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ABSTRAKT

Diplomova prace poskytuje uceleny piehled resamplingovych metod pro testovani spravnosti
topologie fylogenetickych stromti odhadujicich prubéh fylogeneze na zékladé podobnosti
biologickych sekvenci. Diraz byl kladen také na moznosti vzniku nepfesnosti v tomto odhadu a na
moznosti jejich odstranéni a odhaleni. Tyto metody byly realizovany v programovém prostiedi
Matlab pro Bootstrapping, Jackknifing, OTU jackknifing a PTP test (permutation tail probability).
Prace si klade za cil otestovat jejich pouzitelnost na riznych biologickych sekvencich a také

posoudit vliv volby vstupnich parametrt analyzy na vysledky téchto statistickych testi.
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ABSTRACT

The master's thesis provides a comprehensive overview of resampling methods for testing the
correctness topology of the phylogenetic trees which estimate the process of phylogeny on the bases
of biological sequences similarity. We focused on the possibility of errors creation in this estimate
and the possibility of their removal and detection. These methods were implemented in Matlab for
Bootstrapping, jackknifing, OTU jackknifing and PTP test (Permutation tail probability). The work
aims to test their applicability to various biological sequences and also to assess the impact of the
choice of input analysis parameters on the results of these statistical tests.
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UvoD

Obecnéa fylogenetika se snazi najit vyvojove vztahy mezi organizmy na zaklad¢é piedstavy,
ze v8echny organizmy mély svého univerzalniho spole¢ného piedka. Hlavni naplini fylogene-
tiky je tedy rekonstruovat fylogenetické stromy, popisujici ¢as a zpisob vétveni jednotlivych
organismi. Pokud za timto ucelem vyuzivame molekuldrni znaky, kterymi jsou sekvence
nukleotidi (DNA ¢i RNA) nebo aminokyselin, miizeme pro jejich konstrukci vyuzivat mnoz-
stvi algoritmizovanych metod molekuldrni fylogenetiky. | tak je ovSem konstrukce téchto
fylogenetickych stromi naro¢nou disciplinou. Nikoliv snad svou samotnou realizaci. Ta je
diky rozvoji vypocetni techniky a programt, umoziujicich tuto analyzu, snadna. Miuze vSak
byt o to zradnéjsi. Fylogeneticky strom je totiz mozné zkonstruovat na zaklade témér jakych-
koli molekulérnich dat a metod. Pro rizna data a metody v8ak mizeme dostavat razné vy-
sledky. Interpretace a vyvozovani zavéra z jediného fylogenetického stromu, u néhoz si ani
neoveéiime jeho robustnost, je zavadéjici a pravdépodobné chybné [3], [4], [6], [7], [9].

Je tedy jasné, Ze pro spravnou analyzu je zapotiebi dobie porozumét jednotlivym kro-
kiam konstrukce fylogenetického stromu. V kazdém z téchto kroku se totiz miZeme dopustit
chyb, které by vysledky analyzy znehodnocovaly ¢i zkreslovaly. Nejprve musime vybrat
vhodné vstupni sekvence, jejichz porovnani ndm poskytne relevantni informace o evolu¢nich
zménach mezi srovnavanymi taxony. Sekvence pak musime vhodné zarovnat a odhadnout
evoluéni vzdalenost mezi kazdou dvojici sekvenci na zakladé ptislusného evoluéniho modelu.
Teprve poté mizeme pristoupit k samotné konstrukci stromu. | zde se vSak mohou vyskytnout
chyby. V této souvislosti nejcastéji hovotime o artefaktech dlouhych vétvi. VSechny tyto pro-
blémy jsme vSak vétSinou schopni fesit. Nevhodné sekvence mlizeme nahradit jinymi. Pro
odhad evoluéni vzdalenosti miZzeme pouzit jiné zarovnani i evoluéni model. Pokud strom
ovliviiuji dlouhé vétve, miizeme je z analyzy odstranit, nebo muzeme zkusit pouzit jinou kon-
strukéni metodu. Tim se v8ak dostdvame k nejdulezitéjsi otazce, a sice jak vlastné pozname,
ze strom nepopisuje evoluci korektnim zpisobem. Odpovéd’ najdeme ve statistickych meto-
dach, diky kterym jsme schopni stromy testovat.

Prace se vénuje testovani topologie stromii konstruovanych metodou Neighbor-
Joining. Jedna se o distan¢ni konstrukéni metodu u které se pro testovani vyuZzivaji tzv. re-
samplingové testy. Ty jsou zaloZené na opakovaném vybéru a vychazeji z puvodnich zarov-
nanych sekvenci, které postupné prevzorkovavaji. Na zakladé pfevzorkovanych dat poté kon-
struuji stromy, které mezi sebou srovnavaji. Jednotlivé testy se mezi sebou 1isi bud’ metodikou
pievzorkovani sekvenci nebo srovnavani stromt. To, jak dobfe fylogeneticky strom popisuje
analyzované znaky nam mohou pomoci odhalit prvni dvé metody. Jackknifing a Bootstrap-
ping. OTU Jackknifing pak zkouma vliv jednotlivych vétvi na topologii celého stromu. Meto-
da PTP (permutation tail probability) testuje vytvoreny strom z hlediska délky evolu¢ni cesty
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a udava, zda sekvence obsahuji dostate¢nou fylogenetickou informaci pro odhad evoluce [9],
[12].

Préce tak poskytuje uceleny prehled problematiky konstrukce fylogenetickych stromt
a zejména piehled statistickych resamplingovych metod, které mohu topologii téchto stromt
testovat. Takovyto uceleny piehled o zminénych statistickych metodach zatim nebyl pfilis
publikovan, a proto si prace klade za cil otestovat jejich pouZzitelnost na riznych biologickych
sekvencich a také posoudit vliv volby vstupnich parametrui analyzy na vysledky resamplingo-
vych testu.
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1. Fylogenetika

Fylogenetika je véda, zabyvajici se fylogenezi, tedy vyvojem jednotlivych vyvojovych linii
organismi v Case. Fylogeneze vychazi z evoluéni teorie, podle které se jednotlivé druhy od-
veétvovaly od spole¢ného piedka, ¢imz vnikaly vyvojové linie, které se dale vétvily. Tohoto
spole¢ného predka casto oznacujeme anglickou zkratkou LUCA (Last Univarsal Common
Ancestor). Je jasné, Ze vyvojové mladsi linie budou zahrnovat podobné&jsi druhy, v porovnani
s liniemi, které se diferencovaly po delSi dobu.

Hlavni naplni fylogenetiky je tedy rekonstruovat potadi a zptisob vétveni vSech vyvo-
jovych linii v prabéhu evoluce. Tuto rekonstrukci vétveni nazyvame kladogeneze. Nezbytnym
doplitkem pfi studiu fylogeneze ji musi byt anageneze, ktera studuje vznik a vyvoj fenotypo-
vych znakd v ramci jednotlivych linii. Fylogeneze tedy zahrnuje celkovy proces postupného
oddé€lovani jednotlivych vyvojovych linii (tj. kladogeneze) a hromadéni jejich anagenetickych
zmén [3], [4], [5]

V dalSich kapitolach této prace se budeme setkavat s mnozstvim pojmd, jejichz vy-
znam nemusi byt vzdy zcela vysvétlen. Pro vétSi prehlednost nalezneme jejich vysvétleni
v piiloze 1 — Zakladni fylogenetické pojmy.

1.1. Prevod a zpracovani molekularnich znaku

Molekularni znaky, kterymi se budeme v této praci zabyvat, jsou sekvence nukleotidu ¢i pro-
teind. Tato data ziskdavame sekvenovanim DNA, RNA, piipadné proteinového fetézce. Sek-
venovani patfi mezi pfimé molekularni metody. RozliSujeme nékolik sekvenacnich technik,
které se vzajemn¢ lisi predevS§im principem, ale také cenou a rychlosti. Jmenujme alespon dvé
zakladni techniky, Sangerova metoda a Maxam-Gilbertovo sekvenovani. Existuji také nepfi-
mé metody, které jsou finanéné a ¢asové méné narocné. Neodhaluji vSak vSechny genetické
rozdily. Navic mohou poskytovat znaky, které nejsou selekéné vyznamné. Radime zde napfi-
klad hybridizaci DNA a imunologické metody [7], [8], [9].

Hlavnim cilem kompletni analyzy je tedy zjistit potadi nukleotidd, pfipadné aminoky-
selin, tak, jak jsou za sebou v fetézci usporadany. Dle sméru syntézy DNA nukleotidy ¢teme
od 5 konce ke 3* konci. Abychom data mohli Iépe zpracovat, jsou v digitalni podobé jednot-
livé nukleotidy zapsany pomoci za¢ate¢nich pismen dusikaté baze, kterou obsahuji: A, C, G,
T (U), viz tabulka 1. Nukleotidy mizeme dale délit dle typu baze (puriny, pyrimidiny), dle
funkéni skupiny (amino -NH2, keto -CO) a dle sily vazby (weak - slaba, strong - silna) [8],
[9].
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Tabulka 1: TUPAC kody nukleotidi.

Zakladni tabulka Rozsifena tabulka
IUPAC IUPAC
kéd Nazev |kbd Déleni dle | Skupina | Nukleotidy
A Adenin |R . puRin Adenin, Guanin
: typ baze — , : ,
C Cytosin | Y pYrimidin | Cytosin, Thymin, Uracil
G Guanin |W . Weak Adenin, Thymin, Uracil
- sila vazby — -
T Tymin |S Strong Cyticin, Guanin
U Uracil |M funkéni aMino Adenin, Cytosin
K skupina | Keto Guannin, Thymin, Uracil
B ne A Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil
D ne C Adenin, Guanin, Thymin, Uracil
H ne G Cytosin, Adenin, Thymin, Uracil
V neT,U Cytosin, Adenin, Guanin
N cokoli Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil
- mezera -

Pozndmka: IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) - Mezinarodni unie pro ¢istou a uZitou
chemii je organizace zabyvajici se mimo jiné chemickou nomenklaturou [10].

Tabulka 2: [IUPAC kody aminokyselin s pfislusnymi kodony.

Aminokyselina Kodoény
IUPAC KOD | Zkratka | Nizev
A Ala alanin GCT,GCC.GCA.GCG
C Cys cytosin TGT.TGC
D Asp asparat GAT.GAC
E Glu glutamat | GAA.GAG
F Phe fenylalanin | TTT.TTC
G Gly glycin GGA.GGT.GGC.GGG
H His Histidin CAT.CAC
I Ile izoleucin | ATC ATA ATT
K Lys lysin AAA AAG
L Leu leucin TTATIG.CTT.CTC.CTA.CTG
M Met methionin | ATG
N Asn asparagin | AAT, AAC
P Pro prolin CCT.CCC.CCA.CCG
Q Gln glutamin | CAA.CAG
R Arg arginin CGT.CGC.CGA.CGG.AGA AGG
S Ser serin TCT.TCC.TCA.TCG.AGT,AGC
T Thr threonin | ACT.ACC.ACA.ACG
V Val valin GTT.GTC.GTA,GTG
W Trp tryptofan | TGG
Y Tyr tyrosin TAT.TAC
X Xxx cokoliv
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Strukturu bilkovin standardné zapisujeme od N-konce k C-konci, tedy od aminove
skupiny ke karboxylové. Kazda aminokyselina ma svou zkratu i kod. Aminokyselina je vzdy
kodovana tripletem nukleotidd. Tabulka 2 jasné ukazuje, Ze jedna aminokyseliny miize byt
kédovana nékolika riznymi kodony. Mutace v jednom nukleotidu nemusi nutné znamenat
zménu v expresi genu, protoZe translaci vznikne stejny protein jako v genu pivodnim. To ¢ini
geneticky kod odolngjsi vuci mutacim [11], [12], [13].

1.2. Molekularni fylogenetika

Diky rozvoji molekularné-biologickych metod a vypocetni techniky jsou v soucasné dobé ve
fylogenetice ve velkém méfitku vyuzivany molekularni znaky. Jedna se o znaky ulozené
v sekvencich informa¢nich makromolekul — DNA, RNA, Proteiny. Nej¢astéji vyuzivame po-
fadi monomert v fetézci. Daji se vSak vyuzivat i chemické ¢i fyzikalni vlastnosti téchto latek.

Molekularni znaky maji ve srovnani se znaky klasickymi mnozstvi dilezitych vyhod.
Pro lepsi piedstavu vnimejme v nasledujicim vyctu jako zastupce molekularnich znaka sek-
venci DNA. Jako zastupce morfologickych znakl si piedstavme napi. osteologické znaky,
popisujici vnéjsi morfologii kosti [3], [6].

Vyhody molekulirnich znaki oproti morfologickym:

o Molekuldrnich znakt méme k dispozici podstatné vétsi mnoZzstvi.

V praxi jsme pii ziskdvani znakl limitovani pouze mnozstvim financ¢nich prostfedka a casu,
které jsme schopni a ochotni do daného vyzkumu investovat. Je jasné, Ze napf. mitochondri-
alni DNA nédm poskytne omezené mnoZzstvi informaci. Pokud tedy nejsou vysledky prikazné,
muzeme vyzkum doplnit o jiné sekvence DNA, pfipadné analyzovat stejny usek jinymi mole-
kularné-biologickymi technikami.

. Jednotlivé molekularni znaky jsou na sob¢ nezavislé.

Pokud u nékterych taxont chybi napiiklad cela morfologicka struktura (cela koncetina) byva
obtizné urcit, zda se jedna o jeden znak, nebo o sérii chybéjicich znakt (vSech kosti dané kon-
cetiny). Naproti tomu znaky zakdédované v DNA jsou na sobé€ s daleko vétsi pravdépodobnosti
nezavislé. Zavislost se vSak v né€kterych pfipadech mize objevit i u téchto znaki. Mize se
jednat o funkéni zavislost (komplementarni nukleotidy v dvou-fetézcovych oblastech rRNA),
nebo historickou zavislost (mutace vznikly v disledku stejného poskozeni DNA). Diky tomu,
ze jsme vSak schopni jasné vymezit jejich polohu v fetézci DNA, mizeme jejich zavislost
odhalit pomoci statistickych testti a jejich vliv na vysledek analyzy tak minimalizovat.
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o Molekularni znaky jsou zpravidla kvalitativni.
Znaky klasické maji vétsinou charakter kvantitativni, ¢i dokonce pravdépodobnostni. Znaky
DNA jsou v praxi zapsany do alfabetickych znakt a tim nejsou zatizeny zadnou ztratou ani

zkreslenim informace. Diky tomu miizeme jednotlivé znaky snadno vymezit 1 popsat.

. Molekularni znaky umoznuji porovnavat a tiidit i vzajemné nepiibuzné organismy.
Pokud bychom m¢li urcit morfologickymi znaky, zda je si ptibuznéjsi napiiklad mech a slon
Vv porovnani s Zampionem a slonem, nejsme toho v podstaté schopni. Diky molekularnim zna-
kum vSak tyto organismy jsme schopni porovnat. Nutno v3ak dodat, Ze takovato analyza by
mohla byt zatiZzena velkymi chybami.

o Molekularni znaky maji totoZznou vahu

Pfi urCovani morfologickych znakl Casto pfisuzujeme odliSnostem vétSiho vyznamu veEtsi
vahu. Urceni spravné vahy je vSak zjevné zatizeno subjektivni chybou lidského tsudku. Mo-
lekularni znaky maji zpravidla shodné vahy. Existuji i pfipady, kdy posuzujeme tieba, zda
nukleotidy na dané pozici podléhaji substitucim. V téchto ptipadech vSak ptisuzujeme vahy
na zaklad¢ jasného algoritmu a vysledek tak neni zatizen subjektivni chybou.

. Pocet spolecné sdilenych znakli mezi dvéma druhy odrazi piibuznost téchto druht,
nikoliv podobnost selek¢nich tlakt, které na né¢ v minulosti pisobily.

Molekularni znaky jsou Casto selekéné neutrdlni. VétSinou tedy nedochdzi k chybnému zata-

zeni v dasledku homoplazii, jak tomu byva u morfologickych znakt. Ve vyjimeénych piipa-

dech miize stejny selek¢ni tlak vést k fixaci stejnych mutaci u vzajemné neptibuznych druht.

Tyto ptipady jsou vSak ojedin€lé a v piipadé, Ze k analyze vyuzivame velké mnozstvi znaki,

nemuzou ojedinélé fixované mutace vysledek ovlivnit [3], [6].

Nevyhody molekularnich znaki oproti morfologickym:

. Molekularni znaky neposkytuji informaci o anagenezi. VétSina molekularnich znakt

se vilbec neprojevi na fenotypu.

o Piestoze se naklady na molekularni analyzu rok od roku sniZuji, je zisk molekulérnich

znaku stale v priméru nakladnéjsi, nez zisk znaki morfologickych.

o Zisk morfologickych znakt je v nékterych ptipadech nevratny proces. Organismus je
tieba znicit. Tato nevyhoda je vSak spole¢na také pro anagenezi [6], [9].
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2. Fylogenetické stromy

Vysledkem fylogenetické analyzy byva nejcastéji néjaky typ fylogenetického stromu. Nikdy
nemuzeme S jistotou tvrdit, Ze fylogeneze danych taxoni probihala pfesné nalezenou cestou.
Vzdy se jednd pouze o odhad fylogeneze popsany pfislusSnym fylogenetickym stromem.
V této kapitole se budeme vénovat tomu, jak takovy strom postupné vznika, od vybéru vhod-
nych dat, které do analyzy budou vstupovat, az po metody samotné konstrukce stromu. Kazda
podkapitola na svem konci obsahuje shrnuti moznych zdroju nepiesnosti majicich vliv na
vysledny odhad fylogeneze [3].

2.1. Vybér vstupnich dat fylogeneticke analyzy

Zakladem naSeho srovnavani je odhalit v sekvencich homologni casti. Tedy ty ¢asti, které
vznikly odvozenim od spole¢ného piedka. Konkrétné potiebujeme odhalit geny ortologni tak,
abychom mohli zménu znaku za jiny hodnotit jako substituci, zdménu znaku za mezeru (ve
znaCeni IUPAC za pomlcku) povazovat za deleci, piipadné inzerci. Pravé s timto predpokla-
dem totiz pocitaji evoluéni modely a vlastné i cela fylogeneze [3], [7], [18], [19].

Paralogni geny ptedstavuji pomérné vysoké riziko zamény s geny ortolognimi. Tyto
geny maji vSak u taxonti pozménénou funkei i strukturu a vyslednou analyzu by znehodnatili.
Podobné negativni vliv maji také geny xenologni, tedy sekvence, které se do organismu do-
staly horizontalnim pfenosem.

Dalsi riziko ptedstavuji pseudogeny. Tyto genové fragmenty jsou zbytky genti, které
béhem evoluce ztratily svij vyznam. Jde tedy o jakési nefunk¢ni geny, které jiZz nemaji Zaden
vliv na fenotyp organismu. Pokud nemame o pouzitych sekvencich dostatek apriornich zna-
losti, nejsme schopni pseudogeny, paralogni ani xenologni geny pied analyzou v podstaté
odhalit. Projevi se vSak nizkou podporou statistického hodnoceni [3], [7], [12].

DalSim problémem je tzv. konvergentni evoluce, tedy evoluce probihajici v du-
sledku stejného selekéniho nebo mutacniho tlaku, napiiklad vlivem prostfedi nebo stravy.
Typickym piikladem jsou kytovci, ktefi tvarem téla pfipominaji ryby, pfestoze se jedna o sav-
ce. Podobné jevy mizeme sledovat i na molekularni Grovni.

Lepsi cestou, kterou se mizeme vydat, je vyhledat vstupni sekvence takové, jejichZ
okrajové Casti jsou dostateéné konzervované (neni problém s jejich identifikaci), jsou dosta-
tecné fenotypové vyznamné a specifické pro kazdy druh organismu a samoziejmé se jedna o
geny ortologni. Vhodnym bonusem by byl také fakt, kdyby byly geny piimétené dlouhé (kvi-
li vypocetni ndrocnosti) a v genomu dostatecné zastoupené.

Takové vlastnosti ma napiiklad ve fylogenetice asi nejznamé;jsi gen 18s rRNA. Jedna
se o stavebni ¢ast zivocisného ribozomu, ma vsak dalezitou tlohu také v rozpoznavani a
spravném nasmérovani mMRNA a tRNA. V roce 1988, kdy byl poprvé publikovan, byl tento
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gen oznacen za idedlniho kandidata pro konstrukci zivocisnych fylogenetickych stromt. Po-
stupem casu se naSli 1 u tohoto genu problémy naptiklad pii identifikaci nékterych mlzi a
korysii. Navic bylo zjisténo, Ze u nékterych skupin zivocCichi klesa schopnost rozliSeni vSech
vyvojovych linii. Obdobou pro fylogenezi bakterii je gen 16s rRNA [20], [21], [22].

Zdroje nepiesnosti pro odhad fylogeneze

Jednim z problému muze byt nedostate¢na délka vstupnich sekvenci pro kompletni
rekonstrukci evolu¢niho rozvoje. Nejde vSak obecné fici, jakéa délka je idealni, protoze se pro
rizné studie bude vzdy lisit.

Dalsi problém predstavuje konvergentni evoluce. Homologie v sekvencich by pak
neznacila evolucni pfibuznost, ale fakt, Ze se organismy vyvijeli vlivem stejné¢ho evolu¢niho
tlaku.

Nejvétsim rizikem je vSak zarazeni pseudogent, paralognich nebo xenolognich geni
jako vstupu do fylogenetické analyzy. Piipadné vybér zcela nehomolognich gend. Nékdy se
vSak zafazeni takovychto nevhodnych vstupti do analyzy mizeme dopustit. VSechny popsané
problémy nejsme vétSinou schopni odhalit pied analyzou. | proto existuji statistické metody
pro hodnoceni podpory vétveni, které ndm mohou takovéto geny pomoci odhalit. NejlepSim
feSenim pro minimalizaci chybného vybéru gent je mit dostatek informaci o sekvencich, kte-
ré hodlame vyuzit [3], [7], [12].

{ GENY PARALOGNI

GENY ORTOLOGNi

—il—{
—illl—{ —

Obréazek 1: Vznik paralognich a ortolognich gentl.

2.2. Zarovnani sekvenci

Pokud jiz mame vybrany vhodné sekvence, jejichZ porovnani nam poskytne relevantni infor-
mace o evoluci jednotlivych taxond, je nasim dalSim ukolem sekvence vhodné zarovnat pod
sebe. Evolu¢ni modely, o nichz pojednavame v nasledujici podkapitole, aplikujeme vzdy na
dvojici zarovnanych sekvenci. Je tedy jasné, Ze volba metody zarovnani bude mit na vysled-
nou evolu¢ni vzdalenost dvojice sekvenci veliky vyznam.

Zarovnani sekvenci chapeme v bioinformatice jako sefazeni sekvence DNA, RNA ¢i
proteini pod sebe tak, ze vysledné skore mezi sekvencemi je minimalni. Skore spocteme diky

tomu, Ze pfifadime kazdé¢ substituci mezi sekvencemi, véetné mozné mezery, ¢iselnou hodno-
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tu. Vysledné skore je souctem dil¢ich substituci, které jsme v sekvencich byli nuceni udé-
lat [15], [16].

Penalizaci vSech moznych substituci nejcastéji popisujeme skorovaci matici. Existuje
cela fada jiz sestavenych skorovacich matic, jako je naptiklad matice NUC44 pro zarovnani
nukleotidovych sekvenci, viz tabulka 3. Pro zarovnani aminokyselin pouzivame nejéastéji
matice PAM (Point Accepted Mutation) nebo BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix).
Hodnoty téchto matic vychazeji z heuristicky naméfenych dat. U PAM reflektuji frekvence
zamén jednotlivych aminokyselin. Jsou vztazeny vzdy na dany pocet mutaci. Napiiklad PAM
1 bude skérovaci matice, kterd vzesla z aminokyselin, které se liSily z 1%. Matice BLOSUM
pak vychazeji z mnozstvi realnych zarovnani velkého mnozstvi sekvenci. Naptiklad BLO-
SUM 62 je stanoveno ze zarovnani s 62% identitou [15], [16].

Tabulka 3: Ukézka zakladni skdrovaci matice NUC44 pro popis substituce nukleotidi.

A|C|G|T

A|5|-4]|-4|-4

Cl4a|5|-4)|-4

G|-4|-4|5]-4

T|-4|-4]|-4]|s5

Prvotnim ukolem pfti fylogenetické analyze je nalezeni homolognich ¢asti zkouma-
nych dat. Za timto G¢elem je volba optimalniho globalniho zarovnani stézejnim predpokladem
pro vytvotreni vhodného fylogenetického vystupu. Bylo dokonce zjisténo, ze vysledek fyloge-
netické analyzy je vice zavisly na metodé zarovnani, nez na metodé fylogenetické rekonstruk-
ce.

Nekteré prameny uvadéji vztah mezi sekvenéni identitou a homologii, viz tabulka 4.
Zavéry v tabulce 4 jsou vsak formulovany dost vagné. Je nutné si uvédomit, ze homologie a
sekvencni identita jsou dva striktné oddélené udaje, prestoze nam o sobé mohou leccos napo-
védét. DalSim problémem je fakt, Ze i velmi podobné sekvence, které budou zarovnany pod
sebe, mohou, ale nemusi byt homologni, viz pfedchozi kapitola 2.1 [15], [16], [17], [18], [19].

Tabulka 4: Vztah mezi sekven¢ni identitou a homologii.

Sekvencni identita Homologie

35% - 100% Pravdépodobné homologni
20% - 35 % ,, Twilight zone” MiZe se jednat o homologii
0% - 20% ,,Midnight zone” Nelze urcit homologii

Poznamka: Tabulka plati pro dva proteiny o 100 a vice aminokyselinach.
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Zdroje nepiesnosti pro odhad fylogeneze

Pokud pomineme, Ze bychom zarovnavali nevhodné sekvence, viz pfedchozi kapitola
2.1, muze byt zdrojem neptesnosti pouziti chybné skoérovaci matice ¢i nevhodného zarovna-
vaciho algoritmu, ktery by nespravné zarovnal pod sebe nehomologni ¢asti sekvenci. Aby-
chom tedy mohli vysledky analyzy povazovat za vérohodné, je nutné mit o zkoumanych sek-
vencich co nejvice informaci, vybrat vhodné vstupy fylogenetické analyzy a ty poté vhodné
zarovnat.

Pan paniscus mitechondrial genes A, Z AT A A A A T T . T - & A A LCLC
Hylobates muelled mitochondrial genes 2, Z AT A A A A T T A C T A ALCCT
Hylobates klossii mitechondrial genes A, - AT A A A A T T ACC A ALCLCT

Obrazek 2: Zarovnana ¢asti genii 18s rRNA tif ruznych organismil pii pouziti skérovaci matice NUC44.

2.3. Evoluéni modely

Zarovnané sekvence potiebujeme mezi sebou porovnat z hlediska evoluce. Nejjednodusdsim
modelem pro porovnani dvou sekvenci napt. DNA je zarovnat sekvence pod sebe a spocitat
rozdilnd mista, piipadné podil rozdilnych mist k celkové délce sekvence. Tento podil nazy-

vame proporcionalni vzdalenost a znac¢ime jej p , nebo také p-distance (1):

__ pocet rozd ilnych mist (=po et bodov ych mutac i) (1)

délka sekvenc i

Vypocet proporcionalni vzdalenosti je ilustrovan na nasledujicim ptikladu:

5" AGTAGATTAGGT 3*
3" CGCACATAAAGC 5*

* * * * * *

Znak * znaci, Ze se na tomto misté sekvence lisi, pficemzZ bereme v potaz také mezery vzniklé
pii zarovnani. Pocet rozdilnych mist je tedy 6 a celkova délka sekvenci je 12. Po dosazeni
dostavame:

p=E=O,5.

Vysledek mizeme interpretovat také tak, ze se sekvence lisi z 50 % [12].

Diky tomu, Ze mezi proporcionalni a evolu¢ni vzdalenosti existuje vztah, mizeme na
zékladé jednoduse pozorovatelnych rozdili mezi sekvencemi (p-distance) odhadovat jejich
piibuznost (d-distance). K tomuto ucelu slouzi evolu¢ni modely. Vychazeji z pravdépodob-
nostniho rozlozeni fidkych jevi, jako je Poissonovo ¢i Gamma rozlozeni. Tato rozlozeni mo-

difikuji pomoci znamych faktti o bodovych mutacich [3], [8], [12].
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Piehled modeltu nukleotidt, které budou pouzity i v praktické ¢asti préce, nalezneme v
tabulce 5. Jednotlivé modely se navzajem lisi poCtem parametrt, se kterymi pocitaji. V tabul-

vvvvvv

Tabulka 5: Pfehled evolu¢nich modelt sekvenci nukleotidt.

Nazev modelu Odhad evolucni vzdalenosti
_ 3 4
Jukes-Cantor [23] d = _Zln (1 - 5p)
Kimura [24] d = —%ln(l —2P—Q) — %111(1 ~2Q)
P
Tamura [25] d = —206(1-06)ln [1 ~ 2008) Q] —

—~[1 - 20(1 - 0)] 7 Ini{f1 — 2Q)

. 28A8G SR 1
Tamura-Nei [26 d= -2 (1 P -——Q)-
amura-Nei [26] 8R 2ga8c | 2gr Q
2gT18cC gy 1
_Zerge (1 — & p L ) -
gy 2gr8c 2 28y Q
1
_2( _ 8ABGSY —ngch)ln (1 . )
EREY gR gy 2gr8y Q

Poznamka: d - evoluéni vzdalenost, p - proporcionalni vzdalenost, P - relativni poget transic, Q - relativni pocet
transverzi, 6 - relativni zastoupeni cytosinu a guaninu, P; - relativni pocet purinovych transic, P, - relativni pocet
pyrymidinovych transic, gy = gr + gc agr = ga + 8¢, Kde g ¢ g 1 - relativni zastoupeni piislusného nukleoti-
du.

Podobné¢ jako u sekvenci nukleotidi postupujeme u evolu¢nich modelt sekvenci ami-
nokyselin. Zakladem je vypocet proporcionalni vzdalenosti. Tuto vzdalenost poté aproximu-
jeme dle Poissonova ¢i Gamma rozlozeni, viz tabulka 6. Jednotlivé pfistupy navic mizeme
kombinovat, naptiklad Jukes-Cantortiv model s gamma korekei [12].

Dal$i moznosti je vypocet evoluéni vzdalenosti na zakladé kodonového zapisu, ktery
pifevedeme na zapis aminokyselin napiiklad pomoci né€které z nejznaméjSich metod Nei-
Gojobori ¢i Li-Wu-Luo [27], [28].

Posledni moznosti pro odhad evolu¢ni vzdalenosti aminokyselin je vyuziti nékteré
ze substituénich (skorovacich) matic (PAM, BLOSUM) [6].

Tabulka 6: Pfehled evolu¢nich modelt sekvenci aminokyselin.

Nazev modelu Odhad evoluéni vzdalenosti
Poissonova korekce[12] d= —=In(1-p)

Gamma korekce [12] d= a[(1 - p)_l—a —1]

Jukes-Cantor [12], [23] d= — %ln (1 — %p)

Poznadmka: d - evolu¢ni vzdalenost, p - proporcionalni vzdalenost, a - parametr fidici evolu¢ni rychlost.
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Zdroje nepiesnosti pro odhad fylogeneze

Je dobré si uvédomit, Ze ani nejdokonalejsi model nikdy nebude absolutné piesny
a tedy i pouziti modelu mize byt zdrojem chyb fylogenetické analyzy. Vysledkem neni jed-
nozna¢n¢ dand evolu¢ni vzdalenost srovnavanych taxont, nybrz odhad jejich pfibuznosti

na zakladé daného modelu. Rozdilné pribéhy evolu¢nich modeld ukazuje obrazek 3.

Zavislost evolugnivzdalenosti na proporcionalni pro R{F/Q) = 19 a theta = 0426
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Obrazek 3: Zavislost evolu¢ni vzdalenosti na proporcionalni pro rizné evoluéni modely.

2.4. Konstrukce fylogenetickych stromu

Fylogeneticky strom graficky znédzoriiuje posloupnost udalosti, formujici mnozinu druhd.
Piibuzenské vztahy zde muZzeme popisovat pomoci morfologickych nebo genetickych dat.
V této praci se budeme zabyvat jen stromy vytvofenymi na zakladé genetickych dat [12].

Zékladnimi tutvary, které pii popisu fylogenetickych stromt pouzivame, vychazeji
Z ptipodobnéni ke stromiim klasickym. Rozeznavame tedy koten, listy, vétve a uzly stromu,
viz obrazek 4.
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vnitmi vétey
oTu 2 —listy

kofen (uzel) ——

oTu3

vnejsi vétve

Obrazek 4: Za&kladni schéma dendrogramu - kladogram.

Kofen stromu mize, ale také nemusi, byt uréen. Z toho vychazi dva typy stromd, za-
kofenény a nezakotfenény. Kofen v podstaté ptrestavuje nejblizsiho spole¢ného piedka vSech
srovnavanych taxonti. Uzel pak predstavuje nejbliz§iho spolecného piedka dvou spojovanych
taxond. Taxony piedstavuji listy stromu. Vétve na obrazku 4 uréuji jen pofadi divergence jed-
notlivych taxond. Délky vétvi v tomto konkrétnim ptipadé nenesou zadnou informaci. Jedna
se o tzv. kladogram. Pokud ke stromu ptidame i ¢asovou osu, budou délky vétvi znacit Cas, za
ktery od sebe jednotlivé taxony divergovali, viz obrazek 5 vlevo. Pokud se taxony nevyvijeji
se stejnou evoluéni rychlosti, budou se lisit i délky vétvi, viz obrazek 5 vpravo. Casovou jed-
notkou byvaji roky, znacené a (z latinského annus). ProtoZe byvaji evolu¢ni vzdalenosti ¢asto
fadove vyssi nez jednotky let, ¢astéji vyuzivame jednotky Ma - milion let [2], [12].

(a) Kofen (b) Kofen

30 Ma

Cas 22 Ma Cas 22 Ma
I r oooooooo 7 Ma | JB) 7 Ma
@D (B @ D) \,{_\) ................. é) .............. 2 Ma

Obréazek 5: Zakladni dendrogram s ¢asovou osou (tedy fylogram).
(a) Se stejnou délkou vétvi, (b) S riznou délkou vétvi.

V zé4sad¢ existuji dva pristupy ke konstrukci fylogenetickych stromi. Distan¢ni meto-
dy a znakové metody. Kazda z téchto metod ma své vyhody i nevyhody a jsou popsany v na-
sledujicich kapitolach podkapitolach [2], [8].
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2.4.1. Znakové metody konstrukce fylogenetickych stromu

Znakové metody pouzivaji jako vstup pfimo sekvenci znakl. Nasledné pracuji s prav-
dépodobnosti zmény tohoto znaku. Algoritmus vytvoii vSechny mozné stromy a poté vybere
strom, ktery splituje pfedem dané kritérium optimality. Pokud uvaZzujeme bifurkovany (z jed-
noho spole¢ného predka diverguji vzdy dva novi jedinci), zakofenény strom, je pocet moz-
nych topologii dan vztahem (2):

(2m—3)!
2m=2(m-2)!’ )

kde m je pocet vstupnich sekvenci. V ptipadé nezakoienéného bifurkovaného stromu je pocet

moznych topologii dan vztahem (3):
(2m-5)!

2m—3(m-3)! (3)

Mnozstvi vSech moznych stromt tedy roste s poctem vstupnich sekvenci. Pokud by-

chom vytvareli vSechny mozné topologie stromil a ty mezi sebou teprve porovnavali, bylo by

feSeni velice vypocetné naro¢né. Naproti tomu tyto metody konverguji z hlediska kritéria

vZdy K optimalnimu feSeni. Nasleduje struéné piedstaveni dvou nejbéznéjsich znakovych me-

tod, ze kterych dalsi znakové metody vétSinou vychazeji [2], [8].
Maximum parsimony (MP)

Jedna se o metodu, jejimz kritériem je minimalni pocet substituci, které jsou potieba
pro vysvétleni dané topologie. ZjednoduSené feceno tedy konstruujeme vsechny mozné topo-
logie a na zaklad¢ kritéria vybereme substitucné nejuspornéjsi feseni. Existuje mnoho modifi-
kaci této metody, které nevyZaduji prohledavani celého stromového prostoru [2], [8], [9],
[30].

Maximum likelihood (ML)

Metoda maximum likelihood, nebo-li metoda maximalni vérohodnosti, predpoklada,
ze se do ndhodného vybéru dostavaji znaky s riznou pravdépodobnosti. Pracuje tedy s prav-
dépodobnostnimi substitu¢nimi modely. Vybran je strom, ktery ma nejvétsi pravdépodobnost
(je nejveérohodngjsi) pro danou topologii. Opét existuji modifikace, pii kterych neprohleda-
vame cely stromovy prostor [2], [8], [9].

2.4.2. Distan¢éni metody konstrukce fylogenetickych stromu

Distanéni metody vychazeji z matice distanci, viz tabulka 7, ktera udava vzajemné evolu¢ni
vzdalenosti mezi viemi dvojicemi taxonomickych jednotek, které uvazujeme. Je tedy odvoze-
na na zaklad¢ distan¢nich modeld, viz kapitola 2.3. V jejich prub&hu je vytvafen zpravidla jen
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jeden strom, zkonstruovany na zaklad¢ daného algoritmu. Jsou tedy zpravidla méné vypocet-
né naro¢né. Naproti tomu vedou K suboptimalnimu feSeni, u kterého nemuizeme s urcitosti
tvrdit, ze je zaroven 1 feSenim optimalnim. Nasleduje strucné ptedstaveni tii nejbéznéjsich
distan¢nich metod, ze kterych dalsi distanéni metody vétSinou vychazeji [8], [9], [12].

Tabulka 7: Distan¢ni matice tfi taxonu.

Pan paniscus Hylobates muelleri Hylobates klossii
Pan paniscus 0 0,1132 0,1174
Hylobates muelleri 0,1132 0 0,0334
Hylobates klossii 0,1174 0,0334 0

Pozndmka: Distanéni matice byla vytvofena na zaklad¢ Jukes-Cantorova modelu aplikovaného na zarovnané
sekvence (pomoci skorovaci matice NUC44).

Minimum evolution (ME)

Kritériem optimality pro tuto distan¢ni metodu je suma délek vSech vétvi dané topolo-
gie. Na zaklad¢ distanéni matice jsou tedy zkonstruovany viechny mozné topologie. Nakonec
je vybrana ta, kterd ma nejmensi sumu délek vSech vétvi. Metoda ma opét mnoho modifikaci,
které prohledavani celého stromového prostoru urychluji [2], [8], [9], [31].

Unweighted Pair Group Method with Aritmetic mean (UPGMA)

Nejjednodussi modifikace metody minimalni evoluce. Metoda vybere dvojici taxond,
které mezi sebou maji nejmensi evolu¢ni vzdalenost a spoji je do uzlu. Nasledné se spocitaji
vzdalenosti vytvofeného uzlu od ostatnich taxoni a kroky se opakuji, dokud nevznikne kom-
pletni strom. Uzel vZdy umistime do stiedu obou taxont. TO znamena, Ze vzdalenosti v pod-
staté¢ praméerujeme. Délky vétvi pro oba taxony budou stejné. Metoda neuvazuje rozdilnou

evoluéni rychlost jednotlivych OTU, coz samoziejm¢ nemusi odpovidat skute¢nosti [2], [8],

[9].
Neighbor-joining (NJ)

Metoda spojovani sousedtt vychazi taktéz z metody minimalni evoluce. Vychazime
z multifurkovaného stromu, kdy jsou vSechny taxony spojeny do jednoho uzlu. Poté spojime
do nového uzlu dva taxony a spoéteme sumu délek vétvi od jejich spoleéného uzlu ke zbylé-
mu hvézdicovému usporadani. Aplikaci pro kazdy par OTU vytvofime suma¢ni matici. Mi-
nimalni hodnota v sumac¢ni matici poukazuje na par, ktery ma nejmensi sumu délek vétvi
stromu. Tento par tvoii nejblizsi sousedy (je spojen uzlem). Zbyva vypocitat koneénou délku
vétvi zvolenych sousednich OTU. Jedna se o odhad evolucni vzdalenosti na zékladé metody
nejmensich ¢tvercd, kterou dosahujeme minimalni evolu¢ni cesty ve stromu. Nakonec piepo-
Citame distanéni matici s nové vytvofenym uzlem. DAale postupujeme stejnym zpisobem,
dokud nepospojujeme vSechny OTU do vysledného fylogenetického stromu.
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Jednd se o metodu, kterd uvazuje rozdilnou evolucni rychlost jednotlivych listi stro-
mu. Navic neni vypocetné narocna. Metoda spojovani sousedd, ¢i nékteré jeji modifikace, je
tedy jednou z nejpouzivanéjSich rekonstruk¢énich metod [2], [8], [9], [32].

Guinea pig
'I Mouse

_I

Bushbaby

Lemur

| — MNorthern Tree shrew
| E— Large Tree shrew

_:Western tarsier
Philippine tarsier

Saki monkey

Capuchin

Howler monkey
Spider monkey

Marmoset

Tamarin

Proboscis monkey
Rhesus monkey

Gibbon

Orangutan

Gorilla
Human

Chimpanzee

0.1 Pygmy chimp

Obrazek 6: Fylogeneticky strom sestrojeny metodou Neighbor-Joining.

Zdroje nepiesnosti pro odhad fylogeneze

Pii rekonstrukci fylogeneze miize vznikat hned nckolik artefaktli, které se odrazi
v chybné topologii stromu. Citlivost na vznik téchto artefaktt je zavisla na vlastni konstrukéni
metod¢.

Problém piedstavuji hlavné velmi vzdalené sekvence. Pokud ptedpokladame, Ze jsou
vstupni data homologni, je jejich pfi¢inou fakt, Ze u nékterych sekvencich probihala substitu-
ce vyrazn¢ vyss$i rychlosti nez u ostatnich, ptipadné jedna sekvence vznikla fuzi dvou riznych
gend s ruznou evolucni historii. Nasledkem toho se vytvaieji artefakty dlouhych vétvi [2],
[3], [12]:

a) Pritahovani dlouhych vétvi (LBA — long branch attraction): Dvé velmi rozdilné
sekvence (mezi sebou i vii¢i ostatnim) jsou pfitahovany k sobé a smérem ke kofeni stromu.

Zvl1asté metoda maximalni parsimonie je na tento problém citliva.
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b) Odpuzovani dlouhych vétvi (LBR — long branch repulsion): Dvé velmi rozdilné
sekvence vuéi ostatnim, avsak mezi sebou podobné, jsou od sebe odpuzovany (nejsou spojeny
v uzel). Zejmena metoda maximum likelihood ¢asto obé dlouh¢ vétve od sebe oddéli.

C) VyruSovani dlouhych vétvi (LBD — long branch distract): Jedna dlouhd vétev

ovlivituje topologii jiné ¢asti stromu, nikoliv vSak to, kam se sama zafadi [3], [12].

Pro odstranéni téchto artefaktti mtizeme pouzit jinou, mén¢ citlivou metodu konstruk-
ce stromtl. Dal$i moznosti je pouzit jiny algoritmus pro vypocet evoluéni vzdalenosti, ktery
uvazuje rozdilnou evolu¢ni rychlost. Problém vSak zistava v tom, Ze stejny model musime
aplikovat vZzdy na vSechny sekvence. Dals$i moznosti redukce dlouhych vétvi je vypusténi treti
pozice kodonu. Toto feSeni je zaloZzeno na predstavé, Ze se tieti pozice pfilis rychle vyvijeji,
protoZe jejich zména nemusi znamenat zaroveil i zménu aminokyseliny a tedy i znaku (tzv.
synonymni substituce). Prestoze se diky tomu snizi vliv dlouhych vétvi, ztratime tim také
znacnou cast informaci a snizime tak vysledné rozliSeni stromu. Také uplné vylouceni pro-
blematické vétve neni vzdy feSenim, ponévadz nékdy mize byt nasim cilem pravé spravné
zatazeni dlouhé vétve. V posledni dobé velmi doporucovany piistup je naopak ptidani novych
vétvi do analyzy, které redukuji dlouhé vétve (dlouhych vétvi bude vEétsi mnozstvi). Omeze-
nim samoziejmé muze byt, kdyz relevantni data jiz nemame k dispozici (studovany vzorek
taxond jiz napiiklad vymfel, ¢i jsme jiz odebrali DNA vSech exempléit, ¢i jiné davody).
Ptidani novych dat zaroven nemusi mit na artefakty vliv, pfipadné¢ muze produkovat artefakty
nové. Dalsi moznosti je kombinovat pfistupy morfologické a molekularni [29], [33].

Dalsim problémem je samotné odhaleni dlouhych vétvi. Ty totiz nemuseji byt, zvlasté
u rozsahlejsi analyzy, vzdy hned zifejmé. NejCastéjsi moznosti detekce je predpoklad, Ze pro-
blematické vétve budou mit nizkou statistickou podporu uzli ¢i vétvi (kapitola 3).

Pro detekci artefaktu ptitahovani dlouhych vétvi je vhodna metoda parametrického
bootstrapingu (parametric simulation), ktera zkouma, zda jsou dvé vétve, které spolu nesou-
sedi, dostateéné dlouhé, aby se pfitahovaly. Metoda vSak nedokaze jednozna¢né urcit, zda se
artefakt projevi, pouze ur¢i pravdépodobnost, S jakou se miize projevit.

Existuji i dalSi modifikace této metody, at’ uz vice, ¢i méné uznavané. DalSi metodou
pro odhaleni dlouhych vétvi je metoda RASA (Relative Apparent Synapomorphy Analysis).
Metoda pivodné vyvinuta k méfeni fylogenetického signalu mtze dlouhé vétve odhalit jako
odlehlé hodnoty se zvySenym fylogenetickym signdlem. Metoda je vSak nachylna k falesné
pozitivnim vysledkiim a dal§im problémtm a na zakladé poslednich studii neni doporucova-
na.

DalSi moznosti jsou metody, zaloZzené na spektralni analyze dat, které dokazou pro-
blematické Useky v datech identifikovat. PfestoZze nebyla tato metoda pivodné navrZena
za timto ucelem, zda se, zZe by jeji vysledky mohly byt slibné a aplikace spektralni analyzy pro
identifikaci dlouhych vétvi je predmétem intenzivniho zkoumani [29], [34], [35].
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Pfi konstrukei fylogenetickych stromil je nutné si uvédomit, Ze stejna data produkuji
pii riznych metodach rozdilnou topologii. Nelze sestavit obecné pravidlo pro vybér optimalni
konstrukéni metody stromu. Ta se bude vzdy lisit v zavislosti na charakteru vstupnich dat.
V dnes$ni dob¢ je pro identifikaci dlouhych vétvi, ale i dalSich nepiesnosti v odhadu fylogene-
ze nejcastéji vyuzivano kombinovanych pfistupil, zaloZenych na konstrukci stromi riznymi
metodami pii soucasném testovani spolehlivosti topologii, pro které ndm slouzi statisticke
testy [2], [3], [12], [29].
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3. Resamplingové testy fylogenetické
analyzy

Vétsina chyb fylogenetické analyzy nejde piedem odhalit. V dnes$ni dobé jiz vSak existuji
metody, které testuji statistickou podporu vétveni, jako je bootstrapping ¢i jackknifing. Chyby
analyzy se pak mohou projevit nizkou podporou uzli. Diky tomu mtzeme ziskat o vytvoie-
ném fylogenetickém stromu nové informace, ptestoze je jejich interpretace mnohdy slozita
ane zcela explicitni. Sjinym pfistupem pocitd metoda PTP (permutation tail probability),
ktera testuje vytvoreny strom z hlediska délky evoluc¢ni cesty. Posledni rozebiranou statistic-
kou metodou bude OTU jackknifing, ktera zkouma vliv jednotlivych vétvi na topologii celého
stromu.

VSechny jmenované testy patii do rodiny tzv. resamplingovych testi. Chapeme je jako
metody zalozené na opakovaném vybéru. Vychazeji z pavodnich zarovnanych sekvenci, které
postupné pievzorkovavaji, nebo-li je zamérn¢ pozménuji. Na zaklad¢ pievzorkovanych dat
poté konstruuji stromy, které mezi sebou srovndvaji. Metodika pievzorkovani a srovnani
je charakteristickd a individualni dle zvolené statistické metody [6], [8], [9], [12].

3.1. Bootstrapping

Bootstrapping je v dnesni dob¢ asi nejpouzivanéjsi fylogenetickou statistickou metodou. Jed-
na se 0 obecnou neparametrickou metodu z roku 1979, ktera nasla své vyuZziti v mnoha odvét-
vich a oborech. VyuZiva se pro odvozeni robustnosti populace plynoucich ze standardnich
chyb. Vyuziva se zejména tam, kde je vyuziti parametrickych testi nemozné nebo pfilis slozi-
té. Velikou vyhodou je fakt, Ze nemusime znat rozlozZeni vstupnich dat.

Vysledkem je bootstrapova hodnota (bootstrap percentage, bootstrap p-value), ktera
vyjadifuje stupenn podpory vétveni (tedy uzla), viz obrazek 10. V dalsim pokracovani této ka-
pitoly si v jednotlivych krocich na ilustrovaném piikladu ukdZzeme, jak k procentudlnim hod-
notam dojdeme [6], [8], [38].

1)  Sestrojeni originalniho stromu

U bootstrapingu vychazime z originalnich zarovnanych sekvenci, které mizeme vidét
na obrazku 7. Na zakladé evolu¢niho modelu (zde byla vyuzita proporcionalni vzdalenost)
mezi sekvencemi vytvoiime distan¢ni matici a poté pomoci vybrané konstrukéni metody (zde
byla vyuzita metoda neighbor-joining) sestrojime originalni strom [6], [8], [9].
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2)

Originalni strom

L a 4 0OTUS
L a 4 0OTU3
L 4 oTU1
o
res 1 OTU 2
- -1 1 0T 4
0 0.05 0.1 015 0.2
Originalni sekvence:
ouir TTABICCAAACCATTTACCCAAATAA
oTuz TTABCCAAACCATTTACCCTTATAA
otuz TTATBICAAACCATTCACCCCABICAA
oTusa BITAATCAAACCATTTACCCATATAC
OlUs TTAACCATACCACBIBIACCCAAATAA

Obréazek 7: Originalni strom konstruovan na zakladé originalnich sekvenci.

Vytvoreni pseudoreplikaci

V dal$im kroku vytvoiime pseudoreplikaci puvodnich sekvenci tak, Ze provedeme né-

hodny vybér sloupct originalnich sekvenci s opakovanim. Na obrazku 8 vidime, Ze doslo

ke zméné potadi nékterych sloupci, nékteré se opakuji a nékteré byly zcela vypustény.

Z takto ziskanych sekvenci konstruujeme stejnym zpiisobem jako u origindlnich dat strom.

Téchto pseudoreplikaci a piislusnych pseudostromit vytvoiime vétsi mnozstvi, v naSem pii-

padé byly pro nazornost vytvoieny 3, viz obrazek 8 a 9 [6], [8], [9].

oTu1l
oTu2
oTu 3
oTu4
oTu S

Pseudoreplikace 1:

Pseudoreplikace 2:

AAACCACGBGTCCCCACTCAAACCACC
AaAAaccacTTcleccl@ccl@aaaccacle
AACCCACABICTCCACTTAAACCACT
AAACCACATCCCCACBCAAACCACC

AAACCJ\CITCCCCACTCAAACCACC

oTul T ¢
oTU2 T C
oTUz T C
oTU4 T €
oTUs T C

ACCATTA
ACCATTT
ACCATCA
ACCA@GTT
ACCATTA

CACATTAAACAATTAA
CTCATTAAACTATTAT
CACACTAAACAATTAA
CTCATTAAACTC.;AT
CACAGGAAACAATEIAA

Pseudoreplikace 3:

otz ATATCTTTTAGCCTAAAACAACATA
oTU 3 ATATCCTCCATC.TAAAACAACACA
oTu4a OTA.OATTTAF\CTTJ\AAACCACOAA
OoTuU S AT!\TCA.TTAHGCTAA!\ACA!\CAAA

oTu1 ATaTCATTTAIGCTAAAACAACAAA

Obréazek 8: Tti pseudoreplikace originalnich sekvenci.
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Obréazek 9: Tti pseudostromy konstruované na zakladé prislusnych pseudoreplikaci.

3)

Porovnani uzla

L
0.2

Na zakladé tii nové vzniklych pseudostromi porovname uzly originalniho stromu s uzly

vSech pseudostromul, pii ¢emz nam nebude zalezet na poloze uzlu, ale jen na taxonech, které

uzly spojuji, a to bez ohledu na jejich poradi. Tabulka 8 znazoriiuje vSechny porovnavané
uzly s vzestupné sefazenymi taxony. Stejnou barvou jsou rozliseny ty, které se shoduji. Uzel 0
(kofen stromu) bude logicky zastoupen vzdy. V pseudostromu 2 byli vytvoieny shodné uzly
Cislo 2 a 3. Uzel 1 se neshoduje ani s jednim uzlem pseudostromu. Relativni a procentualni
zastoupeni uzla je shrnuto v tabulce 9 [6], [8], [9].

Tabulka 8: Prehled uzli originalniho stromu a tfi pseudostromtl.

Originalni strom

Pseudostrom 1

Pseudostrom 2

Pseudostrom 3

Uzel 0 (kofen)

OTU1,2,3,4,5

0TU1,2,3,4,6

0oTU1,2,3,4,7

0oTU1,2,3,4,8

0TU1,2,4,5 0TU1,2,3
0TU1,2,5 oTU 2,4 0TU 2,3
0oTU 1,2 0TU3,5 oTU 4, 5
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Tabulka 9: Relativni a procentuelni zastoupeni uzlii u tfi pseudoreplikaci.

Relativni zastoupeni uzlu

Procentuelni zastoupeni uzlu

Uzel 0 (kofen)

3/3=1

100 %

1/3=0,3333

4)  Vytvoieni vysledného stromu s vyzna¢enou bootstrappingovou podporou

Vysledny strom tedy bude mit shodnou topologii s origindlnim stromem, ale navic bude
mit u ptislusného uzlu vyznacenou procentudlni hodnotu bootstrappingové podpory z tabulky
9, viz obrazek 10 [6], [8], [9].

Bootstrapping
F | H4 0TU A
A3
L o o OTU3
2 E333%
F : H 0T
1.0%_“ B
_0;100%"4.: H 0TuU 2
3 o H OTU 4
1 1 1 1 1
I 0.0s 0.1 015 nz

Obrézek 10: Fylogeneticky strom s vyznac¢enou Bootstrappingovou podporou.

Ukazku vysledku bootstrappingové analyzy lze vidét na obrazku 12. Pro srovnani jsou
na témze obrazku uvedeny i hodnoty jackknifingové podpory, probirané v nasledujici kapitole

3.2.

Presnost vysledkii a jejich interpretace

V nasem piikladé jsme pro nazornost uvazovali jen tii pseudoreplikace. V praxi jich

ovSem musime vytvofit vice, abychom mohli vysledky povazovat za vérohodné. Konkrétné
je doporucovano pouziti alespont 500 pseudovzorkt.. Tato hodnota vychézi z norméalniho roz-

lozeni bootstrappingovych vzorkd, které je logické, jelikoz jsme pti pievzorkovani vyuZivali

nahodného vybéru. Pro pozadovanou pfesnost a vypocteme potiebny pocet vzorkl n ze vzta-

hu (4):

n=BP-(1—BP)-;—2. (4)
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Smérodatna odchylka normalniho rozlozeni o ma pro 95 % interval spolehlivosti hodnotu
1,96. BP je vypocitana hodnota bootstrappingové podpory. Pro velky interval BP je pfi pouzi-
ti 500 pseudovzorkil vysledné piesnost +- 4 %. Se snizujicim se poctem vzorkl piesnost sa-
moziejmé klesa, naopak se vzristajicim poctem je piesnost vyssi, avSak za cenu zvySené vy-
pocetni naro¢nosti. Stanovit pfesny pocet pseudoreplikaci, ktery by mél byt pouzit u jakékoli
studie, samoziejmé nelze. Piesto je doporu¢ovano vyuzivat alespot 500 pseudoreplikaci, jako
hodnoty zlatého stfedu mezi naroc¢nosti a presnosti [39], [36].

Interpretace bootstrappingové podpory z objektivniho, statistického hlediska je velmi
slozita a doposud se ji nepodaftilo presné definovat. Odhalit skute¢né rozlozeni vsech fyloge-
netickych dat totiz neni mozné. Existuji mnohé studie, které testovani stromil touto metodou
kritizuji, stejné jako existuji ty, které tuto statistickou metodu protézuji. VSeobecné je vSak
tato metoda uzndvana a hojn¢ vyuzivana. Jeji interpretace vSak muze byt pouze obecna.

Obecnou interpretaci bootstrappingové podpory chapeme jako statistickou podporu
nami vytvoieného vétveni pro nami zvolena data (se vSemi kroky, které vedly k vytvoreni
fylogenetického stromu, viz kapitola 2). Procentudlni hodnotu podpory v Zzadném ptipadé ne-
smime chapat jako pravdépodobnost toho, ze v minulosti k tomuto vétveni doslo. Fylogene-
tickym stromem se snazime popsat historii, kterou nezname a vzdy ji pouze odhadujeme.
Z4dna metoda nam nikdy neprozradi, jak dobfe jsme onen odhad provedli. Statisticka podpora
nam tedy v podstaté udava to, zda jsme nami vybranymi metodami vytvotili strom, ktery nase
vstupni data vhodné vysvétluje. Fylogramy, které maji podporu 70 % a vysSi jsou povazovany
za dobte obhajitelné. Hodnota pod 50 % je brana jako nedostatecna. NaSe data, ¢i zptisob je-
jich interpretace, by neobsahovala dostate¢nou fylogenetickou informaci pro vytvoreni dané-
ho vétveni [1], [6], [8], [36], [37], [40].

3.2. Jackknifing

Jackknifing je historicky starSi metodou, ze které bootstrapping v podstaté vychazi.
Byla publikovana roku 1949 a rozsifena roku 1958. Jedna se rovnéz o neparametrickou statis-
tickou metodu, kterd je vyuZivana v mnoha odvétvich pro odhad standardnich chyb vybéru,
jehoz rozlozeni nezname.

Samotny algoritmus vypoCtu je ve své podstaté téméf totozny s bootstrappingem.
Jediny rozdil je ve zplisobu vytvareni pseudovzorkd. Zatimco u bootstrappingu vybirdme
sloupce s opakovanim, jackknifing vybere kazdy sloupec maximalné jednou. Navic dochazi
ke zkraceni pivodni délky sekvenci o uzivatelem zvoleny pocet sloupct. Ukazka vytvorené
jackknifingové pseudoreplikace je na obrazku 11. Nahoie je mozné vidét puvodni data set,
pod nim jsou vytvorené nove pseudovzorky, které jsou o pét nukleotidi zkraceny. Kazdy
sloupec z pivodniho data setu se v novém objevi maximalné jednou. DalSi kroky jsou shodné
s bootstrappingem popsanym v kapitole 3.1. Shodna je i interpretace vysledku jackknifingové

podpory [6], [9], [41], [42].
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0OTU 5 TACCCTAACC“CAAA-TAIi

OQTUTIE TAATTC CAACATAACCCA

OTU2AAACTAAACAAC TC A A AT
OTUS.TA. AACCT

OTU4CCAATTCACAACATAACCCA

OTUEﬂCC-AAACCClTTACACT
5

10 15 20

Obrazek 11: Originalni sekvence a jejich jackknifingové pseudoreplikace.
Nahote: origindlnich sekvence. Dole: jackknifingové pseudoreplikace.

Rozdily mezi jackknifingem a bootstrappingem a interpretace vysledki

Ob¢ metody vychazeji z jinych statistickych pifedpokladt. Jackknifing pfinasi infor-
maci o rozptylu vstupni populace, zatimco bootstrapping nejprve také odhaduje rozptyl
vstupni populace, od néhoz v3ak poté pocita odchylku. Obé metody vsak piinaseji podobné
numerické hodnoty statistické podpory. Ukazku vysledku jackknifingové analyzy lze vidét na
obrazku 12 (dole). Pro srovnani je na témze obrazku (nahote) uveden i strom s bootstrappin-
govou podporou.

Jednim z problému jackknifingu je odhalit idealni pocet nukleotidt, o které budeme
sekvence zkracovat. Podle Felsteina (1985) se doporucuje zkratit sekvence ptiblizné¢ 0 50 %
puvodni délky. DalSi rozdil je v reprodukovatelnosti vysledki. Zatimco jackknifing dava ob-
dobné vysledky téméf pokazdé a nepotiebuje k tomu takové mnozstvi pseudoreplikaci, boot-
strapping je pifi pouziti mensiho poctu pseudoreplikaci méné stabilni. Nejveétsim problémem
jackknifingu je v8ak v tom, Ze jackknifing odhaduje spravné pouze populace s hladkym, kon-
zistentnim rozptylem. Tato podminka se také stala nej¢astéjsim argumentem odborniki, ktefi

pfednostfluje pouiitl' bootstrappingu pied jackkniﬁngem. Zjednoduéené lze tedy fict,
kraceni pseudoreplikaci a navic je umverzalnejs1, vzhledem k pozadavkam na vstupni popula-
ci dat. Z téchto, ale i z dalSich divodd, dnes vétsina studii dava prednost bootstrappingu [37],
[38], [43], [44].
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Bootstrapping vs. Jackknifing

Bootstrapping | | Pan troglodytes (Sirnpanz uenliv)

2:998 %

Jackknifing

F 3 B0.2 % < Pan paniscus (Simpanz bonobo)
358
F 4:99.4 % < Horno sapiens (Clovik moudry)
41992 %
F 595 E % | = Sorilla gorilla (Gorila niZinna)
9942 %

F : -+ Puongo abelii (Orangutan sumatersky)
1:100 %
1100 %
F ’ -+ Pongo pygmaeus (Orangutan bornejsky)
0: 100 %
L 0: 100 %

- Hylobates muelleri (Gibon millerdy)
7498 %
T AT 2 %

8: 100 % - Hylobates pileatus (Gibon kapowy)

- Hylobates klossii (Gibon maly)

-+ Symphalangus syndactylus (Gibon siarmang)

0 oot o002 003 004 005 0068 007

Obréazek 12: Ukazka dvou rozdilnych resamplingovych testi fylogenetické analyzy aplikovanych na stejné
vstupni nukleotidové sekvence.

Poznamka: Uvedené stromy jsou konstruovany metodou neighbor-joining, distan¢ni matici je matice proporcio-
nélnich vzdalenosti a vstupnimi sekvencemi jsou Useky 18s rRNA ptislusnych Zivocicht. Pro oba testy bylo
pouzito 500 pseudoreplikaci, u Jackknifingu byly sekvence zkraceny na 50 % své ptivodni délky.

3.3. OTU jackknifing

Jak nézev napovida, metoda vychazi z principu jackknifingu. Nyni ovSem nedochazi ke kra-
ceni ptivodni délky sekvenci, ale v jednotlivych krocich odebirdme postupné vzdy jeden fadek
z originalniho setu vstupnich sekvenci. To znamena, Ze odebirdme v podstaté celou jednu
vétev, jednu taxonomickou jednotku, viz obrazek 13. Pro piiklad jsme odebrali tfeti OTU.

Potadi sloupct ziistava zachovano. Sekvence poté znovu zarovname.
5 10 15 20 25

OTU‘ITTA.CCAAACCATTTACCCAAATAA

OTUQATTAAACT.ACAATTAACA CCCAA

0OTU 3 TlA TAT.TTTAAC CC.C-

C
OQTU4|C TAACC AACCATTCACCC AAACAA
C

0OTU 5 TAC TAACC“CAAA-TA.i

n = =

OTU‘ITTA.CCAAACCATTTACCCAAATAA
OTU2ATTAAACT.ACAATTAACAlCCCAA
A

OQTU4|C TAACC AACCATTCACCC AAACAA

0OTU 5 TACCCTAACC“CAAA-TA.i

Obrazek 13: Originalni sekvence a jejich OTU jackknifingové pseudoreplikace.
Nahote: originalni sekvence. Dole: OTU jackknifingova pseudoreplikace pti odebrani OTU 3.
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Na zakladé takovéto pseudoreplikace sestrojime pseudostrom (zde napiiklad metodou
neighbor-joining, s pouZitim proporcionalnich vzdalenosti), ktery porovname s ptvodnim
originalnim stromem, obsahujicim vSechny OTU, viz obrazek 14.

Crigin&lni strom Pseudostrom
T T T T

T T T T T T T T T T
= -4 0TU s r —=¢ -4 0TU1

# Tento uzel zanikne Neshoda
G o, otuz

0TUL OTU 5

—] 40TU2

s
£<$ OTUL, OTUZ, OTU S
Shoda

4 0T

L o 4 0TUS
< OTU 1, OTUZ, OTU 4, OTU 5
40TU?2
Shoda

0 40TU4 r o 40TU4

0TU1, OTU 2, 0TUS

e ——————,
0TU 1, 0TUZ, OTU 4, OTU 5

EII EI‘EIE I]‘1 I]‘15 EIIZ [II I]IEIQ I]‘[|4 I]I‘]E DI‘]E I]‘1 I]‘12 I]‘14 EI“\E EI‘WE I]‘Q
Obrazek 14: Srovnani originalniho stromu s pseudostromem bez OTU 3.

Metodika srovnani je shodna s bootstrappingem i jackknifingem. Spo¢teme procentu-

alni zastoupeni shodnych uzld, tedy takovych, které obsahuji shodné OTU, pii ¢emz nezalezi

na potadi vétveni, viz rovnice (5). Piislusnou, v daném kroku odebranou, vétev samoziejmé

pii srovnani s origindlnim stromem nebereme v uvahu:

Pocet shodnych uzli Pseudostromu

+100 % = >-100 % = 67 %. (5)

Pocet vsech uzli pseudostromu

Hodnotu OTU jackknifingové podpory poté piipiSeme k ptislusné, v daném kroku
odebrané, vétvi v originalnim stromé, viz obrdzek 15 vlevo [12].

CTU Jacknifing QOTU Jacknifing
ul —4-0TUs F a 133%-0TUS
’ ,

O q4B7%-0TU3 r O 67 %-0TU3
H-0Tu1 F 33 %-oTud
~4-0Tu2 E 133%-0TU 2
a ~4-0Tu4 E 0 133%-0TU4

1 1 1 1 1 I I I I I

0 0.08 0.1 015 0.2 0 0.0s 01 014 02

Obréazek 15: Vznik vysledného stromu u OTU jackknifingu.
Vlevo: Strom s OTU jackknifingovou podporou OTU 3. Vpravo: vysledny strom s OTU jackknifingovou podpo-
rou vSech vétvi.
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Interpretace vysledkii

Interpretace této statistické metody je od piedchozich odlisna. Hypotéza tohoto testu je
zalozena na ptedpokladu, ze odebrani jedné vétve neovlivni topologii celého stromu, pokud je
tento strom dostate¢né robustni. Je ziejmé, Ze ¢im je procentudlni hodnota OTU jackknifingo-
vé podpory vyssi, tim mén¢ je strom danou vétvi ovlivnén, tedy tim vice je strom robustnéjsi.
Napiiklad 100 % podpora vétve by znamenala, ze je originalni strom a strom bez pfislusné
vétve naprosto shodny (vyjma oné odebrané vétve), topologie by se viibec nezménila. Metoda
mize byt velmi uzite¢na pro odhaleni artefakti dlouhych vétvi probiranych v kapitole 2.4 [9],
[12], [45].

3.4. PTP test

Posledni resamplingovou metodou je test permutation tail probability, zkracené¢ PTP test.
Znovu vychéazime z originalnich, pod sebou zarovnanych, sekvenci. Nyni v8ak provedeme
permutaci bez opakovani vsech znakt postupné v jednotlivych sloupcich data setu, viz obréa-
zek 16.

5 10 15 20 25
otuifr T Alc

OTU2|ATTAA

oTU 3 TlA

OTU4|C T A AC

OTuU 5 TAC

AACCATTTACCC AAATAA
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A
C
ATAT.TTTAAC CC.C-
A
C

AACCATTCACCCAAACAA

i n clirc o 2 B < e

TAC.AATTAA C A A
TACCA.TCCCCAACAC A

TAACCTTAAACACACCAC

[ I o R o B R

AlACATTlACCC CTTAA
AATCTTTTACA AAAC A
10 15 20 25

Obrazek 16: Originalni sekvence a jejich PTP pseudoreplikace.
Nahote: originalni sekvence. Dole: PTP pseudoreplikace.

Timto postupem v podstaté znehodnotime informaci obsaZzenou v ptivodnim data setu.
Na zaklad¢ takovéhoto psedovzorku sestrojime pseudostrom a spocteme jeho délku (secteme
délky vSech jeho vétvi). Timto zpisobem sestrojime a ur¢ime délku alespoit 100 pseudostro-
mu. Tato Cislovka vychazi ze stejné teorie, rozebirané v kapitole 3.1 Bootstrapping - pfesnost
vysledkd a jejich interpretace. Zde se vSak spokojime i s niz§im poctem pseudoreplikaci
(v ptipadé bootstrappingu to bylo 500), protoze u PTP testu nepotiebujeme dosahnout tak
vysoké piesnosti. Jednotlivé délky pseudostromtl jsou totiz od piivodni délky originalniho
stromu zpravidla velmi vzdaleny. Rovnéz interpretace vysledku je odlisna. Navic vyuZivame
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bootstrappingu, kde provedeme permutaci sice v§ech sloupct, ale pouze v jednom kroku.

V idealnim ptipad¢ by délka originalniho stromu méla byt vzdy kratSi nez délky vSech
pseudostromtl. Pro nadzornost byva vysledkem PTP testu histogram. Pro vétsi piehlednost je
mozné histogram normalizovat. Pokud vydélime délku vSech pseudostromii délkou original-
niho stromu, bude histogram ukazovat, kolikrat jsou pseudostromy delSi v porovnani s origi-
nalnim stromem. Ten bude mit délku vZdy rovnu jedné, viz obrazek 17 [9], [12], [46].

Histogram délek strom( pro 100 pseudoreplikaci
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Obrazek 17: Normalizovany PTP histogram pro 100 pseudoreplikaci.

Interpretace vysledki

Predpokladame, Ze originalni fylogeneticky strom sestrojeny na zakladé naSich dat
neni nadhodny, ale je evolu¢né podlozeny za predpokladu, ze evoluce probiha vzdy nejkratsi
cestou (obdobny piedpoklad vyuziva napiiklad i konstrukéni metoda minimum evolution,
viz kapitola 2.4.2). Stejnd mnoZina dat znehodnocena permutacemi tedy musi davat vzdy hor-
st vysledek. Vysledek interpretujeme tak, ze data obsahuji dostatecnou fylogenetickou infor-
maci pro odhad evoluce, pokud alespont 95 % pseudostromti ma vétsi délku nez originalni
strom [12], [46].
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4. Realizace algoritmu resamplingovych
testu fylogenetické analyzy

VSechny resamplingové testy popsané v kapitole 3 byly realizovany v programovém prostiedi
Matlab s Bioinformatickym toolboxem jako samostatné funkce. Jako referencni data, kte-
ra byla pouzivana pro testovani navrzenych algoritmd, jsme zvolili geny 18s rRNA deseti
primatt. Ke konstrukcei stromi byla vzdy vyuzita konstrukéni metoda neighbor-joining. Vstu-
pem vSech funkci mohou byt aminokyselinové nebo nukleotidové sekvence (DNA nebo
RNA) ve formatu FASTA (standardni format dat pro praci v bioinformatice).

4.1. Bootstrapping

Funkce Bootstrapping.m pracuje dle nasledujiciho schématu (obrazek 18):

{ Bootstrapping.m

1:podel replikaci

U 5)a) 6y

Na{;lgml- Pfevzorkovani Srownani uzll viach
\«JEEV:}'ELE. zarovnanych pseudastromil s uzly
- sekvenci originaginiho stromu
funkca
2) ¥ 5ib) ¢ LR |
Zarovnani V{poiet E!?:;Eggg
sekvanci distanéni matice ¥
stromu
3) ¥ 5c) oy
Vypodet
distanéni matice Pseudostrom
49 5 5)d) gy
Originalni UloZeni
stgr::ri pseudostromu
do struktury

Obréazek 18: Vyvojovy diagram funkce Bootstrapping.m
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Vstupy funkce Ize najit v tabulce 10. Vystupem je vysledny strom s uloZzenymi hodnotami
bootstrappingove podpory uzla (obrazek 20) a dale pak vykresleny ptivodni, originalni strom
(obrazek 19).

1)  Nacteni sekvenci, volba vstupi funkce

Bootstrapping(Seq,Dist_model,Subst_matice,PocetReplikaci)

Tabulka 10: MoZnosti zadéni vstupnich argumentd funkce Bootstrapping . m véetné jejich vysvétleni.

Niii‘;‘v;::zm MoiZnosti zadani Vysvétleni
Seq Priklad poutziti: "Sequence.fasta” Navez souboru ve formatu fasta, véetné pripony
Pt Volba distan¢niho modelu: Proporcionalni
"jct Volba distan¢niho modelu: Jukes-Cantor(iv
“k* Volba distan¢niho modelu: Kimur(v
"ttt Volba distan¢niho modelu: TamurQv
Dist_model “tn*® Volba distan¢niho modelu: Tamura-Neilv
"poisson” Poissonv model pro aminokyseliny
“gamma* Gamma model pro aminokyseliny
a Parametr tidici evolucni rychlost u gamma modelu
"JC_AK*® Jukes-Cantorlv model pro aminokyseliny
"BLOSUM6G2*
"BLOSUM30" az "BLOSUM90O*"
. s _krokem 5 Volba substituéni matice pro aminokyseliny
Subst_matice *BLOSUM100*"
"PAM10® az "PAM500" s krokem 10
"NUC44* Volba substitu¢ni matice pro nukleotidy
PocetReplikaci | Priklad pouziti: 500 Pocet pozadovanych pseudoreplikaci

2)  Zarovnani sekvenci
Sekvence jsou zarovnany pomoci funkce multialign, s nastavenim poZadované sub-

stituéni matice.

3)  Vypocet distan¢ni matice
Za timto ucelem byla vytvofena samostatna funkce dist_model .m, ktera dokaze spo-
¢itat evoluc¢ni vzdalenost dvojice sekvenci na zéklad¢ pozadovaného distanéniho mode-
lu dle vzorct uvedenych v tabulkach 5 a 6. Jednotlivé hodnoty vzdalenosti jsou pomoci

for cyklu fazeny do odpovidajici distan¢ni matice.

4)  Originélni strom
Hodnoty distan¢ni matice je tfeba nejprve piepsat po fadcich na vektor. Tento vektor je
pak pouzit jako vstup funkce seqgneighjoin, spolu s argumentem
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5)
a)

b)

“equivar”, coz odpovida metod¢ Neighbor-Joining s modifikaci dle Studiera-
Kepplera. Vytvoii se specialni typ objektu phytree. Pomoci funkce plot je poté original-
ni strom vykreslen, viz obrazek 19 [32].

Criginalni stram

r E - Pan troglodytes (Simpanz uéenlivy)

r 4 Pan paniscus (Simpanz bonobo)

r S EE— 4 Homo sapiens (Clovék moudry)

r | 1 Gorilla gorilla {Gaorila nizinna)
—®

r +:DD 1 Pongo abelii (COrangutan sumatersky)

r 1 Pongo pygmaeus (Orangutan bornejsky)
[ ]

r 4 Hylohates muelleri (Giban milleriy)

r 1 Hylobates pileatus (Gibon kapowy)

o I ¥ 1 Hylobates Klossii (Giban maly)

r ——————n 1 Symphalangus syndactylus (Gibhon siamang)

0 001 D02 003 004 005 006 007

Obréazek 19: Originalni fylogeneticky strom.

For cyklus funkce Bootstrapping.m
Pievzorkovani zarovnanych sekvenci
Bootstrappingové pseudoreplikace sekvenci jsou vytvofeny na zékladé ptivodniho setu

zarovnanych sekvenci DataSeq z kroku 2). Piikaz pom = DataSeq
(:,randsample (1:delkas,delkas, "true”)) vytvori pozadované zpiehazeni

sloupcti s moznym opakovanim a uloZi jej pod pomocnou proménnou pom.

Vypocet distancni matice
Vypocet je shodny s krokem 3) az na to, Ze tentokrat pocitime distance v novém pseu-
doreplikovaném data setu pom.

Pseudostrom
Vytvofeni matlabovského objektu typu phytree je shodné s krokem 4). Vychazi

z distan¢ni matice obdrzené v kroku 5) b). Nyni ovSem obdrZzeny objekt phytree nevy-
kreslujeme.
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6)

7)

d) UloZeni pseudostromu do struktury

Pseudostrom z kroku 5) ¢) si uloZime do struktury Pseudo_tree. Veskeré ukony 5)
a) - 5) d) jsou opakovany ve for cyklu, pii ¢emz se veskeré proménné v nich vytvoiené
neustale prepisuji, vyjma struktury Pseudo_tree. Ta se neustile rozSifuje o nové

pseudostromy v zavislosti na uzivatelem zvoleném poctu replikaci.

Srovnani uzhi vSech pseudostromu s uzly originalniho stromu
Originalni strom je nejprve rozloZen na vSechny své podmnoZziny (podstromy, jejichz

kofeny jsou postupné vSechny uzly ptvodniho stromu) pomoci funkce subtree.
Z téchto podstromu ziskdme nézvy lista piislusnych uzll a ty pak sefazené podle abece-
dy uloZime do struktury Leaf_Origin pod pfislusnym indexem i (index korespondu-
je s pofadim uzlu originalniho stromu). Stejny postup aplikujeme také na vSechny
pseudostromy a jejich uzly uloZime do struktury Lea¥ pseudo, tentokrat pod indexy j
a i, kde j urcuje poradi pseudostromu a i urcuje poradi uzlu daného speudostromu.

Samotné srovnani spociva Vv porovnani struktur Leaf Origin a Le-
af_pseudo pomoci dvojitého for cyklu:

for i = 1 : PocetVstupu-1
for j = 1 : PocetReplikaci*(PocetVstupu-1)
if isequal(Leaf Origin{i},Leaf Pseudo{j})
srovnani(i) = srovnani(i) + 1;
end
end
end

Pokud nastane shoda list uzla, k proménné srovnani se pficte jednicka na pozici pod
indexem i, ktera koresponduje s pofadovym ¢islem uzlu originalniho stromu. Nakonec
tedy dostaneme vektor srovnani, kde na pozici kazdého uzlu originalniho stromu bude
spocten vyskyt shodného uzlu u vSech vytvorenych pseudoreplikaci.

Vizualizace vysledného stromu
Nejprve si spoteme procentudlni zastoupeni jednotlivych uzli v pseudostromech podé-

lenim hodnot vektoru srovnani poctem replikaci a vynasobenim 100. Poté zménime
originalnimu stromu nazvy uzli (*NODENAMES "), kde pfipiseme procentualni zastoupe-
ni pfislusnych uzli a nakonec vykreslime origindlni strom s povolenym zobrazenim

nazvu uzli, viz obrazek 20.
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Eootstrapping

I 2% 1 Pan troglodytes (Simpanz utenlivy)
. 4%
I 3:63.2% 1 Pan paniscus (éimpanz bhonaba)

- el L n 4 Homo sapiens (Clovék rmoudny)
- 5o5d cyi‘ 1 Gorilla garilla (Gorila niZinna)

r 1 FPongo abelii (Orangutan sumatersky
1. 100 % l ? ( d gt
r 1 Pongo pygmaeus (Orangutan bornejsky)

0: 100 %‘
r ~ Hylohates muelleri (Gibon millers)
7534 %
i 8: 100 % 1 Hylohates pileatus (Gibon kapowy)
- | B 100 % 4 1 Hylohates Kossii (Gibon maky)
r —————0 1 Symphalangus syndactylus (Gibhon siamang)
0 002 0.04 0.06

Obréazek 20: Originalni fylogeneticky strom s hodnotami bootstrappingové podpory uzli.

4.2. Jackknifing

Funkce Jackknifing.m pracuje dle shodného schématu jako bootstrapping, viz kapitola 4.1,
obrédzek 18. Lisi se v podstaté jen v krocich 1) a 5) a), dalSi kroky jsou naprosto shodné s bo-
otstrappingem. Vysledny strom s vyzna¢enou jackknifingovou podporou uzll je na obrazku
21.

1)  Nacteni sekvenci, volba vstupi funkce
Jackknifing(Seq,Dist_model,Subst _matice,PocetReplikaci,zkraceni)

Oproti bootstrappingu piibyl vstup funkce zkraceni. Jedna se o ¢iselnou hodnotu uda-
vajici poZzadované zkraceni ptuvodni délky zarovnaného data setu sekvenci nukleotida
(aminokyselin). Nabyva hodnot od 0 do 1. Napiiklad zkraceni 0,45 tedy zkrati pavodni
data set na 45 % své puvodni délky. Ostatni vstupy jsou shodné s bootstrappingem, viz
tabulka 10.

5)  For cyklus funkce Bootstrapping.m
a) Prevzorkovani zarovnanych sekvenci
Pfed samotnym pievzorkovanim data setu zarovnanych sekvenci dochdzi k jejich

zkraceni. Puvodni sekvence se nejprve ulozi pod pomocnou proménnou pom. Poté se
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7)

pomoci funkce randi ve for cyklu vymaze zvoleny pocet sloupct v data setu. Takto

zkraceny data set

ptevzorkujeme

ptikazem pom = pom(:,randsample

(1:delkas,delkas)). Vytvoii se tak poZadované zpiehazeni sloupct ve zkraceném

data setu bez opakovani.

Vizualizace vysledného stromu

5032 % |

0: 100 %

Jackknifing

E o= R I —

g: 100

B: 100 %%

1:1DD%[

7 4ABEB

g
)

L n

2:1DD%[
3 B2 %

0.02

0.04

0.068

Pan troglodytes (Simpanz ugenlivy)

Pan paniscus (Simpanz bonoba)

Homa sapiens (Clovik moudny)

Gaorilla garilla {Gaorila niZinna)

Fongo abelii (Crangutan sumatersky)
Pongo pygmaeus (Orangutan bornejsky)
Hylobates muelleri (Gibon molleriy)
Hylobates pileatus (Gibon kapowy)
Hylobates klossii (Gihon maly)

Symphalangus syndactylus (Gibon siamang)

Obréazek 21: Originalni fylogeneticky strom s hodnotami jackknifingové podpory uzli.
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4.3. OTU jackknifing

Funkce OTU_Jackknifing.m pracuje dle nasledujiciho schématu (obrazek 22). Funkéni
bloky zarovnani sekvenci, vypocet distancni matice a vizualizace originalniho stromu jsou
shodne s funkci bootstrapping.m, viz kapitola 4.1, kroky 2) aZ 4). Pokracovat tedy bude-
me popsanim vstupti funkce a dale pak vysvétlenim for cyklu funkce OTU_Jackknifing.m.

oTu

jackknifing.m

1:podet sekvencl  }

Uprava pseudostromu
L

1) v 5)a)
Had

teni

sekvenc Odebrani jedné Uprava
Volba wstupu sekvence originainibo
funkecs stromu

2) L 5) b} L d G) L J

i . i li
Zarovnani Zarovnani Vystfizeni jedné :::‘;:J:dl::ﬁg
selvenci sekvenci sekvence stromu
3) Y S)c) y Al Y
Vypocet Vipotetl Srovnavaci
distanéni matice distanéni matice strom
4 sid) ¢ S
Srovndni
COriginalni pseudaostromu a
strom Pseudostrom 4 d > srovnavaciho
stromu
v
Konec

Obrazek 22: Vyvojovy diagram funkce OTU_Jackknifing.m
1)  Nacteni sekvenci, volba vstupi funkce
0TU_Jackknifing(Seq,Dist_model,Subst _matice,PocetReplikaci)

Vstupy jsou shodné s funkci bootstrapping.m, viz tabulka 10.
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5)

For cyklus funkce OTU_Jackknifing
a) Odebrani jedné sekvence
V jednotlivych krocich for cyklu dojde k vymazéani postupné vzdy jednoho fadku

vstupniho data setu zarovnanych sekvenci. Takto upraveny data set se ulozi pod pro-

ménnou pom.

b) Zarovnani sekvenci
Pomocna proménna pom s upravenym data setem sekvenci se nasledné zarovna pomo-

ci funkce multialign, s nastavenim poZzadované substitu¢ni matice.

C) Vypoclet distan¢ni matice
Samostatna funkce dist_model .m, spocitat evolu¢ni vzdalenost dvojic sekvenci po-
mocné pom na zaklad¢ pozadovaného distanéniho modelu dle vzorct uvedenych v ta-
bulkéach 5 a 6. Jednotlivé hodnoty vzdalenosti jsou pomoci for cyklu fazeny do odpovi-

dajici distan¢ni matice.

d) Pseudostrom
Hodnoty distan¢ni matice z kroku 5) c) je tfeba nejprve potieba piepsat po fadcich na

vektor. Tento vektor je pak pouzit jako vstup funkce segneighjoin, spolu s argu-
mentem “equivar”. Ten udava konstruk¢éni metodu stromu neighbor-joining. Vytvo-
ii se specialni typ objektu phytree.

e) Vystiizeni jedné sekvence
Dojde k vystiizeni té¢ vétve origindlniho stromu, kterd byla v daném kroku for cyklu
vymazana v bod¢ 5) a). Zbytek originalniho stromu zistava beze zmény, ¢ehoz doci-

lime pouzitim funkce prune.

f) Srovnavaci strom
Vznikly srovnavaci strom je nejprve rozlozen na své podstromy a jednotlivé vétve se-

fazené podle abecedy kazdého uzlu jsou ulozeny do struktury Leaf_Origin, podob-
né jako je popsano u kapitoly 4.1 Bootstrapping v kroku 6.

g) Srovnani pseudostromu a srovnavaciho stromu
Stejnym zpusobem vytvoiime strukturu Leaf Pseudo, kterd obsahuje uzly pseudo-

stromu vytvofené¢ho v kroku 5) d). Nasledné dojde ke srovnani vytvofenych struktur
Leaf Originaleaf Pseudo pomoci dvojitého for cyklu:

45



6)

for j=1:PocetVstupu-2
for k=1:PocetVstupu-2
if isequal(Leaf Origin(l,]j),Leaf Pseudo(l,k))
srovnani(x)=srovnani (x)+1;
end
end
end

Pokud nastane shoda listi uzld, k proménné srovnani se pficte jednicka na pozici
pod indexem X, ktera koresponduje s pofadovym ¢islem odebrané vétve v daném kroku
for cyklu. Na konci celého for cyklu tedy dostaneme vektor srovnani, kde na pozici
kazdé vétve origindlniho stromu bude spocten vyskyt shodnych uzli ptislusnych pseu-

dostromu a srovnavacich stromu.

Vizualizace vysledného stromu
Nejprve si prepocitame zastoupeni shodnych uzlti ve vektoru srovnani na procentualni

hodnoty a ty ulozime jako novou proménnou zastoupeni. Poté zménime originalnimu
stromu nazvy vétvi, kde pripiSeme procentudlni zastoupeni piislusnych vétvi a nakonec
vykreslime originalni strom s novymi nazvy vétvi, viz obrazek 23.

2TU Jackknifing
B E 4 989 % - Pan troglodytes (Simpanz uéenlivy)
B 4 100 % - Pan paniscus (Simpanz bonabo)
B —————n 4 100 % - Homo sapiens (Clovek moudry)
B 1 100 % - Gorilla gorilla {(Gorila niZinna)
—
B Eﬂ 4 100 % - Pongo abelii (Orangutan sumatersky)
B 1 100 % - Pongo pygmaeus (Orangutan barnejsky)
] o .
B 1 100 % - Hylobates muelleri (Gibon milleris)
B 1 100 % - Hylobates pileatus (Gibon kapowy)
L & 1 100 % - Hylobates klossii (Gibhon maly)
B ————n 1 88 % - Symphalangus syndactylus (Gibon siamang)
1] 0.02 0.04 0.06 .08

Obréazek 23: Originalni fylogeneticky strom s hodnotami OTU jackknifingové podpory vétvi.
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4.4. PTP

Funkce PTP.m pracuje dle podobného schématu jako bootstrapping, viz kapitola 4.1. Vstupy
obou téchto funkci jsou shodné a lze je nalézt v tabulce 10. Také pievzorkovani zarovnaného
data setu sekvenci probiha naprosto shodné, tedy zpfehazenim jednotlivych sloupci s opako-
vanim. Rozdil je v§ak v bodé 5) d), 6) a 7), viz obrézek 24.

PTP.m

1:podet replikaci

U Sja) 4 6) ¥

Matteni Pfevzorkovani
e caroyanyn Nomaless st
nrual_lxgeupu sekvenci T
2) L4 5)b) ¢ IR |
) — i li
Zarovnani Vypodet V!z?adlﬁzﬁg
sekvenci distan&ni matice vysle
histogramu
3 r 5)c) g

Vypofet

distanéni matice Pseudostrom

4 5)d) y

Qriginaini UloZeni délky
strom psaudostromu
—T
Y
Konec

Obréazek 24: VVyvojovy diagram funkce PTP.m

5)  For cyklus funkce OTU_Jackknifing
d) Ulozeni délky pseudostromu
Zde ukladame pouze informaci o celkové délce pseudostromu (soucet délek vSech jeho

vétvi).
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6)

7)

Normalizace délek pseudostromu
V bod¢ 6 vydélime délky vSech pseudostromi délkou originalniho stromu. Dostaneme

tak normalizované délky stromu, které udavaji, kolikrat jsou del3i nez originalni strom.
Ten bude mit logicky normalizovanou delku vzdy 1.

Vizualizace vysledného histogramu
Nakonec nechame vykreslit histogram normalizovanych délek stromii spole¢né s ozna-

¢enym originalnim stromem, viz obrazek 25.

Histogram délek strom( pro 500 pseudoreplikaci
120 T T T T T T T T

100

80

cetnost strom(
(o))
[a=)
T

40

201

| | | | | | | |
1.05 11 115 1.2 1.25 13 1.35 14 1.45 15
delka stromu

= Roriginalni strom

Obréazek 25: Vysledek PTP testu - normalizovany histogram délek stromi.
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4.5. Programove rozhrani pro analyzu resamplingo-
vych testu

Za Gcelem rychlého, snadného a ptehledného hodnoceni a zpracovani vysledka resamplingo-
vych testl bylo vytvoieno uZivatelské programové rozhrani, umoziujici ze souboru biologic-
kych sekvenci ve FASTA (standardni format dat pro praci v bioinformatice) kodu vykreslit a
analyzovat fylogeneticky strom s nastavitelnymi parametry v programovém prostiedi Matlab
s bioinformatickym toolboxem. Veskeré fylogenetické stromy, ¢i analyzy zaloZené na nich,
jsou konstruovany pomoci metody Neighbor-Joining.

Program v podstaté sdruzuje funkce pfedchozich podkapitol 4.1 - 4.4. Interface pro-
gramu muzeme vidét na obrazku 26. Schéma propojeni jednotlivych ovladacich prvki pro-

gramu je nazna¢eno blokovym schématem na obrazku 27.

l MNacist sekvence l

— Statisticka analyza stromd — Info
Bootstrapping Zdrojovy soubor: netopyri fasta
Typ: Aminokyselinové sekvence
Jackknifing
— Nastavitelné parametry
Distanéni model | p - distance -
OTU Jackknifing )
Skérovaci matice | BLOSUM v Gislo |30 -
PTP test 1 ]
Pocet replikaci 100 - Zkraceni |20 w | % (pro jackknifing)
— Vliv parametril na analyzu Poéet aktivnich sekvenci: 18 z 18
i i o tr|T2KF33|T2KF33_BRACV NADH-ubiguinone oxidoreductase chain S
Analyza skorovaci matice 1r|099604/099604_ARTJA NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5

trT2KG12|T2KG12_STUTI NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5
trT2KEWO|T2ZKEWO0_ANOCU NADH-ubiquinone oxidoreductase chail
trHETQDB|HETQDE_ARTLI NADH-ubiguinone oxidoreductase chain £ -
trT2KFT8[T2KFT8_CARPS NADH-ubiquinone oxidoreductase chain £~
Analyza Jackknifingu trT2KAW3T2KAW3_MICMG NADH-ubiguinone oxidoreductase chain
trT2KGV5|T2KGVS_LOPSL NADH-ubiquinone oxidoreductase chain £
tr T2KFAS|T2KFAS_RHIPM NADH-ubiguinone oxidoreductase chain 5
tr\\WWOFDB8|WOFDB8_PTEFA NADH dehydrogenase subunit 5§ OS=P ; i
trT2KF35[T2KF35_PTERU NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 ‘ fiabledizckena ‘
triT2KH49|T2KH49_VAMSP NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5
trlQ58F58|Q58F58_MYSTU NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 5 ©
‘ I » [ Zjednodusit nézvy

Vykresli originalni strom

Analyza distanéniho modelu

COdebrat z analyzy l

Obréazek 26: Interface programu pro analyzu resamplingovych testu.
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Nacist sekvence Info
;XJESJUFASTA »|- Zdrojovy soubor
- Zjisténi typu o
sekvenci - Typ
A ¢ Y Y
Vliv parametrt na Nastavitelné parametry Statisticka analyza
analyzu stromu .
g Aqalyza . Distanéni .
»  skorovaci - model Bootstrapping
matice
Y |
Analyza Skérovaci o
Jackknifingu matice | | ©'S1° PTP test
T
v
Analyza
] I . I OTU -
dl?';ac'zt:el::jho Pocet replikaci Jackknifing
Zkraceni » Jackknifing

y y
Vykresli originalni
strom
A

Nahled sekvenci
A

[

Seznam sekvenci

s k “]

Pridat sekvence

Odebrat sekvence

| Zjednodusit nazvy |

[ Funkéni tlagitka ,,i“ a ,s" |

»  Vysledny graf |a

Obrézek 27: Schéma propojeni jednotlivych ovladacich prvki programu.

Nacteni sekvenci

Po spusténi programu musime nejprve nacist sekvence ve FASTA kddu. Po stisknuti
tlacitka ,,nacist sekvence® se otevie nové okno, které umoziuje vybrat soubor ulozeny kdekoli
na pevném disku pocitace. Teprve po otevieni tohoto souboru se zobrazi cely interface pro-
gramu jako na obrazku 26.

50



Panel info
V panelu info vidime nazev souboru, ktery je nacten a také informaci o tom, zda se jedna o
aminokyselinove nebo nukleotidové sekvence.

Panel nastavitelné parametry

Panel nastavitelné parametry umoziuje vybrat distan¢ni model, skorovaci matici a pocet
replikaci, které maji byt realizovany. Nabidka distan¢nich modeld a skorovacich matic se mé-
ni v zéavislosti na tom, zda jsme nacetli aminokyselinové nebo nukleotidové sekvence a je
shodna s udaji uvedenymi v kapitolach 2.2 a 2.3. Pokud zvolime model gamma pro aminoky-
seliny, program umozni vybér gamma parametru fidiciho evoluéni rychlost. Poslednim nasta-
vitelnym Udajem je zkraceni, které udava o jakou procentudlni cast si piejeme zkratit zarov-
nané sekvence u jackknifingového testu.

Seznam nactenych sekvenci

Ve spodni ¢asti programu se nachazi posuvny seznam nactenych sekvenci. Pro analy-
zy zaloZzené na odebirani a zkoumani vlivu jednotlivych vétvi na resamplingové testy program
umoziuje jejich odebrani z analyzy (ptipadné zpétné ptidavani do analyzy). Program také
umoziuje zjednodusit nazvy sekvenci pomoci zaskrtavaciho pole ,,zjednodusit nazvy*. Zkra-
ceni je zaloZeno na principu vyhledani pozice znaka ,,OS=" nebo posledniho znaku ,,|“. Od
nasledujiciho znaku se za¢nou zapisovat jednotliva pismena az do druhé nalezené mezery.
Takovyto zapis totiZ odpovida standardizovanému zapisu nazvu sekvenci stazenych z databa-
zi: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ nebo http://www.uniprot.org/. Pted zkraceny zapis
se jesté doplni potfadova Cisla sekvenci, aby bylo zabranéno pfipadnému vzniku duplicitnich
nazvu vétvi. Pokud ma uzivatel sekvence stazené z jinych databazi nebo nebude se zjednodu-
Senym zapisem spokojen, ma moznost ohranicCit usek ndzvu sekvenci, ktery ma byt zobrazen,
do sloZenych zavorek {usek}. Je vS8ak nutno takto ohraniCit usek u vSech sekvenci daného
FASTA souboru.

Napravo od seznamu sekvenci se nachazeji dva funkéni tlacitka. Tlacitko ,,vykresli
originalni strom* vykresli fylogeneticky strom na zakladé nastavenych parametri metodou
Neighbor-Joining. Tla¢itko nahled otevie matlabovskou aplikaci pro nahled zarovnanych sek-
venci, ze kterych budou vSechny analyzy vychazet. Tento nahled mize byt uzitecny pro jed-
noduché hodnoceni podobnosti sekvenci a také pro hodnoceni mnozstvi substituovanych po-
zic.

Panel statisticka analyza stromi

Panel statisticka analyza stromu nabizi realizaci resamplingovych testd na zakladé funkci
uvedenych v kapitole 4. Vysledny strom (¢i histogram u PTP testu) se otevie v novém okné a
zustava otevien dokud jej sam uZzivatel nezavie. To umozituje mit najednou spusténé vysledky

analyz s riznymi parametry ¢i vstupnimi sekvencemi.
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Funk¢ni klavesy ,,i“ a ,,s¢

[3

Pokud ma uzivatel aktivni okno s vysledkem analyzy a stiskne tladitko ,,i, zobrazi se mu
podrobné informace o dané analyze. Pii opétovném stisknuti tlacitka ,,i* podrobnosti zmizi.
Klavesa slouzi k lep$i orientaci v mnoha otevienych vysledcich analyz.

Klavesa ,,s* slouzi k rychlému uloZeni vysledku jako obrazku ve forméatu png. Soubor
se ulozi do adresaie spusténého programu. Pro snadnou orientaci jsou v ndzvu souboru obsa-
Zeny informace o dané analyze ve formatu:
ndzev souboru _ ndzev resamplingového testu a pocet replikaci _ (jackknifingove zkraceni) _
konstrukcni metoda _ zkratka pouzitého distancniho modelu _ skorovaci matice a jeji cislo

poradové cislo obrazku se shodnym nazvem.png

Priklad nazvu obrazku:
netopyri.fasta_bootstrapping100_N-J jc AK_BLOSUMS50(0).png

Panel vliv parametri na analyzu
Tento panel nabizi tii analyzy pro aminokyselinové sekvence a dvé pro nukleotidové (zde je
analyza skorovaci matice bezptedmétna, jelikoz existuje pouze jedna, NUC44). Vysledkem
vSech analyz je vzdy graf srovnavajici vliv danych parametri na vysledek fylogenetického
testu. Pted spusténim analyzy je dobré mit na paméti, ze se jednd o casoveé naro¢né vypocty,
zavisle na poctu pozadovanych replikaci a mnozstvi a délce vstupnich sekvenci.

Analyza skorovaci matice zkouma zavislost priamérné hodnoty bootstrappingu na skoé-
rovaci matici BLOSUM a PAM. Uzivatel voli pouze pocet replikaci a distancni model.

Analyza jacknifingu zkouma vliv poctu replikaci a zkraceni na hodnotu jackknifingu.
Volime tedy pouze distan¢ni model a skorovaci matici.

Analyza distan¢niho modelu ukazuje zavislost bootstrappingové podpory na volbé

distan¢niho modelu. UZivatel voli pouze skorovaci matici a pocet replikaci.
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5. Analyzaresamplingovych testu

Resampligové testy predstavené a realizované v této praci jsou zndmou problematikou a jejich
aplikace na verifikaci spravnosti fylogenetického stromu by méla byt vzdy nezbytnou soucasti
samotné konstrukce. V teoretickych popisech metod vSak cCasto chybi vysvétleni, co které
metody testuji a jak je mozné zkvalitnit vysledek volbou parametri fylogenetické analyzy.

V této posledni kapitole jsme tedy vyuZzili realizované programové rozhrani pro kon-
strukci a vyhodnoceni spravnosti fylogenetického stromu k analyze vlivu zmény parametra
fylogeneticke analyzy na vysledek statistickych testd. Testovali jsme vliv distanéniho modelu
a skorovaci matice na vysledek bootstrappového testu, vliv vybéru a poctu sekvenci na hod-
notu PTP testu a nakonec jsme se zaméfili na urceni spravného poctu replikaci a zkraceni u
jackknifingového testu.

5.1. Vliv distanéniho modelu na hodnotu bootstra-
pové podpory

Abychom mohli hodnoty bootstrapové podpory pro rizné modely snadno a ptehledné porov-
nat, zvolili jsme vykresleni procentuelnich hodnot podpory pro dané modely do formy krabi-
covych grafii (box plott). Jako vstupni data jsme zvolili rizné typy nukleotidovych nebo ami-
nokyselinovych sekvenci. Bootstrappingovy test byl provadén s poétem replikaci 500 a sko-
rovaci matici byla NUC44 nebo BLOSUM 50. Nejprve jsme zkoumali vliv na nukleotidové
sekvence, které jsou homologni, bez vyraznych substituci, deleci a inzerci a jsou pro fyloge-
netickou analyzu velmi vhodné. Jedna se fylogeneticky marker, gen 18s rRNA pro skupinu
dvanacti primata. Vysledny graf vidime na obrazku 28 [20], [21], [22].
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Zavislost Bootstrappingove podpory na distanénim modelu
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Obrézek 28: Zavislost bootstrappingové podpory na distanénim modelu pro nukleotidové sekvence genu 18s
rRNA pro skupinu dvanacti primatu.

Hodnota medidnu zGstava u vSech modelti na 100 %. Spodni hranice kvartilu je vzdy
okolo 90 %. Hodnoty minima a maxima jsou rovnéz srovnatelné. Vyraznégjsi rozdily Ize spat-
fit u hodnot odlehlych bodu. Pravdépodobné se u kazdé srovnavané skupiny jednd o shodné
dva uzly, které jsou volbou distan¢niho modelu vyrazné&ji ovlivnény. Jejich podpora je vSak
vzdy pomérné nizka. V celkovém kontextu se tedy zda, Ze volba distanéniho modelu nema v
tomto pifipadé na bootstrappingovou analyzu vyrazny vliv.

Pro podporu této hypotézy jsme udé€lali obdobnou analyzu pro aminokyselinové sek-
vence. Tentokrat jsme ale zamérné vybrali sekvence, které nejsou pro fylogenetickou analyzu
viibec vhodné. Jsou sice homologni, pouzili jsme v8ak dvé rozdilné isoformy téhoz proteinu -
superoxidu dismutazy. Bylo pouzito 33 sekvenci ruznych Zivocichi isoformy SOD 1 a 14
isoformy SOD 3. Diky tomu se u zarovnanych sekvenci objevuje mnoho deleci a substituci.
Zajimalo nas, jaky bude mit tento fakt vliv na naSi analyzu. Obdrzeli jsme dva vysledné grafy
29 a 30.
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Favislost Bootstrappingove podpory na distancnim madelu
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Obrazek 29: Zavislost bootstrappingové podpory na distanénim modelu pro aminokyselinové sekvence
superoxid dismutazy isoforem SOD1 a SOD 3.

Zavislost Bootstrappingove podpory na distancnim maodelu
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Obrézek 30: Zavislost bootstrappingové podpory na hodnoté gamma parametru pro aminokyselinové
sekvence superoxid dismutazy isoforem SOD1 a SOD 3.

Nejhorsich vysledki, co se ty¢e medianu, jsme dosahli pfi pouziti gamma modelu s
parametrem 0,65. Tento parametr je zamérné nastaven na nejmensi moznou hodnotu a odpo-
vida velmi rozdilnym sekvencim. Zména vSak ani zde a ani u nejvy3si mozné hodnoty s pa-
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rametrem 3 neni velka. Vysledky ukazuji, Ze ani u téchto aminokyselinovych sekvenci nemé-
ly zmény modelu vyrazny vliv na celkovou bootstrappingovou podporu.

Shrnuti

Volba spravného distanéniho modelu je bezesporu velmi dilezitym pfedpokladem pro kon-
strukci spravného fylogenetického stromu. Ovliviiuje vSak hlavné samotnou délku vétvi, re-
spektive celého stromu. Ma tedy vliv na odhad vysledné evolu¢ni evzdalenosti organismu ve
stromu, samotnou klasifikaci do shlukii ale neovlivni. Celkova hodnota bootstrapové podpory
se tak podle uvedenych zjisténi pfi pouziti aminokyselinovych i nukleotidovych sekvenci pfi-

li§ neméni.
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5.2. Vliv skérovaci matice na hodnotu bootstrapové
podpory

Vliv jsme v tomto piipad¢é zkoumali jen u aminokyselinovych sekvenci, které umoznuji volbu
skdrovaci matice. Pro srovnani vlivu na rizné typy sekvenci byly pouzity sekvence proteinu
superoxid dismutazy tii isoforem SOD 1, 2 a 3 vzdy pro skupinu sedmi Zivocichi stejného
nebo razného zivocisSného fadu. Pro vypocet distancni vzdalenosti byl zvolen model p -
distance, pocet replikaci byl 500. Vysledné grafy 31 a 32 ukazuji zavislost primérné hodnoty
bootstrappingu na skdrovacich maticich BLOSUM a PAM.

Zavislost priméme hodnoty Bootstrappingu na skorovaci matici BLOSUM
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Obrazek 31: Zavislost primérné hodnoty bootstrappingu na skorovaci matici BLOSUM pro riizné typy sekvenci.

Nejvyssich hodnot bootstrappingu jsme dosahli pfi pouziti sekvenci jednoho fadu a
vSech tii isoforem (priméati SOD 1, 2, 3). Pramérna podpora se pohybuje nad 98 % a je velice
stald. Podobn¢ vyrovnany charakter prib¢hu maji i sekvence stejného fadu i isoformy (prima-
ti SOD 1). V tomto ptipad¢ vSak byla primérna hodnota niz§i a pohybovala se v rozmezi
92 % az 93 %. Velmi nevyrovnany prib¢h jsme zaznamenali u posledni zkoumané skupiny
sekvenci, obsahujici aminokyseliny Sesti Zivo¢isnych fada a vSech tii isoforem (vice rodin
SOD 1, 2, 3). Hodnota kolisala v rozmezi 84 % az 96 %. Zajimave je, Ze se leckdy i sousedni
matice BLOSUM 1lisi o témét 10 %, viz obrazek 31 pro hodnoty BLOSUM 40 a 45. Je to zpu-
sobeno jednoznacné nespravnym zarovnanim vstupnich sekvenci a ukazuje na vyznamny vliv
volby skdrovaci matice na hodnotu bootstrappingové podpory.
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Féwislost primémé hodnoty Bootstrappingu na skoravaci matici PAM
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Obrézek 32: Zavislost primérné hodnoty bootstrappingu na skérovaci matici PAM pro riizné typy sekvenci.

Pfi zkoumani vlivu matice PAM (obrazek 32) jsme obdrzeli nejvyrovnanéjsi charakter
prabéhu u kiivky pro jednu isoformu i fad (primati SOD 1). Pomérné vyrovnany charakter ma
i ktivka pro jednu zivoci$nou rodinu a tfi isoformy (primati SOD 1, 2 3). Ta zacina vyrazné&ji
kolisat az u pomérné vysokych hodnot matice PAM350 az PAM500. Posledni zkoumana sku-
pina sekvenci pro vice isoforem i fadii (vice rodin SOD 1, 2, 3) kolisa nejvyraznéji u velmi
nizkych a vysokych hodnot matice PAM. Také z pribéhu tohoto grafu je tedy patrné, Ze

chybné zarovnani vyrazné ovlivituje hodnotu bootstrappingové podpory.

Shrnuti

Nejvyrovnangj$iho charakteru dosahovaly vysledky u sekvenci jedné skupiny Zzivocichd a
jedné isoformy kddujiciho proteinu. Tento data set obsahoval nejméné substituci a deleci a
tim padem byl na zménu substitu¢ni matice nejvice rezistentni. Podobnou rezistenci vykazo-
vala 1 druha skupina vstupnich sekvenci pro jeden ZivociSny fad a tfi isoformy u matice BLO-
SUM. U matice PAM se vSak ukazalo, Ze i tento data set je do zna¢né miry ovlivilovan vybé-

vvvvv

v

ze zarovnany data set jiz obsahoval vétsi mnozstvi substituci a deleci. Nejchoulostivéjsi na
zménu skoérovaci matice byly sekvence rliznych zivocisnych rodin i isoforem. Tento vybér
obsahoval nejvetsi mnozZstvi substituci a deleci. VSechny vysledky této analyzy potvrzuji
predpoklad, Ze volba skérovaci matice vyznamnym zpuisobem ovliviiuje vysledky bootstrap-
pingového testu a to zejména pro sekvence s velkym mnoZstvim deleci a substituci.
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5.3. Vliv vybéru sekvenci na hodnotu PTP testu

Pro tuto analyzu byly pouZity aminokyselinove sekvence vzdy dvanacti Zivodichu riznych
taxonomickych kategorii kodujicich protein superoxid dismutazy v isoformach 1, 2 a 3. Pro
srovnani jsou vysledky doplnény skupinou dvanacti nahodnych aminokyselinovych sekvenci.
Jako distan¢ni model byla pouzita p - distance. Skorovaci matice byla BLOSUM 50 a pocet

replikaci ¢inil 500.
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Obrazek 33: Srovnani vysledkii PTP testu pro aminokyselinové sekvence superoxid dismutazy v riznych
isoforméch.

Vysledny graf 33 ukazuje, Ze se vysledky PTP testu lisi pfi pouziti sekvenci riznych
isoforem téhoZ proteinu. U¢innost odhaleni fylogenetické informace v setu sekvenci jsme
demonstrovali ve srovnani s ndhodné generovanymi sekvencemi o stejné délce s rovnomeér-
nym rozlozenim nukleotidii. U nahodného setu sekvenci vysly délky pseudostromii vzdy bliz-
ké hodnot¢ originalniho stromu, proto je jejich normalizovana délka vuci originalu blizka jed-
né. Normalizované délky pseudostromii ze setti obsahujicich fylogenetickou informaci vyché-
zeli vzdy vyrazné vyssi neZ jedna. Zda se, Ze nejvice fylogenetické informace obsahuji sek-
vence s isoformou SOD 2, coz se da vysvétlit mnohem vétsi konzervovanosti proteini této
isoformy. Isoformy SOD 1 a SOD 3 pak obsahuji podobné mnozstvi fylogenetické informace.
Shoda neni ndhodna, tyto dvé isoformy jsou si totiz na molekularni Grovni mnohem vice vza-
jemné podobné.V organismu se shoduji i funkci kterou plni tj. vazba iont kovi Cu a Zn, za-
timco druha isoforma vaze ionty Mn. Skupina obsahujici sekvence vSech tii isoforem se na-
chézi mezi SOD 2 a SOD 1, 3. SOD 2 tedy prodlouzilo délku pseudostromi v PTP testu. Né-

59



hodné sekvence obsahovaly stejny pocet znakl jako ostatni srovnavané skupiny. Pfesto je z
vysledku patrné, Ze neobsahuji dostate¢nou fylogenetickou informaci pro vérohodnou fyloge-
netickou analyzu. Nahodné sekvence nejsou totiZ s jistotou homologni a PTP test tuto skutec-
nost nazorné demonstruje. Pro detailngjsi predstavu o vysledku PTP testu pro nahodné sek-
vence je vysledny histogram vykreslen na obrazku 34 [48].
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Obréazek 34: Vysledny histogram PTP testu pro nahodné sekvence.

Shrnuti

NaSe vysledky dokazuji, ze pouziti riznych isoforem téhoz proteinu méni vysledek PTP testu.
Navic se ukazalo, Ze obdrzene vysledky odpovidaji pfedstavam o mnozstvi fylogenetické in-
formace danych isoforem. U velmi podobnych isoforem jsme totiZ obdrZeli srovnatelny vy-
sledek. Vzhledem k umisténi srovnavanych skupin SOD 1, 3 a SOD 2 jsem mohli rovnéz
piedpokladat délku pseudostromi pro vSechny tii SOD skupiny, které jsou delSi nez pro sa-
mostatné skupiny SOD 1 i SOD 3. Dokazali jsme tedy, Ze PTP test jakozto fylogeneticka ana-
lyza funguje podle nasich piedpokladi a Ze je velmi citlivy na vybér vhodnych sekvenci pro
fylogenetickou analyzu. To ¢ini PTP test velmi dilezitym a uzitecnym fylogenetickym néstro-
jem.

5.4. Vliv poétu sekvenci na hodnotu PTP testu

Pro tuto analyzu byly pouzity aminokyselinové sekvence ¢trnacti zivocichti riznych fada ko-
dujicich protein superoxid dismutazy v isoformé 3. Postupné jsme vzdy jeden taxon z analyzy

vyjmuli a vysledky PTP testti jsme vykreslili do box plotd, viz obrazek 35. Jako distan¢ni
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model byla pouzita p - distance. Skorovaci matice byla BLOSUM 50 a pocet replikaci Cinil
100.

Srovnani wsledki PTP testu pro riizny pocet vétvi
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Obrazek 35: Srovnani vysledkti PTP testu pro rizny pocet vétvi.

Piedpokladali jsme, Ze vysledny graf bude mit sestupnou tendenci, coz se nam spise potvrdi-
lo. Vzdy zalezi na charakteru a typu sekvence, coz jsme si ukazali i v pfedchozi kapitole Se-
stupny charakter vSak rozhodn¢ neni pravidelny. Navic m¢lo napiiklad odstranéni Sesté vétve
dokonce mirné pozitivni vliv na vysledek PTP testu.

Shrnuti

Mnozstvi pouzitych sekvenci téhoZ data setu ma na PTP test vyrazny vliv. Pfedpoklad o se-
stupném trendu vysledného grafu se nam sice potvrdil, ale v nékterych piipadech muze ode-
brani nevhodné vétvé naopak zlepsit celkovy vysledek PTP testu. To muze byt zpusobeno
napiiklad pouzitim jedné sekvence u které probihala evoluce jinymi mechanismy nez u zby-
lych. Je vzdy problém vytvofit datovy set tak, aby rychlost evoluce i mechanismy jezZ ji zpu-
sobuji byly ve vSech sekvencich shodné.

5.5. Volba spravného mnozstvi pseudoreplikaci a
zkraceni u jackknifingového testu
Jackknifingovy a bootstrappingovy test vychazi z podobnych piedpokladi a hodnota podpory

by v idealnim ptipad¢ méla byt pro oba shodna, viz kapitola 3.2. Piesto je v praxi pouzivan¢j-

§i bootstrapping, protoze vede k piesnéjsimu vysledku s mensim poctem pseudoreplikaci, tzn.
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s niz§imi vypocetnimi naroky. U této analyzy jsme se snaZili tento piedpoklad ovéfit a vy-
hodnotit, jaky pocet pseudoreplikaci a jaké procentualni zkraceni zarovnaného data setu sek-
venci je pro jackknifingovy test idealni, pokud chceme dosahnou co nejshodnéjsiho vysledku
s bootstrappingovym testem o sta pseudoreplikacich. Abychom mohli miru podobnosti obou
testi snadno vyhodnotit, srovnavali jsme dosazené vysledky jackknifingové podpory s boot-
strapovou pomoci pearsonova korelaéniho koeficientu. Cim vice se bude korelaéni koeficient
blizit jedné, tim vé&tsi shoda nastala. Vysledkem je tfidimenzionalni graf na obrazku 36. Pro
analyzu byly pouzity aminokyselinové sekvence kodujici ¢tvrtou podjednotku NADH dehyd-
rogenazy patnacti zivocichti. Sekvence jsou homologni a pro fylogenetickou analyzu zivoci-
chu velmi vhodné [47].

Z grafu (obrazek 36) je patrné, Ze hodnoty od sta do tii set pseudoreplikaci jsou velmi
nevyrovnané a tudiZz nevhodné pro pouZiti. Tii sta pseudoreplikaci by jiz bylo mozné pouZit,
ovsem jen pro zkraceni od 35 % do 50 %. NiZsi i vyssi procentuélni hodnoty zkraceni jsou jiz

prilis nepfesné a vzdaluji se od bootstrappingové hodnoty.

Shrnuti

Abychom doséhli u jackknifingového testu obdobnych vysledku jako u bootstrappingového o
stu pseudoreplikacich, musime zkréatit zarovnany data set sekvenci 0 35 % az 50 %. Minimal-
ni pocet replikaci by mél ¢init alespon 300. Jediné s takovymi parametry dostdvame storvna-
telné a stabilni vysledky. Dokazali jsme tedy, ze pro dosazeni srovnatelnych vysledka je

v

gového testu je pro piehlednost bile zvyraznéna na vysledném grafu (obrazek 36).

62



Analyza viivu zkraceni a poctu replikaci na hodnotu Jackknifingu
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Obréazek 36: Analyza vlivu zkraceni a poctu replikaci na hodnotu jackknifingu.
Bile je zvyraznéna je oblast idealniho zkraceni a poétu replikaci pro dosazeni dostateéné ptesného vysledku vzhledem k bootstrappingu o 100 pseudorepli
kacich.
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ZAVER

Vysledkem fylogenetické analyzy je zpravidla dendrogram, znazornujici schéma kladogene-
ze. Pro spravné pochopeni statistickych testi, které popisuji robustnost fylogenetickych stro-
mi, je nejprve potieba spravné pochopit metodiku konstrukce fylogenetickych stromi od vy-
béru molekularnich dat, pies zarovnani sekvenci a evolu¢ni modely az po jejich samotné kon-
strukéni metody. V kazdém z téchto konstruk¢nich kroku totiz mohou nastat problémy, které
znemozhuji spravny popis fylogeneze. Tyto problémy jsme v3ak do jisté miry schopni de-
tekovat a ptipadné odstranit. Za timto i¢elem je v dnes$ni dobé nejcastéji vyuzivana konstruk-
ce stromu riznymi metodami pii sou¢asném testovani spolehlivosti topologii, pro které nam
slouZi statistické testy.

Nejcastéji vyuzivanymi statistickymi testy fylogenetické analyzy jsou resamplingové
testy. Ty maji hlavni vyhodu v tom, Ze jsou neparametrické a tedy nemusime znat rozlozeni
vstupnich dat, které do nich vstupuji. Mezi tyto testy patii bootstrapping, jackknifing, OTU
jackknifing a PTP test. V textu préce je uveden jejich princip a zejména interpretace jejich
vysledkd. Tu chapeme jako statistickou podporu ndmi vytvoreného vétveni pro nami zvolena
data. Procentualni hodnotu podpory v zadném piipadé nesmime chapat jako pravdépodobnost
toho, Ze v minulosti k tomuto vétveni doslo. Fylogenetickym stromem se snazime popsat his-
torii, kterou nezndme a vZdy ji pouze odhadujeme. Statistick4 podpora ndm tedy v podstaté
udava to, zda jsme nami vybranymi metodami vytvofili strom, ktery nase vstupni data vhodné
vysvétluje.

Prakticka ¢ast prace se vénuje realizaci a hodnoceni uvedenych resamplingovych testi
v programovém prostiedi matlab. Za ti¢elem rychlého, snadného a ptehledného nacteni, hod-
noceni a zpracovani vysledkti resamplingovych testti jsme vytvofili uzivatelské programové
rozhrani. Vytvofeny program umoznuje nacist sekvence ve FASTA kodu a na zaklad¢ téchto
sekvenci zkonstruovat fylogeneticky strom metodou neighbor-joining, s mozZnosti zmény
distan¢niho modelu a substituéni matice. Na tento strom pak muzeme aplikovat resampling0-
vé testy, jejichz parametry mizeme také ménit a diky tomu sledovat jejich vliv na vysledek
analyzy. Diky programu jsme poté provedli analyzu vlivu n€kterych parametrti na vysledky
resamplingovych testt na riznych typech sekvenci.

Zjistili jsme, Ze vliv zmény distanéniho modelu na celkovou hodnotu bootstrapové
podpory, pii pouziti riznych aminokyselinovych i nukleotidovych sekvenci, je minimalni.
Vysledek se dal predpokladat. Volba distan¢niho modelu ovlivituje spiSe samotnou délku vét-
vi originalniho stromu, samotna topologie neni vétSinou ovlivnéna. Zarovnané sekvence se
totiz neméni viubec. Pii vytvareni pseudoreplikaci se pak replikuji vzdy ty stejné sloupce za-
rovnanych sekvenci a piestoze poté dochazi k vypoctu distanéni matice na zaklad¢ jiného
modelu, topologie pseudostromu zistavaji témeéi nezménény.
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Rozdil nastal pfi hodnoceni vlivu skoérovaci matice na vysledek bootstrappingu.
Vsechny vysledky této analyzy potvrzuji, Ze volba skorovaci matice vyznamnym zplisobem
ovlivituje vysledky bootstrappingového testu a to zejména pro sekvence s velkym mnozstvim
deleci a substituci. Pfi zmén¢ skorovaci matice se totiz méni zptisob zarovnani sekvenci. V
zarovnaném data setu tak pro rizné skorovaci matice vznikaji odlisné sloupce znak, které se
pak v testu replikuji. Diky tomu se pak budou liSit i pseudostromy a celkové vysledky analyzy
pro razné skorovaci matice. Nejveétsi vliv pak Ize ofekavat u sekvenci s nizkou vzijemnou
identitou. U téch se totiz pii zméné skorovaci matice nejvyraznéji zméni data set zarovnanych
sekvenci.

NaSe vysledky take ukazuji, ze pouziti riznych isoforem téhoz proteinu méni vysledek
PTP testu. Pti pouziti raznych isoforem vsak jsme schopni odhalit ur¢itou analogii vzhledem
ke znalostem o podobnosti jednotlivych isoforem. PTP test také jasné odhalil nevhodnost na-
hodnych sekvenci, které rozhodné nejsou homologni, pro fylogenetickou analyzu. Doké&zali
jsme si, Ze je PTP test velmi citlivy na volbu analyzovanych sekvenci a Ze je tedy velmi uzi-
te¢nou pomtickou fylogenetické analyzy.

Rovnéz mnoZstvi pouZitych sekvenci téhoZ data setu mé& na PTP test vyrazny vliv.
Vysledky v8ak ukazuji, Ze nelze predpokladat, ze s niz§im mnoZzstvim sekvenci obdrzime nut-
né horsi vysledek PTP testu. V nékterych pfipadech miize odebrani nevhodné vétvé naopak
zlepsit celkovy vysledek testu. VZdy bude zaleZet na vztahu celého data setu vici konkrétni
sekvenci, kterou odebirame ¢i pfidavame.

V posledni analyze jsme se zabyvali stanovenim vhodného poctu replikaci a vhodné
procentualni hodnoty zkraceni zarovnanych sekvenci u jackknifingového testu. Vysledky
ukazuji, ze idealnim zkracenim u jackknifingu je 35 % az 50 %. Minimalni pocet replikaci by
mél Cinit alespon 300. Pro tyto hodnoty dostdvame dostate¢né piesné, stabilni a srovnatelné
vysledky, vzhledem ke korelaci tohoto testu s bootstrappingovym o stu pseudoreplikacich.
Dokazali jsme tedy, Ze pro dosazeni shodnych vysledkd obou testi musime u jackknifingu
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PRILOHA 1: Zakladni fylogenetické pojmy

Pro snazsi pochopeni tohoto textu je potieba seznamit se s nékterymi zakladnimi pojmy fylo-
genetiky. Hesla jsou popsana zjednodusené jen pro ucely pochopeni prace.

Taxon

OoTu

RNA

DNA

Nukleotid

Komplementarita
bazi

Gen

Téz systematicka jednotka, taxonomicka jednotka ¢i operacni taxono-
micka jednotka - Skupina konkrétnich organismu, které maji spole¢né
urcité znaky. Napft. ¢eled’, ad i jiné.

Z anglického Operational Taxonomical Unit - zkratka operaéni taxo-
nomickeé jednotky, viz Taxon.

Z anglického ribonucleic acid - Makromolekula slozena z fetézce
nukleotidli, obsahujicich cukr ribozu. Nejcastéji tvoii jednovlanovou
strukturu. RozliSujeme transverovou RNA (tRNA), mediatorovou RNA
(mRNA) a ribozomalni RNA (rRNA). Mezi nejdilezitéjsi funkce RNA
patii pfenos genetické informace pfi transkripci a translaci.

Z anglického deoxyribonucleic acid - Makromolekula sloZena z fetézce
nukleotidli, obsahujicich cukr deoxyribézu. NejCastéji tvoii dvousrou-
bovici, v niz jsou jednotlivé fetézce uspotadany dle komplementarity
bazi. Je nositelkou genetické informace, kdy diky procesu transkripce
do mRNA a nasledné translace utvafi primarni strukturu proteinu dle
genetického kddu.

Biologické molekuly, skladajici se z cukru (rib6za nebo deoxyribdza),
fosfatového zbytku a nukleové baze. Nazvoslovi nukleotidti odpovida
bézi, kterou dany nukleotid obsahuje. Baze adenin, cytosin, guanin
athymin (zkratky A, C, G, T) se vyskytuji u DNA. U RNA je thymin
nahrazen uracilem (zkratka U). Jednotlivé nukleotidy jsou k sobé vaza-
ny fosfodiesterovou vazbou a vytvaii fetézec DNA ¢i RNA. Nukleotidy
se dale mohou spojovat s dalSim fetézcem pomoci vodikovych mustka
dle komplementarity bazi.

Zpusob, jimiz jsou nukleotidy navzajem pospojovany pomoci vodiko-
vych mustka. Dle Watson-Crikovskych pravidel se paruje adenin
s thyminem (piipadné¢ s uracilem u RNA) za pouziti dvou vodikovych
mustkl a guanin s cytosinem za pouziti tii vodikovych mustkt. Existuji
v8ak i dalsi moZnosti parovani.

Specificky Usek DNA, ktery je exprimovan do struktury proteinu. Sou-
bor vSech gent tvoii genotyp, ktery spole¢né¢ s prostfedim utvaii
fenotyp daného organismu.



Genova exprese

Start kodon

Stop kodon

Protein

Aminokyselina

Transice

Transverze

Homoplazie

Homologni geny

Paralogni geny

Ortologni geny

Xenologni geny

Pseudogeny

Zpusob prepisu genetické informace do sekvence aminokyselin. Jednot-
live geny se v procesu transkripce piepisi do molekuly mRNA,
nasledn¢ dochazi k sestfihu. Introny jsou ¢asti mRNA které jsou vystfi-
zeny, exony jsou pak Casti které jsou dale exprimovany. mRNA slouzi
jako pfenase¢ informace od DNA k ribozémim, na kterych probiha
translace. Pofadi aminokyselin se zde stanovuje tak, Ze ke kazdému ko-
donu (tripletu, trojici nukleotidii) se pfipoji tRNA s odpovidajicim
antikodonem nesouci aminokyselinu.

TéZ inicia¢ni kodon. Kodon, u né¢hoz zac¢ina proces translace. VéEtsinou
se jedna o kodon AUG.

Kondon, u néhoz dochazi k zastaveni translace a tedy i celé proteo-
syntézy. Jedna se o kodony UAA, UAG, UGA.

Protein, neboli bilkovina, je makromolekula, jejiz primarni strukturu
tvoti fetézec aminokyselin. Jednotlivé aminokyseliny jsou pospojovany
peptidovou vazbou (-NH-CO-). Proteiny tvoii podstatu vSech zivych
organismt.

V uz8im slova smyslu je chapeme jako 23 zakladnich stavebnich jedno-
tek proteint.

Jednd se o bodovou mutaci, pfi niz dochazi k zaméné purinové baze
za jinou, taktéz purinovou.

Jednd se o bodovou mutaci, pfi niz dochazi k zdaméné purinové baze
za pyrimidinovou.

Jev, ke kterému dochazi pokud dva druhy sdili stejnou formu znaku
ale ta se u kazdého z nich vyvinula nezavisle, naptiklad v dusledku pa-
sobeni stejnych selekénich faktori.

Jsou to takové geny, které jsou odvozeny z jednoho spole¢ného genu
(ptedka). Rozdélujeme je na ortologni a paralogni.

Paralogni geny, které vznikly po duplikaci druhu (piivodniho genu).
Maji pozménénou funkci.

Jsou vysledkem speciace ptivodniho genu, diverguji po vzniku druhu.
Cili u viech druhti maji stejnou funkci.

Geny vzniklé horizontalnim pfenosem (napi. predanim Casti bakterialni
DNA na hostitele)

Zbytky gent, které¢ béhem evoluce ztratily sviij vyznam.
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