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ABSTRAKT

Préace se zabyva identifikaci druhii Zivoc¢ichi pomoci denzity nukleotidit mitochondridlniho genu
COL.

V prvni ¢asti prace jsou teoreticky shrnuty informace o DNA barcodingu a bunééné organele
mitochondrii, ktera s touto metodou tizce souvisi.

Druhé cast se jiz prakticky zabyva porovnavanim rtiznych sekvenci s vyuzitim denzity jejich
nukleotid. K tomuto tcelu byl vytvofen program, ktery vyuziva dvé funkce, pticemz prvni ze
zadanych sekvenci nukleotidii vypocitd jejich denzitu a druhd dokaze tyto denzity porovnat

distan¢ni metodou.

ABSTRACT

The work deals with the identification of species of animal through the density of nucleotids of
mitochondrial gene CO1.

In the first part the theory summarized information about DNA barcoding and the mitochondria,
cellular organel that with this method is closely related.

The second part deals with virtually comparing different sequences using the density of
nucleotides. For this it was created program, which uses two functions, the first of the specified

nucleotide sequence calculates the density and one can compare the density by distance methods.
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genom, iBOL, mitochondrie, mitochondrialni DNA, PCR
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1. Uvod

Potfeba identifikace zivociSnych druhti se projevuje v mnoha odvétvich soucasné védy. Od
zakladni taxonomie, evolu¢ni biologie pies ochranu zivocichu, sledovani kvality zivotniho
prostiedi az po identifikaci potravin.

Tato prace se zamétuje na jednu z metod umoznujicich prave tuto identifikaci, a to metodu DNA
barcodingu, ktera je pomérné ,,mlada“, avSak ma velky potencial. Je to taxonomicka metoda,
kterd k identifikaci jednotlivych druhii zvifat a rostlin vyuziva kratky specificky usek nejcastéji
mitochondridlni DNA. Na rozdil od klasického porovnavani morfologickych znakd je tato
metoda rychld a levnd a tim zaujala celou fadu védct.

V tivodni kapitole je popsan kratky piehled problematiky uréovani druhii a srovnavani DNA.
Protoze k identifikaci vyuziva barcoding kratkou oblast mitochondrialniho genu, je tieti kapitola
vénovana prave této dulezité bunécné organele.

Ctvrta kapitola pojednéva o samotném teoretickém rozboru DNA barcodingu. Pata kapitola pak
poskytuje informace o databazich barcode.

Sesta a sedma kapitola se jiz prakticky zabyva popisem programového feseni v prostfedi Matlab.
slouzicitho pro porovnavani rtiznych sekvenci s vyuzitim denzity jejich nukleotidi. V osmé

kapitole jsou shrnuty vysledky porovnani dendrogramt souboru 30 ryb.



2. Prehled problematiky uréovani druhil a srovnavani DNA

Jesté nedavno byly jednotlivé druhy identifikovany jen pomoci morfologickych rysi, naptiklad
podle tvaru, velikosti i barvy riiznych c¢asti t€la. Tuto praci musi provadét zkuseni taxonomisté.
Takto byly za 250 let popsany ,,pouze” 2 miliony druht. ,,Pouze® proto, Ze pocet druhu
eukaryotnich organismut na nasi planeté se odhaduje v rozsahu 10 az 100 milion.

Drtiva vétSina organismil na Zemi mé ale rozméry mensi nez 1 mm a u téch je taxonomické
rozliSovani velmi slozité, nékdy bez elektronového mikroskopu takika nemozné. Pfitom tyto
mikrofauny a mikroflory predstavuji vétSinu zivota v pudé a v ocednech a poskytuji saprofyticky
i produktivni zéklad pro vétSinu vétsich organismil, véetné cloveka.

Proto je zde potieba jiného zplisobu tiidéni. Rychlejsiho, levnéjsiho a pouzitelného pro co nejvice
organismui. Hledanou cestou mize byt urovani druhi pomoci nové metody, ktera vyuziva pro
identifikaci kratké sekvence vétSinou mitochondriadlniho genu. Mluvime o tzv. DNA Barcodingu.
Ten nabizi rychlou identifikaci druhu i z malého mnozstvi vzorku (tkan¢) zkoumaného jedince.
Hlavnim cilem této metody neni klasifikace jednotlivych druhi, ale ur€eni nezndmého vzorku.

Ackoli nékteti védci se snazi vyuZzit této cesty 1 k ur€ovani a zatazovani novych druhd, jini tvrdi

D N A b ar c¢cod i ng

Obrazek 1: DNA barcoding

7e to saha nad ramec mozZnosti této metody.
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3. Mitochondrie

vvvvvv

spojenému ziskavani energie. Slovo mitochondrie pochazi z feckych slov mitos (stuha, vlakno ) a
chondros (zrni¢ko), tj. vlaknita zrnicka, protoze se tak jevi pod svételnym mikroskopem.
Dosahuji obvykle rozmérti v fddu nckolika mikrometrd a v bunice se jich vyskytuje nékolik
stovek, ale i sto tisic.

Mitochondrie je tvofena dvéma membranami — vngj$i a vnitini. Vnitini membrana vybihéd v ¢etné
vybézky — kristy. Mezi kristami se vyskytuje zakladni hmota mitochondrie — matrix. Ta pak

obsahuje jednotlivé ribozomy, mitochondrialni genom, enzymy atd.

: Vnéjsl
Mezimembrénovy Matnx me,?%réna Vnitini
prostor membrana
Ribozomy ATP
syntetazy
Granula

o

e B
X -

=N
N

Obrazek 2: Stavba mitochondrie
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Oznacujeme je jako semiautonomni organely, protoZe jsou na buiice ¢astecné nezavislé. Soudi se,
7ze to jsou bakteridlni bunky, které v pribéhu evoluce pronikly do jiné¢ buniky a zde se
prizptisobily (tzv. endosymbidza). Bakteridlnimu pivodu nasvédCuje napt. dvojitd membrana,
cirkularni molekula DNA nebo specificky typ déleni.

Uvniti mitochondrii probiha cyklus kyseliny citronové (Krebstv cyklus, citratovy cyklus), kde je
oxidovan acetylkoenzym A (acetyl-CoA) a produkovan je oxid uhli¢ity a energie ve formé
vysokoenergetickych elektronli. Ty z cyklu putuji formou NADH a FADH?2, které¢ v dychacim
fetézci odevzdavaji tyto elektrony za vzniku vody a ATP.

Mezi dal$i funkce mitochondrii patii buné¢na diferenciace, bunééna smrt, ale i kontrola

bun&&ného cyklu a rastu, 14
3.1. Mitochondrialni dédi€énost

Mitochondrie se d€li v zavislosti na energetické potfebé bunky. Kdyz buiika potiebuje energie
hodn¢, mitochondrie se déli a rostou, naopak kdyz je potieba sniZend, mitochondrie umiraji nebo
se stavaji neaktivnimi. Mitochondrie se déli podélnym S$tépenim a rozloZeni mitochondrii
V dcefinych bunikach je viceméné ndhodné.

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je tvofena kruhovou molekulou (cirkularni tvar) a obvykle se
nachazi v mitochondrialni matrix. Nékdy je pfipojena k vnitini membrang.

Napftiklad u ¢lovéka obsahuje 16569 part bazi, které tvoti 37 genti — z toho 24 genid kdduje rizné
¢asti proteosyntetick¢ého aparatu mitochondrie (2 typy rRNA a 22 tRNA) a zbylych 13 koduje
mitochondridlni enzymy. VétSina mitochondrialnich proteind je ale kodovana v jadre bunky a ty
jsou sem preneseny zcytosolu. Odlisnost proteosyntetického aparatu mitochondrie od

normalniho aparatu eukaryotické buniky je znacna (velikost, pocet molekul).
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Obrazek 3.: Schéma mitochondrialni DNA ¢lovéka

Charakterem se mtDNA podoba prokaryotnimu nukleoidu a ne eukaryotickym chromozomum.
Na rozdil od jaderného genomu neni moc obsahla, ale mize zaujimat vétSinu bunééného genomu,
v zavislosti na velkém poctu mitochondrii, a vice identickych kopii kruhové mtDNA v jedné
mitochondrii. Stejné€ jako u prokaryot se v mtDNA nevyskytuji nekddujici sekvence, tzv. introny.
Dale u mitochondrii oproti DNA eukaryot nalézdme jiné stopkodony (AGA, AGG). Probiha zde
rychlejsi a Cetnéjsi replikace DNA bez Cinnosti opravnych mechanismii a nejsou zde ptfitomny

bilkoviny typu histonti. B
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Tabulka 1: Kédovani DNA eukaryot

Kodon Amin::yseli Kodon Aminokyselina Kodon Aminokyselina Kodon Aminokyselina
uuu Phe ucu Ser UAU Tyr uGuU Cys
uucC Phe UCcC Ser UAC Tyr UGC Cys
UUA Leu UCA Ser UAA STOP UGA STOP
UuG Leu UCG Ser UAG STOP UGG Trp
CuuU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg
CucC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg
CUA Leu CCA Pro CAA Gln CGA Arg
CUG Leu CCG Pro CAG Gln CGG Arg
AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser
AUC lle ACC Thr AAC Asn AGC Ser
AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg
AUG Met (START) ACG Thr AAG Lys AGG Arg
GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly
GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly
GUG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly

Tabulka 2: Zmény kédovani DNA u mitochondrii

Organismus Kodon Bézné Zména
AGA, AGG Arginine Stop codon
Savci AUA Isoleucine Methionine
UGA Stop codon Tryptophan

AGA, AGG Arginine Serine
Bezobratli AUA Isoleucine Methionine
UGA Stop codon Tryptophan
AUA Isoleucine Methionine
Kvasinky UGA Stop codon Tryptophan
CUA Leucine Threonine

Mitochondrialni DNA se dédi materaln€ (po matce), protoZze mitochondrie v zdrodku pochazeji

vétSinou pouze z vajicka (pfi oplozeni vajicka jsou otcovské mitochodrie ze spermie zniCeny

velkym vykonem, ktery spermie potiebuje pti pohybu). V ojedinélych ptipadech se v cytoplasme

vyskytuji mitochondrie matetské i otcovské (nebyly zniceny v zygot¢). Takovy jedinec se nazyva

cybrid (cytoplasmaticky hybrid).
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Mutace v mtDNA mohou byt zdrojem riznych dédicnych metabolickych onemocnéni
zpusobenych mutaci bud’ v jadfe v genech pro mitochondridlni enzymy, nebo v mitochondrialni
DNA. Mutace mohou mit vliv na oxidativni fosforylaci, cyklus kyseliny citronové, B-oxidaci a
jiné funkce mitochondrie

Vzhledem k tomu, ze se zde jedna o specificky typ dédi¢nosti, pak je-li matka pienaseCkou
mutace v mtDNA, pfeda ji vSem svym potomkim, pokud je pfenaseCem otec, mutaci predat
nemuze.

Pti déleni buniky nedochazi ke kontrolovanému rozdéleni mitochondrii do dcetinych bunék, proto
mohou dcefiné buiiky ziskat rizny pocet normalnich a mutovanych mitochondrii.

Burika, jez obsahuje pouze normalni mitochondrie nebo pouze mutované mitochondrie se nachazi
ve stavu homoplazmie. Pokud obsahuje smés normalnich a mutovanych mitochondrii, je ve
stavu heteroplazmie.

Ptiklady chorob, které se projevi pti zastoupeni 60-90 % mutantnich mitochondrii v daném misté

tkan¢: Leberova hereditarni opticka neuropatie, Pearsontiv syndrom, MELAS a jiné. [55]

Geny otce a matky se tedy v mtDNA nerekombinuji. JelikoZ nema opravné systémy, mutuje
mnohem rychleji neZz jadernda DNA. Pravé téchto vlastnosti vyuziva fada genetiki a biologl

k rozliSeni druhti a populaci. P11
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3.2. Cytochrom C oxidaza

1. Popis:
Je to velky transmembranovy komplex proteinti, ktery se jako posledni ucastni elektronového
transportu v mitochondridlnim dychacim fetézci. Tento enzym katalyzuje redukci kysliku na
vodu a dopravuje protony (protonova pumpa) pies biologickou membranu.
Primarni struktura se sklada z fetézce asi 100 aminokyselin a molekulova hmotnost je asi 12 000
daltont. Mnoho organismi vyssiho fadu ma fetézec 104 aminokyselin.
Soucasti komplexu proteind u savcu je integralni membranovy protein slozeny z nékolika
,kovovych mist a 13 bilkovinnych podjednotek. Podjednotky | - II jsou syntetizované
mitochondrii a zbylé podjednotky IV - XIII jsou kdodované jadrem.

2. Funkce:
Elektrony, které pochdzeji ze zivin (citratovy cyklus, oxidace mastnych kyselin a anaerobni
glykolyza), pteda kysliku pies koenzym Q a cytochrom c. Redukuje ho 4 elektrony, pricemz
vzniknou 2 molekuly vody. Pfitom uvolni energii pro syntézu adenozin-5'-trifosfatu (ATP). Jako
akceptor elektront v citratovém cyklu slouzi NADH, ktery se oxiduje na NAD+. Meziprodukty
pii redukei kysliku jsou volné radikaly - peroxid vodiku a superoxid, ty vSak zlistavaji navazané
na enzym. Zjednodusené:
4 cytochrom C (red.) + O, + 4 H+ = 4 cytochrom C (oxid.) + 2 H,O
Cytochrom ¢ se také podili na zahdjeni apoptézy (fizené formy bunécné smrti, pouzivané
k usmrceni bunky v procesu vyvoje, v reakci na infekci nebo poskozeni DNA). Uvolnéni velkého
mnozstvi cytochromu ¢ do cytoplasmy vede k aktivaci proteaz, které jsou zodpovédné za zniceni
bunky.

3. Vyuziti:
Cytochrom c je vyuzivan pti LLLT (Low-laserova terapie). Laserovy paprsek s vinovou délkou
blizici se infraervené oblasti pronikd tkani, kde v buiikach zvySuje aktivitu cytochromu c, ¢imz

se zvySuje metabolicka aktivita a uvolni se vice energie potfebné pro burku k regeneraci. [7118]
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4. DNA barcoding

Je to taxonomicka metoda, kterd vyuziva kratky specificky tisek DNA k identifikaci (pfifazeni)

jednotlivych druht rostlin nebo zivocicht.
4.1. Historie

Jako prvni o DNA barcodingu publikoval Dr. Paul Hebert (University of Guelph in Ontario,
Canada) v roce 2003 (piedev§im v ¢lanku Biological identifications through DNA barcodes,
Hebert et al. 2003). Moznost identifikace druhit pomoci velmi kratké sekvence genu okamzité

zaujala fadu biologti a genetik.
4.2. ,,Nejvhodnéjsi* gen

Védci pozadovali od nejvhodnéjsi ¢asti genu, aby byl Usek dostatecné kratky pro rychlou
analyzu, a zaroven dost dlouhy na to, aby mohl spolehlivé identifikovat jednotlivé druhy.

U zZivo€ichli a mnoha eukaryot se jako nejvhodnéjsi ukazala byt pro barcoding mitochondridlni
DNA a jeji gen CO1. Tento gen vyrabi klicovy enzym - ,,podjednotka 1 cytochrom oxidaza®,
ktery je soucasti dychaciho fetézce, kde katalyzuje redukei kysliku na vodu.

Tento gen obsahuje standardné 648 part bazi. Mitochondrialni DNA byla vybrana také proto, ze
jedina bunka obsahuje az 1 000 mitochondrii, ve kterych je vice kopii DNA. Proto i maly vzorek
muze poslouZit k ziskani dostate¢ného mnozstvi DNA pro Gspé$né sekvenovani.

Je vhodny, protoze vV ramci druhu se tento usek lisi jen nepatrn€, naproti tomu rozdily mezi druhy
jsou patrné. Napftiklad pti porovnani clovéka a Simpanze se tento gen 1isi asi na 60 mistech.

Pro spolehlivou detekci je nutné popsat alespon 10 jedinci kazdého druhu.

Klasicky morfologicky popis druhu potiebuje vice exemplaii obou pohlavi, zatimco pomoci
barcodingu analyzujeme i malou cast téla.

V roce 2009 databdze sekvenci CO1 zahrnovaly nejméné 620 000 jedincti z vice nez 58 000

druhi zvitat, coz je vice nez databaze jakéhokoliv jiného genu.
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Pro rostliny gen CO1 nemulze byt pouZit, protoze se V rostlindch méni malo, a proto jsou rozdily
mezi druhy nepatrné. Byly tudiz ur¢eny vhodnéj$i markery, kterymi jsou geny chloroplastti rbcL

amatk .
4.1. ,Birds identification*

V roce 2004 provedl tym pracovniki okolo Dr. Paula Heberta vyzkum u severoamerickych
ptakid. Byl analyzovan ¢arovy kod 260 druhi a bylo zjisténo, ze kazdy z téchto druht ma jinou
sekvenci CO1. Rozdily sekvence CO1 mezi druhy byly v praméru 7,93 %, rozdily v ramci druhu
byly v priméru pouze 0,43 %. Proto navrhli, aby mezera (hranice) mezi druhy byla, vzdy pro

konkrétni studii, rovna desetindsobku primérnych vnitrodruhovych rozdila. (101

4.2. Problémy

Napftiklad u ¢lenovci se ¢asto vyskytuji symbionti, ktefi mohou zplsobit zmény v mtDNA a to
pak mize vést k nespravnému odvozeni evolu¢ni historie daného organismu. Dal§im problémem
jsou tzv. pseudogeny — kopirovani mitochondrialni DNA do jaderné DNA, které pak mohou také

zkreslovat vysledky analyzy. [11]
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4.3. Standardni postup analyzy vzorku

1. Vzorky z riznych ulozist’ biologickych materiala slouzi K vytvofeni podkladu pro vlastni
identifikaci. Mezi hlavni zdroje vzorku patii napiiklad rtizné sbirky, zoologické zahrady,

muzea, ale i volna ptiroda.

2. Ze vzorki se v laboratofich pomoci PCR ziska pozadovana sekvence DNA carového
kodu. Tyto tdaje pak putuji do databazi, v kterych probiha dal$i zpracovani.

V nejmodernéjSich laboratotfich miiZe tato analyza trvat jen n¢kolik hodin.

3. Databaze jsou nejdulezitéjsi ¢asti fetézce. Proto je snaha vytvorit centralizovanou databazi
vSech zivocisnych druhti. Tato databaze by slouzila k porovnani neznamého vzorku se
zdznamy v databazi a tim k uréeni ptivodu vzorku.

Nejvétsi 3 databaze DNA — GenBank, EMBL a DDBJ se pro zdznam dat DNA
barcodingu dohodly na datovém standardu CBOL.

4. Pomoci analyzy dat mizeme porovnavat jednotlivé zaznamy v databazich. CBOL nabizi
portal, ktery umoziuje védcim jednoduSe ukladat, spravovat, analyzovat a zobrazovat

jejich barcoding zdznamy. 9]
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4.4.  Ziskavani genomickych dat

4.4.1. Polymerazova retézova reakce (PCR - Polymerase Chain Reaction)

Slouzi K rychlému namnozeni ur¢itych Gsekt sekvenci DNA. Je zaloZena na principu replikace
nukleovych kyselin. Useky se na zacatku a na konci oznaéi primery.

Timto zpisobem se vytvoii pfiblizné 10 tisic kopii vzorového fragmentu DNA. Syntéza nového
vlakna probiha pomoci termostabilni DNA polymerazy (nejéastéji Taq polymerdzy izolované
z termofilni bakterie Thermus aquaticus).

PCR probiha v zafizeni zvaném termocykler, ve kterém se rychle méni teplota o n¢kolik desitek
stupiti Celsia a videalnim pfipadé dochazi ke zdvojeni sekvence a jeji mnozstvi tak

exponencialn¢ roste.

Priabéh PCR:

1. Denaturace - po dobu 20-30 sekund pii teplot¢ 94-98 °C, kdy dochazi k naruseni
vodikovych mustki a rozpojeni dvousroubovice.

2. Nasednuti primert — pii teploté 50-65 °C nasedaji primery na specificka mista DNA.

3. Syntéza DNA — pfi rizné teploté (zavisla na DNA polymeraze) dochazi k syntéze nového

vlakna DNA od 5' konce ke 3' konci.

Tento cyklus se obvykle 30krat opakuje, coz vede ke vzniku obrovského mnozsvi kopii ptivodni
sekvence (z jedné molekuly az 1 miliarda novych).
Metody se vyuziva nejvice k védeckym potiebam, kdy se sekvence analyzuji, sekvenuji ¢i se

z nich vytvaii fylogenetické stromy.
4.4.2. Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je vlastné zjistovani potadi nukleovych bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA.
To probiha pomoci mnoha biochemickych metod.

Mezi zakladni patii Maxam-Gilbertovo sekvenovani a Sangerovo sekvenovani, kdy se vyuziva
gelové elektroforézy. Mezi nejnovéjsi patii pyrosekvenovani ¢i Single molecule real-time, které

vyuzivaji detekci uvolnéného svételného zareni. [121013]
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45. CBOL aiBOL

Jedna se o dvé velké mezinarodni iniciativy na poli DNA barcodingu.
4.5.1. CBOL (The Consortium for the Barcode of Life)

Je to datovy standard, ktery byl zalozen v roce 2004. Vénuje se zaclenéni DNA barcodingu jako
nového globalniho védeckého standardu pro identifikaci druhti. Pro jeho podporu potada Skoleni,
semindie, konference i rizné pracovni skupiny. Nicméné neprovadi Zadné konkrétni ziskavani

dat pomoci DNA barcodingu. [14]

4.5.2. iBOL (The International Barcode of Life project)

Projekt, ktery byl zalozen v roce 2007 na University of Guelph, Canada. S pomoci partnert
z 25 zemi svéta se podili na vyzkumu technologii pro rychlejsi analyzu druhti. Klade si za cil do
5 let analyzovat 5 miliont exemplaii od 500 000 druhd. To ma slouzit k sestaveni knihovny,
diky kter¢ by bylo mozné rychle a levné identifikovat jednotlivé druhy pomoci DNA

barcodingu. %!

5. Databaze barcode

DNA databaze barcode a sekvenci pro identifikaci organismu se nachazeji v tabulce 3. [16]

Tabulka 3: Seznam databazi

Jméno databaze Adresa Organismy
Algaterra www.algaterra.org Rasy
BOLD www.boldsystems.org Vsechny organismy
ISTH www.isth.info Trichoderma (Houby)
Mycobank www.mycobank.org Houby
Nematol http://nematol.unh.edu/ Hlistice
Silva www.arb-silva.de Bacteria, Archaea, Eukarya
Sponge Barcoding Project www.spongebarcoding.org Myci houby
MOTU http://nemhelix.cap.ed.ac.uk:880 Hlistice
Unite http://unite.ut.ee Houby ektomykorhizni

21


http://www.algaterra.org/
http://www.boldsystems.org/
http://www.isth.info/
http://www.mycobank.org/
http://nematol.unh.edu/
http://www.arb-silva.de/
http://www.spongebarcoding.org/
http://nemhelix.cap.ed.ac.uk:880/fmi/iwp/res/iwp_auth.html?sid=01A960585B7B9111118A3CDC
http://unite.ut.ee/

5.1.1. BOLD

Barcode of Life Data Systems (BOLD) - databaze slouzici k ukladani, analyze a zvefejiiovani
zdznamu carového kodu DNA. BOLD je volné dostupnd pro kazdého vyzkumnika, ktery se
zajimé o DNA barcoding. Zaznamy zde spliluji normy nutné pro BARCODE data spole¢né pro
vSechny databaze.

BOLD ma spole¢né rozhrani pro 3 zplsoby vyhleddvani. A to hledani ve vSech z4dznamech,
V souboru projektt nebo v jednom konkrétnim projektu.

Déle existuji dva typy vyhledavani v BOLDu - zékladni vyhled4dvani a pokrocilé vyhledavani.
Zakladni vyhledavani umoziuje pomoci rolovaciho menu vyhledavat podle taxonomie nebo
zemépisné polohy zdznamu v BOLD. Pomoci rozeviraciho vybéru se obnovuji volby pro dalsi
urovné vybéru.

Pokrocilé vyhledavani umoziuje vice specifik. Tim mizeme zGzit rozsah kazdého hledéni.

V pokroc¢ilém vyhledavani mizeme také vyloucit urcita kritéria, aby se zabranilo nechténym

, o
vysledkiim.
BASIC SEARCH : ADVANCED SEARCH:
Taxonomy Taxonomy
Pliyhiim ; Phwum il Inchude :
Class : Class || Exclude :
Order @ Orier | %
Fainiily : Family .".| Geography - Country/Province
Subfamily : Subfarmity | | nchude :
Genus : Genus v-| Exclude :
Species : Species [+ | . )
— Geography - Region
Geography Inchude :
. Country 'v]
CountryFOA : ) Sequence Length
StateProvince: Pravince | v | Min : Max :
Specimen'Sequence
et Sarmpleid : P;::,’;[‘,
. Paste from
Processid Spraadshast
GenBank Paste from
Acc.: Spreadshest

Obrazek 4.: Pokro¢ilé vyhledavani na BOLDu
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5.1.2. EMBL

EMBL obsahuje skoro ¢trnact miliard nukleotidii tvoficich mnoho gent a genomt z rtznych
organismil.

Databaze EMBL je organizovana Evropskou molekularné biologickou laboratofi (EMBL). Je to
vefejna evropskd primarni nukleotidova databdze se sidlem v Anglii na adrese
http://www.ebi.ac.uk/embl. Databaze je vytvafena v soucinnosti s ostatnimi nukleotidovymi
databazemi GENBANK (USA) a DDBJ (Japonsko) a je velmi dobfe pfistupna spolu s mnoha
odvozenymi a dalSimi databazemi ptes SRS (Sequence Retrieval System) naptiklad na adrese
http://srs6.ebi.ac.uk. Databaze obsahuje vSechna data zasland védeckou komunitou, a to bez
kontroly. Z tohoto diivodu mize obsahovat urcité procento chyb. Manual k databazi je
k dispozici na adrese http://www.ebi.ac.uk/embl/Documentation/User_manual/usrman.html.

Pro schvaleni CBOLem musi kazdy BARCODE zaznam v EMBL obsahovat fadu povinnych poli
a n¢které durazné doporucené pole (viz nasledujici tabulky), aby byly BARCODE udaje ve vsech
databazich BARCODE projekti stejné. ]

Tabulka 4: Povinna pole

Skupina Pole Popis
Druh Centrum tfidéni Centrum identifikatoru ze seznamu

Kéd sbirky Kéd pro sbér v centru

Voucher identifikator Konkrétni jednoznacny identifikator pro exemplar
Organismus Taxonomicky nazev Organismu, véetné ndzvu a odkazu na rodokmen
Zemeé Zemeé Izolace adresy vzorku
Funkce anotace |Gen Symbol genu sekvence

Biologické funkce Nazev, specificky rys (napt. CDS)

PCR primery Jméno dopredného primeru Jméno dopfedného primeru
Sekvence dopredného primeru | Sekvence doptedného primeru
Jméno reverzniho primeru Jméno reverzniho primeru
Sekvence reverzniho primeru Sekvence reverzniho primeru
Tabulka 5: Doporudené pole
Skupina Pole Popis

Detaily vzork Zemépisna sirka a délka

Souradnice mista odbéru vzorkU

Identifikovany

Jméno vyzkumnika, ktery vzorek identifikoval

Shromazduji

Jméno vyzkumnika vzorku, ktery vzorek shromazdil

Datum odbéru

Datum odbéru vzorku
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5.2. Vyhledavani sekvenci v databazich

Zpusobu, jak ziskat pozadovand data z databazi, je n¢kolik. Kazd4 sekvence ma sviij unikatni
identifikator, podle kterého ji mizeme jednoduSe vyhledat. Dal§i moznosti je hledani podle
klicovych slov. Mezi dal§imi vyhledavacimi kritérii mohou byt druh organismu, autor, rok, misto

puvodu a dalsi.
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5.3. Formaty dat

5.3.1. FASTA

V dnesni dob¢ je nejuniverzalnéjsim formatem pro praci s biologickymi daty. Hodi se jak pro
praci s nukleotidovymi, tak i aminokyselinovymi sekvencemi. Neni pfiliS vhodny pro archivaci.
Na rozdil od vnitinich formath databazi neumoznuje ulozit dodatecné informace pro databazové
vyhleddvani. To je na druhou stranu jeho vyhoda pfi préci, jelikoz se da zapsat piimo
z klavesnice. Soubor ve formatu FASTA je textovym souborem, ktery zac¢ind na prvnim fadku
znakem > (vétsi nez). Za timto znakem nasleduje ,,hlavicka®, ve které je obsazen nazev sekvence,
anotace a rizné dalsi tdaje, které nejsou obsazené ve vlastni sekvenci, jako naptiklad zdrojova
databaze apod. Nejdulezitéjsi ¢asti hlavicky je identifikator, ktery je reprezentovan skupinou
alfanumerickych znakid hned za znakem >. Tento identifikator je jedine¢ny a musi byt v hlavicce
zahrnut, dal§i informace lze uZz povazovat za volitelné. Za hlavickou pak nésleduje vlastni
sekvence ve form& surovych dat, ta by neméla obsahovat mezery ¢i prazdné fadky. Velkou
vyhodou FASTA forméatu je moznost spojit do jednoho souboru vice sekvenci, které pak mohou
byt zpracovany naraz. Podminkou ale je, aby byly vSechny sekvence bud’ nukleotidové, anebo
aminokyselinové, jelikoZ FASTA neumoZiluje piimo specifikovat typ sekvence. Nepiimo, coZ
nékteré programy vyzaduji, je to moZzné pomoci koncovky textového souboru, kde *.nt
oznacuje nukleotidovou sekvenci a *.aa sekvenci aminokyselin. Dal§imi koncovkami mohou

byt napi: *. fa, *.fas, *.fasta, *. fsa a dalsi, nebot’ neexistuje zadny standard. [17]

Identifikatory v hlavi¢ce FASTA pro nejpouzivangjsi databaze:

GenBank gi | gi-number | gb | accession | locus
EMBL Data Library gi | gi-number | emb | accession | locus
DDBJ, DNA Database of Japan gi | gi-number | dbj| accession | locus
NBRF PIR pir| | entry

Protein Research Foundation prf| | name

SWISS-PROT sp | accession | name
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6. Programové resSeni

6.1. Funkce

Jednim z cild prace bylo vytvofit funkci pro vypocet denzity DNA sekvence a funkci pro
porovnani denzity dvou sekvenci distan¢ni metodou.

Dale bylo vytvofeno intuitivni grafické rozhrani, které slouzi k uzivatelsky nenaro¢né praci
S témito funkcemi.

Jednotlivé funkce a vlastni program pro tuto bakalarskou praci jsou vytvofeny V programovém
prostfedi MATLAB R2010b, version 7.11.0.

6.1.1. Funkce pro vypocet denzity DNA jednotlivych sekvenci

Funkce pro vypocet denzity zadané funkce se jmenuje denzita_dna.m. Tato funkce ma 2 vstupy a
to vstup sekvence, ktery nacte zkoumanou sekvenci, a druhy vstup delkaokna, ktera urcuje, jak
velké okno bude danou sekvenci ,,projizdét*. Tato funkce pfevede danou sekvenci do
numerického formatu, a to zplisobem, ze za Adenin dosadi 1, za Cytosin 2, za Guanin 3 a za
Thymin 4. Poté pomoci cyklu for projizdi sekvenci okno zadané délky a pocita denzitu tak, ze
zpriméruje hodnoty v okné (vSechny secte a vydeéli délkou okna).

Vystupem je matice hodnot denzita, ktera je pak vykreslena do grafii jak samostatné pro kazdou

bazi, tak sou¢tem komplementarnich bazi.
6.1.2. Funkce pro porovnani denzity dvou sekvenci distanéni metodou

Funkce euklid.m porovnava denzity 2 zadanych sekvenci. Ma 2 vstupy b a d, pficemz prvnim

vstupem je denzita jedné a druhym denzita druhé sekvence. Rozdilnost je pocitana pomoci

euklidovské vzdalenosti pomoci vzorce: p(x,y) = /XL, (x; — yi)?, kde n je délka sekvenci, x je
denzita jedné sekvence na pozici i a y denzita druhé sekvence na pozici i.
Hodnoty jsou zobrazeny v grafu. Vystupem je proménna rozdilnost, ktera je souc¢tem rozdilnosti

jednotlivych ¢asti sekvence.
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6.2. Uzivatelské prostredi programu

a denzity_calculator

— Data — Stav programu — Dendrogramy z denzity
) . wr o vbér metody zobrazeni
N Eteny 3adné sekv B
Open ejsou nacteny Zadné sekvence dendrogramu
Otevreny soubor:
|average ']
— Denzita
Délka ckna pro vipodet [ B l
R - : obraz rogram
Seznam nactenych den el Betance
sekvenci
N : -~ Dendrogramy it
‘ Denzita vybrane sekvence | Vyber rnetndy' WPDE’{”
vzdalenost
Jukes-Cantor -

— Distance sekvenci pomoci denzity.

Vybér metody zobrazeni

l “ypocet z nezarovnanych sekvenci dendrogramu
| average v]
i | Vypocet ze zarovnanych sekvenci
‘ Zobrazit ‘
Zobrazit vybranou sekvenci ’ UinZit do Excelu ]

— Zobrazené sekvence

T

Obrazek 5.: Okno programu
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Program je rozdélen do 7 blokd, které sdruzuji podobné funkce programu.

1. Stav programu

-V poli Stav programu lze sledovat funkci programu a stav, ve kterém se pravé nachazi. Pti
chybé se zobrazi text obsahujici zhodnoceni situace a uzivatelskou napovédu pro

odstranéni chyby.

2. Data

- Blok pro praci s daty slouzi k nacteni souboru se sekvencemi, zobrazeni nazvi sekvenci a
jejich vybéru pro dalsi praci — zobrazeni sekvence nebo vypocet jeji denzity.

- Open —slouzi k otevieni souboru dat ve formatu *.m nebo *.mat

- Zobrazit vybranou sekvenci — zobrazi vybranou sekvenci z nazvu sekvenci

3. Zobrazeni sekvence

- Blok, ve kterém se zobrazuji vybrané sekvence v zakladnim formatu.

4. Denzita

- Blok, ve kterém se pracuje s denzitou — jeji vypocet pro vybranou sekvenci a nastaveni
délky okna, které pak slouZzi i pro dalsi bloky.

- Délka okna — slouZi pro nastaveni délky okna pro vypocet denzity a distance.

- Denzita vybrané sekvence — vypocet denzity vybrané sekvence a jeji zobrazeni v grafu

(v novém okn¢).

5. Distance sekvenci pomoci denzity

- Blok, ve kterém se pracuje s distanci — jeji vypocet pomoci denzity pro vSechny nactené
sekvence a ulozeni tabulky vzdalenosti v Excelu.

- Vypocet z nezarovnanych sekvenci — vypocCet denzity a distanci z nezarovnanych
sekvenci.

- Vypocet ze zarovnanych sekvenci — vypocet denzity a distanci ze zarovnanych sekvenci.

- Ulozit do Excelu — ulozeni distanci do Excelovské tabulky.
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6. Dendrogramy z denzity

- Blok, ktery slouzi k zobrazeni dendrogramu z diive vypoétenych distanci.
- Vybér metody zobrazeni dendrogramu.

- Zobrazit dendrogram.

7. Dendrogramy Matlab

- Blok, ktery slouzi k vypoctu vzdalenosti sekvenci pomoci algoritmi programu Matlab
a zobrazeni jejich dendrogramu.

- Vybér metody vypoctu vzdalenosti — metody pro vypocet vzdalenosti sekvenci.

- Vybér metody zobrazeni dendrogramu.

- Zobrazit — zobrazeni dendrogramu.

7. Struény popis a prabéh pri analyze

Aplikace denzity_calculator je software urceny pro praci se sekvencemi nukleotidi. Mezi hlavni
funkce pro praci s genomickymi daty patii vypocet denzity vybranych sekvenci, vypocet distanci
mezi sekvencemi Vv nacteném souboru dat a zobrazeni fylogenetickych stromd riznymi
metodami.

Vstupnim souborem je soubor s pifiponou .mat (MATLAB file), obsahujici dvé proménné —
Names a Sequences.

Pro ptipravu takového souboru ze sekvenci ve formatu FASTA je vhodné pouzit specialni
program. V této praci k tomu poslouzil jiz dfive vytvofeny program v ramci predmétu APBI.
Vychozi soubor se do programu nahrava pomoci tlacitka Open. Po stisku tlacitka je spusténo

dialogové okno pro vybér pozadovaného *.mat nebo *.m souboru.
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— Data

Open

Otevieny soubor:

amazon_fishesZ mat

Mazvy sekvenci

Agenegiosus inermis P

Arapaima gigas b
Astronotus ocellatus
Brachyplatystoma filamentos 5
Brachyplatystoma rousseaux|
Brachyplatystoma waillantii
Brycon melanopterus
Cetopsis candiru
Chaetobranchus semifazciatl
Cichla temensis
Colossoma macropomum
Curimata inornata -
1| 11} [ »

Zobrazit vybranou sekvenci

Obrazek 6.: Naéteni souboru

Jeho ndzev se pak objevi pod tlacitkem Open. Pokud soubor obsahuje povinné proménné (Names
a Sequences), je obsah proménné Names zobrazen v listboxu Seznam nactenych sekvenci.
V tomto listboxu také vybirame sekvence pro dalsi praci. Vybranou sekvenci muzeme zobrazit
v zékladnim tvaru (,,ACTG*) v listboxu Zobrazené sekvence. Dale mizeme pro nastavenou délku
okna vypocitat jeji denzitu a tu pak zobrazit ve 2 grafech — k tomu je vyuZzivana externi funkce
denzita_dna, ktera je popsana vySe. Délka okna musi byt licha, musi byt minimalné¢ 5 a
maximaln¢ 1/20 délky sekvence.

— Denzita

Délka okna pro vipocet
denzity a distance

5

Denzita vybrangé sekvence

Obrazek 7.: Nastaveni délky okna
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Prvni graf zobrazuje denzitu jednotlivych nukleotidi (Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin)

v zavislosti na pozici v sekvenci.

Adenin
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Hoosf |
a
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1] 100 200 300 400 500 600
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@ 1F T T T T T T =
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- 1F T T T T T T =
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€
o 0 ! ! A
1] 100 200 300 400 500 600
Thymin
@ 1F T T T T T T 3
B oo0s i
a
o 0k 1 I I |
1] 100 200 300 400 500 600

Délka sekvence

Obrazek 8.: Denzita jednotlivych nukleotidi Ageneiosus inermis
Druhy graf zobrazuje soucet denzit komplementarnich nukleotidiit A-T a C-G a jejich zobrazeni

v jednom grafu.

Soucet denzit A-T

1 L T T T T T T _]
=
2 o5 _
o
—
0r I I 1 I 1 1
u] 100 200 300 400 A00 B0
Soucet denzit C-G
1F T T T T T T —]
=
2 o5
o
—
D l | 1 | 1 1
] 100 200 300 400 sa0 E00

Denzita

Délka sekvence

Obrazek 9.: Soucdet denzit komplementarnich nukleotidi Ageneiosus inermis
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Pro cely soubor nactenych dat pak miizeme vyuzit funkce pro vypocet distanci denzit vSech
sekvenci pomoci funkce euklid. Zde mizeme zvolit bud’ vypocet z nezarovnanych sekvenci, nebo
ze zarovnanych, kde jsou nejprve vSechny sekvence zarovnany pomoci funkce multialign a

teprve pak je pocitana denzita a euklidovska distance.

— Distance sekvenci pomoci denzity

‘ Wypocet z nezarovnanych sekvenci

‘ Vypocet ze zarovnanych sekvenci

| UlnZit do Excelu |

Obrazek 10.: Vypocet distance
Vypocitané denzity pak mizeme ulozit do Excelu.

Tabulka 6: Priklad distanci

0]160,0255

159,5336

139,9718

139,3811

160,0255

0

152,887

160,9033

146,5583

159,5336

152,887

0

152,7735

143,5822

139,9718

160,9033

152,7735

0

35,53647

139,3811

146,5583

143,5822

35,53647

0

Zobrazeni fylogenetického stromu znami vypoctenych distanci provedeme pomoci tlacitka
Zobrazit dendrogram. V rolovacim menu muizeme zvolit jednu z metod sestaveni stromu.

Na vybér zde mame metody Average, Single, Complete, Centroid, Weightet a Median.

32



Popis metod:

e Single — spojeni pomoci nejbliz§iho souseda, pouziva nejmensi vzdalenost mezi objekty
dvou skupin.

e Complete — spojeni pomoci nejvzdalenéj$iho souseda, pouziva nejvétsi vzdalenost mezi
objekty dvou skupin.

e Average -— pouziva primérné vzdalenosti mezi vSemi pary objekti jakychkoli dvou
skupin.

e Centroid —pouziva euklidovskou vzdalenost mezi tézistém dvou skupin.

e Weightet — pouZziva specialni vazeny vypocet priméru.

e Median — pouziva euklidovskou vzdalenost mezi vazenymi tézisti dvou skupin.

— Dendrogramy z denzity

Wybér metody zobrazeni
dendrogramu

average S

Zobrazit dendrogram

Obrazek 11.: Vybér metody sestaveni dendrogramu

Jako doplnék je zde sestaveni dendrogramu pomoci funkei, kterymi disponuje MATLAB, kde
mizeme pro vypocet vzdalenosti zvolit metody Jukes-Cantor, p-distance ¢i alignment-score a pro
sestaveni stromu je opét na vybér z metod Average, Single, Complete, Centroid, Weightet a
Median.

— Dendrogramy Matlab

Wybér metody vipoctu
vzdalenosti

Jukes-Cantor hd

Vybér metody zobrazeni
dendrogramu

average i

Zobrazit

Obrazek 12.: Vybér metody sestaveni dendrogramu
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8. Diskuze reSeni

V nasledujici kapitole je popséna analyza souboru 30 druht ryb (Amazon fishes), ziskani jejich

sekvenci, vytvotfeni dendrogramil z denzit a jejich komparacni analyza.

8.1. Ziskani sekvenci

Sekvence byly ziskany z vefejné databaze BOLDsystems, ktera je dostupna na adrese
www.boldsystems.org. Po bezplatné registraci a pfihlaSeni je mozné stahovat vybrané sekvence
¢i celé projekty sekvenci. Ze sekce databaze FishBol byla vybrana skupina Amazon Fishes

(AECI), ktera obsahuje 32 zdznamt a z toho je u 30 druht ziskana sekvence COIl.

= o Species with s es )
IBaruuing Fish (FishBOL) Ptk [Specimens| [Spere Markers [<tat] el e
: COI-5P[167], D-l 23], COI-5P[410], D+l 103],
] aMK1 African fishes from AMNH Ichthyology 463 183 RAGl[zlz] J: D-loap[23] RAG][BL] S
D AECI Amazon Fishes v 3z 32 COI-5P[30], 125[30] COI-5P[30], 125[30]

Obrazek 13.: Databaze FishBol

SYSTEMS va.: | Management & Analysis

PROJECT DATA VIEWS

Specimens Species
(% complete) (% complete)

30/32 (93.8%) 30432 (93.8%)
30432 (93.8%) 30432 (93.8%)

Sequence Data Report ' - XXX

Seqs lacking successful traces: 60 COLSF[30]

j‘j View All Records

M Published

Alba Ardura, Ana Rosa Linde, Josino C. Moreira, Eva Garcia-Vazquez,
DNA barcoding for conservation and management of Amazonian
commercial fish, Biological Conservation, Volume 143, Issue 6, June
2010, Pages 1438-1443, ISSN 0006-3207, DOI

10.1016/ biocon.2010.03.018. (FOF)

COlL5P
;] searcnifiiter 125

PROJECT OPTIONS
List All Projects
Register Primers

View All Primers 1250201
Seqs with stop codons: o IMPROVED painas
Project Details ]
Contaminated seqs: o ==
Description:
e ST SrECRET=) Barcoding Brazilian fish from the Amazon River
Localties, and GenBank Specimen Data Report '~ TN EINT Project Tags:
Specimen records: 32 Marker(s):
Lacking geo reference: 0 COLSP, 125
uPLosns |
Lacking country: 0
5 . Sequence Length Distribution - 128
IDENTIFICATIONS. Ardura Alba alarguti@hotmail.com

Distribution Map
image Library

Robert Hanner
Sarah A. Paclucci

rhanner@uoguelph.ca
spaclucc@boldsystems.org

Project is publicly visible

60 -

a0 |
20 |
=]

a0 200 360 520 650 g40 1000
seq Length Chpd

Freguency (%)

Project Growth: Specimen

100 |
50 F
o L L L L L L
1 51 101 151 2ol 251 301
| — Specimens — COI-5P 125 ‘ Days
Project Growth: Species
100
50 R
o . . L
1 51 100 150 199 249 293
Days

| ~ Species - COI-SP 1zs

Obrazek 14.: Data Amazon fishes
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Ageneiogus inermis

Arapaima gigas

Astronotus ocellatus
Brachyplatystoma filamentosum
Brachyplatystoma rousseauxii
Brachyplatystoma wvaillantii
Brycon melanopterus
Cetopsis candiru
Chaetobranchopsis orbicularis
Chaetobranchus semifasciatus
Cichla temensis

Colozsoma macropomum
Curimata inornata

Geophagus proximus

Heros efasciatus

Hoplarchus psittacus
Leporinus piau

Mylozsoma duriventre
Osteoglossum bicirrhosum
Oxydoras niger
Phractocephalus hemioliopterus
Piaractus brachypomus
Pimelodus blochii

Plagioscion squamosissimus
Prochilodus nigricans
Pzeudoplatystoma fasciatum
Pzeudoplaty=stoma tigrinum
Pterygoplichthys joselimaianus
Satanoperca lilith

Schizodon fasciatus
Semaprochilodus insignis

Tripertheus elongatus

Bocudo
Pirarucu
Acara-acu
Filhote
Dourada
Piramutaba
Matrinxa
Candiru
Acara branco
Acara
Tucunare
Tambaqui
Branguinha
Acara reco
Acara preto
Acara azulao
Piau

Pacu
Aruana
Cuiu-cuiu
Pirarara
Pirapichinga
Mandi
Pescada
Curimata
Surubim
Pintado
Acari bodo
Acara tucunare
Aracu
Jaraqui
Sardinha
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AECI004-10
AECIDZZ-10
AECI001-10
AECIT1-10
AECIO10-10
AECIDZ0-10
AECID14-10
AECIOO0T-10
AECI030-11
AECIDZE-11
AECID25-10
AECIZ5-10
AECI00S-10
AECIDZT-10
AECI031-11
AECIDZS-11
AECID13-10
AECID15-10
AECID03-10
AECIO0E-10
AECIDTT-10
AECID21-10
AECID13-10
AECI018-10
AECID0E-10
AECIDZ4-10
AECID18-10
AECIO05-10
AECID3Z-11
AECI00Z-10
AECID12-10
AECIDZ3-10

Obrazek 15.: Délky sekvenci jednotlivych druhii

62 [0n]
851 [0n]
548 [0n]
£52 [0n]
655 [0n]
05 [0n]
52 [0n]
679 [0n]
0

55 [0n]
545 [0n]
851 [0n]
555 [0n]
541 [0n]
0

55 [0n]
652 [0n]
674 [0n]
674 [0n]
549 [0n]
657 [0n]
535 [0n]
653 [0n]
56 [0n]
68 [0n]
39 [0n]
651 [0n]
653 [0n]
545 [0n]
652 [0n]
649 [0n]
05 [0n]

356 [0n]
344 [0n]
324 [0n]
374 [0n]
344 [0n]
0

328 [0n]
371 [0n]
393 [0n]
378 [0n]
337 [0n]
349 [0n]
0

356 [0n]
364 [0n]
337 [0n]
365 [0n]
335 [0n]
338 [0n]
329 [0n]
318 [0n]
378 [0n]
379 [0n]
350 [0n]
315 [0n]
351 [0n]
324 [0n]
378 [0n]
382 [0n]
315 [0n]
351 [0n]
356 [0n]



8.2. Vypocet distanci

Distance neboli euklidovské vzdalenosti, které nam program vypocita, slouzi k porovnani
podobnosti/rozdilnosti zadanych sekvenci. Jsou to vlastné¢ sumy rozdilnosti jednotlivych Casti
sekvence a z toho vyplyva, ze ¢im je ¢islo vyssi, tim jsou vybrané sekvence rozdilngjsi. Naopak
nula znamena, Ze se jedna o naprosto identické sekvence. V tabulce 7 vidime ptiklady distanci

pro rizné délky okna. Na diagonale je vidét nula, coz znamend, Ze je do kiize porovnana stejna

sekvence.

Tabulka 7: Priklady vypo¢tenych distanci pro okno délky 5 a 25

1. Ageneiosus inermis 0]160,0255|159,5336|139,9718 | 139,3811
2. Arapaima gigas 160,0255 0| 152,887|160,9033|146,5583
3. Astronotus ocellatus 159,5336| 152,887 0152,7735|143,5822
4. Brachyplatystoma filamentosum | 139,9718 | 160,9033 | 152,7735 0| 35,53647
5. Brachyplatystoma rousseauxii 139,3811 | 146,5583 | 143,5822 | 35,53647 0
1. Ageneiosus inermis 0(90,97646 | 85,52837 | 80,33838 | 78,74768
2. Arapaima gigas 90,97646 0| 84,89931|90,49691 | 81,25972
3. Astronotus ocellatus 85,52837 | 84,89931 0| 88,0868| 80,3339
4. Brachyplatystoma filamentosum | 80,33838 | 90,49691 | 88,0868 0(31,38999
5. Brachyplatystoma rousseauxii 78,74768 | 81,25972 | 80,3339 (31,38999 0
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8.3. Dendrogramy

Nasledujici tabulka 8 zobrazuje soubor 30 ryb Amazon fishes a jejich zatazeni do tadu a Celedi.
Rady jsou pak pro lepsi piehlednost barevné odliseny jak v tabulce, tak ve vytvofenych
dendrogramech. Druhy jsou rozdéleny do 4 tadd, a to tak, ze Zluté je oznacen fad Characiformes,

zelené Osteoglossiformes, modie Perciformes a cervené Siluriformes.

Tabulka 8: Seznam druhit Amazon fishes a jejich systematické zaiazeni

Druh (Species)

Rad (Order)

Celed (Family)

Brycon melanopterus Characiformes Characidae
Colossoma macropomum Characiformes Characidae
Curimata inornata Characiformes Curimatidae

Leporinus piau

Characiformes

Anostomidae

Mylossoma duriventre

Characiformes

Characidae

Piaractus brachypomus

Characiformes

Characidae

Prochilodus nigricans

Characiformes

Prochilodontidae

Semaprochilodus insignis

Characiformes

Prochilodontidae

Schizodon fasciatus

Characiformes

Anostomidae

Triportheus elongatus

Characiformes

Characidae

Arapaima gigas

Osteoglossiformes

Osteoglossidae

Osteoglossum bicirrhosum

Osteoglossiformes

Osteoglossidae

Astronotus ocellatus Perciformes Cichlidae
Cichla temensis Perciformes Cichlidae
Geophagus proximus Perciformes Cichlidae
Hoplarchus psittacus Perciformes Cichlidae
Chaetobranchus semifasciatus Perciformes Cichlidae
Plagioscion squamosissimus Perciformes Sciaenidae
Satanoperca lilith Perciformes Cichlidae

Ageneiosus inermis Siluriformes Auchenipteridae
Brachyplatystoma filamentosum Siluriformes Pimelodidae
Brachyplatystoma rousseauxii Siluriformes Pimelodidae
Brachyplatystoma vaillantii Siluriformes Pimelodidae
Cetopsis candiru Siluriformes Cetopsidae
Oxydoras niger Siluriformes Doradidae
Phractocephalus hemioliopterus Siluriformes Pimelodidae
Pimelodus blochii Siluriformes Pimelodidae
Pseudoplatystoma fasciatum Siluriformes Pimelodidae
Pseudoplatystoma tigrinum Siluriformes Pimelodidae
Pterygoplichthys joselimaianus Siluriformes Loricariidae
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http://www.fishbase.us/summary/FamilySummary.php?ID=331

Na nasledujicich obrazcich mizeme vidét dendrogramy vytvoiené ze souboru dat Amazon fishes
a sestavené¢ pomoci metod average, single a complete. Denzita zde byla vypocitana pro rizné

délky okna, ato 5, 15 a 25.

Brycon melanopterus
Flaginscion sgquamosissimus
Curimata inornata
Semaprachilodus insignis
Frochilodus nigricans
Ptervioplichthys joselimaianus
Zolossoma macrpomum
Fiaractus hrachypomus
Mylossarma duriventre
Leparinus piau

Schizodon fasciatus
FPzeudoplatystoma fasciatum
Fzseudoplatystama ticrinum
Brachyplatystaoma filamentosum
Brachyplatystoma rousseauxii
Pimelodus hlochii
Phractocephalus hemioliopterus
Cvdoras niger

ZCetopsis candiry

Adeneiosus inermis
Astronotus ocellatus

Cichla temensis

Geophagus proximus
Satanoperca lilith
Chaetobranchus semifasciatus
Hoplarchus psittacus
Arapaima didas
Dsteoglossum bicirrhosum
Brachyplatystoma vaillantii
Triportheus elongatus

_+

UUUUUUUUUUUUUUUH UUUUUUUHUU
1 1

o a0 100 150

Obrazek 16.: Dendrogram - délka okna 5, metoda sestaveni - average
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Curimata inornata
Semaprachilodus insignis
Frochilodus nigricans
FPtemgoplichthys joselimaianus
Colossoma macropamum
Fiaractus hrachypomus
Mylossarma duriventre
Leporinus piau

Schizodon fasciatus
Adeneiosus inermis

Zetopsis candiry
Phractocephalus hemioliopterus
Pimelodus hlochii
Fzeudoplatystoma fasciatum
FPseudaplatystoma tigrinum
Brachyplatystama filamentosum
Brachyplatystoma rousseauxii
Crydaras niger

Brycon melanopterus
Flaginscion sgquamosissimus
Astronotus acellatus

Zichla temensis

Geophagus proximus
Satanoperca lilith
Chaetobranchus semifasciatus
Hoplarchus psittacus
Arapaima gigas
Dsteaglossum bicirrhosum
Brachyplatystoma vaillantii
Triportheus elongatus

Obrazek 17.: Dendrogram - délka okna 5, metoda sestaveni complete
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Astronotus ocellatus

Cichla temensis

Geophagus proximus
Chaetobranchus semifasciatus
Hoplarchus psittacus
Satanoperca lilith
Pseudaoplatistoma fasciatum
Fzeudoplatystoma tigrinum
Brachyplatystoma filamentosum
Brachyplatystoma rousseauxii
Pimelodus hlochii
Phractocephalus hemioliopterus
Ptemnigoplichtbys joselimaianus
Cydoras niger

Colossoma macropamum
Piaractus hrachypomus
Mylossoma duriventre
Leparinus piau

Schizodon fasciatus

Curimata inornata
Semaprachilodus insignis
Frochilodus nigricans
Adeneiosus inermis

Cetopsis candiry
Brachyplatystoma vaillantii
Brycon melanopterus
Triportheus elongatus
Plagioscion sguamosissimus
Arapaima gigas
Dsteoglossum bicirrhosum

Obrazek 18.: Dendrogram - Délka okna 5, metoda sestaveni single

Dendrogramy sestavené z denzit s délkou okna 5, aZ na nékteré vyjimky, k sob€ spravné ptifadily
jednotlivé fady. Mezi tyto vyjimky patii Plagioscion squamosissimus, ktery neni ve vSech tfech
metodach pfifazen mezi fad perciformes. To mlze byt zplisobeno tim, ze vSechny ostatni druhy
fadu Perciformes patii na rozdil od tohoto druhu ke stejné Celedi. Dale se od ostatnich stejného
fadu osamostatituje Pterygoplichthys joselimaianus a Brachyplatystoma vaillantii, pfi¢emz

posledni zminéna mé o 50 parti bazi krat§i sekvenci, coz po zarovnani mize byt divodem

odliSnosti.
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K dobrym vysledkim lze piicist, Ze v dendrogramu jsou podobné druhy pfifazeny k sobé&. Jsou to
ty, které maji stejné rodové jméno a lisi se jen jménem druhovym. Zde vidime takto pfifazené

napiiklad druhy Pseudoplatystoma ¢i Brachyplatystoma.
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Arapaima gigas
Dsteaglossum bicirrhosum
Chaetobranchus semifasciatus
Hoplarchus psittacus
Astronotus acellatus

Zichla temensis

Geophagus proximus
Satanoperca lilith

Brycon melanopterus
Plagioscion sguamosissimus
Zoloss0ma Macrmpomum
Piaractus hrachypomus
Mylossoma duriventre
Leparinus piau

Schizodon fasciatus

Curimata inarnata
Semaprochilodus insignis
Frachilodus nigricans
Pterviaplichthys joselimaianus
FPzeudoplatystoma fasciatum
FPseudaplatystoma tigrinum
Brachyplatystoma filamentosum
Brachyplatystoma rousseaxii
Fimelodus hlachii
Phractocephalus hemioliopterus
Cydaras niger

ZCetopsis candiry

Adeneinsus inermis
Brachyplatystama vaillantii
Triportheus elongatus
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Obrazek 19.: Dendrogram - délka okna 15, metoda sestaveni average



Geophagus proximus
Satanoperca lilith

Astronotus ocellatus

Zichla temensis

Leparinus piau

Schizodon fasciatus
Colossoma macropamum
Fiaractus hrachypomus
Curimata inornata
Semaprachilodus insignis
Frochilodus nigricans
Phractocephalus hemioliopterus
Pimelodus hlochii
FPzeudoplatystoma fasciatum
FPseudaplatystoma tigrinum
Brachyplatystaoma filamentosum
Brachyplatystoma rousseauxii
Cydaras niger
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Obrazek 20.: Dendrogram - délka okna 15, metoda sestaveni complete
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Obrazek 21.: Dendrogram - délka okna 15, metoda sestaveni single

Dendrogramy sestavené z denzit s délkou okna 15 mély asi nejlepsi vysledky. Od svého fadu
Characiformes se nejvice vzdaloval druh Triportheus elongatus. TO muze byt zptsobeno opét
krat$i sekvenci o 50 bazi oproti ostatnim druhim stejného fadu. Dale se vzdaloval Plagioscion
squamosissimus, ktery se, jak uz bylo vysvétleno diive, fadi jako jediny k jiné Celedi v ramci
radu.

Velmi blizké druhy se stejnym rodovym jménem Pseudoplatystoma jsou zde opét pfifazeny

ke stejné vétvi.
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Obrazek 22.: Dendrogram - délka okna 25, metoda sestaveni average
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Obrazek 23.: Dendrogram - délka okna 25, metoda sestaveni complete

45



I'_'IL'II'_1I'_'II'_1I'_'II'_1I'_1I'_'II'_1I'_'IL'II'_1I'_'II'_1UUUUUUUUUUHUUU

a 20 40

=
-

)
-

Zolossoma macrmpomum
Piaractus hrachypomus
Leporinus piau

Curimata inornata
Semaprachilodus insignis
Frochilodus nigricans
Cwydaras niger
FPzeudoplatystoma fasciatum
Fzeudoplatystoma tigrinum
Fimelodus hlachii
Brachyplatystoma filamentosum
Brachyplatystoma rousseauxii
Phractocephalus hemioliopterus
AfENRIDSUS INBMMIS
Pterviaplichthys joselimaianus
Mylossarma duriventre
Schizodon fasciatus

Cetopsis candiru

Brycon melanopterus

Cichla temensis

Geaophagus proximus
Satanoperca lilith

Astronotus acellatus
Chaetobranchus semifasciatus
Hoplarchus psittacus
Plagioscion sguamosissimus
Dsteoglossum bicirrhosum
Arapaima didas
Brachyplatystoma vaillantii
Triportheus elongatus

Obrazek 24.: Dendrogram - délka okna 25, metoda sestaveni single

Pro délku okna 25 je rozdéleni na prvni pohled o néco horsi nez pro délku okna 15. Objevuji se
zde ale podobné chybnd umisténi druhd. Druh Pterygoplichthys joselimaianus je zde pfi
metodach average a complete chybné zafazen mezi druhy fadu Osteoglossiformes. A druh

Brycon melanopterus je zde opé€t z nezndmého divodu odlouc¢en od ostatnich druh fadu

Characiformes.
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Obriazek 25.: Dendrogram - metoda vypocétu Jukes-Cantor, metoda sestaveni average

Na obrazku 25 je dendrogram sestaveny pomoci internich funkci Matlabu, a to metodou vypoctu

Jukes-Cantor, zobrazeni pak metodou average. Tento dendrogram je az na vzdalenost uzlt

identicky s dendrogramem sestavenym z denzit s délkou okna 5 a metodou sestaveni complete.

Proto ho nebudeme znovu podrobnéji rozebirat.

Na zéavér jsou na obrazku 26 a 27 zobrazeny fylogenetické stromy vytvofené piimo na webu

BOLDsystems. Zde se opét vyskytuji podobné odchylky v rozdéleni jednotlivych fada jako

Vv predchozich dendrogramech.
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Obrazek 26.: Fylogeneticky strom vytvoieny na webu Boldsystems metodou Jukes-Cantor
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Obrazek 27.: Fylogeneticky strom vytvoieny na webu Boldsystems metodou Kimura 2 Parameter
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8.4. Zhodnoceni vysledku

Z analyzy dendrogramu je zfejmé, ze nami navrzena metoda jejich sestaveni s vyuzitim denzit
sekvenci ma pro rtizna nastaveni rizné vysledky. Ve vétSin€ piipadi vSak piifazuje druhy ze
stejnych fadi ke stejné vétvi dendrogramu. Ke stejnym vétvim, bezprostiedné k sobé, byly také
pfifazovany nejpodobnéjsi druhy — ty které maji stejné rodové jméno a lisi se jen druhovym.
Nejlepsich vysledka bylo dosazeno pro délku okna 15, coz je v nasem piipadé, v povolenych
mezich délky okna 5 — 1/20 délky sekvence, pfiblizn¢ primér. V dendrogramech se bohuZzel
vyskytuje i nepravné piifazeni do fadt. Tyto chyby mohou byt zptisobeny napiiklad Spatnym, ¢i
rozdilnym sekvenovanim DNA, kdy maji sekvence riznou délku. V nasem souboru se vyskytuji
sekvence o délce 605 — 672 bazi. Tyto rozdily se pak projevi pii zarovnani piidanim mezer a ty
pak maji vliv na vyslednou denzitu. Dal§im zdrojem chybnych piifazeni mohou byt mutace

v mitochondrialni DNA, kterych se zde oproti jaderné vyskytuje vice.
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9. Zaver

Ukolem této bakalaiské prace na téma ,, Komparaéni analyza genomickych dat pomoci grafické
reprezentace™ bylo sestaveni reserSe o taxonomické metodé DNA barcodingu. V popisu této
metody se mizeme sezndmit s jeji historii, se zpisobem analyzy vzorkii ale i se zplsobem
ziskavani genomickych dat. Z ptehledu informaci je zfejmé, ze DNA barcoding je metoda
pomérn¢ mlada, avSak do budoucna by mohla mit Siroké uplatnéni. V praci je také pojednano o
bunééné organele mitochondrii, ktera s touto metodou tzce souvisi. Po té jsou shrnuty informace
o databazich barcode a praci s nimi. Jsou zde také informace o formatu FASTA, ktery je
vyuzivan ve vét§ing databazi pro praci s biologickymi daty.

Dal$im ukolem, ted’ uz praktickym, bylo porovnani denzit nukleotidi. K tomuto ucelu byl
vytvoren program V prostfedi MATLAB, mezi jehoz hlavni funkce pro praci s genomickymi daty
patii vypocet denzity, euklidovskych distanci a zobrazeni dendrograml.

Tento program pro svou cinnost vyuziva 2 funkce. Prvni funkce ze zadané sekvence
mitochondridlniho genu COI1 vypocita denzitu DNA. Tato funkce funguje sprdvné a vypocita
pozadovany vystup.

Druha funkce slouzi k porovnani podobnosti/rozdilnosti dvou sekvenci, a to vypoétem distanci
mezi sekvencemi z denzit v nacteném souboru dat. Tato funkce také funguje podle ocekavani.
Program pocital nejprve denzity a distance z nezarovnanych sekvenci. Pozdé&ji byl, z diivodu
lepsich vysledku, aktualizovan pro pocitani s globalné zarovnanym souborem dat. Program
umoziuje pro vytvoreni dendrogrami volbu riznych metod sestaveni.

Pro analyzu byl zvolen soubor 30 druhti ryb (Amazon Fishes) a jejich mitochondridlni DNA,
konkrétn¢ gen COl. Ve vytvofeném programu byla nejprve vypocitana denzita sekvence
jednotlivych druht. Z téchto denzit pak byla mezi druhy spocitana jejich euklidovska vzdalenost
a tim vytvofena distan¢ni matice jednotlivych druhti. Z této distancni matice pak byly vytvofeny
dendrogramy s vyuzitim riznych metod sestaveni a vstupnich dat.

Tyto dendrogramy az na vyjimky pfifazovaly druhy ze stejnych tadt k sobé. To ovSem
neznamena, ze mizeme vytvofené dendrogramy srovnavat napiiklad s fylogenetickymi stromy a
urcovat tim evoluéni vyvoj jednotlivych druhti. K pfiblizeni k fylogenetickym stromtim by bylo
pro tuto analyzu vhodnéj$i vyuzit napiiklad misto mitochondrialni DNA jadernou a dale
srovnavat sekvence o stejné délce.
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Seznam zkratek

ATP - adenosintrifosfat

BOLD - Barcode of Life Data Systems, University of Guelph’s Barcode of Life Database

CBOL -The Consortium for the Barcode of Life

COL1 - cytochrom oxydaza

CO2 - oxid uhlicity

DNA - deoxyribonukleova kyselina

ECBOL - European The Consortium for the Barcode of Life
EMBL - Evropska molekularné biologick4 laboratot
FADH2 - Flavinadenindinukleotid

FISH-BOL — Fish Barcode of Life

H20 - voda

iBOL - The International Barcode of Life project
MtDNA - mitochondridlni deoxyribonukleova kyselina
NADH - Nikotinamid adenin dinukleotid

PCR - Polymerase Chain Reaction

rRNA - ribozomalni ribonukleova kyselina

tRNA - transferova ribonukleova kyselina

Seznam priloh

DVD s elektronickou verzi bakalatské prace a kompletnim vytvofenym programem,

Papirova verze zdrojovych kodl jednotlivych funkei a programu
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Funkce denzita_dna.m

function [denzita]=denzita dna (sekvence, delkaokna)
sekvence=upper (sekvence) ;

y=abs (sekvence) ;

delkasekvence=length (sekvence) ;

z = zeros(l,delkasekvence+2*delkaokna);

for a=l:delkasekvence

switch y(a)

case 65
z (a+delkaokna)=1;
case 67
z (a+delkaokna)=2;
case 71
z (a+delkaokna) =3;
case 84
z (a+delkaokna)=4;
otherwise
z (a+delkaokna)=0;
end
end
denzita = zeros([4 delkasekvence+2*delkaoknal) ;

for radek=1:4
for sloupec=l:delkasekvencet+delkaokna
c(radek,sloupec) = length(find
(z ((sloupec+l) : (sloupec+delkaokna) )==radek));
denzita (radek, sloupec)=c (radek, sloupec) /delkaokna;
end
end
end

Funkce euklid.m

function [n]=euklid (b, d)
if length (b)<length (d)
n = zeros(l,length(b));
delka=length (b) ;
else
n = zeros(l,length(d));
delka=length(d) ;
end
for sloupec=l:delka
n(sloupec) = sqrt(((b(l, sloupec)-d(l,sloupec))”2) + ((b(2, sloupec)-
d(2,sloupec))”2) + ((b(3, sloupec)-d(3,sloupec))”2) + ((b(4, sloupec)-
d(4,sloupec))"2));
end
end

Zdrojovy kod programu denzity calculator

function varargout = denzity calculator (varargin)
gui_Singleton = 1;
gui State = struct('gui Name', mfilename,
'gui Singleton', gui Singleton,
'gui OpeningFcn', @denzity calculator OpeningFcn,
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'gui OutputFcn', @denzity calculator OutputFcn,
'gui LayoutFcn', 1,
'gui Callback', [
if nargin && ischar (varargin{l})
gui State.gui Callback = str2func(varargin{l});

end
if nargout
[varargout{l:nargout}] = gui mainfcn(gui State, varargin{:});
else
gui mainfcn(gui_State, varargin{:});
end

function denzity calculator OpeningFcn (hObject, ~, handles, varargin)
handles.output = hObject;

guidata (hObject, handles);

clear all

clc
function varargout = denzity calculator OutputFcn(~, ~, handles)
varargout{l} = handles.output;

function pushbuttonl Callback(~, ~, handles)
global Names Sequences value pocetsekvenci overeni
[FileName, PathName]= uigetfile({'*.mat;*.m', 'Soubory dat'}, 'Vyber soubor
DAT") ;
set (handles.textl2, 'string', 'Nacitani sekvenci' )
cela cesta=[PathName FileName];
if ischar (cela cesta) && exist(cela cesta) ==2
load ( cela cesta , 'Names', 'Sequences');
set (handles.text?2, 'string', FileName )
set (handles.listboxl, 'string',Names )
value=1;
extsekvence=cell (1,value);
pocetsekvenci=length (Sequences) ;
overeni=0;
set (handles.textl2, 'string', 'Sekvence nacteny' )
end
function listboxl Callback(~, ~, ~)
function listboxl CreateFcn (hObject, ~, ~)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, '"defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, '"BackgroundColor', 'white');
end
function listbox2 Callback (hObject, ~, ~)
function listbox2 CreateFcn (hObject, ~, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end
function pushbutton2 Callback(~, ~, handles)
global Sequences value extsekvence
p=get (handles.listboxl, 'Value');
if p>0
extsekvence{l,value}=Sequences{l,p};
value=value+l;
end
set (handles.textl2, 'string', 'Zobrazena vybrana sekvence' )
set (handles.listbox2, 'string',extsekvence )
function pushbutton3 Callback(~, ~, handles)
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global Sequences

set (handles.textl2, 'string', 'VypocCet denzity vybrané sekvence'

delkaokna = str2double (get (handles.edit3, 'String'));
p=get (handles.listboxl, 'Value');
x=Sequences{l,p};
denzita=denzita dna (x,delkaokna);
soucet at=denzita(l,:)+denzita(4,:);
soucet cg=denzita (2, :)+denzita(3,:);
figure

subplot (4,1,1)

plot (denzita(l,:))

axis ([0, length(denzita),-0.1,1.1])
ylabel ('Denzita')

title('Adenin')

subplot (4,1,2)

plot (denzita(2,:))

axis ([0, length(denzita),-0.1,1.1])
ylabel ('Denzita')

title('Cytosin')

subplot (4,1, 3)

plot (denzita(3,:))

axis ([0, length(denzita),-0.1,1.1])
ylabel ('Denzita')

title('Guanin')

subplot(4,1,4)

plot (denzita(4,:))

axis ([0, length(denzita),-0.1,1.1])
title('Thymin'")

ylabel ('Denzita')

xlabel ('Délka sekvence')

figure

subplot (3,1,1)

plot (soucet at)

axis ([0, length(denzita),-0.1,1.17)
title('Soucet denzit A-T")

ylabel ('Denzita')

subplot (3,1,2)

plot (soucet cg)

axis ([0, length(denzita),-0.1,1.17)
title('Soucet denzit C-G'")

ylabel ('Denzita')

subplot (3,1, 3)

plot (soucet at)

hold on

plot (soucet cg,'r')

axis ([0, length(denzita),-0.1,1.1])
title('AT vs. CG'")

ylabel ('Denzita')

xlabel ('Délka sekvence')

legend ('A-T', 'C-G")

set (handles.textl2, 'string', 'Zobrazena denzita vybrané sekvence'
function pushbutton4 Callback (hObject, eventdata, handles)

global Sequences pocetsekvenci vzdalenost overeni
set (handles.figurel, 'Pointer', 'watch');

set (handles.textl2, 'string', 'Probiha vypocet denzity a distanci...

delkaokna = str2double(get (handles.edit3, 'String'));
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denzity=cell (1,pocetsekvenci) ;
vzdalenost=cell (pocetsekvenci, pocetsekvenci);
for i=l:pocetsekvenci
d=Sequences{1l,1i};
denzity{l,i}=denzita dna(d,delkaokna) ;
end
for j=l:pocetsekvenci
for k=1l:pocetsekvenci
ee=euklid(denzity{j},denzity{k});
vzdalenost{j, k}=sum(ee);
end
end
overeni=1;
xlswrite ('testdata.xls', vzdalenost)
winopen ('testdata.xls")
set (handles.figurel, 'Pointer', "arrow');
set (handles.textl2, 'string', 'Vypoctena denzita a distance nezarovnanych
sekvenci' )
function text2 CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
function text4 CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
function edit3 Callback (hObject, eventdata, handles)
global Sequences
p=get (handles.listboxl, 'Value');
delkaokna = str2double (get (hObject, 'String'));
dvacetinasekvence=round (length (Sequences{p}) /20) ;
if delkaokna<5
delkaokna=5;
warndlg ('Nepovolend délka okna - Upraveno');
elseif delkaokna>dvacetinasekvence

delkaokna = dvacetinasekvence ;
warndlg ('Nepovolend délka okna - Upraveno');
else
delkaokna=delkaokna;
end

if mod(delkaokna,?2)==1;
delkaokna=delkaokna;

else

delkaokna=delkaokna-1;

warndlg ('Nepovolend délka okna - Upraveno');
end

set (handles.edit3, 'string', delkaokna) ;
function edit3 CreateFcn (hObject, ~, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))
set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end
function text6 CreateFcn (hObject, eventdata, handles)
function pushbutton5 Callback (hObject, eventdata, handles)
global vzdalenost overeni
if overeni ==
[FileName, PathName] = uiputfile('*.xls','UloZz jako:");
SaveFile = [PathName FileName];
xlswrite (SaveFile, vzdalenost)
set (handles.textl2, 'string', 'UloZen soubor distanci:', SaveFile )
else
warndlg ('Musite nejdfive vypocitat distanci sekvenci');
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set (handles.textl2, 'string', 'Chyba - nevypocitana distance' )
end
function pushbutton6 Callback (hObject, eventdata, handles)
global vzdalenost Names overeni
if overeni ==
set (handles.textl2, 'string', 'Probihd sestrojeni fylogenetického stromu z
distanci...' )
val=get (handles.popupmenul, 'Value') ;
M = cell2mat (vzdalenost) ;
switch wval

case 1
tree = seqglinkage (M, 'average', Names) ;
case 2
tree = seqglinkage (M, 'single', Names) ;
case 3
tree = seqglinkage (M, 'complete', Names) ;
case 4
tree = seglinkage (M, 'weighted', Names) ;
case 5
tree = seqglinkage (M, 'centroid', Names) ;
case 6
tree = seglinkage (M, 'median’', Names) ;

end
view (tree);
set (handles.textl2, 'string', 'Sestrojen fylogeneticky strom z distanci
sekvenci' )
else
warndlg ('Musite nejdrive vypocitat distanci sekvenci');
set (handles.textl2, 'string', 'Chyba - nevypociténa distance' )
end
function pushbutton7 Callback (hObject, eventdata, handles)
global Sequences Names
set (handles.textl2, 'string', 'Probihd sestrojeni fylogenetického stromu...
val=get (handles.popupmenu2, 'Value') ;
switch wval

case 1

D = segpdist (Sequences, 'Method', 'jukes-cantor');
case 2

D = seqgpdist (Sequences, "Method', ‘'p-distance');
case 3

D = segpdist (Sequences, "Method', 'alignment-score');

end
val=get (handles.popupmenu3, 'Value') ;
switch val

case 1
tree = seglinkage (D, 'average', Names) ;
case 2
tree = seglinkage (D, 'single', Names) ;
case 3
tree = seglinkage (D, 'complete', Names) ;
case 4
tree = seglinkage (D, 'weighted', Names) ;
case 5
tree = seqglinkage (D, 'centroid', Names);
case 6
tree = seqglinkage (D, 'median’', Names) ;
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end
view (tree);
set (handles.textl2, 'string', 'Sestrojen fylogeneticky strom' )

function popupmenul Callback(~, ~, ~)
function popupmenul CreateFcn (hObject, ~, handles)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, 'BackgroundColor', 'white');
end
function popupmenu2 Callback(~, ~, ~)
function popupmenu2 CreateFcn (hObject, ~, ~)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, '"defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, '"BackgroundColor', 'white');
end
function popupmenu3 Callback(~, ~, ~)
function popupmenu3 CreateFcn (hObject, ~, ~)
if ispc && isequal (get (hObject, 'BackgroundColor'),
get (0, 'defaultUicontrolBackgroundColor'))

set (hObject, "BackgroundColor', 'white');
end
function pushbutton8 Callback(~, ~, handles)
global Sequences pocetsekvenci vzdalenost overeni
set (handles.textl2, 'string', 'Probihd vypocet denzity a distance ze zarovnanych
sekvenci...' )
set (handles.figurel, 'Pointer', 'watch');
delkaokna = str2double (get (handles.edit3, 'String'));
denzity=cell (1,pocetsekvenci);
vzdalenost=cell (pocetsekvenci,pocetsekvenci) ;
Sequences2=multialign (Sequences) ;
Sequences2=cellstr (Sequences2) ;
Sequences2=Sequences?’';
for i=l:pocetsekvenci

d=Sequences2{1l,1i};

denzity{l,i}=denzita dna(d,delkaokna) ;
end
for j=l:pocetsekvenci

for k=l:pocetsekvenci

ee=euklid(denzity{j},denzity{k});
vzdalenost{j, k}=sum(ee);

end
end
xlswrite ('testdata.xls', wvzdalenost);
winopen ('testdata.xls'");
overeni=1;
set (handles.figurel, 'Pointer', 'arrow');
set (handles.textl2, 'string', 'Vypoc¢itédna denzita a distance zarovnanych
sekvenci' );
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