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Pocitacova cast

1. seznameni s on-line databazemi,
nastroji a softwarem (databaze, vyhledani
sekvenci, zakladni manipulace se
sekvencemi, navrzeni primeru)

Pavel Munclinger, Petr Synek

2. fylogenetick & analyza

Zuzana Starostova, Darina Koubhinova, Zuzana Musilova



chci studovat popula ¢€ni strukturu, p Fibuzenské
vztahy uvnit F néjaké skupiny organism u,

- podivat se na NCBI a do databazi ¢lanku (WOS,
PubMed) co se o danem ogranismu/ skupiné vi
- Jjaké geny byly pouzity v pfedchozich studiich?

- staci pou2|te geny na rozreseni fylogenetickych vztahu,
na nami zvolené taxonomické urovnl’?




Vyhledavani sekvenci v genové
bance (GenBank)

 Jsou znamy néejaké sekvence leguanu rodu Cyclura?

Chci délat fylogeografii tohoto druhu — jaké geny pouzili
jini badatele? Stazeni sekvenci se kterymi pracovali
primo v urcitém ¢lanku snadno a rychle ...

l pres GenBank na NCBI




Jak postupovat?
V NCBI http://www.ncbi.nim.nih.gov/
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| Search: PubMed - Limits Advanced search Help
P o
UbWEd.QOV
icine Oligosoma maccanni Search JE#CETS

LS. Mational Libn

Naticnal Institutes

PubMed

PubMed comprises more than 20 million citations for biomedical literature from MEDLINE, life s

Citations may include links to full-text content from PubMed Central and publisher web sites

Using PubMed PubMed Tools More Resources
PubMed Quick Start Guide Single Citation Matcher MeSH Database

! Cyclura

PUbWed gOV Search: PubMed - EJRSS Save search Limits Advanced search Help
1U.S. Mational Library of Medicine Oligosoma maccanni Clear

Mational Institutes of Health
Dizplay Settings: (v Summary, Sorted by Recently Added Send to:

Results: 2

[ Phylogeography of two New Zealand lizards: McCann's skink (Oligosoma maccanni) and the brown skink (O zelandicum).
1. O'Neill SB, Chapple DG, Daugherty CH, Ritchie PA.

Mol Phylogenet Evol. 2008 Sep;48(3):1168-77. Epub 2008 May 14.
PMID: 18558496 [PubMed - indexed for MEDLIMNE]
Related citations

[ Ectoparasite and hemoparasite infection in a diverse temperate lizard assemblage at Macraes Flat. South Island. New Zealand.
2. Reardon JT, Norbury G.

J Parasitol. 2004 Dec,90{6):1274-8.
PMID: 15715216 [PubMed - indexed for MEDLIMNE]
Related citations




Mol Phylogenet Evel 2000 Nov;17(2):289-79.

Phylogeography of the Caribbean rock iguana (Cyclura): implications for conservation and insights on the biogeographic history of the
West Indies.

Malone CL, Wheeler T, Taylor JF, Davis SK.

Program in Genetics, Texas AS&M University, MS 2471, College Station, Texas 77843, USA. cim0SE8@pop.tamu.edu

Abstract

The Caribbean rockiguana, Cyclura, has had an unstable intrageneric taxonomy and an unclear phylogenetic position within the family lguanidae. We use miDMNA sequence data to address
these issues and explore the phylogeographic history of the genus. ND4 to leucine tRNA seguence data were collected from multiple individuals of each of the eight species of Cyclura
(including 15 of 16 subspecies) and from four localities of Iguana iguana (representative of this species’ broad geographic range). This data set was combined with sequence data from Sites
et al. (1996, Mol. Biol. Evol. 13, 1087-1105) and analyzed under maximum-parsimony and maximum-likelihood optimization criteria. The MD4 region provided good resolution for the majority of
nodes, as indicated by high bootstrap support. In agreement with several recent molecular studies, Cyclura is recovered as monophyletic and is not closely related to any other genus,
whereas lguana is strongly supported as the sister taxon to Sauromalus. This result is statistically more likely than other published hypotheses of Iguanid relationships. Cyclura shows a
southeast to northwest speciation sequence in the Caribbean, with the most ancient lineage on the Puerto Rican Bank. The amount of interspecific sequence divergence within Cyclura
(maximum 11.4%) is very high in comparison to data from other iguanid taxa at this locus, suggesting that this group either has been in the Caribbean for a very long time or has gone through
avery rapid rate of evolution at this locus. Using dates from other published studies, we calculate a malecular clock that suggests that Cyclura colonized the Caribbean between 15 and 35
mya. Several questions regarding subspecific taxonomy are raised in the analysis and await further investigation using a more rapidly evolving marker such as nuclear microsatellites.

Copyright 2000 Academic Press.
PMID: 11083940 [PubMed - indexed for MEDLINE]

MeSH Terms, Substances, Secondary Source ID
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Related citations —

War of the lguanas: conflicting molecular and
morphological phylogenies and [Syst Biol. 2000]
Molecular and morphological analysis of the
criticz [Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2008]

Is homoplasy or lineage sorting the source of
incongruent mtdna and nuclear [Syst Biol. 2005)

m

Molecular phylogeny for marine turtles based on
sequences of the NC[Mal Phylogenet Evol. 1996]

Speciation and diversity on tropical rocky
shores: a global phylogeny of s [Evolution. 2004]

See reviews...

Seeall...

Cited by 1 PubMed Central article '*

BT The West Indies as a laboratory of
bioge [Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2008]
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Nucleotide Saarch: Nucleotide - Limits Advancedsearch Help

Alphabet of Life Clear

Dizplay Seftings: (] Summary, 20 per page, Sorted by Default order Sendto: (v)
Results: 1 to 20 of 26 Page 1 of2 MNexts  Last»>

o
#:

lguana iguana haplofype CA1 NADH dehydrogenase subunit 4 (MD4) gene. parial cds: tRNA-His and tRNA-Ser genes. complete sequence: and {RNA-Leu gene,

partial sequence: mitochondrial
903 bp linear DMNA

AF217786.1 G1:11611720
GenBank FASTA Graphics Related Sequences

lguana iguana haplotype SA1 NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene. partial cds: iRNA-His and tRNA-Ser genes. complete sequence: and tRNA-Leu gene

partial sequence: mitochondrial
903 bp linear DNA

AF217735.1 GI:11611718
GenBank FASTA Graphics Related Sequences

lguana iguana haplofype NA1 NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene. pariial cds: iIRNA-His and tRNA-Ser genes. complete sequence: and tRNA-L e gene.
partial sequence: mitochondrial
803 bp linear DMNA

AF2177841 GI11611716
GenBank FASTA Graphics Related Seguences

lguana delicatissima haplotype 1 NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene. partial cds: tRNA-His and tRNA-Ser genes. complete sequence: and t(RNA-Leu
gene partial sequence; mitochondrial

904 bp linear DMNA

prohleduti sekvenci, zatrhnuti téch, které chceme
(sekvence leguanu rodu Cyclura — vzdy jednu od druhu + jednu
sekvenci Ilguana iguana)

Filter your results:
All (25)
Bacteria (0}
INSDC (GenBank) (26)
mRNA (0)
RefSeq (D)

iy NCBI

Manage Fiters

¥ Top Organisms [Tree]

lguana iguana (4|
Cyclura ricordi (2]
Cyclura nubila nubila (2)

Cyelura nubila caymanensis (2]

Cyclura nubila lewisi (2]
All other taxa (14)
Maore

Find related data

Databaze: Select

Find items

(lizards)

m



Display Settings: Summary, 20 per page, Sorted by Default order Send to:

Choose Destination

esults: 1to 20 of 26 Selected: 3 P @ File @ Clipboard

lguana iguana haplotype CA1 NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene_partial cds: tRNA-His and tRNA-Ser genes_complete seque -~ —0/2e1ons
partial sequence: mitochondrial ,
803 bp linear DNA Download 3 tems.

AF217786.1 GI-11611720 Format
GenBank FASTA Graphics Related Seguences

Create File
lguana iguana haplo SA1 NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene. partial cds: tRNA-His and tRNA-Ser genes. complete seque

Filter your results:

partial sequence: mitochondrial
803 bp linear DNA

AF217785.1 GI-11611718
GenBank FASTA Graphics Related Seguances

lguana iguana haplotype NA1 NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene. pardial cds: i(RNA-His and iRNA-Ser genes. complete sequence: and {RNA-Leu gene.
partial sequence; mitochondrial

903 bp linear DNA

AFTTRAA GIMB14TIE e
GenBank FASTA Graphics Relaied Sequences

Format Sort by

lguana delicatissima haplotype 1 NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene. partial cds: tRNA () Summary i@ Default order
gene. partial sequence: mitochondrial ® CenBank ® Accession
a04 bp linear DNA _ I i
AE217783.1 G111611714 () GenBank (full} (7 Date Modified
GenBank FASTA Graphics Related Seguences i@ FASTA i) Date Released

i : : i) FASTA (text) (7 Organism Mame
lquana iguana haDIotVD_e C_:ar1 NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene._ partial cds. IRNA-F = ASN.A @ Taxanomy ID
gene partial sequence: mitochondrial - -

903 bp linear DNA (™) Revision History
i) Accession List

|lze ménit rizny format zobrazeni © Gl List

OO gani
lguana iguana («
Cyclura ricordi (
Cyclura nubila n
Cyclura nubila ¢
Cyclura nubila l¢
All other taxa (1

Mare

Find related dal

Database: Select

| Finditems

Recent activity

Q Malone Cyclura |

Po vybrani sekvenci zvolime nahore nebo dole na strance Send to

zaskrtneme, ze chceme sekvence ulozit do souboru (File) a jako

preferovany format sekvenci (FASTA)



Display Settings: Summary, 20 per page, Sorted by Default order

Results: 1 to 20 of 26 Selected: 3 page 1 |of2 | Next> | Lasts>
I
1. partial sequence; mitochondrial

803 bp linear DNA ( [ ==

Otevirani sequence.fasta
AF21TTE6.1 GI11611720
GenBank FASTA Graphics Related Seguences

Lvohli jste otevirat

[ lguana iguana haplo SA1 NADH dehydrogenase subunit 4 #] sequence.fasta nce: and tRNA-Leu gene.
2. parial sequence; mitochondrial co? j&: soubor FASTA

903 bp linear DNA = http:/Swww.ncbi.nlm.nib.gov

AF217785.1 GI:11611718 Co ma aplikace Firefox udélat s timto souborem?

GenBank FASTA Graphics Related Seguences

@ Cteviit pomoci | Poznambkovy blok -
D lguana iguana haplo e MNAT NADH dehvdrogenase subunit 4 . . nce: and I(RNA-L ey gene
F T ? (=) Wit soubor

3. QE.I'TIE| SEQUENCE: mitochondrial -

903 bp linear DNA Provadét od ted autornaticky s podobnymi soubory.

AF217784.1 GL11611716

GenBank FASTA Graphics Related Seguences
[_ﬂ lguana delicatissima haplotype 1 NADH dehvydrogenase subunif Ok vence: and tENA-Ley

4. gene. partial sequence: mitochondrial L: 4
904 bp lingar DNA

AF217783 1 GL11611714
GenBank FASTA Graphics Related Sequences

lguana iguana haplotype Carl NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene. partial cds: iRNA-His and {RNA-Ser genes. complete sequence. and IRNA-Leu

gene. partial sequence: mitochondrial
903 bp linear DNA

o &

Ulozit/otevrit vybrané sekvence ve formatu FASTA v programu
Poznamkovy blok (Ize i rovnou v BioEditu)



Soubor  Upravy Format Zobrazeni Mapovéda
[~gi1172004391 |gb|EU423133.1| Marmorosphax tricolor jsolate EUGZ NADH dehydrogenase subunit 2 (ND2) gene, partial cds; ~
mitochondrialCCCTATTATTT TATCCCTAATACTATC TAGCCTAGC TATCGGAACAATTATTGCCATGTCAAGCACCCAC I

TGATTAATAGCTTGAGT TGGTTTAGAGT TAAACACCCTGTCCATCATTCCCATTATTACAAAACACCACT
ACCCACGCTCAACAGAGGCCACAACCAAATATT T TT TAACCCAAGCTGCAGCCTCCGCTATACTTTTATT

COCAAGCACAATAAACGCATGACACACAGGAACGTGAGACATT TCCCAACTGACAGACCAACCATCCTGC

Wl | ACCATACT TACAATAGCCCTATCCATAAAACTCGOCCTCGCTCCTCTGCACTT T TGACTGCCTGAAGTCC |
TTCAAGGTACCTCACTTAGCACAGCACTAATCAT TACAACATGACAAAAACTAGCCCCAACAGCACTAAT
ATTCCTAACACACAGC TCAC TAAACCCAACAATCCTCATAACTCTAGGC TTAATTTCAGCCCTTGTAGGT
GGATGGGGCGECCTAAACCAAACACAAACACGTAAAATTATAGCATACTCATCAATCGCC>g] |172004367 [gb|EU423131.1| marmorosphax tricolor isolate EuG2

B = = NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene, partial cds; tRNA-His gene, complete sequence; and tRNA-Ser gene, partial seguence;
- mitochondrial AAAGCTAGGAGGGTATGGAATTATCCGCATTACCCCCATGTTAAATCCCCTTTCAACAAAAATATACTAC
e | CCATTTATTATACTAGCCATATGAGGCATCATCATAACAAGCACTATT TGCCTACGACAATCTGACCTAA
‘-"i* Ea| AGTCACTAATTGCCTACTCCTCAGTCAGTCACATAGGCTTAGTTATTGCATCAACACTAATTCAAACCCC
@ 3 ATGGAGCCTAACCGGAGCAATTGTACTAATAGTCGLCCATGGLCTCACATCTTCCATACTATTCTGCTTA

GCAAATACCAACTACGAACGCACCCACAGCCGAACAATACTCCT TGCACGAGGCCTACAATTAGT TTTAC
CATTAATAACAACATGATGACT TT TAACCAACCTAATAAATATAGCCCTTCCGLCAAC AATCAACCTAAL
COGAGAGCTACTAATCATCACCTCTITAT TCAACTGGTCTCCTATAACCAT TAT TATAACAGGAGCAGGG
ACCCTGTTAACAGCAGTCTACTCCTTATATATAT TTGTAACTACCCAACGAAACAAATTATCAACAAACA
CCACCAACACCCCCCCCACACATACACGAGAACACCTGCTAATAGTACT TCACACACTCCCTATAGTACT
ATTATTAATAAAACCAGGGC TAGTAATAGGCCCT TTCACATGTTACTATAGT T TAACAAAACCATTAGGA
TGTGAACCTAAAAATAGAAGTTCAACCCTTCTTAGCAACCGAAGGGGGAC TAATAACACAAAGAACTGCTAATTC>g1 [172004365|gb|EU4223130.1| Nannoscincus mariei
isolate EUGL NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) gene, partial cds; TRNA-His gene, complete sequence; and TRNA-Ser gene,
partial seguence; mitochondrialGAAGCTCGGAGGATATGGAATCATCCGCATCACCCCTATACTAAACCCAATTTCAACAAAAATATACTAC
CCATTCATCATACTCGCCATTTGAGGTAT TAT TATAACAAGCTCCATCTGCCTCCGAC AAACAGACCTAA
AATCACTAATCGCCTACTCATCAGTCAGCCACATAGGCTTAGTCAT TGCGTCAGCCCTCATTCAAACCCC
3 : CTGAAGCCTAACTGGGGCAATTACACTAATAATTGLCCACGGCCTTACGTCCTCTATACTATTCTGCCTA
& GCAAACACCAACTATGAACGAACCCACAGCCGLACTATGCTCCT TGCACGAGGLCTCCAGCTTATTITGL
f lﬁm ﬂ

CCCTAATAACAACATGATGACTAT TAGCCAACCTAATAAACATAGCCCTACCTCCAACAATTAACCTCAC
AGGAGAGTTATTAATTATCTCCTCACTAT TCAACTGATCCCCAATAACCATCATTATAACAGGAGTAGGG

|| = ACCCTACTGACCGCAATCTACTCCCTATACATAT TTATAACCACCCAACGAAGC AAACTAGCAACCAACA
%_ Al CTACCAATACTTGCCCCTCCCACACACGAGAACACCTACTTATAACACT TCACACCCTCCCCATGCTACT
M i — TCTCT TGATAAAACCCGACCTAAT TATAGGLCCCCTCACATGTCACTATAGT T TAACAAAATATTAGAAT
GTGGACCTAAAGATAGAAGT TTAACCCTTCTTAATGACCGAAGGGGGTCTGAACACAAAGAACTGCTAATTC

soubor se sekvencemi lze upravit (editovat nazvy dle pozadavku programu,
atd.) — upravte nazev na jednoslovny

>iguana

CTACCTAAATGGCTAGCC

ulozit do adresafe gen-metody-odpoledne/sekvence-praktika jako leguani.fas



pro nase analyzy muzeme skombinovat sekvence stazené z
databazi (GeneBank) se sekvencemi ziskanymi z vzorku
druhu, které chceme studovat

Plants Animals Bacteria

- | 1
? R |
' Lysate

DNA Binding Resin

Purified DNA Purified DNA



Zisk vlastn ich sekvena ¢nich dat:

sbér vzorkd, laboratorni zpracovani (izolace DNA, PCR)

sekvena ¢ni reakce:

Sangerova metoda; Macrogen

specialni forma PCR s jednim primerem a fluorescenéné znac¢enymi dideoxynukleotidy
(dANTP, ddATP, ddGTP, ddCTP)
nas gen (PCR produkt)

-:......Gm_
©0cgo ® 0 O :
.G. G.G.‘G e A@.C.CMCx
o ¢® o @ 888
~primer ~primer ~ primer



5 3
GTAGACTCEGATAAGOCCCGOCA

sekvena cni reakce: h S e ok
g
=
optimalné zvoleny pomér dXTP a ddXTP .
zaruCi produkty o vSech délkach i
: T
dideoxynukleotidy jsou znaceny fluorescenéni ;
Barvou a slouzi jako terminator syntézy DNA o
(nemé na 3’-konci OH skupinu, tak DNA- ¥
polymeraza nemuze pfipojit dalSi nukleotid) T
HH T
precisténi produktu sekvenacni reakce " A
H ; T
— analyza laserovym sekvenatorem! o
H HC
5 DhA termplate strand ¥ t b
ﬁi : ————"
GTa\Ga\CTCG.‘\Tﬁ.ﬂGCCCGCI&q HH.C='
DA polymarasa | + 4 dNTPs H
+ ddATP  ddCTP ddTTP H




analyza na sekven atoru :

0 160 170
el TTHCAAGE TCE AT TG ACTLCTTOR

4 . - i eff o .
elektroforeza v kapilare — pak laser L, N




Chromatogram
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230 240 250
CCCAACTCCACCACCC TCGAGCAGT

Co je Spatn é?

| =l
A B o W R R R e B K e R B
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Spatna sekvence s velkym mnozstvim sumu:

170 150
CTTACTCGAGGDCACCGGGGCCCC

;;;;;

I' uillﬂajl Pl i E ‘hﬂu&'ﬁ.&;




Co je Spatn é?

pouze u jadernych genu: T KT T T AC G G c
heterozygot na jedné pozici: ‘
|
k L u

heterozygot inserce/delece:

250 =00 210 =20 230
bR A e el e s 1 e R R G R e 5 R g i I B AR A W gl e R e i G B B B

|‘

%L!V“l“‘ll‘i‘ll‘lll‘l‘mmlnxl 1_ 1l‘lll l |



delka p re€teni sekvence:

v soucasnosti Ize z kvalitni DNA spolehlivé osekvenovat cca 700 — 800 paru bazi,
delSi geny nutno sekvenovat z obou stran:

P 4cToMA—>
€&—TGACTTT



Capyright © 1997-2007
Tom Hall

This Biosciences
Carlshad, CA 92008

N
T i e

BioEdit - editor sekvenci
- barevneé rozliseni . :
- moznost ¢teni a editace ABI souboru ze sekvenatoru
- Iimplementovano mnoho dalSich funkci - alignment - CluslalW
- umoznuje sluCovat alignmenty, pridavat referencni sekvence,
- obsahuje Cast fylogenetického baliku Phylip - moznost
jednoduchych fylogenetickych analyz — napf. neighbour-joining
- BLAST




Prace se sekvencemi on-line

SMS- sequence manipulation suite
http://www.bioinformatics.org/sms2/

- ruzna manipulace se sekvencemi, prevod formatu, reverse
complement, nahodna sekvence, ...

SMS Sequence Manipulation Suite:

orrnat Comersion | VErSion 2

-Combine FASTA
EMBL to FASTA

EMBL Feature Extractsr ® The Sequence Manipulation Suite is a collection of JavaScript programs for generating, formatting, and analyzing short DNA and protein sequences. Itis
AL e B comronly used by molecular biologists, for teaching, and for program and algorithm testing

Filtet DHA

Filter Protein * See the about the Sequence Manipulation Suite page for more information about individual Sequence Manipulation Suite programs

OenEbi FAETR ® You can easily mirror the Sequence Manipulation Suite on your own web site, or you can use it off-line

~GenBank Feature Extractor ! N )

GenBank Trans Extractor * This version of the Sequence Manipulation Suite represents a complete re-write of the previous version. The new version is much faster and has rmany
-Ane to Thiee newi features. The previous version of the Sequence Manipulation Suite can still be accessed

“Rangs Extractor DNA
-Range Extractor Frotein
“Reverss Complement
-Split Codons
Sﬁ‘,::f;fe new window | horme | citation
244 5at May 3101:28:57 2008

~Codon Flot XHTML]
“Coson Usage WL TS J WiC GHQ
-EpG lslands

“BNA Maleoular Wieight
-DNA Pattern Find

-DHA Btats

~Fuzzy Searsh DNA
-Fuzzy Search Pratein
“tdent and $im

“Multi Rew Trans

~Mutate for Digest

-ORF Finder

-Paimise Align Cadans
~Paimise Align DNA
-Paimise Align Protein
-PCR Primer Stats

-PCR Products

-Pratein GRAVY

-Protein lsaelectic Point
-Pratein Molesular Weight
-Protain Pattem Find
-Protein Stats

-Restriction Digest

* Send questions and comments to stothard@ualberta ca

- FaBox- umoziuje praci s datasety,
prevod formatu, rozpojovani a
spojovani datasetu

= g > A m http://www.birc.au.dk/~biopv/php/fabox/



Mode: [Select 7 Shide _~ | Selection: 0 Sequence Mask: None Start
ruler at.|1

Pasition: 7. Enotaeus 104 Numbering bask: None

Sorol L1 B
SETERT TN EouE ? S5 sow g e
- e 2 w

Kde a ¢im se sekvence [iSi?

alignment = start pro fylogenetickeé analyzy

jedndé se o ustanoveni pozicni homologie
jednotlivych bazi v sekvenci (jednotlivych znaku
vstupujicich do analyzy)

vzdy se musi pracovat s homologickymi znaky

- existuji ruzneé programy a editory na tvorbu a
upravu alignmentu - ruéni BioEdit, Macaw

- automaticke — pracuji s
ruznymi algoritmy
Clustal X, PileUp, Multalin, Mafft - mnoho z techto
programu jsou online



Kde a ¢im se sekvence liSi~

e [Seiect 7 Side <] Salection: 0 Sequence Mask: Hone St
Mirde: [Seiect 7 St Frsition 7 Fratasus 104 Numbeting Mask: None e a1
&1

cench:

£ g
[494Y

44
995
333

Dah

Alignment - pairwise alignment (dve sekvence)
- multiple alignment (vic sekvenci)

AATGCCCTAAA
AATGCGGCTAAA
AACGCGCTAAA
ATGCTAA

AATGCC-CTAAA
AATGCGGCTAAA
AACGCG-CTAAA
-ATG---CTAA-



Alignment rady a programy:

Clustal W (Clustal X = Clustal W s rozhranim pro Windows) —
www.clustal.org - jeden z nejpouzivanéjSich programu, soucast BioEditu

- pfi prvnim pokusu o alignment- ponechat defaultni parametry

- zvySovat penaltu za otevieni mezery a snizovat penaltu za prodluzovani
gapu

- geny kodujici proteiny je dobré alignovat na zakladé sekvence aminokyselin
(pfi prekladu z DNA na aminokyseliny pozor na ¢teci ramec a ruzné genetické
kody (mitochondrie, obratlovci, bezobratli, kvasinky, nalevnici,...) - GenBank v
iInformacich o sekvenci (codon start="?, translation table="?).

- |Ize zohlednit sekundarni strukturu (geny pro 12S a 16S RNA) — databaze
alignmentt udélanych podle sekundarni struktury, lze vyhledavat, stahovat,
pfialignovavat nasSe sekvence (http://www.arb-silva.de/)

DalSi metody jak zachazet se sekvencemi slozitymi na alignovani:

Culling - do konec¢ného alignmentu zafazena pouze baze, pro které byla ve
vSech alignmentech (s ruznymi parametry) ur€ena stejna homologni pozice
(Gatesy et al. 1993).

Elision - Vice alignmentu - ruzné penalizace za otevieni mezery - zfetézeny
v jeden (Wheeler et al. 1995)



Uloha: prace ze sekvenci

Ze sekvenacni laboratofe nam poslali sekvenci naseho vzorku a my musime:

« prohlédnout si sekvence, spojit a pfipadné upravit:

e  otevfit v programu BioEdit soubory vzorekLEU a vzorekND4 ze slozky
~>ekvence “

« otodit reversni primer — vzorekLEU (Sequence — Nucleic Acid —
Reverse Complement)

« vkopirovat oto€enou reversni sekvenci (vzorekLEU) k forwardu
(vzorekND4) do jednoho souboru

« alignovat pomoci parového alignmentu — Sequence — Pairwise
Alignment — allow ends to slide — ponecha moznost dlouhych koncu

« chromatogram (vzorekLEU ) sekvence zobrazit pfevedeny: View —
Reverse Complement

e srovnat pod sebe alignment a chromatogramy obou sekvenci sekvence

e  prepnout okno s alignmentem do modu Edit

prekontrolovat sekvence, editovat, ofezat konce

 vSechny upravy délat v jednom fadku tzn. vkopirovat ¢ast vzorekLEU do
sekvence vzorekND4

pfepnuti na mod Select/slide a odstranéni vSech fadku kromé

vzorekND4 (oznacit sekvenci a dat CTRL+X)

ulozeni a mame slozenou sekvenci — ulozit vzorek.fas



' § Biokdit Sequence Alig

File Edit view Zoom Horizontal Scale

File
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Accesory Application  RNA  Window  Help
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Zaklady fylogenetickych analyz

znakova data (maximalni uspornost (parsimony, MP);
maximalni pravdépodobnost (likelihood, ML), Bayesianska

analyza, BA)
dva typy dat \

distanéni data (Neighbour-joining, UPGMA)

Pristup metod k vypoctu fylogenetickeho stromu je dvoji: pouzivaji k vypoctu
algoritmus (sled specifickych krokt) nebo néjaké kriteérium optimalnosti

Algoritmus - najde jen jeden strom postupnym pfidavanim sekvenci (analyza
UPGMA, Neighbour-joining = distancni metody).

Prohledavani stromoveho prostoru — heuristické hledani, Marcov chain Monte
Carlo (MCMC) - a hodnoceni stromu podle rznych kritérii optimalnosti
(nejmensi pocet krokud, nejvétsi likelihood)



Metody vypo €tu fylogenetickych strom  U:

distartni metody (UPGMA, NJ, minimal evolution)

znakové metody

e maximalni uspornost = max. parsimony
e maximalni prava&podobnost = max. likelihood
 Bayesovska analyza



distan éni metody vypo ¢€tu strom u:

distancni metody: pf.Neighbour-joining (NJ) - pouzivaji
genetické distance (= vzdalenosti (v %) znaku (=sekvenci)),
pouziva korekce distanci, aby umoznila odhadnout pocet
nezjistéenych zmeén

vypocet vzdalenosti (rozdili) kazdé sekvence od kazdé —
vznikne matice vzdalenosti

p distance = nekorigovany rozdil v sekvenci dvou vzorku

p= pocet rozdilnych bazi v sekvenci/ pocet vsech nukleotidu

jaké korigované distance pouzit? Jukes-Cantor, Kimurova K2P distance, ...
dle Kumar et al. 1993: d,. < 0.05, pouzit d,.

0.05 < d,. < 0.30, pouzit d,. pokud neni pomér transice:transverse pfrilis
vysoky (potom dy,p Nebo dypp,r)

0.30 < d,;. < 1.00 a rozdilna rychlost zmén na riznych mistech sekvence —

" Vb ad

model



maxim alni parsimonie

princip metody je vybrat strom s minimalni celkovou delkou
(nejmensi podtem evolucnich kroku — napfr. nejméné

substituci nukleotidu)

problém : vSechny stromy Ize délat pouze pfi nizkém poctu sekvenci, pocet

moznych stromu roste podle vzorce:
y P (2n — 3)!

2"2(n-2)

3 taxony: (6-3)!/2(1) = 6/2 = 3 stromy
6 taxonu: (12-3)!/24(4) = 5670 strom U
9 taxonu: (18-3)!/27(7) = 1 459 458 000 strom

12 taxonu: (24-3)1/210(10) = 498 934 949 821 000 strom u

exponencialni
narust po ¢étu

potencialnich

strom U



parsimonie

neni tedy mozné prohlédnout vSechny stromy, spo Citat pro n é po¢éty
evolu énich zm én a vybrat ten nejlepsi

= heuristické hledani strom U

tj. - vytvofi se ndhodny strom,

- spocitaji se evoluéni zmény,

- nahodné se v ném prehodi dvé vétve,

- spocitaji se evoluéni zmény

- dal postupuje jen ten, ktery mél méné zmén — opakuje se pfehazovani
- na konci fady je strom s nejméné zménami

vyb ér nahodného stromu se opakuje n  ékolikrat, porovnani
vyslednych strom U

——P  metodou se ¢asto nalezne nékolik stejné parsimonnich stromu
- pro ziskani jednoho stromu — nutno udélat konsenzualni strom



konsensu alni strom:

je-li vysledkem MP analyzy nékolik stromd, je nutné provest tzv. konsensus

e strict consensus (ve vysledném stromu jen bifurkace nalezené ve vSech

stromech)

e majority-rule consensus

— kralik

— Cloveék

@ — ptak

- jestérka

-9 zaba

ryba

-+

— kralik

—— Clovék

— ptak

—— jestérka

zaba

ryba

(zUstanou bifurkace, které ve vétSiné stromu)

kralik

Clovék

ptak

jestérka

zaba

ryba



Maxim alni pravd eépodobnost = maximum likelihood

- metoda posuzuje hypotézy o evoluéni historii zkoumanych taxonut z hlediska
pravdépodobnosti, ze jsou v souladu se ziskanymi daty. VysSi
pravdépodobnost stromu je preferovana nad nizsi, nutno zadat model evoluce
sekvenci

- vychazi z modelu evolu¢niho procesu, ktery vede ke zméné jedné sekvence
v druhou (substituéni model)

- Casto se model navrhuje pomoci dalSich programu (Modeltest, jModeltest)
na zakladé vstupnich dat - obecné modely uvazuiji:

o frekvenci jednotlivych bazi

 pravdépodobnost zmény jednoho nukleotidu v druhy (transice x transverze)
 heterogenita substitu¢nich rychlosti v ruznych €astech sekvence
priklady modelu: Jukes-Cantor, o o 0 -G
Kimuruv dvouparametrovy model, % { o
general time-reversible model (GTR) i S N

Transitions Transitions

Vysledkem ML je jeden strom

Guanine



vyb ér nejvhodn €éjSiho modelu

program jModeltest (Modeltest)
Navod na spust éni: http://fyloshop.webnode.cz/news/navod-na-beh-mo deltestu

priklad modelu:
Lset base=(0.3171 0.2948 0.1271) nst=6 rmat=(0.1710 5.8391 1.0000 0.1710 14.3282)
rates=gamma shape=0.3310 ncat=4 pinvar=0.4550;

1. 2. 3.
Lset pase=(0.3171 0.2948 0.1271) jhst=6 [fmat=(0.1710 5.8391 1.0000 0.1710 14.3282)
rates=gamma ghape=0.3310|ncat=4{pinvar=0.4550;
4., S. 6. 7.
1. - poméry jednotlivych bazi (Ctvrta se dopocitava do 1)
2. - pocet substitu¢nich typu (1 = vSechny zamény stejné pravdépodobné,
6 = kazda jinak)
3. - matice miry kazdého typu zamény (posledni chybi, je to vzdy 1 a ostatni
hodnoty jsou relativni k ni)
4. - typ rozlozeni pravdépodobnosti zamén na jednotlivych pozicich

(equal = shodné pro vSe, gamma = rizné, majici gamma rozlozeni
5. - sklon; parametr gamma distribution
6. - kategorie gamma distribution
7. - pomér nevariabilnich mist



podpora zjisténych topologii (stanoveni spolehlivosti)
-nejCastéji vyuziti neparametrickych technik opakovaneho vybéru
bootstrapping, jackknifing

=P nahodné vybirani znaku z puvodniho datasetu (nukleotidl)
-ve fylogenetice vlastné vytvofime mnoho datasetu (zalozenych na
stejnych datech jako originalni dataset, ale v jinem zastoupeni), z
kazdého datasetu vypoclteme strom, ze vSech takto vzniklych stromu
vytvofime konsenzualni strom a procentualni zastoupeni jednotlivych
vétveni (topologie taxonu) ukazuje na miru spolehlivosti

vétve s bootstrapem < 50% - nelze topologii véfit — muze se jednat o
nahodu, nad 75% u MP, ML — uspokojiveé spolehlivé, 95-100% velmi
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’ a vyroba tzv. pseudomatic,
které maji stejny pocet
druht i znaku;
znaky se mohou opakovat
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Bayesovsk a analyza

znakova metoda, zalozena na modelu evoluce sekvenci a pouzivajici pfi
vypocCtu posteriorni pravdépodobnosti (probability) = pravdépodobnosti
vypoctené na zakladé néjakych predpokladu (priors)

Thomas Bayes (18. stoleti) vymyslel statistickou
metodu a tzv. Bayesuv teorém

je to mirné modifikovana forma likelihoodu

velmi zjednoduSen_é:
Likelihood = pravdépodobnost stromu z naSich dat
BT = pravdépodobnost nasich dat pfi uréitém stromu..

(take hleda nejlepsSi strom)




Bayesovsk a analyza

prabéh Bayesovského hledani
krok 1: mame 4 fetézce, které se vydaly hledat do krajiny nejlepsi strom...
hledani je opét heuristicke, tedy zkusim strom, spocitam jeho L, zkusim dalsi,

posunu se pouze, je-li novy strom lepsi...

vetsi likelihood




1 fetézec je studeny — tzn. konzervativni, posune se pouze nahoru — tedy pokud je

dalsi strom lepsSi
3 fetézce jsou teplé — tzn. mohou se vratit i dold + skacou ndhodné na jina mista

teplé fetézce volaji studeného, pokud najdou lepsi strom = vySSi vrcholek, nez na
ktere se usidlil studeny

vetsi likelihood

vetsi likelihood







pfi dostate¢ném poctu generaci (ij. hledacich krokd) najde studeny fetézec
nejvyssi vrchol v krajiné, tj. strom s nejlepSim Likelihoodem



Posteriorn i pravd épodobnosti

PP je parametr Bayesovské analyzy — slouzi namisto Bootstrapu

vystupem programu MrBayes bude soubor, ktery zaznamenava nalezené
stromy studeného fetézce v prubéhu hledani.

Celkem jsou to tfeba az statisice stromu.

Stromy na zacatku hledani nebudou dobré — musime je odstranit z dalSi
analyzy

PP: fika nam v kolika procentech zaznamenanych stromu studenym
fetézcem se vyskytuje dany uzel
posteriorni probability- pod 95 az 90 (resp. 0.95 — 0.9) topologie nejista




Zakoreneéneé vs. nezako renené
fylogenetick é stromy:

Outgroup ukaze, kde je kofen naseho stromu. Outgroup by mél byt

"N N/

nezakoreneny strom:

zaba ryba

pridat druh, ktery nepat Fi do skupiny,
tzv. outgroup,
tj. zde druh, ktery neni obratlovec...

kralik  Clovek

ptak




nezakofenény strom:

Zaba ryba

ptak

kralik  Clovek

spolecny predek...

cas

— kralik

b4 4

—— Clovék

) ptak

D

oy

zaba

ryba

pavouk

cas

\ 4




Take -Home Message!

celkem je nékolik metod rekonstrukce fylogenetickych stromu
fylogeneticky strom jako vystup jakékoliv metody je jen hypotéza -
musime zjistit spolehlivost topologii

vysledek vzdy zavisi na kvalité vstupnich dat a na dobrém alignmentu
(uréeni homologickych znaku, které pak porovnavame)

Software: MP: PAUP*, TNT, Phylip, ...
ML: PAUP*, PHYML, GARLI, RAXML, Phylip
BA: MrBayes
NJ: PAUP*, Phylip, MEGA, ...

+ ruzné internetové aplikace



uloha:

pribuzenskeé vztahy leguanu — zejm. rod Cyclura
e stahneme sekvence z GenBank — pro tento pfipad si stahneme sekvence
pouzité Malone et al. 2000 - Phylogeography of the Caribbean rock iguana
(Cyclura): implications for conservation and insights on the

biogeographic history of the West Indies.

e ulozit sekvence leguanu rodu Cyclura — vzdy jednu od druhu + jednu sekveru:l
lguana iguana)

 stAhnout sekvence pouzité autory
do souboru —FASTA format — otevrit v BioEdit - pozménit jména aby byla
zpracovatelna programy a srozumitelna (8 znakul) (mozna lip se to déla tak, ze
sekvence ulozim do poznamkového bloku a tam pfejmenuji a pak ulozim a
oteviu v BioEditu)

o pfidat k datasetu z ¢lanku naSi slozenou a prekontrolovanou sekvenci

e udélat alignment - Accesory Application - ClustalW, ofiznout konce,
exportovat do formatu nexus

* vytvofit fylogeneticky strom metodou NJ a Maximalni parsimonie v. PAUPu




Postup prace se sekvencemi, p Fiprava alignmentu:

e otevrit dataset ze sekvencemi v programu BioEdit

» pfikopirovat pomoci Ctrl+C a Ctrl+V sekvenci vzorekND4
ulozit soubor ,leguani-cely.fas”

e provest alignment volbou: Accesory application —
ClustalW Multiple Alignment

e Orezat sekvence tak, aby zacCinaly vSechny stejné
na prvni misto presunout zvire, které bude jako outgroup
(Iguana)

o exportovat do formatu Nexus: file - EXPORT —
SEQUENCE ALIGNMENT, volba Nexus, jmeno souboru
vcetné pripony (,leguani.nex”)



Bayesiansk a analyza
program MrBayes — ovlada se pfikazovym radkem
dulezité p rikazy:
execute leguani.nex (nacteni souboru)
Iset nst=6 rates=invgamma (zadani modelu — zjednoduSené dle modeltestu)

mcmcp hgen=500000 samplefreg=100; (nastaveni parametru, pocet
generaci, jak ¢asto ukladat stromy)

mcmc (spusténi)

po dobéhnuti prekontrolovat jaka je hodnota ,average standard deviation of
split frequencies® - méla by byt 0,01

prohlédnout -InL v kazdé zaznamenané generaci — dosahli jsme plato?

(programy Excel — udélat graf a vynést —InL v kazdé generaci, Tracer, AWTY)
-jestlize hodnota vySSi nebo neni dostate¢né dlouho plato, tak pfidat generace

po analyze:

sump burnin=1250

sumt burnin=1250 (odstranéni prvnich 25% ziskanych stromu) — udéla ,,.con”
soubor, ktery se otevie v programu na prohlizeni stromu

(nebo lze napsat: relburnin=yes burninfrac=0.25)



seznameni s programem PAUP *:

zakladni pfikazy v PAUPu:

Pro Windows se ovlada pomoci p Fikaza psanych do p Fikazové radky
Vstupem alignment ve form atu nexus

pro vypocet stromu obecné:

set criterion= (nastaveni metody — tj. distance/parsimony/likelihood
showtree (ukaze vysledny strom v okné programu)
savetree file= (ulozi vysledny strom jako soubor)

vypocet distanci:

showdist (vypocCet distanci mezi sekvencemi; ukazani v okné programu)
savedist file= (ulozi spocitané distance jako soubor)

otev Fit soubor leguani.nex v PAUPuU



metoda NJ v programu PAUP

Nj strom

set criterion=distance (prepnem do distanéniho modu PAUPu —pozor!)
dset distance= jc (nastavime model jc — muzeme i jiny)

nj; (prfikaz pro zahajeni algoritmu metody nj)

savetrees file=leguaninj.tre brlens=yes; (ulozime nj strom s délkou vétvi)

Bootstrap

bootstrap nrep=1000 search=nj;

savetrees file=leguaninjboot.tre from=1 to=1000 savebootp=nodelabels;
(ulozi strom do souboru leguaninjboot.tre s hodnotami bootstrapu
uvedenych na nodech)

Napoveéda v PAUPu: dame prikaz a ? pf.: dset ? nebo pouze ?
pak zobrazi seznam moznych pfikazu, podrobny manual



metoda MP v programu PAUP

p‘ﬂ’kazy pro MP analyzu: ,number of replication” = podet opakovani
: : : hledani nahodného stromu

set criterion = parsimony

hsearch addseg=random nrep=10 swap=TBR;

heuristické hledani \ ,2addition of sequences” = postupné pridavani
sekvenci, volba ,random®, proto aby nemohl byt

vysledek ovlivnén poradim druht v alignmentu

describe all/plot=p;

savetrees file=leguanimp.tre brlens=yes;

pokud vic stromu:

contree all/majrule=yes treefile=leguanmajrulepars.tre

Bootstrap:

bootstrap search=heuristic nrep=1000; (parametry hledani nastavené stejné
jako pfi hledani stromu)

savetrees file=leguanimpboot.tre from=0 to=10000 savebootp=nodelabels;



Strom v zavorkoveé konvenci — lze vlozitnap  F. do
TreeView a zobrazit v grafické podob &

(IguigNA1 :0.00221,(lguig:0.01733,(((Cpinguis:0.05228,((((Cstej1:0.00012,
Cstej2:0.00098):0.00354,Ccor:0.00543):0.03863,((Cric1:0.00184,
Cric2:0.00184):0.01853,(Cyccar2:0.00636,Cyccarl:0.00498):0.01702):0.03298):0.01722,
(Ccollei:0.04462,(Crileyi:0.01300,((Clew1:0.00221,Clew2:0.00221):0.00885,
(((Ccayl1:0.00442,Ccay2:0.00111):0.00111,(Cnubnub1:0.00111,Cnubnub2:0.00000):0.00332):0.
00885, ((Cinor:0.00000,Cfig1:0.00111,Cfig2:0.00332):0.00221,(Ccychc2:0.00000,
Ccychc:0.00000):0.00221):0.01051):0.00442):0.01023):0.02222):0.01447):0.02213):0.06215,Igu
deli:0.05379):0.02871,lguigSA1 :0.02231):0.01069):0.02471,IguigCA1 _:0.00553);

¢ TreeView - [From Clipboard]

{LL .. stromy Ize prohlizet v r tznych
=  programech TreeView , FigTree,
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Dendroscope

nubnu
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Molecular Phylogenetics and Evolution
Vol. 17, No. 2, November, pp. 269-279, 2000
doi:10.1006/mpev.2000.0836, avallable online at http/fwww.ldealibrary.com on ||][|=~|_da

Phylogeography of the Caribbean Rock Iguana (Cyclura):
Implications for Conservation and Insights on the
Biogeographic History of the West Indies’
Catherine L. Malone,? Tana Wheeler, Jeremy F. Taylor, and Scott K. Davis
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Kde hledat na internetu?

stranky J. Felsensteina:
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/software.html
-témér uplny prehled programu pro fylogeneticke analyzy,
zobrazovani stromu, testy, a vSe dalSi potfebné

portal Phylemon: http://phylemon.bioinfo.cipf.es/cgi-bin/home.cqi
-néktereé analyzy on-line

Phylemon

a suite of web-tools for molecular evolution, phylogenstics and phylogenomics

Archaeogiohus iigicis
Caenorhiabditis elegans

Methods By computer Cross-referenced Data types New programs Subrnitting

hfl@ll@...iwn“%@.—
JH [ EEe e R EE = EE
S0 A sG] B

Changes Waiting list Other lists Old programs ot listed
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Kde se dozv edet vice?

Kurz Computational Genomics

(Marc VanRanst, Bioinformatics bookmarks
http://www.kuleuven.ac.be/rega/mvr/bioinformatics.h tm)

Introduction to Bioinformatics

(F. Cvrékova, http://kfrserver.natur.cuni.cz/studium/predna sky/bioinfo/index.html)

Molekularni ekologie

(Pavel Munclinger, letni semestr, popula  €ni genetika, analyza paternity)

Evolu €ni genetika

(Pavel Munclinger a Radka Storchova, zimni semestr)

Molekularni taxonomie + cvi c¢eni
(http://web.natur.cuni.cz/~vlada/moltax/)

Fylogeneticky workshop

(http://www.fyloshop.webnode.cz/)



Kde najdu adresy stranek z tohoto praktika?

(http://www.natur.cuni.cz/~muncling a na strance Laboratore pro vyzkum
biodiverzity/pfednasky —
http://web.natur.cuni.cz/zoologie/biodiversity/index.php?page=prednasky)

DalSi ¢teni:

il Phylogenetic Trees Made Easy: A How-To Manual,
s WEdition
Barry G. Hall, Emeritus, University of Rochester

Genetické metody v zoologii
J. Zima, M. Macholan, P. Munclinger, J. Pialek
Karolinum 2004

Uvod do praktické bioinformatiky

i F. Cvrckova
tivod Academia

i praktigke
bloiniormaliky



