosti s ostatnimi druhy. Poté klikne na polozku 2D referencni matice nebo 3D referencni
matice, podle druhu zvoleného numerického formatu sekvence ¢asti molekuly DNA. Zmackne
tlac¢itko Proved’ a pocka nez mu vypisova fadka sdéli, Ze pasovy vektor pro referencni druh byl
ulozen do paméti.

Az se tento ukon provede, pfevede uzivatel do numerického formatu stejného rozmeéru sekvenci
c¢arového kodu od dalSiho druhu. Oznaci polozku z 2D reprezentace nebo z 3D reprezentace,
zmackne znovu tlacitko proved’ a na vystupu bloku se mu zobrazi mira podobnosti mezi
sekvencemi obou druhd.

Pokud chce uZivatel zkoumat miru podobnosti dal§iho druhu se stejnym referenénim druhem,
staci, kdyz prevede dal§i sekvenci do numerického formatu a znovu oznaci polozku z 2D
reprezentace nebo z 3D reprezentace, zmackne tlacitko proved’ a program mu vypocita dal$i miru
podobnosti sekvenci referenéniho druhu a nové zkoumaného.

Program si hodnotu referen¢niho pasového vektoru pamatuje az do doby nez ho uzivatel necha
znovu piepocitat pro novou sekvenci.

Jako ptiklad byl uveden vypocet miry podobnosti sekvence tura domaciho s ¢lov€kem pomoci
reprezentace 3D numerickym formatem sekvenci.
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7. Analyza dat

V zavéru této prace bude provedena analyza carovych kodi vybranych druhli pomoci
naprogramovanych algoritmd. Na Ustavu biomedicinského inzenyrstvi je &lovék v centru zajmu
studia, z tohoto diivodu bylo vybrano k analyze né€kolik pfibuznych druhti a pak skupina zivocicht,
které pochézeji ze skupin nepfili§ ptfibuznych zivocisnych tfid. K analyze byli vybrani z fadu
primati celedi hominidii Simpanz ucenlivy (pan troglodytes), Simpanz bonobo (pan paniscus),
orangutan bornejsky (pongo pygmaeus), orangutan sumatersky (pongo abelii), gorila nizinna
(gorilla gorilla). Z tadu primath celedi kockodanoviti byl vybran jeden zéstupce pavian anubi
(papio anubis). Z tadu hlodavci celedi mySoviti byla vybrana my$ doméaci (mus musculus), z fadi
sudokopytnici celedi turoviti byl vybran tur domaci (bos taurus). Jakozto nejvétsiho darce organti a
koznich $tépii v plastické chirurgii bylo z fadu sudokopytnici na seznam ptidano jesté prase domaci
(sus domestica), které patii do celedi prasoviti. VSechny vySe vypsané druhy jsou zastupci kmene
strunatci, tfidy savci.

Evolu¢ni teorie predpokladaji, Ze tfidy savci a ptaci maji spolecné piedky v tfidé plazi. Aby mohl
byt tento predpoklad ovéfen, bude provedena analyza Clovéka se tfemi zastupci ptakil a tfemi
zastupci plazi. Ze tfidy ptaci byli vybrani racek stiibfity (larus argentatus), z fadu dlouhokitidli
Celedi rackoviti, kur domaci (gallus gallus), z fadu hrabavi z Celedi bazantoviti, a sojka obecna
(garrulus glandarius), z fadu pévci Celedi krkavcoviti. Ze tfidy plazi budou se savcem porovnavani
jestérka zelena (lacerta viridis), z f4du Supinati celedi jeStérkoviti, slepys kiehky (anguis fragilis), z
fadu Supinati Celedi slepySoviti, a chameleon jemensky (chamaeleo calyptratus), z fadu Supinati
¢eledi chameleonoviti.

Vsechny vyse uvedené druhy byli zastupci kmene strunatci zZivocisné fiSe, aby bylo mozné
vyvodit zaveéry o pfesnosti naprogramovanych analyz i v ramci vice kmenti, budou zkoumani jesté
tf1 druhovi zastupci z kmene ¢lenovci tfidy hmyz. Budou to véela medonosna (apis mellifera), z
fadu blanokiidli Celedi vceloviti, moucha domaci (musca domestica), z fddu dvoukiidli celedi
mouchoviti, a mravenec otro¢i (formica fusca), z fddu blanoktidli ¢eledi mravencoviti.

7.1 Srovnavani s genem clovéka

Vsechny vyse vyjmenované zZivoc¢isné druhy byly pomoci programu porovnavani.m zarovnany s
c¢arovym kodem ¢lovéka Needleman-Wunschovym a Smith-Watermanovym algoritmem. Sekvence
¢arového kodu Cloveéka byla cerpana z verejné databaze NCBI, byla pouzita pro zarovnani vSech
druhil, méla délku 648 bazi. Pro nazornost je uvedena tato sekvence piimo v textu prace.

+  Carovy kod ¢lovéka pouzivany v N.-W. a S.-W. algoritmech:

ctattattcggcgcatgagctggagtcctaggcacagctctaagcctccttattcgagccgagctgggccagcc
aggcaaccttctaggtaacgaccacatctacaacgttatcgtcacagcccatgcatttgtaataatcttcttca
tagtaatacccatcataatcggaggctttggcaactgactagttcccctaataatcggtgcccccgatatggcg
tttccccgcataaacaacataagcttctgactcttacctccctctctcctactecctgectecgecatctgectatagt
ggaggccggagcaggaacaggttgaacagtctaccctcccttagcagggaactactcccaccctggagcctccg
tagacctaaccatcttctccttacacctagcaggtgtctcctctatcttaggggccatcaatttcatcacaaca
attatcaatataaaaccccctgccataacccaataccaaacgcccctcttcgtctgatccgtcctaatcacagc
agtcctacttctcctatctctcccagtcctagctgctggcatcactatactactaacagaccgcaacctcaaca
ccaccttcttcgaccccgccggaggaggagaccccattctataccaacacctattc

Vysledky tohoto zarovnani jsou uvedeny v tabulce, kde N, je pocet bazi sekvence zkoumaného
druhu pied zarovnanim, N, je pocet bazi sekvence zkoumaného druhu po zarovnani, NE je pocet
neshod mezi obéma zarovnanymi sekvencemi a O, je relativni pocet neshod na zarovnanou
sekvenci.

Prvni tabulka vyjadiuje vysledky zarovnani Needleman-Wunschovym algoritmem a druhd Smith-
Watermanovym.
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azev druhu (Eesky) azev druhu (latinsky) men rida fad N,/bp|N,/bp NE/bp 5./%
Simpanz uc€enlivy pan troglodytes strunatci |savci |primati 648 648 66 10,19
Simpanz bonobo pan paniscus strunatci |savci [primati 600 648 112 17,28
orangutan bornejsky pongo pygmaeus strunatci |savci |primati 883 885 315 35,59
orangutan sumatersky |pongo abelii strunatci |savci [primati 883 884 305 34,5
gorila nizinna orilla gorilla strunatci |savci [primati 642 649 75 11,56
*Strunatci savci |primati 621 | 653 148 | 22,66
my$ domaci mus musculus strunatci [savci |hlodavci 648 658 141 21,43
tur domaci bos taurus strunatci |savci [sudokopytnici 648 657 125 19,03
prase domaci sus domestica strunatci |savci [sudokopytnici 648 652 138 21,17
racek stribrity larus argentatus strunatci |ptaci [dlouhokFidli 686 702 169 24,07
kur domaci gallus gallus strunatci |ptaci |hrabavi 648 664 135 20,33
sojka obecna garrulus glandarius strunatci |ptaci |pévci 686 699 180 25,75
jeStérka zelena lacerta viridis strunatci |plazi [Supinati 883 894 380 42,51
slepy$ kiehky anguis fragilis strunatci |plazi [Supinati 648 662 147 22,21
chameleon jemensky chamaeleo calyptratus strunatci |plazi [Supinati 648 672 199 29,61
vcéela medonosna apis mellifera Clenovci |hmyz |blanokfidli 651 687 247 35,95
moucha domaci musca domestica Clenovci |hmyz |dvoukFidli 721 793 389 49,05
mravenec otro¢i formica fusca Clenovci |hmyz [blanokFidli 654 692 240 34,68
Tab. 1: Tabulka vysledkii porizenych N.-W. a.

azev druhu (Eesky) azev druhu (latinsky) men rida fad N,/bp|N,/bp NE/bp 5./%
Simpanz ucenlivy pan troglodytes strunatci [savci [primati 648 648 66 10,19
Simpanz bonobo pan paniscus strunatci |savci [primati 600 600 65 10,83
orangutan bornejsky pongo pygmaeus strunatci |savci [primati 883 650 95 14,62
orangutan sumatersky [pongo abelii strunatci |savci [primati 883 649 80 12,33
gorila nizinna gorilla gorilla strunatci [savci [primati 642 643 69 10,73
P e e s naic [savol Jprimat 521 [ 625 | 122 | 1952
my$ domaci mus musculus strunatci |savci |hlodavci 648 658 141 21,43
tur domaci bos taurus strunatci |savci [sudokopytnici 648 657 125 19,03
prase domaci sus domestica strunatci |savci [sudokopytnici 648 652 138 21,17
racek stribfity larus argentatus strunatci |ptaci [dlouhokfidli 686 658 131 19,91
kur domaci gallus gallus strunatci |ptaci [|hrabavi 648 658 129 19,6
sojka obecna Iéarrulus glandarius strunatci |ptaci [pévci 686 656 138 21,04
jeStérka zelena lacerta viridis strunatci |plazi [Supinati 883 661 159 24,05
slepys$ kiehky anguis fragilis strunatci |plazi [Supinati 648 662 147 22,21
chameleon jemensky chamaeleo calyptratus strunatci |plazi [Supinati 648 671 198 29,51
vcela medonosna apis mellifera Clenovci |hmyz [blanokfidli 651 679 240 35,35
moucha domaci musca domestica Clenovci fhmyz [dvoukFidli 721 546 163 29,85
mravenec otro¢i formica fusca Clenovci |hmyz |blanokFidli 654 681 231 33,92

Tab. 2: Tabulka vysledkii porizenych S.-W. a.

Z tabulek je vidét, Ze vysledky procentudlni podobnosti sekvenci carového kodu vysly ve tfinacti z
osmnacti pfipadii téméf totozné a volba algoritmu zarovnani neméla na vysledek vliv. Pak ale
nastalo pét ptipadi,, kdy Needleman-Wunschilv algoritmus selhal a zacal podavat nesmérodatné

vysledky. Podrobnéjsi zdiivodnéni a vysvétleni tohoto jevu bude uvedeno v zavéru prace.

7.2 Pocitani podobnosti ¢arovych kodul distanéni matici

I pro tuto analyzu byly pouzZity stejné zivocisné druhy jako v predeslé podkapitole. Postup
provedeni pomoci grafické nastavby programu byl popsan v podkapitolach 6.4 a 6.5, kdy nejprve
byl vyhledan ¢arovy kod clovéka, ktery byl pfeveden do 2D numerického formatu,
vypocitan referencni pasovy vektor pomoci distancni matice. Poté byl stejny postup opakovan pro
referencni pasovy vektor z 3D numerického formatu. Pro rychly prabéh ziskdvani dat, bylo tedy
vyuzito faktu, Ze referencni pasové vektory zlstavaji uloZzeny v paméti.

V dal8im kroku byl pokazdé vyhledan ¢arovy kod urcitého druhu, pteveden do 2D numerického
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formatu, byla vypocitana mira podobnosti ¢arovych koda. Nasledné hned poté byl tentyz carovy
kod preveden do 3D numerického formatu, byla vypocitdna druha mira podobnosti, vysledky byly

zapsany do tabulky a pfeslo se na dal$i zkoumany druh.

dzev druhu (Eesky) azev druhu (latinsky) men rida Fdd Pos P.o | N/bp
Simpanz u€enlivy pan troglodytes strunatci [savci [primati 14,29 | 34,18 | 648
Simpanz bonobo pan paniscus strunatci |savci [primati 46,53] 23,62 | 600
orangutan bornejsky pongo pygmaeus strunatci [savci [primati 100,24] 101,88 | 883
orangutan sumatersky |pongo abelii strunatci [savci |primati 64,44 | 79,6 883
gorila nizinna orilla gorilla strunatci [savci [primati 90,48 | 83,1 642
Ipavian anub I pepio anub s runatc savol Jormai T ERE R
my$ domaci mus musculus strunatci |savci |hlodavci 378,28 | 644,74 | 648
tur domaci bos taurus strunatci [savci [sudokopytnici | 218,8 | 327,31 | 648
prase domaci sus domestica strunatci [savci [sudokopytnici |258,01]267,42| 648
racek stribfity larus argentatus strunatci |ptaci [dlouhokfidli 76,43 | 78,61 686
kur domaci gallus gallus strunatci |ptaci |hrabavi 13,16 | 3546 | 648
sojka obecna Iéarrulus glandarius strunatci |ptaci [pévci 108,06 | 172,62 | 686
jeStérka zelena lacerta viridis strunatci |plazi [Supinati 222,4 | 71,53 | 883
slepys$ kfehky anguis fragilis strunatci |plazi [Supinati 85,03 | 279,83 | 648
chameleon jemensky chamaeleo calyptratus strunatci |plazi [Supinati 282,45| 482,88 | 648
vCela medonosna apis mellifera Clenovci |hmyz [blanokfidli 829,54 | 727,41 | 651
moucha domaci musca domestica Clenovci |hmyz |dvoukiidli 637,28 | 354,87 | 721
mravenec otroCi formica fusca Clenovci |hmyz [blanokfidli 754,611483,13| 654

Tab. 3: Tabulka vypoctenych mer podobnosti distancni matici

Mira podobnosti je takové bezrozmérné Cislo, které ¢im nabyva mensi hodnoty, tim oznacuje
danou dvojici ¢arovych koéda zivocisnych druhti za podobnéjsi. Kromé mér podobnosti byla do
tabulky pifidana vzdy jesté délka sekvence dané¢ho druhu, kterd byla porovnavana s ¢arovym kdédem
cloveéka o délce 648 bp.

Pti pohledu na vypocitané vysledky v tabulce je vidét zna¢ny rozptyl ve vysledcich mezi zéstupci
jednotlivych zkoumanych skupin. Co tato ¢isla ve skute¢nosti znamenaji je vysvétleno v zavéru
bakalafrské prace.
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8. Zaver

V priibéhu vypracovavani prvnich ¢tyt kapitol této prace bylo zjisténo, Ze od roku 2004 existuje
metoda, kterd kazdému ZivociSnému druhu pfitadi specificky Usek genu COI, uloZeného na
mitochondridlnim genomu. Tato metoda se zaala v praxi vyuZzivat a po schvaleni zakladnich
pravidel a reguli zaCaly prvni ZivociSné druhy ziskévat sekvence parii bazi s oznacenim barcode
flag. Vyuziti mitochondrialni DNA ma své vyhody i nevyhody. Nejvétsi nevyhodou této metody je
bezesporu fakt, Ze se da aplikovat pouze na ZivocCichy. Pro rostliny ani houby prozatim nebyl
objeven gen natolik specificky, aby plnil funkei ¢arového kdédu. Oproti tomu nesmirnou vyhodou je
obrovské mnozstvi kopii mitochondridlni DNA v kazdé buiice Zivo€icha, toto bude nesmirné cenny
fakt v momentég, kdy se zacne sestrojovat ¢tecka ¢arovych kodt. Izolaci a vyt€snénim sekvence
garového kodu v praxi piimo z buiiky se ale tato prace nezabyvala. Ukolem této prace bylo
nasimulovat tento proces pouze virtualné na procesoru pocitace.

V paté kapitole se prace posunula od teorie k praktické aplikaci a tvorbé vypocetnich algoritmii.
Prvnim velkym tkolem bylo vytvofit funkce, které budou ziskavat data z vefejné ptistupnych
genovych databazi. Konkrétné bylo za ukol Cerpat informace z databazi NCBI a BOLD Systems.
Pro dolovéani dat z databaze NCBI byly napsany funkce barcode.m, se kterou pracuje funkce
knihovna.m. I pfes snahu oSetfeni podminkami vSech moznych situaci, které mohou nastat pfi
hledani zptisobu a mista ulozeni sekvence ¢arového kodu v databazi, se ukazalo, ze ne vzdy se pfi
stahovani dat uzivatel shledd s pozitivnim vysledkem. Nevyhoda této databaze se ukézala v jeji
nefizenosti a moznosti ukladat do ni v podstaté témét cokoliv a kdykoliv. U spousty druhti najdete
pomoci vyhleddvace tam¢jsi stranky, Ze se hledany mitochondridlni genom na strdnce nachazi, poté
ho uzivatel i nalezne. V moment¢, kdy ale uzivatel za¢ne stahovat data pomoci funkci vytvorenych
pro matlab, zjisti, Ze u sekvence genomu nejsou ulozeny vSechny potifebné informace (napft. které
geny sekvence obsahuje, ze nema uloZzeny pocateCni a koncové poradi baze genu) a kvili
nedostatku téchto informaci néasledné¢ program neni schopen pozadované informace z databaze
ziskat. Dal$i velkou nevyhodou této databaze jako zdroje informaci byl pomérné omezeny pocet
druhti, které maji v databazi uloZeny mitochondridlni genom, z ptfevazné Casti vice jak 50%
ulozenych mitochondridlnich genomt se jednd o mitochondridlni genom clovéka. Jako vyborny
zdroj automaticky stahovanych informaci se ovSem tato databaze ukézala pro ukladani taxonomické
klasifikace druhu. Jelikoz je to jedind a ne zcela podstatnd vyhoda databaze nebyla NCBI shledana
za dostate¢ny zdroj informaci.

Tento fakt byl jeden z hlavnich diivodt hleddni dalSiho zdroje pozadovanych informaci pro
vytvofeni zkuSebni knihovny ¢arovych kodi. Jako vyborny dalsi zdroj se zdala byt databaze BOLD
Systems podporovana pracovni skupinou CBOL, nebot’ se pfimo zabyva ziskavanim ¢arovych kodu
ptimo ze vzorki a uklddani jich v elektronické podobé na internetovou sit. Po seznameni se s touto
databazi byla vytvorena funkce getcbol.m, kterd ziskava informace o ndzvu druhu a jeho ¢arovém
kodu ze stazeného .txt souboru uloZzeného na pevném disku uzivatelova pocitace. I kdyz se tento
postup zd4d na prvni pohled pomérné slozity, jeho vyhodou zlstdva fakt, ze BOLD Systems
umoznuji uloZeni do .txt souboru i vét§i mnozstvi sekvenci a ndzvi druhli najednou. Toto Cislo
nemusi byt v zddném piipadé¢ malé. Databdze a funkce getcbol.m umoznuji uzivateli nékolika
malo kliknutimi rozsifit svoji knihovnu c¢arovych kédt o jeden az tisice novych druhG nebo
sekvenci. BOLD Systems je fizena a spravovana databdze, takze se data v ni vyskytuji pouze v
jednom uceleném formétu. Diky tomu pii programovani nenastal témeét zadny vyskyt chyby ze
strany databaze, pouze jednou se v sekvenci carového koédu objevil znak W. Tento problém byl
vyfesen par fadky zdrojového kodu navic. Nevyhodou se ukéazalo, ze pfi stahovani sekvenci, se
uzivateli do .txt souboru ulozi pouze informace o druhu a o sekvenci. Txt soubor neobsahuje zadné
dalsi blizsi informace o primerech, které byly potiebné k vytésnéni sekvence z mitochondrialniho
genomu a dalSich informacich, které jsou potfebné k ziskdni statusu barcode flag u sekvence.
Vsechny tyto informace jako jsou primery, trace files, obrazova dokumentace druhu, lokace
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vyskytu, taxonomicka klasifikace databaze obsahuje. Jsou jen uloZeny pod jinymi odkazy a bohuzel
v ramci této bakalatské prace nebyly vytvoteny algoritmy k ptfepracovani do formatu, ktery by byly
pro matlab kompatibilni. Ze vSech téchto uvedenych fakt vyplyva, ze BOLD Systems je mnohem
databdze NCBI. Jen pokud bych v zavéru smél uvést jako autor prace jednu osobni vytku k
databazi. Jako celek mi databaze piiSla a stale se mi zda jako znacné€ nepiehledna a neintuitivni, na
neznalého uZzivatele se vyvali spousta tabulek, grafii, odkazli a témét zadny vysvétlujici text. Jen
najit obycejny vyhledava¢ mi trvalo pe€knych par minut. To je ale jen nepodstatna osobni vytka,
oproti faktu, ze tato databaze je bezesporu spolehlivy zdroj ziskanych ¢arovych kodi, které uzivatel
hleda. I ptes mirné nedostatky, vyhody této databaze prevazuji.

Data ziskana z obou databazi jsou uloZena a sloucena v souboru carovy kod.mat. Tento soubor
predstavuje knihovnu informaci o ¢arovych kodech a zivoc¢isnych druzich, se kterou matlab umi
pracovat. Pokud jiz byl druh do knihovny uloZen, obsahuje knihovna informace alespon o jedné
sekvenci ¢arového, kodu, jeho délce a pokud byl ¢arovy kod ziskan z databdze NCBI, obsahuje
jeste NCBI kod ulozené sekvence a taxonomickou klasifikaci druhu. Jak bylo uvedeno v
ptedchozich odstavcich. Tyto informace jesté nestaci k udéleni statusu barcode flag v podobé v jaké
jsou ulozeny v matlabovém formatu.

Dalsi algoritmy, které byly v ramci bakalaiské prace vytvoreny, se jiz nezabyvaly ziskdvanim dat,
ale jejich matematickou analyzou. Princip jejich funkce a chod byl podrobné popsan a vysvétlen
pfimo v kapitole 5. Ke zhodnoceni jejich funk¢nosti a pouzitelnosti, byla vytvotrena kapitola 7, ze
které bude hlavné vychazet nasledujici zbytek zavéru.

Prvnim tkolem analyzy bylo srovnavani carovych kodi zivociSnych druht s ¢arovym kodem
Cloveka. Na tento kol byly vytvofeny dva algoritmy Needleman-Wunschliv a Smith-Watermantiv.
Pohlédnete-li na namétfena data ziskand vypocltem téchto algoritmii na vzorku vybranych
zivo¢iSnych druht, zjistite, ze algoritmy podavaji ve vétSin€ ptipadi témét identické vysledky.
Tento fakt je zpiisoben pouzitim totozné skoérovaci matice u obou algoritml. Pak ale nastaly
piipady, ve kterych se ukazal Needleman-Wunschtv algoritmus jako naprosto nevhodny nastroj
analyzy. Pfipomenime si, Ze sekvence carového kodu cloveka, se kterou byly carové kody
zivo¢iSnych druhli zarovnavany, méla délku 648 bazi. Jak je z vysledki vidét, pfi zarovnavani
sekvenci mnohem delSich nez je pouzity ¢arovy kod ¢lovéka mnohonasobné roste pocet neshod v
sekvenci a tento fakt poté nasledné¢ nepravem fika, ze jsou si oba druhy mnohem mén¢ podobné nez
si ve skute¢nosti opravdu jsou. Diivod je prosty, Needleman-Wunschiiv algoritmus vytvaii globalni
zarovnani obou sekvenci a z velmi rozdilnych délek sekvenci vyplyvd i obrovské mmnozstvi
vlozenych mezer, které poté program bere jako neshody a zapocita je do procentudlniho vyskytu
neshod. Neznamena to, ale ze algoritmus v téchto pfipadech zarovnava Spatné, graficky vystup
tohoto zarovnani je naprosto v poradku, pouze je neprakticky k vypoctu relativni podobnosti obou
sekvenci. Tato chyba se zac¢ne projevovat 1 pokud globdlné zarovname vyrazné¢ kratsi sekvenci nez
je délka 648 bazi u carového kodu cloveka. Srovnate-li vysledky relativnich podobnosti téchto
ruzoveé oznacenych sekvenci s relativni podobnosti stejnych dvojic sekvenci zarovnanych lokalné
Smith-Watermanovym algoritmem, uvidite, Ze relativni podobnost se na tomto rozdilu délek lisi
primérné o 20%, coz uz je velmi vyznamna chyba. Z téchto vysledkii vyplyva, Ze pii stazeni
vyrazn¢ delsi nebo kratsi sekvence nez primérné 650 bazi je v tomto programu vyhodnégjsi pouzit
globalniho Smith-Watermanova zarovnani.

Pohlédnete-li na naméfend data podruhé a namisto délky zarovnévanych sekvenci, si zacnete
vSimat piimo zivoc¢iSnych druhti, kterym carové kody patii, uvidite ocCekavany fakt, ze
nejpodobnéjsi ¢arovy kod mame se Simpanzem. Odborna literatura o carovych kdédech od P.
Herberta a D. N. Stoecklea uvadi, Ze se nase carové kody lisi fadove v 60 bazich. Z tohoto pohledu
se da povazovat oznaceny pocet neshod 66 u obou algoritmi se Simpanzem ucenlivym za pomérné
presny. Déle tato literatura uvadéla, Ze s gorilou nizinnou se nas c¢arovy kod lisi fadove v 70 bazich.
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I v tomto piipad¢ se programové algoritmy chovaly podle ocekavani, v N.-W. ptipad¢ vypocitaly 75
neshod a v ptipadé S.-W. algoritmu 69 neshod.

Z vysledku S.-W. algoritmu pro f4d hominidi se da usuzovat, ze ¢arovy kod téchto zastupcii se 1isi
fadoveé v 10-15% od carového koédu Cloveka. Je zajimavé, Ze zastupce fadu koCkodanti, ktefi patii
také mezi primaty, se od ¢lov€ka v sekvenci carového kodu lisi procentuelné piiblizné totozné jako
ostatni zkoumani savci. Dale je vidét, ze se nevyplnil pfedpoklad, ze by se ¢arovy kod Clovéka mel
vice shodovat s c¢arovymi kody plazli nez ptaki. Vysledky vySly piesné opacné, i1 kdyz rozdily v
procentech nejsou nijak markantni, je-li pominut vysledek u chameleona. VSichni tito uvedeni
zastupci, mimo fad hominid a chameleona, se lisili primérné ve 20% bazi. Pfi zarovnani ¢arovych
kodi vybraného hmyzu, se rozdily zvysily na vice nez 30%.

V dalsi ¢asti bakalarské prace mél byt vytvoren vyhledavac Zivocisnych druhli podle uZivatelem
zadan¢é sekvence, tato funkce byla vytvofena a zprovoznéna. Podle autorova ndzoru je mnohem
ptinosnéjsi funkci vyhledavani ¢arovych kodi podle zadaného ndzvu druhu. Z tohoto divodu byla
vytvofena 1 moznost tohoto vyhleddvani.

Poslednim blokem bakaléiské prace bylo vytvoteni algoritmil pro pievod ¢arovych koda do
numerickych formatt, pomoci kterych méla byt pocitdna mira podobnosti dvou sekvenci vyuzitim
distan¢ni matice a pasovych vektorti. Usp&$nost tohoto snaZeni a ziskané vysledky jsou popsany v
nasledujicich odstavcich.

Pii zpétném pohledu na naméfend data v tabulce musime v prvni fadé¢ vénovat pozornost
primatim. Zde metoda spravné urcila Simpanze ucenlivého jako geneticky nejbliz§iho ¢arovému
kédu cloveka pomoci 2D reprezentace ¢arovych kodi. Pomoci 3D reprezentace hodnota vysla
ponckud vétsi, ale ve srovnani s vysledkem u Simpanze bonobo, ktery je ndm také velmi ptibuzny,
je rozdil jen nepatrny. Srovname-li miry podobnosti Simpanzii u obou zéstupcli s orangutany a
gorilou, pak vychazi, ze byli opravdu ur€eni jako geneticky nejblizsi predkové ve vSech pripadech.
Zaréazejici jsou ale vysledky u orangutana bornejského, ktery byl vypoftem oznacen jako druh
pomérn¢ vzdaleny od ostatnich primat. Nejprve se zdalo, Ze tato zdanliva chyba byla zptisobena
rozdilnou délkou porovnavanych sekvenci. V dalSich vypoctech se ukdzalo, Ze délka sekvence asi
nema na vysledek markantni vliv. Za zminku stoji jest¢ vysledek podobnosti ¢lovéka s pavianem
anubim, ktery je podle 3D reprezentace témet nejblizsi geneticky piibuzny i ptes fakt, Ze patii do
odlisné celedi primatt.

Pti srovnani vysledku miry podobnosti ostatnich savcil s ¢lovékem v tabulce zjistime, Ze je nam
mys geneticky vice vzdalena nez sudokopytnici podle 2D numerického formatu sekvenci, cemuz by

se dalo 1 véfit, pfi pohledu na 3D numerickou reprezentaci ale ihned vidime, Ze ndam mys$ ma byt
vice geneticky vzdalena nez néktefi vybrani zastupci hmyzu.

U vysledkd podobnosti ptaki a plazi je vidét, ze i zde se nachazi spousta podezielych ¢isel u obou
zpusobli numerickych reprezentaci. Nejzvlastné;si vysledek bezesporu je podobnost ¢arového kdédu
kura domaciho s carovym koédem clovéka, ktery je mu podle miry podobnosti vice podobny nez
¢arovy kod fady primath u obou numerickych reprezentaci.

Pti shrnuti vSech doposud ziskanych vysledkli analyzy podobnosti distancni matici a pocitani
praméru jejich pasovych vektorti, vyjde jeden jediny zavér. Tato metoda se ukazala jako velmi
nepiesnd pro zkoumani podobnosti sekvenci molekuly DNA na genu COl mitochondridlniho
genomu. Jedinou skupinu druhti, kterou pomérné spolehlivé odlisila na méteném vzorku byl hmyz
od obratlovct a to pouze v ptipadé, Ze zanedbame vysledky vypocitané u mySi doméci.

Nemusi to nutné¢ znamenat, ze metoda porovnani podobnosti distan¢ni matici je $patnd metoda.
Jeji vysledky znacné ovliviiuje typ pifevodu sekvence na numericky format. Je mozné, ze pii volbé
jiného numerického pievodu by analyza nabyla naprosto jinych vysledk.

Pfi srovnani vSech pouzitych metod urcovani podobnosti ¢arového kodu s ¢arovych kédem
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¢loveka se jako nespolehlivejsi ukézal Smith-Watermaniiv algoritmus, ktery podéaval nejptesné;si
vysledky ve v§ech smérech pfi jakykoliv sekvencich mitochondridlni DNA na vstupech.

Ukolem prace bylo seznamit se a zpracovat srozumitelnou resersi o metodé udélovani ¢arového
kodu zivo€isSnym druhiim, protoZze o tomto problému prozatim neexistuje témét zadnd Ceska
literatura, zabyva se touto problematikou pomérné zna¢na ¢ast prace. Po dostate¢ném teoretickém
zpracovani nastaly dal$i body prace tykajici se konkrétni praktické aplikace. Po dohodé¢ s vedoucim
prace se rozhodlo vytvofit n€kolik porovnavacich algoritmii s cilem zjistit, zda budou vhodné pro
aplikaci porovnavani u této metody katalogizace zivocisné fiSe. Ukazalo se, ze ne vSechny jiz v
praxi pouzivané druhy algoritmili a zpracovani se daji uspé$né€ pouZzit i na tuto metodu zpracovani
genetické informace. Nezbyva nez doufat, Ze se podafilo vSechny problémy vysvétlit a predvést
vystizné a i pro Ctenafe ne zcela znalého veskeré teorie srozumitelné.

V poslednim bod¢ zavéru by méla byt zhodnoceno slouceni linuxové verze Matlabu, operacniho
systtmu Linux s operacnim systémem Windows a verzi Matlabu naistalovaném na tomto
operacnim systému. Z naSeho sledovani a testovani se nepotvrdilo, Ze by tato zména uZzivatelského
prostiedi mé¢la néjaky vliv na funkénost jednotlivych naprogramovanych funkci. Pii spusténi
grafické podoby naseho programu se ale jiz objevily mirné nesrovnalosti s rozloZzenim jednotlivych
grafickych komponent na ploSe. Dale se ukézalo, Ze grafické prostfedi GUI zfejmé jest¢ nema
vSechny vnitini knihovny plné€ slou€ené s konzoli Matlab, nebot’ pti spusSténi grafického prostiedi
programu piimo z piikazové fadky nefunguji zakladni piikazy, které by v rdmeci skriptu nebo funkce
normalné bézné¢ fungovaly. Tento problém se vyskytl jak pifi spuSténi na operacnim systému Linux,
tak 1 pfi spuSténi na operacnim systému Windows. Neni to nedostatek jen programu v grafickém
prostiedi GUI v rdmci této bakaladiské prace, tento nedostatek slouceni grafického editoru GUI s
konzoli Matlab provézel vétsSinu studentli v pribéhu nékolika cviceni, ve kterych vytvéreli jiné
grafické programy. Jediné prozatimni feSeni spociva v otevieni zdrojového kodu grafického
programu (.m soubor) a spusténi programu z textového editoru pies zeleny trojuhelnik nebo pies
otevieni .fig souboru pies graficky editor a nasledné spusSténi programu ptes zeleny trojuhelnik. Pfi
tomto postupu se knihovny prostiedi GUI a konzole Matlab plné slouci a program funguje.

51



9. Seznam pouziteé literatury

[1] GLENN, Martina. ArtMuseum.cz : Pravék [online]. Kone¢na verze. 1999-2009 , 21. 5. 2009
[cit. 2009-10-25]. Windows-1250. Text v cesting. Dostupny z  WWW:
<http://www.artmuseum.cz/smery _list.php?smer_id=124>.

[2] DOLEZAL, Mgr. Tomas PhD.. GENETICKA DIVERZITA. NEODARWINISMUS : Rozluiténi
chemické struktury DNA [online]. Upravené vydani. Ceské Budéjovice [CR] : University of South
Bohemia, Faculty of Biological Sciences, , 2008 , Leden 2009 [cit. 2009-10-27]. Text v cesting.
Dostupny z WWW: <http://apendix.bf.jcu.cz/Dolezal/vyuka/dna/DNA.htm>.

[3] ALBERTS, Bruce, et al. Zaklady bunééne biologie : Uvod do molekularni bilogie. 2. vyd.
Translation Prof. RNDr. Arnost Kotyk, DrSc. Usti nad Labem : Espero publishing, 1998. ISBN 80-
902906-2-0. Ziskavani energie v mitochondriich a chloroplastech, s. 407-430.

[4] MOYNA, Guillermo. Lecture 36 : Nucleotides and nucleic acids [online]. 1999 [cit. 2009-12-
12]. Dostupny z WWW: <http://tonga.usip.edu/gmoyna/biochem341/lecture36.html>.

[5] LANG, B. Franz, et al. A Comparative Genomics Approach to the Evolution of Eukaryotes and
their Mitochondria. In J. Eukaryot. Microbiol.. [s.1.] : [s.n.], 1999. s. 320-326.

[6] SNUSTAD, D. Peter, SIMMONS, Michael J. Principles of Genetics. 2nd edition. [s.l.] : [s.n.],
1999. The molecular genetics of mitochondria, s. 503-507.

[7] EFENBERK, Ales. MIMOJADERNA DEDICNOST U CLOVEKA. [s.], 2008. 32 s.
MASARYKOVA UNIVERZITA; Ptirodovédecka fakulta; Ustav experimentalni biologie; Oddéleni
genetiky a molekularni biologie. Vedouci bakalaiské prace prof. RNDr. Jifina Relichova, CSc.

[8] HERBERT, Paul. D. N., STOECKLE, Mark Y. Carovy kéd Zivota. Scientific American. 2008, &.
listopad 2008, s. 24-29. €eské vydani.

[9] HEBERT, Paul D. N., STOECKLE, Mark Y. BARCODE OF LIFE. Business Source Complete :
Scientific American [online]. 2008 [cit. 2009-10-30], s. 82-88. Anglické vydéani. Dostupny z
WWW: <http://web.ebscohost.com/ehost/detail?vid=1&hid=111&sid=bb39e15e-8e49-4502-b703-

0tba2890b0f0%40sessionmgrl 13&bdata=JnNpdGU9ZWhvc3QtbGI2ZQ%3d
%3d#db=bth& AN=34236720>. ISSN 0036-8733.

[10] Barcode of life : National Center for Biotechnology Information, US National Library of
Medicine [online]. [cit. 2009-10-30]. Text v angli¢tiné. Dostupny z WWW:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/barcode.html>.

52


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/barcode.html
http://tonga.usip.edu/gmoyna/biochem341/lecture36.html
http://apendix.bf.jcu.cz/Dolezal/vyuka/dna/DNA.htm
http://www.artmuseum.cz/smery_list.php?smer_id=124

[11] DNA barcoding of animal and plant species as an approach for their molecular identification
and describing of diversity [online]. 2009 Jul-Aug [cit. 2009-10-30]. Text v anglictin€. Dostupny

z WWW: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19799325?
itool=EntrezSystem?2.PEntrez.Pubmed.Pubmed ResultsPanel.Pubmed RVDocSumé&ordinalpos=6>

[12] Consortium for the barcode of Life [online]. Washington [USA] : CBOL, May 2004 [cit. 2009-
10-30]. Text v anglictin€. Zdroj prvni €asti prace hlavné pdf soubory pfilozené na Gvodni strané.

Dostupny z WWW: <http://www.barcoding.si.edu/>.

[13] DESALLE, R., EGAN, MG., SIDDALL, M.. The unholy trinity: : taxonomy, species
delimitation and DNA barcoding [online]. Londyn [GB] : PubMed, 2005 Oct [cit. 2009-10-30].
Text v anglictiné.Dostupny z WWW: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16214748?

ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed ResultsPanel.Pubmed SingleltemSu
pl.Pubmed Discovery RA&linkpos=5&log$=relatedreviews&logdbfrom=pubmed>.

[14] FREZAL, L., LEBLOIS, R.. Four years of DNA barcoding: : current advances and prospects
[online]. Pafiz [Francie] : PubMed, 2008 Sep , 2008 Jun 3 [cit. 2009-10-30]. Text v anglictin€.

Dostupny z WWW: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18573351?

itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed ResultsPanel.Pubmed RVDocSumé&ordinalpos=16
>.

[15] HANNER, Robert, DWG, CBOL. Proposed Standards for BARCODE Records in INSDC
(BRIs) [online]. November 6, 2005 , 19 December 2005 [cit. 2009-12-01]. Text v angli¢ting. Link
na original kone¢ného standardu pro barcode. Dostupny z WWW:

<http://www.barcoding.si.edu/PDF/DWG_data_standards-Final.pdf>.

[16] Genbankread [online]. 1984-2009 [cit. 2009-12-23]. Dostupny z WWW:
<http://www.mathworks.fr/access/helpdesk/help/toolbox/bioinfo/ref/genbankread.html>.

[17] Needleman—Wunsch algorithm. In Wikipedia : the free encyclopedia [online]. St. Petersburg
(Florida) : Wikipedia Foundation, 21.09.2004, last modified on 13.05.2010 [cit. 2010-05-19].

Dostupné z WWW: <http://en.wikipedia.org/wiki/Needleman—Wunsch_algorithm>.

[18] Merlin.fit.vutbr.cz [online]. datum vydani neuvedeno [cit. 2010-05-19]. DNA projekt.
Dostupné z WWW: <http://merlin.fit.vutbr.cz/DNA/>.

[19] MELOUN, Radek. Identifikace podobnych proteinovych struktur s odlisSnou konektivitou
[online]. Brno : Masarykova univerzita, 2006. 35 s. Bakalafska prace. Masarykova univerzita,
Fakulta informatiky. Dostupné z WWW: <http://is.muni.cz/th/98895/fi b/bp.pdf>.

[20] MADERANKOVA, Ing. Denisa. Deterministické metody ve zpracovani genomickych dat.
Brno, 2010. 27 s. Pojednani. Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta elektrotechniky a
komunikac¢nich technologii, Ustav biomedicinského inZzenyrstvi.

53


http://is.muni.cz/th/98895/fi_b/bp.pdf
http://merlin.fit.vutbr.cz/DNA/
http://en.wikipedia.org/wiki/Needleman
http://www.mathworks.fr/access/helpdesk/help/toolbox/bioinfo/ref/genbankread.html
http://www.barcoding.si.edu/PDF/DWG_data_standards-Final.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18573351?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18573351?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=16
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16214748?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_SingleItemSupl.Pubmed_Discovery_RA&linkpos=5&log$=relatedreviews&logdbfrom=pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16214748?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_SingleItemSupl.Pubmed_Discovery_RA&linkpos=5&log$=relatedreviews&logdbfrom=pubmed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16214748?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_SingleItemSupl.Pubmed_Discovery_RA&linkpos=5&log$=relatedreviews&logdbfrom=pubmed
http://www.barcoding.si.edu/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19799325?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19799325?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19799325

10. Seznam zkratek a pfriloh

10.1 Seznam zkratek
*  DNA — deoxyribonukleova kyselina
*  mtDNA — mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina
*  mRNA — medidtorova ribonukleova kyselina
* tRNA — transferova ribonukleova kyselina
*  rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina
*  ATP — adenosintrifosfat
* ADP — adenosindifosfat
* CBOL - The Consortium for the Barcode of Life
* DWG - Database Working Group
* INSDC - International Nucleotide Sequence Database Collaboration
* NCBI — National Center for Biotechnology Information
* BRIs — nahravky ¢arovych koda v INDSC
* BoLD — University of Guelph’s Barcode of Life Database
* ABBI — All Birds Barcoding Initiative
* FISH-BOL - Fish Barcode of Life
* MBI — Mosquito Barcoding Initiative
* N.-W. a. — Needleman-Wunschiiv algoritmus

* S.-W. a. — Smith-Watermantiv algoritmus

10.2 Seznam priloh

* (D s elektronickou verzi bakalatské prace, kompletnim vytvofenym programem, zdrojovou
textovou formou informaci ¢erpanych z databazi NCBI a BOLD Systems, obrazky
pouzitymi v textu, elektronickou formou ostatnich ptiloh

* Papirova forma zdrojovych koda

¢ Manual k softwaru
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