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Mili FeSitelé,

Mame tu posledni sérii nultého ro¢niku Biozvéstu. Doufam,
ze Vas ulohy opét piekvapi. A doufam, ze spiSe obsahem,
neZz obtiznosti. V serialu na pokracovani zavrsite Vase
samostudium bioinformatiky a sméle
se budete moci nazyvat ,,pokroCi-
lymi“. Omlouvam se Vam za dvou-
tydenni zpozdéni pfi vydani serie, ale
na odskodnénou je uzavérka prod-
louzena az do 8.5. Slavnostni vy-
hlaseni vysledkii probéhne béhem te-
rénniho soustfedéni a vitézové se
mohou t&sit na sladkou odménu.

TERENNI SOUSTREDENI{

Kona se od 16. do 21.5.2013 (stieda - titery)

ucastnici se budou vybirat dle dosazenych bodd za 1. - 3.
sérii a mély by ziskat vice nez 0 bodu a fesit alesponi 2 série
(pocita se i Ctvrta).

Hlaste se do konce dubna na adrese

biozvest@gmail.com

Do pfihlasky napiste, zda-li se budete tcastnit celou dobu
nebo specifikujte, od kdy do kdy pfijedete. Po 1.5. vybere-
me ucastniky a posleme jim podrobné informace.

Misto: Ctvrtnikiiv srub http://araneus.skauti.net/srub/
Lezi u Vacova v PoSumavi. Neni zde elektfina, tudiz bude
akce mimoradné autenticka.

Naplii: Vypravy do okoli, rekognoskace orchidejovych luk
mimotadné kvality, determinace nalezenych organismil (zej-
ména budeme zkouset praci s determina¢nim klicem), dis-
kuse nad tématy tloh Biozvéstu aj.

Strava: Z doneseného ¢i uloveného pfipravena svépomoci.
Ubytovani: Ve spacacich. PfF UK na akci pfispiva 5 000
K¢, coz pokryje naklad na ubytovani a zbude néco malo na
stravu. Dopravu si kazdy hradi sam.

Jak FesSit

Veskeré pokyny k FeSeni seminaie ziskate na internetové
strance Biozvéstu

http://web.natur.cuni.cz/~vosolsob/krouzek/bios.html

(nebo zadejte ,,Biozvest™ do Google). Nejdtive je tieba pfi-
hlasit se ke Google skuping ,,Resitelé Biozvéstu®
Biozvest-resitele@googlegroups.com,

https://groups.google.com/d/forum/biozvest-resitele, vy-
plnit piihlasSku a nésledné odesildni tloh se provadi
Google.

Kdybyste méli jakykoliv problém s uvedenym postupem,
poslete feseni na adresu biozvest@gmail.com.

V pftipad¢, Ze byste se ocitli bez internetu, mizete vyuzit i
klasickou postu

Stanislav Vosolsobé

Katedra experimentélni biologie rostlin
Piirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze
Vini¢na 5

128 44 Praha 2

opravené feSeni vSak dostanete naskenované e-mailem.
Nelekejte se, kdyz Vam prijdou tlohy na prvni pohled pfilis
tézké, ponoite se do informacnich zdroji a uvidite, Ze na
vSe lze n¢kde nalézt odpoved’. Dobré tipy k feSeni naleznete
také na strance Biozvéstu v sekci ,,Navody“. Neni nutné
abyste vytesili vSechny ulohy, staci odeslat libovoln¢ velky
fragment. Ocenime, pokud pfilozite jakékoliv pfipominky
(napf. uloha byla pfili§ lehka/tézka, nesrozumitelna, nudna),
ulohy se pokusime tvofit k Vasi maximalni spokojenosti.
Veskeré dotazy ¢i pfipominky sméfujte na adresy

biozvest@gmail.com ¢i vosolsob@natur.cuni.cz

Uzavérka 4. série probéhne ve stiedu 8.5.2013 o pulnoci.

Ulohy miizete vypracovat p¥imo do zadani jednotlivych
uloh, které se objevi ve Vasich sdilenych dokumentech. Ho-
tovou tlohu pojmenujte
Ro¢nik-Série-Uloha-Jméno_Piijment,

napt. 0-1-2-Bioslav_Biomilny v pfipad¢ druhé ulohy prvni
série aktualniho ro¢niku. Posledni Vami provedena zména
by méla byt ze dne uzavérky. V ptipadé opozdéného ode-
vzdani uloh se strhava za kazdy cely den jeden bod s vy-
jimkou zvlasté zavaznych situaci. Z technickych divodu
ukladejte tlohu ve formatu .doc, abychom Vam mohli pfi-
davat do feSeni komentéafe.

Nebot” nelze systémové blokovat kooperaci mezi fesiteli a
navic kooperace je zédkladem uspéchu pii védecké praci, ak-
ceptujeme i skupinové fesené ulohy, v ndzvu a hlavicce ulo-
hy vsak vyjmenujte vSechny fesitele a tito feSitelé mohou
odevzdat dohromady pouze jednu tlohu, v§em bude pficten
identicky pocet bodid. Ptipadné spoluautory mimo feSitell
seminafe taktéz uvadeéjte do hlavicky ulohy. Zdroje informa-
ci taktéz do feSeni pripiste.

V kazdé sérii se mtzete téSit na jednu ,,zelenou®, jednu ,,bi-
lou®, studijni, praktickou a nau¢nou ulohu, ta nauc¢na je v
tomto ro¢niku vénovana bioinformatice.

Mnoho zdaru pfi feSeni Vam za kolektiv autort pieje
Stanislav Vosolsobé


https://groups.google.com/forum/?hl=cs&fromgroups#!forum/biozvest-resitele
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Uloha 1: Zmrzlinovy pohar
Autor: Stanislav Vosolsobé
Pocet bodi: 20

Bioslav byl koncem zimy na lyzaiském kurzu v Tatrach a
nahodou slavil svatek (30.2.). Spoluzaci mu pfipravili zmrz-
linovy pohér. Nebot’ byly na horach odfiznuti od civilisace,
museli si vystacit s tim, co okolni pfiroda dala a tak pouzili
k ptipravé poharu riznobarevny snih z pfirody. Pohar se
skladal z téchto slozek, které jsme pracovné pojmenovali
podle vzhledu (Bioslav snédl vzdy jen ¢ast a zbytek podro-
bil analyze):

Stracciatella

Obsahovala tisice drobnych tmavych organismd, které od
pohledu patfili do skupiny Pancrustacea. Bioslav si jiz dfive
v§iml, ze tito zivocichové poskakuji vSude po sné¢hu v ob-
rovskych poctech.

Melounova

Pod mikroskopem byly patrné jednotlivé oranzové bunky.
Bioslav izoloval ze zmrzliny pigmenty, rozdélil je chroma-
tograficky a ur€il absorpéni spektrum. Identifikoval dvé lat-
ky s absorpénimi maximy 430 a 663 nm, respektive 463 a
648 nm a velké mnozstvi latky s absorbanci mezi 450 a 500
nm. Jiny zastupce tohoto rodu je jiz delsi dobu kompletné
osekvenovan.

Citronova

Bioslav mél silné tuseni hned od prvniho pohledu. Pod mik-
roskopem nic nepozoroval. Nechal vzorek odpafit a ziskal
bezbarvou latku tvofenou jehlickovitymi krystaly. Své tu-
Seni potvrdil poté, co trochu latky natavil nad vaficem a
poté ptidal k Fehlingovu €inidlu - vzniklo temné modré za-
barveni. Pfi =zahfivani roztoku nenatavené latky ve
Fehlingové cCinidle se nic nestalo.

Cokoladova

Pod mikroskopem Bioslav spatfil neidentifikovatelnou
zmét'. Potom preparat obarvil barvivem DAPI a pod fluo-
rescen¢nim mikroskopem s ultrafialovou excitaci spatfil ve-
liké mnozstvi drobounkych modrych tecek (objektiv 60x) a
obcas i vEtsi kolecka. Bioslav zajasal, proved! izolaci DNA
a amplifikoval rizné mitochondrialni geny pomoci PCR.

Toto zjistil sekvenaci:

>sekvence 1
AACTATTCCCTGATCTCCTCTCCCCCACATTTTAATTCATATAT
TTAATAACATCTACTGTACCTCCCCAGTATGTACTCTTTCCCAC
CCCCTATGTATATCGTGCATTAATGGTTTGCCCCATGCATATAA
GCATGTACATACTATGCTTGATTTTGCATTCGTGCACCTCACCT
AGACCACGAGCTTGATCACCAAGCCTCGAGAAACCATCAACCCT
TGCTAGACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATAGCATGTGG
GGGTTTCTAGCCTGAAACTATACCTGGCATCTGGTTCTTACTTC
AGGGCCATGAAAGTCCTCAATCCAATCCTACTAACCTCTCAAAT
GGGACATCTCGATGGACTAATGACTAATCAGCCCATGATCACAC
ATAACTGTGGTGTCATGCATTTGGTATTTTTTAATTTTTAGGGG
GGGGGGACTGGTATCACTCAGCTATGGCCGTAAAGGCCTCGTAG
CAGTCAAATAACTTGTAGCTGGGCTTATCCTTCATCATT
>sekvence 2
ATGACAAACATTCGAAAAACACACCCCCTACTAAAAATTATTAA
TCACTCTTTCATCGACTTACCAGCCCCATCCAATATCTCATCAT
GATGAAACTTTGGCTCCCTCTTAGGAATCTGCCTAATAATCCAA
ATCCTTACAGGTCTATTTCTAGCAATACACTATACATCAGACAC
AATAACAGCATTCTCTTCAGTAACTCATATCTGCCGAGACGTAA
ATTATGGATGACTAATTCGATATTTACACGCAAACGGAGCCTCA
ATATTCTTCATTTGCTTATTTCTACATGTAGGACGAGGAATATA
TTACGGATCATATACCTTCATAGAAACATGAAACATCGGTGTAA
TTCTCCTATTCGCAGTAATAGCCACAGCATTCATAGGTTATGTC

CTTCCATGGGGACAARATATCCTTCTGAGGAGCAACAGTAATTAC
ARATCTATTATCAGCAATTCCATACATCGGAACTACCCTAGTAG
AATGAATCTGAGGAGGATTCTCAGTAGATAAAGCTACACTAACA
CGTTTCTTCGCCTTCCACTTTATCTTACCATT
CATCATTGCCGCCCTAGTAATCGTCCATCTCCTATTTCTCCATG
ARACTGGATCAAATAACCCTACAGGCCTTAACTCAGACGCCGAC
AAAATTCCATTTCACCCGTACTATACAATTARAGACATTCTAGG
AGTACTCATAATAGTGTCATTCCTAATAACCTTAGTTCTCTTCT
TCCCAGACCTTCTAGGTGACCCGGACAACTATATACCTGCCAAC
CCACTAAATACCCCACCACATATTAAACCAGAATGGTACTTCCT
ATTTGCATACGCAATTCTACGATCCATCCCTAACAAATTAGGTG
GAGTCCTAGCCCTAATTTTATCTATCCTTATTCTAGCCCTATTA
CCATTCCTACACACCTCTAAACAACGCAGCCTAATATTCCGTCC
AATCACTCARACCCTATACTGAATCCTAGTTGCTAACCTTCTCG
TCCTAACTTGAATTGGAGGTCAACCAGTAGAACACCCATTCATC
ATCATTGGCCAACTAGCCTCAATCAGCTACTTCTCTATTATTCT
AATCCTCATACCCATCTCAGGCATTATTGAAG

ATAAAATA

Limetkova

Tentokrat Bioslav nalezl organismu pfibuzny organismu z

melounové zmrzliny, ktery se i v prirodé vyskytuje v

podobném prostiedi. Akorat nebyly utvary kulaté a

oranzové, ale zelené rohlickovité s dlouze zaspicatélymi

konci.

1. Rozeberte podstatu vSech vySe zminénych dikazd a
identifikujte slozeni vSech péti zmrzlin.

2. Popiste, jak vznika limetkovy, melounovy a straccia-
tellovy snih, kde se organismy ve sné¢hu berou.
Co by to znamenalo, kdyby po zahfivani i nenatavené
latky z citronové zmrzliny doSlo k reakci (Cervena
srazenina)?

3. Jak prvni uméléa synthesa hlavni latky z citronové zmrz-
liny zménila nahled na zivy svét?

4. Co jsou nejpravdépodobnéji malé tecky a vétsi kolecka
obarvena DAPI v ¢okoladové zmrzling?

5. ZdGvodnéte pritomnost dvou zminénych sekvenci v
¢okoladové zmrzling (pfi identifikaci sekvenci vyuzijte
zkuSenosti z 5. ulohy 2. série).

Uloha 2: Slava Mendelovi!
Autor: Jifi Hadrava
Pocet bodu: 12

Predpokladejme dostateéné velkou panmiktickou populaci
diploidnich jednoletych rostlin. Tyto rostliny maji gen 4 ve
formé tfi riznych alel. Alela 47 ma frekvenci 60%, A2 30%
a A3 10%. Enzym kdédovany genem A je zZivotné dulezity.
Recesivni alela 43 je poSkozenou variantou alel piedcho-
zich. Rostliny, které jsou recesivnimi homozygoty, nevykli-
¢i. Rostliny, které maji alespont jednu alelu 4/ nebo A2
nejsou vuci sobé nijak selekéné znevyhodnény. Alela A2 se
od alely 4/ li§i mutacemi v promotoru a neexprimuje se v
kvétech. Gen B ma dv¢ alely, B/ a B2. Kazda z alel ma v
populaci frekvenci 50% a neni proti nim zadny selekéni
tlak. Tento gen nelezi na stejném chromosomu s genem A.
Alela B2 je recesivni, jeji produkt je nefunkéni. Enzym ko-
dovany alelou B/ pfeméiuje produkt enzymu A v pigment
zpusobujici cervené zbarveni.

1. Kolik procent rostlin v populaci bude mit cervené kve-

ty?
2. Jaké je pravdépodobnost, Ze nahodné vybrana rostlina
nebude nést alelu 42?7
3. Jaka bude v této populaci heterozygotnost za dva roky?
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4. Jaké procentualni zastoupeni alel 47, A2 a A3 najdeme v
populaci za 10 let? (Doporucuji fesit pomoci Excelu
nebo podobného tabulkového editoru.)

5. Jsou alely 4 vzajemné orthology, nebo paralogy?

Uloha 3: Novy, dosud neznamy druh
Autor: Albert Damaska
Pocet bodu: 10

Bioslav rad lovi v terénu mysice. Ty maji ve svém kozisku
plno blech, procez se Bioslav ¢asto bavi i chytanim téchto
skékajicich potvtrek. V tomto konicku je uz pekné zkuseny,
déla ho uz dlouho. Kdyz byl vroce 2007 na Muranské
planiné na Slovensku, chytil v travé vedle uskakujicich
blech také jednoho diepcika. ZkuSené v ném uz tehdy po-
znal zastupce rodu Dibolia. Jaké bylo ale jeho piekvapeni,
kdyz se doma ukazalo, ze jde o novy, dosud neznamy druh.
Popsat ho bohuzel nestihl. V tomtéz roce totiz stejného
drepcika popsal ze sbért, provedenych na Slovensku o
né&kolik let diive, entomolog Cizek. Bioslav se ale rozhodl,
ze si popis druhu zkusi alespon nanecisto. Tehdy netusil, ko-
lik s tim bude mit prace.

Entomolog Cizek v roce 2007 novy druh diepéika rodu Di-
bolia ze Slovenska popsal v Casopise Klapalekiana. Kdo
tento Casopis vydava, jaky je impakt faktor tohoto ¢asopisu
a jak se jmenuje onen novy druh dfepcika, jehoz popis v Ca-
sopise vysel?

Mozna by né¢koho mohlo udivit, Ze mohl Bioslav najit novy
druh pro védu i v tak prozkoumané oblasti, jako je stfedni
Evropa, ba dokonce Slovensko. Nové druhy se vSak ze
sttedni Evropy stéle popisuji, ba co vice, popisuji se i z Ces-
ké republiky. Najdéte alespon dva druhy Zivoéichi, popsané
ve 21. stoleti z uzemi Ceské republiky.

Aby v popisech druhti a v jejich nazvech nebyl tplny gulas,
koordinuji tyto aktivity Mezindarodni pravidla zoologické
nomenklatury, ktera vydava Mezinarodni komise zoologické
nomenklatury ICZN. Tato pravidla jsou online k disposici

v anglickém jazyce na strance
http:/www.nhm.ac.uk/hosted-sites/iczn/code/, v Ceském

prekladu je vydala knizng Ceska spoleénost entomologicka.
Kdy vyslo zatim posledni vydani Pravidel v anglickém jazy-
ce a kdy v jazyce ceském?

Aby mohl byt popis druhu platny, je od roku 2000 nutné,
aby byl vedle publikovaného popisu k disposici také typovy
exemplaf, ktery se nazyva holotypus. To je jeden jedinec,
podle kterého byl popis druhu uéinén. S holotypy se ¢asto
muzete setkat, budete-li nahlizet do muzejnich entomolo-
gickych sbirek. Jedinec tam byva oznacen Cervenym listkem
s napisem holotypus. Vedle holotypu se vsak ve sbirkach
Casto setkate i s Cervenymi listky s napisem paratypus. Jaky
je rozdil mezi holotypem a paratypem?

Predstavme si, ze by se Bioslav nedozvédél o tom, ze by
stejny druh, ktery nalezl, uz nékdo popsal, a popis nového
druhu by v roce 2008 publikoval. V tu chvili by na svété
byly dva popisy stejného druhu! To se vzhledem k velkému
mnozstvi odbornych ¢asopist stava celkem ¢asto. Pokud ne-
zavisle na sob& vyjde vice popist stejného druhu, ktery je
platny?

Kdyz v literatufe vidime nazev n¢jakého druhu, obvykle ne-
sestava jen z rodového a druhového jména (napf. Argopus
ahrensi), ale za druhovym jménem je uvedeno jesté jakési

jméno a jakysi letopoCet (napf. Argopus ahrensi Germar,
1817). Nékdy navic za nazvem neni uvedeno zadné jméno,
ale pouze zkratka L. (napt. Apodemus sylvaticus L. 1758).
Ci jméno a jaky letopocet se za nazvy druhti uvadi a co zna-
mena zkratka L.?

Kdyz byl Bioslav v Mediteranu, doslechl se, ze v macchii
muZze snadno narazit na takové véci, jako je Bacillus a Iris.
Bylo mu feceno, ze Bacillus se pted nim bude snazit
schovat, zatimco Iris ho bude chtit kousnout kusadly. ,,To je
divné,” pomyslel si, ,,Ze by se pfede mnou chtéla schovavat
infekéni prokaryota a ze by mi hrozilo kousnuti od
mokiadni kytky v suchém kiovi!“ Pozdgji vsak zjistil, ze
oboji je v macchii mozné. Jak to, ze se zivoCich muze
jmenovat stejn€ jako prokaryot nebo stejn€ jako rostlina? A
do jakych skupin zminéni zivo€ichové patii?

Uloha 4: Nedotykati se!
Autor: Stanislav Vosolsobé¢, inspirace Milo§ Duchoslav
Pocet bodu: 15

Rostliny vnimaji mnoho podnétti ze svého okoli. Mimo jiné
reaguji 1 na dotek, at’ jiz je zptisoben vétrem, pudou ¢i jiny-
mi organismy. Pokud byly rostliny husenicku dvakrat denn¢
vystaveny dotyku, mélo to velmi dramaticky vliv na jejich
rust, vizte obrazek.

Obrazek je ptevzat z prehledného ¢lanku

http://onlinelibrary.wiley.com/d0i/10.1111/j.1469-

1. Pokuste se reprodukovat tento pokus s jinymi dostupny-
mi rychle rostoucimi druhy rostlin. Popiste podrobné
metodiku a nezapomente na statistické zhodnoceni, v
tomto piipadé byste méli vystacit i s t-testem, ktery spo-
¢ita i Excel... Pokud by vam rostliny rostly pomalu, je
tuto tlohu mozné odevzdat az do 14.5.

Uloha 5: Strom
Autor: Stanislav Vosolsobé
Pocet bodu: 12

V minulé sérii jsme si pfipravili mnohocetné pfifazeni sek-
venci. Nyni cely keratinovy piibch uzavieme vypoctem fy-
logenetického stromu. Jak jiz jsem zminil pfi pfi vyrobé
alignmentu, nejodpovédnéjsi fylogenetickou praci jsme
provedli pii vzajemném piifazovani aminokyselinovych po-
sic, kdy jsme se rozhodli, které posice budeme povazovat za
homologické. Vlastni tvorba stromu spociva pouze v sesku-
peni sekvenci na zaklad¢ kritéria, podle néhoz hodnotime
podobnost sekvenci. Existuje vSak nepfeberné mnozstvi vy-
pocetnich strategii. Pokusim se je nastinit jen v nejhrubsich
rysech:


http://www.nhm.ac.uk/hosted-sites/iczn/code/
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Distan¢ni algoritmické metody

Vezmeme sekvence jako celek a spocitdme vzajemné
podobnosti mezi vSemi sekvencemi. Vytvofime matici
distanci (tabulku vzdalenosti) mezi sekvencemi. Nejjedno-
dussim kritériem pro vypocet podobnosti v pfipad¢ nukleo-
tidové sekvence je pocet shodnych posic. Takto vypocitana
distance mezi sekvencemi by odpovidala evolu¢ni vzda-
lenosti mezi nimi za piedpokladu, ze by vSechny posice mu-
tovaly nahodné, ke vSem typtim mutaci by dochézelo stejné
Casto a konkrétni posice mutovala jen jednou. Ve sku-

vvvvvv

vvvvvv

mnoho riznych modelt, které se 1isi po¢tem parametrti, kte-
ré berou v tvahu, zékladni je korekce na zpétné mutace, to
jsou ptipady, kdy napt. A mutuje na C, G a pak zase zpét na
A a po dlouhé dob¢ dojde k tzv. substitucni saturaci, kdy je
plivodni signal zcela pfekryt mladSimi mutacemi. Pravde-
podobnost zpétnych mutaci 1ze pfesné vycislit. Dale muaze-
me zavést korekci na mutacni pravdépodobnost (empiricky
zjistime, ze napf. ¢astéji mutuje A na T, nez A na C a tak bu-
deme brat sekvence, kde se vyskytuje zdména A/C za vzda-
len&jsi, nez sekvenci se zameénou A/T). Kazda ¢ast sekvence
také miize mutovat odliSnou rychlosti a naopak nékteré po-
sice mohou byt neménné (invariantni), proto se v modelech
muzeme setkat s parametrem G, ktery jednoduSe feceno
fika, kolik rozdilnych mutacnich rychlosti v rameci zkou-
mané sekvence mame brat v uvahu, a parametr I, ktery zna-
mena proporci invariantnich posic. Zvlasté slozity
substitu¢ni model je potieba pro proteinové sekvence, kdy
je nutné brat v tvahu pravdépodobnosti zdmén mezi 20
aminokyselinami. Substitu¢ni model se nejcastéji pocita z
dat samotnych na zakladé frekvenci konkrétnich substituci.
Ne vzdy znamena, Ze komplexngj$i model je lepsi, nebot
parametrt. Slozité modely proto lze pouzit pouze v pfipadé,
ze mame dostateény pocet dlouhych sekvenci.

Pokud mame ureny vzdalenosti, provedeme na jejich za-
kladé klastrovani (shlukovani) sekvenci. Primitivnéj$i meto-
da UPGMA zacina seskupovat od vétvi, které maji nej-
mens$i vzdalenost. Po seskupeni kazdého paru sekvenci jsou
jejich distance nahrazeny primérnou hodnotou. Pokrodilejsi
metoda neighbour-joining (NJ) seskupuje vétve podle
distanci tak, aby se po kazdém kroku zkratila délka celého
stromu. Metoda UPGMA se nedokaze vypotadat s divnymi
rychle mutujicimi taxony, které maji velkou distanci od
sesterskych druhti. Misto, aby je spojila se sesterskymi, pfi-
klada je ke kofeni stromu (artefakt LBA - long branch
attraction). Vysledny strom pak nespliiuje parsimonické kri-
térium nejmensiho poctu evoluénich zmén (tj. strom s
nejkratsi délkou vétvi). Metoda NJ se s timto artefaktem
dokaze vyporadat, je vSak nutné, aby byly distance dobie
spocitany, coz mize byt problematické, pokud se sekvence
Heuristické znakové metody

Zatimco predchozi metody pocitaly strom pomoci jasného
algoritmu (napf. postupné seskupovat vétve od nejblizsich),
heuristika spociva v prohledavani vSech moznych stromi
dle daného kritéria a vybéru toho nejoptimalnéjsiho.
Zpravidla se pfi heuristickém hledani nepocitaji distance,
ale pracuje se piimo se znaky (tj. vyskyt konkrétnich bazi ¢i
aminokyselin na konkrétni posici v alignmentu. Tradi¢ni

metoda maximum parsimony (MP) pro kazdy hypoteticky

strom spocita pocet evolucnich zmén, ke kterym muselo do-

jit a vybira se nejparsimonnéj$i strom. Nebere v uvahu
zadné substituéni modely. Naopak maximum likelihood

(ML) je zalozena na substituénim modelu. Metodu lze

nejlépe pochopit na konkrétnim piipadu:

* mame alignment tii sekvenci X, Y, Z

* metodou ML se hodnoti kazda posice (sloupec) align-
mentu separatné, mé&jme na prvni posici nukleotidy A, C,
C

* generujeme vSechny hypotetické topologie stromu:
X,(Y,Z) (X,Y).Z (X,Y).Z
(sekvence mino zavorku je sesterska k sekvencim v za-
vorce)

» pro kazdou topologii stromu generujeme vSechny hypo-
tetické kombinace nukleotidd, které mohly byt v minu-
losti na kazdém z uzlt stromu. Pro kazdy strom to bude
16(!) moznosti (4 mozné nukleotidy v kofeni stromu x 4
nukleotidy v prvnim uzlu). Tudiz i kdyz Y a Z maji
shodné bazi C, operujeme s moznosti, kdy jejich nej-
blizsi spolecny piedek mél jinou béazi. Tim se znacné li-
§ime od metody MP, ktera by operovala s hypotézou, Ze
béhem evoluce doslo pouze k jedné zameéné, a to
konkrétné A—C. Diky tomuto pfistupu se metoda ML
oprostila od artefaktu LBA.

* je zfejmé, ze v pripad¢ konkrétni topologie musela evo-
luce prob¢hnout jednou z 16 moznych cest. Pro kazdou
z topologii muzeme urcit kritérium likelihood (véro-
hodnost), které tika, jak pravdépodobné¢ kazda konkrétni
topologie vysvétluje pozorované rozlozeni znakt a ziska
se jako soucet pravdépodobnosti vSech Sestnacti cest.
Priklad uvazovani: Pozorované rozlozeni znaku je, Ze
Bioslav je nachlazen. Testujeme dvé rizné topologie -
nachladil se pii pobytu doma / pfi terénnim vyzkumu.
Konkrétni cesty k nachlazeni doma by byly (v zavorce
jsou pravdépodobnosti, Ze se tento jev béhem dne stane):
rozbilo se topeni (1:200), zapomnél se obléknou, kdyz
Sel z vany (1:7, Bioslav se myje jednou tydn¢ a vzdy za-
pomene), do okna vletéla ledova kometa (1:10%°). Na-
chlazeni venku se mohlo piivodit takto: zapadl do zavéje
(1:1000), zabral se do pokusu (1:2), nedostate¢né se ob-
ekl z roztrzitosti (1:3). Pravdépodobnost, Ze se Bioslav
nachladil poruchou topeni nebo neobleCenim nebo ko-
metou je rovna souctu dil¢ich pravdépodobnosti (tedy
0,14786), v piipadé druhé hypotézy je to 0,834. Vidime,
ze nase data vérohodnéji vysvétluje hypotéza venkovni
topologie, tudiz bychom ji pfijali. Také vidime, Ze i kdyz
bereme v tivahu krkolomné evolucni cesty, prispivaji k
celkové vérohodnosti nepatrn€.

» pravdépodobnost kazdé z evolucnich cest pocitame na
zaklad¢ substituéniho modelu

* na zavér kombinujeme vystupy ze vSech znaki a vybira-
me ten strom, ktery vySel nejvérohodnéji pro vsechny
znaky.

nejlepsi vysledky bez LBA. Podminkou je v§ak odhadnout

substitu¢ni strom. Tudiz pokud mame nedostate¢na data,

muize ML selhat.

Ktera metoda je nejlepsi?

Zpravidla nelze odpovédét obecné. Pro kvalitni datové sou-

bory zfejmé ML, ale pro slabsi data muze byt lepsi i jedno-
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dussi metoda. Osvédéenym postupem je pouZzit vice metod a
porovnat vysledek. Pokud néjaka ¢ast stromu ma oporu ve
vSech metodach, je mozno ji vétit. Pokud poskytuje kazda
metoda zcela jiny vysledek, je nutné délat zavéry opatrné.
Bootstrap

Pro zhodnoceni vysledku je nezbytné provést vam jiz znamé
bootstrapovani, tj. napf. v piipad¢ alignmentu sekvenci
délky 100 bazi vybereme nahodné sloupce alignmentu (s
tim, ze nekteré se opakuji, jiné budou vynechany) a prove-
deme vypocet znovu. To opakujeme 100x - 1000x. Pokud
ve vétsing piipadl vychazi stejna topologie stromu, zna-
mena to, Ze vSechny posice poskytuji konsistentni signal a
nas alignment neni zatizen konvergencemi. Pak mutzeme
topologii divéfovat. Uz jen vypocet stromu mize trvat mi-
nuty. Pokud bootstrapovani pfepocita strom stokrat, stravite
vypoctem notnou dobu. V historickych dobach to byly i tyd-
ny.

Pokud byste chtéli nastudovat vice,
http://web.natur.cuni.cz/~vlada/moltax/

doporucuji

A nyni prakticky

Nejdiive si stahnéte program MEGA, ktery je pro tvorbu
stromeckl nejpiivétiveéjsi. Do Google zadavejte heslo
»mega sequence®, ¢i http://www.megasoftware.net/

Kdyz kliknete na stahovaci logo pro Windows (omlouvam
se Linuxovym uzivatelim, podpora neni, ale zkuste emula-
ci), pozada vas server o vase udaje a stahovaci odkaz piijde
e-mailem. Vse je zdarma. Po instalaci (pouze odklikate
,»Ano“ a Vpted®) spust’te program a nahrajte data alignmen-
tu ve formatu .fasta. Kliknéte na tlacitko ,,Data“ a ,,Open A
File/Session* dle obrazku a vyberte vas alignment.

File

Analysis  Help

5 = B m

Modelz 'I Distance Dive

File Analysis Help
= | s &p | Y i) | o
flign Data Model: | Distance Diiverzity ] Phuloge

”
M5: Input Data

—[Drata Type

Mucleotide Seguences
Protein Sequences

FPairwise Distance

Mizzing Data

2 |

Alignrment Gap iT
Identical 5ymbol r—

W O
x Cancel

? Hep

-

Examples

=1

Sl oy | =
First time Uzer? Tutonial Report a

Citation

Nasledné specifikujte typ dat (DNA ¢i proteiny) a hlavné
typ symbolu pro mezeru v alignmentu. Bud’ to bude poml¢-
ka ¢i ~ (piSe se ve Windows ,,pravy alt + 1 na hlavni
klavesnici

File Help

o

=
% i
Models

o o ol ax <
Clocks Links

::EIQ

i S = & & T
Align " Data " Distance ™ Diversiy ~ | Phylogeny ~ UserTiee ~ Ancestors ~ | Selection ~  Rates

MS: Sequence Data Explorer

| Deta Display Search Highlight ~Statistics  Help

B2 23] @l [F ] clv[nls[[:] | smon-| 8] 8]

_____ 4| Open A File/Session ...

Dale musite specifikovat, zda hodlate délat alignment (to uz
mate hotovo, ale Mega to umi skvéle), ¢i analyzu (to je nas
Z&dmer).

Klepnutim na ikonku dat si miZete prohlédnout alignment.
Analyzu spustite tlacitkem ,,Phylogeny*, kde si mizete vy-
brat nékterou z vam jiz zndmych metod.

File Analysis Help

e B & &, A | ®m =
Data Models Diversity ~ | Phylogeny ™ User Tree ~ Ancestors ~ | Selection Rat

Align '1 | Distance

InL Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
%3 Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
B Construct/Test Minimum-Evelution Tree...

& Construct/Test UPGMA Tree..
<] Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)

Open Tree Session

L ‘ T ‘ =7 | =] =] |
Fisttme User? | Tutorial Evamples Ciation | ReportaBug |
MEGA release 45121013

U,,f:es, | Customize ToolBar - | Pre

Program se vas vzdy bude ptat na podrobnosti analyzy, kte-
ré nastavujete ve zlutych polickach. Vzdy nastavte Boot-
strap a hodnotu 500 (vypocet bude trvat ponékud déle,
pokud byste méli 50 sekvenci a pocitali ML, mize to trvat i
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den az dva. Radg&ji nejdiiv vypocitejte strom bez bootstrapu
a pak zvolte bootstrap dle vaSich vypocetnich moznosti .
Dale se vzdy program pta, co se sloupecky alignmentu, kde
jsou mezery. Na mezeru nelze totiz snadno aplikovat
substituéni model a vyzaduje jiné vyhodnoceni, coz
zneptesiiuje vypocet. Doporucuji kompletni deleci téchto
posic.

Pokud budete pocitat NJ, mtizete vybrat substitu¢ni model a
v piipad¢ slozitého modelu i poéet riznych mutacnich rych-
losti (G parametr).

1

| | Options Summary ]
f < Option |Selecti0n
il - - -
- — | |Analyszis Phwlogery Reconstruction
h &= Scope Al Selected Taxa
Cloze T 5 oo
Data Statiztical Methad Meighbar-jaining
Phylogeny Test
Test of Phylogeny Bootstrap method
Mo of Fovteian Senfeaiane 500
Substitution Model
Substitutions Type Amino acid
rodel/Method Mo. of differences
Rates and Patterns
Fates among Sites Uriforr rates
Pattern among Lineages Same [Homogeneous)
Data Subset to Use
@ | Gaps/Miszing Data Treatment Complete deletion
me Uzer? |

Metoda MP nevyzaduje nastavit nic dalsiho (Ize nastavit pa-
rametry heuristického prohledavani lesa vsech moznych
stromd - Tree inference option, ale doporucuji nechat vy-
chozi).

= E M35: Analysis Preferences . ° .
Align DY | Options Summary l
TA Option Selection
Y Analysis Fhylogeny Reconstuction

Statistical Method M aximum Parsimony

Phylogeny Test

Test of Phylogeny Bootstrap methad
A of Benaeiae Senficabivie 500

Substitution Model

Substitutions Type Amino acid

Data Subset to Use

Gaps/Missing Data Treatment Complete deletion

Tree Inference Options

MP Siarch Method Subliss-Fruning-Regrafting (3PR]

@ A i Trser fandtyn sty 10
First time Lzer? A Smanh dasad 1
MEGA release #5140

Max No. of Trees to Retain 100

« Compute I:

U metody ML opét ignorujte nastavovani hledacich para-
metrt a specifikujte pouze substitucni model.

Options Summary ]

Diption Selection

| | [Analysis
Statistical Method

Phylogery Reconstruction
Masimum Likelihood
Phylogeny Test
Test of Phylogeny Eoatstiap method

M o Booksinap aphoatins 500
Substitution Model

MS: Find Best-Fit Subs]

Type Amino acid
ModelMethod JTT with Fregs. (+F) model

EEEEE

Table. Maximum Lfj

Rates and Pattems

Fiates among Sites Gamma Distributed (G)
A i Dt Gaamma Ctegnnes. 5

Data Subset to Use

Model |

JTT+GHF Giaps/Missing Data Treatment Complete delefion
JTT+G+HF
Tiee Inference Options
JTTHFF ML Heuristic Method Mearest-Neighbor-Interchange [MHI]
REV+G+F Initial Tree for ML Make iritial iee automatically (Default - NJ/BioMJ]
1| oREV+GHHE
Branch Swap Filter Wery Strong
JTT+F System Resource Usage
WAGHGHF et o vt 1
G of covpe
WAGHG+HF oo —a

Jak poznat ktery model vybrat?
Pfi vybéru modelu se ptame takto: ,,vyplati se pouzit slozi-

t&j$i model za cenu nutnosti odhadnout vice parametrd pro
nase data, nebo nikoliv?“. Slouzi k tomu v programu

MEGA tlagitko ,Models“ a ,,Find Best DNA/Protein
Models (ML)*.

File

Analysis  Help

= ™ =8 | B m | B 5
Align Data Models | Distance ~ Diversity | Phylogery ~ UserT
TA = . = g?.a‘ | Find Best DNA/Protein Models (ML)...
iy CDL?:: ". Disparity Index Test of Pattern Heterogeneity
Compute Pattern Disparity Index
Compute Compaosition Distances
| &% Compute Aming Acid Compositien
— T = & =

First time User? Tutorial Examples Citation

MEGA release #5121019

Report a Bug Upi

Phylogeny ~ User Tres ~ Ancestors | Selection ~

File Analysis Help

T e S =
Dats  ~ Models T

Distance ~ Diversity

MS: Progress

Progress I 4% |

Details *

Status / Optons |

Run Status
Start time

Status

Testing Daghoff+G+| model

Analysis Options

- [poayats E
Vlastni vypocet zabere delSi dobu a na konci pocitani vy-
padne tabulka, kde jsou modely sefazeny od nejvhodnéjsiho
dle informacniho kritéria, které rozhoduje, zda-1i slozitéjsi
model poskytne signifikantné lepsi vysledek.

Néazvy modeld odpovidaji tém, které jsou uvedeny v nabid-
ce pro vypocet ML. Pokud je v modelu uveden parametr
+@, znamena to, Ze mate nastavit parametr G. Doporucuje
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se hodnota 5 (tj. operujeme, Ze napii¢ sekvenci miize byt pét
odlisnych mutacnich rychlosti).

M5: Find Best-Fit Substitution Model (ML)
2] 2] Al

Table. Maximum Likelihood fits of 48 different amino acid subst

Model Parameters BIC AlCc InL
' JTT+GHF 37 11972.128 11743.727 -5834.471
F 38 11976.316 11741.763 -5832.468
JTTHIHF 37 12001.790 11773.389 -5849.302
rtREV+G+F 37 12007.702 11779300 -5852.258
tREV+GHI+F 38 12014.095 11779.542 -5851.357
JTT+F 36 12018.001 11795.752 -5861.504
WAGHG+HF 37 12041.693 11813.291 -5869.233
JTT+G 18 12045888 11934.582 -5949.196
WAG+G+I+F 38 12047461 11812908 -5868.040

Pokud vytrvate, vypadne strom v novém okné. Cisla v uz-
lech jsou bootstrapy v %, 100 znamena, Ze ve vSech pfipa-
dech (tj. nahodné preusporadanych alignmentech) vychazela
tato vétev, pokud obdrzime hodnotu 50, znamena to, Ze u
poloviny stromti chybéla v ramci této vétve alespon jedena
sekvence ve srovnani s hlavnim stromem. Obecné vétve s

odporou < 50 nebereme v ivahu a pod ~70 jsme obezietni.
hﬁ. Lo —

File | ms: TreeExplorer (CAUsers\osolsob\Desktop\01_K25_ZClustalWwovano.fst)

o | File Image Subiree View Compute Ancestors Caption Help
’
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type | keratin E7 [Danio reria]
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‘ PREDICTED: prel CHike [ q

= lamin [Hydra vulgaris]
\—\amin C like protein [Drosophila melanogaster]

mEE RS

Fist |
MEG] 05

ﬂLagL:-SBaA 47

Okno se stromem nabizi mnoho nastroju k Gpravé stromt,
zejména mizeme otaet vétve v uzlech (tak aby byl strom
prehlednéjsi) a meénit polohu kofene, nebot vypocet
samotny nema zadano, ktera sekvence je outgroup. Kofen
bychom meéli umistit mezi outgroupem a zbytkem. Pro zis-
kani ilustraéniho obrazku jsem si vypujcil sekvence od

Doubravky.
Ukoly
I. Vezméte alignment, kde jsou vSechny riizné kerati-

ny ze vSech zkoumanych organismii a spocitejte strom NIJ,
MP a ML. U ML vyberte vhodny substitu¢ni model dle vyse
uvedeného postupu. U NJ pouzijte stejny model jako u ML
a pak pro porovnani néktery jednodussi model.

2. Pokuste se zjistit, ¢im se modely odlisuji.

3. Hotové stromy mizete pomoci tlacitka pro kopi-
rovani vlozit do presentace v Power-Pointu ¢i ulozit jako
obrazek. Pokud vlozite strom do prezentace, chova se jako
obrazek sloucenych grafickych prvki. Pokud vyberete v na-
bidce pravého tlacitka mysi ,,rozpojit, mizete ve stromu
editovat text i barvy. V feSeni by mély byt celkem Ctyfi
stromy. Pfejmenujte sekvence, aby byl strom co nejpie-
hlednéjsi a pripadné je i néjak barevné rozliste.

4, Diskutujte vSechny rozdily, které pozorujete a po-
sud’te, jak je strom smérodatny.
5. Zkuste nalézt, co je publikovano o fylogenezi kera-

tinu pomoci databaze NCBI. Pokud by vam c¢lanek nesel
stahnout, poSlete mi jeho nazev a ja se o to pokusim
(vosolsob@natur.cuni.cz).

Pokud jste se dostali az sem, vézte, Ze disponujete vysoce
nadprimérnymi schopnostmi v oboru bioinformatiky ©.
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