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Dva pohledy genomiky

 Vertikalni: kompletné genomy,

hluboke, ale omezené informace
* nékolik druhu a jedincu
 Uspesne ukonceno u Cloveka,
Drosophlly a nekterych plodin

Horizontalni: kratké cilené sekvence,

plytké, ale Siroke informace
 mnoho druhu a jedincu
* napr. DNA barcoding



Historicke vyzvy

* Problemy s konceptem druhu a jeho
aplikacemi

* Problémy s druhovou identifikaci

« System znaku — morfologie, genetika, atd.
» Pristup k existujicim informacim

e Snizovani odbornosti

e Snizovani dostupnych sluzeb

 Genomika a Internet nabizi nové moznosti




Asoclace vyvojovych stadii,
zpracovanych c¢asti a dimorfickych
pohlavi
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Systém caroveho kodu

 DNA barcode je kratka genova
sekvence standardizované
c¢asti genomu pouzita k
druhove identifikaci
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Interné ID pro vSechny organizmy na Zemi




Priklad: Afri €ti motyli

VOFi species komplexy

Jejich parazitoidi (Tachinidae) také
(Dittrich et al 2006)

Leguminivora ptychora na lusténinach je
také species komplex

Ale nékteri skudci jsou Siroko rozsirent,
napr. Spoladea recurvalis a Maruca vitrata
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Rychlé a efektivni

« Celed Sphingidae — vzorky 49 druh( za 6
meésicu (témér kompletni lokalni fauna)

 DNA barcoding rozlisil druhy jak v
lokalnim, tak v globalnim meéfritku

o Mistni knihovny muzou byt rychle
srovnany a prispet ke globalnim
knihovham



Jak Barcoding funguje

Tvorba referencni knihovny:

e Spravné urceny jedinec (vouchers)
o Vzorek tkdné

 DNA extrakce, PCR amplifikace
 DNA sekvenovani

e Odeslani dat do GenBanku

Pouziti referencni knihovny :

* Neurcene druhy

o Tkan, DNA, sekvenovani

e Srovnani s referencnimi sekvencemi



Jak se to vSe deje od jedince pres
sekvenci po druh?




Produkce dat v r. 2007
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Stovky vzorku denné, cena
od nékolika centu po dolary



Produkce dat v r. 2008

Rychle|Si a prenosngjsSi systém — stovky
vzorku za hodinu

Integrované DNA mikro&ipy Stolni mikrofluidné systémy



Produkce dat v budoucnosti?

e Ziskani dat

kdekoli, hned

* Cena néekolik

haléru

e Link do referencni

databaze

e« Taxonomicka GPS

e Pouzitelne
nespecialisty




CBOL - organizace €lenu od r. 2008

Vice nez 170 organizaci z vice nez 50 zemi (z toho 54 organizaci z 20 rozvojovych zemi)
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Mise CBOLuU: uvést DNA
Barcoding jako globalni standard

. Vyvinout a zvednout standardy komunity

. Barcode projekty plnit databaze

. Globalni participace a koordinace

. Prijeti taxonomickou komunitou

. Koordinace s jinymi oblastmi vedy

. Prijeti regulacnimi agenturami

. Vyvijeni produktu soukromymi spolec¢nostmi
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ropojeni GenBanku s vouchery

Registry of Biological Repositories

Institutional Acronyms and Collections Codes

Mon-institutio

On This Page.

Institution T

Searching datafields

Search by Sorting columins

or Institution Name Acrorymm or Location Alpheget indx

search “Status column

Flease find vour institution and edit the associated data. The institution will be contacted and the new data will be _

confirmed before itis posted. P réSs-
Click on the column header to sortinstituticns by Acronym, Mame or Sountry 6,636 Total Institstions]
A B T D OE F S ®H 1 J K L M4 © P8 E 8 T U W X ¥ E 3. Confirmed [nstituticnal Reoods

4 2 3 peds Last B Confirmed Mon-(nstitutionsl

insttution Nome 2 Confiroas Catiections
FAgE pa sy 22 Divinity Avenue,

02138
LA Ministry of Scence; Academy of 44 Temirajzev Strest, Alma- f s atin Py g Edit 'SFIDHBDI‘S
) s Ata 420070 i i i b
SAAG Alan and &nita Gilloghy Unconfirmed Edit « . g .
oSt TILN FOR THE BarooDE oF Lirs

old Arboretum,; Harvard The Arborway, Jamaica e ]

Plain, Massachugetts, 02130

LAR) lant Industiry Laberatory ult:§rta, Emomion, Absa Canada Hneonfirmed Edit i
Agriculiure
e il

Wh5.A. Unconfirmed Edit
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Ceratopogonidae — 105 barcoding

pecimen | FAQ

sekvenci

@ BOLD Systems - Sequence Download - Mozilla Firefox

| www.boldsystems.org/visws/sequence

oad.php?&

nent & Analysis
|

|-w !5* Sequence Download [Published Sequences]
I 2

|
Sequence Download
335

Count:
Fasta File :

el bold

HEVLASY.CZ T Mapy Google @ Poslaﬂl

da, no-see-ums, midgies, sand flies, punkies, and others), are a family of small flies {1—
ackflies), and Thaumaleidae. They are found in almost any aquatic or semiaguatic

kind of host animal. Culicoides, Forcipomyia (Lasioheiea), and Leploconops suck
gsyhelea feed exclugively on nectar. Species in other genera are predatory on other.. full

Sample Sources

B Elizabeth Macarthur Agricultural Institute, New South Wales [
O Wagga Wagga Agricultural Institute [1273]

O Biodiversity Institute of Ontario [978]

O mined from GenBank, NCBI [323]

O York University [95]

O Stroud Water Research Center [15]

[ Canadian Mational Collection of Insects, Arachnids and Memat
O Mahidol University, Department of Medical Entomology [9]

O Australian Quarantine and Inspection Service, Horthern Austrz
O Research Collection of Graeme V, Cocks [8]

B & Others [15]

images representing subtaxa of Ceratopogonidae




Globalni projekty CBOL

* Fish Barcode of Life (FISH-BOL) - 30 000
morskych/sladkovodnych druhu do r. 2010

e All Birds Barcoding Initiative (ABBI) - 10 000
druhu dor. 2010

e Tephritidae — 2 000 skudcu/prospésnych
druhu do r. 2008

o« Komary - 3 300 druhu do r. 2008

e Ohrozené druhy

 Trees of the world



Staré a nove techniky

« CBOL stavi na sou€asnych taxonomickych
poznatcich

» Sequence knihovny zalozeny na voucher jedincich,
co déla védu opakovatelnou a testovatelnou

» VVoucher jedince propojuji historické, soucasne a
budouci vyzkumy

Priklad: CSIRO studie na bzucivkach mapuijici
rezistence na insekticidy a zjistovani historie pomoci
DNA z muzejnich jedincu (PNAS 103: 8757)



DNA Taxon omie — pomoc p Fi reseni
problému nebo vnaseni chaosu?

Prvni zaznamy COI do GenBanku — 1996, od té doby ca. 1000 sekvenci
dvoukfidlych

V soucasnosti — ca. 153 000 popsanych druhu dipter — méné nez 1% je
zafazeno do ,Barcoding procesu*

COI nevhodny pro odliseni blizkych druhu

Stanoveni hranic druhu — podobnost sekvenci (pairwise distances) - PROBLEM

Fylogeneticka rekonstrukce pfibuzenskych vztaht — mozné feSeni —
multigenovy pfistup

Svétové sbirky hmyzu — nemoznost pouzit material pro analyzy - PROBLEM

Taxonomie zalozena vyluéné/prevazné na DNA analyze — zkresleny pohled

Potfeba propojit s ostatnimi p  Fistupy — INTEGRATIVNI TAXONOMIE




GenBank

http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/

Nékolik databazi — Nucleotide, Protein,
PubMed, CoreNucleotide, Structure,
Genome, etc.

Verohodnost sekvenci vysSi nez v
databazich CBOLu

Soucasti je BLAST - ,multialign tool*




Po zadani hesla — Insect...

A

Entrez, The Life Sciences Search Engine

PubMed | All Databases |

Human Genome.

| GenBank | Map Viewer

BLAST

Search across databases |'|nsect

| GO || Clear | Help

- Result counts displayed in gray indicate one or more terms not found

|2];D_ 33| m PubMed: biomedical literature citations and abstracts

|5j2_-]_[_5§] a PubMed Central: free, full text journal articles

:_ﬂ_ m Site Search: NCEI web and FTP sites

:_2_3_6_?_ﬁ_§_| ' Nucleotide: Core subset of nucleotide sequence records
i@' %+ EST: Expressed Seguence Tag records
GS5S: Genome Survey Segquence records
:65?2_6_: sle 8 Protein: sequence database

I!l Genome: whole genome seguences

IQ!_ : -%_ Structure: three-dimensional macromalecular structures
-

Taxonomy: organisms in GenBank

SNP: single nucleotide polymorphism

7]

Books: online books

OMIM: online Mendelian Inheritance in Man

dbGaP: genotype and phenotype

UniGene: gene-oriented clusters of transcript sequences

CDD: conserved protein domain database

UniSTS;: markers and mapping data

PopSet: population study data sets

GEO Profiles: expression and molecular abundance profiles

GEOQ DataSets: expenmental sets of GEO data

Epigenomics: Epigenstic maps and data ssts
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BLAST

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

% BLAST® i"['.ly NCBI a
Home | RecentResults | Saved Strategies | Help fﬂl"—'"im

» HCBI BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

Your Recent Results New!

Nucleotide Sequence (1495 let...

m Aligning Multiple Protein Sequences? Try the COBALT Multiple Alignment Tool. _Ga)

BLAST Assembled RefSeq Genomes SEnS
Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases. SOAP BLAST

o Human O QOryza sativa o Galiis gallus ASOAP based BLAST service is

o Mouse o Bos taurus o Pan troglodytes available.

5 2 : Mon, 18 Jul 2011 08:00:00 EST

O Rat O Danio rerio 0 Microbes

o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera [£) More BLAST news...
Basic BLAST

Tip of the Day

Choose a BLAST program to run.

Usze Genomic BLAST to see the
Search a nucleotide database using a nucleotide query aenomic context
Algonthms: blastn, megablast, discontiguous megablast

nucleotide blast

If you are interested in the evolution ofa
Search protein database using a protein guery particular gene or gene family it is often
Algonthms: blastp, psi-blast, phi-blast intetesting to examine the intro-exon
structure even scross species.

protein blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query

More tips...

tblastn | Search translated nucleotide database using a protein query

thlastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query
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FLY TREE

2004-2008, 30 mil. USD, 649 taxonu, desitky tisic bp

FLYTREE

Assembling the Diptera Tree of Life

FLYTREE Finding The Fly Tree of Life - The Poster!

Introduction Latest FLYTREE News:
About this Grant P
About & Contact Us view all recent posts

Opportunities Rediscovering World's Rarest Fly

Features

About Fies With over 158,000 described
Pictures spedies, flies (the insect order
Fly Morphology Diptera), are among the most

diverse groups of living organisms

Fly Nomenclature
on the planet.

Spedcies Highlights

Phylogeny This diversity transcends simple

Pubfications & Products spedies numbers and i
demonstrated in the great breadth

News of morphological, ecological, and
behavioral variation found in the
Press Releases
group.

Talking About Flies
— Flies have a deep evolutionary

Buzz About Flies history that extends back to the
Additional Buzz Permian Period, over 250 milion
e years ago.
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MEGA v. 6 — Uprava sekvenci (alignment)

Data Edit Search Alignment Web Seguencer Display Help
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Fylogeneticke analyzy

Fylogeneticky strom — hypotéza, ktera vznikla co nejlepsSim
odhadem na zaklade omezeného zdroje informaci

Metody FA — dva pfistupy

1. Algoritmus — jde pfimo k vysledku, co je jediny strom (odpada
srovnani vzajemné si konkurujicich stromu) — metody
shlukove analyzy (UPGMA), Neighbour-joining (NJ) — obé
vyuzivaji data vzdalenosti (distance)

2. Kriterium optimalnosti — dva kroky — definovani kritéria, podle
kterého je hodnocen kazdy strom urcCitym skore, které se
pouzije k naslednému srovnani vSech stromu

- pouziti specifickeho algoritmu
pro vypocet funkce (kriteérium optimalnosti) a pro ziskani
stromu s nejlepsi hodnotou této funkce



Jaka by m éla vybrana metoda byt?

Vykonnost — ,tempus fugit* nebo ,time is money*
pomoc — heuristické metody hledani v pripade vyssiho
poctu taxonu Ci znaku

Sila — kolik dat musime shromazdit, aby byly vysledky spravneée

Konzistence — s pridavanim dalSich znaku spéjeme k spravnému vysledku

Robustnost — do jakej miry vedou drobné odchylky od vstupnych
predpokladu k nespravnym zavérim

Falzifikovatelnost — ur€eni nevhodnosti modelu na zakladé odchylky
od predpokladu

IDEALNI METODA NEEXISTUJE...




Metoda maximalni parsimonie —
uspornosti (MP)

Jedna z nejpouzivanéjSich metod - rychla, jednoducha
preferuje jednodusi hypotézy pred slozitéjSimi (Siroka filozoficka
platnost), tzn. vybere moznost (strom) s minimalnim poctem
evolucnich krokd nutnych k vysvétleni vstupnich dat

Ne vSechny znaky jsou pouzitelne, parsimony - informative

-+

Dobra pochopitelnost, jednoduchost, rychlost, nizky pocet
predpokladu (pfedpoklada, ze jakakoli evolucni zména je
vzacna, takze MP strom se da povazovat za nejlepsi odhad
skutecné evoluce)

Nekonzistentnost, pfitazlivost dlouhych vétvi (LBA)



Metoda maximalni
pravd epodobnosti (Maximum
likelihood, ML)

- posuzuji se jednotlivé hypotézy o evolucni historii
zkoumanych taxonu z hlediska pravdépodobnosti, ze jsou
v souladu se ziskanymi daty, vysledek — maximalné
pravdépodobny odhad

Tri souCasti - vstupné data

evoluéni model

fylogeneticky strom s topologii i délkou vétvi
+

Nizka nachylnost k chybé, robustnost vuci odchylkam

Vysoka vypocetni narocnost



Bayesian inference

Vypocet pravdépodobnosti na zakladé specifikovaného
modelu a na zakladé toho, co jsme o charakteru dat zjistili

Zaklad — strom s danou topologii a délkami vétvi, model
nukleotidovych substituci a rozlozeni substitu¢nich
frekvenci mezi jednotlivymi nukleotidy

Princip pfistupu jako u ML

VYHODY — mensi ¢asova narocnost, strom zohlednujici

fvlogeneticky signal v datasetu, moznost pouzit i pro
smiseny dataset




Distan €éni metody

Zalozene na podobnostech (vzdalenostech, rozdilech)

Poznani skutec¢né evolucni vzdalenosti mezi vSemi
Cleny studovaného souboru taxonu umozniuje velmi
lehkou rekonstrukci evoluc¢ni historie téchto taxonu

Opakovane zmény
jednoho znaku —
korigované distance (jako
u pravdepodobnosti)

Nekorigovana vzdalenost
— p-distance

Korekce: JC, F81, K2P,
F84, GTR

Sequence difference

Expected difference
NG L I ‘Correction’
- o

Observed
_rdifferencg

Time



Predpfriprava ©

Uprava sekvenci (Sequencher)

Vytvoreni alignmentu (MEGA) - .fas, .nex
Analyza MP (Paup)

Analyza NJ (Paup, MEGA)

Vytvoreni souboru pro MrModeltest (PAUP)
MrModeltest

Priprava souboru pro MrBayes

Ukazka prace s SequenceMatrix pro velke
datasety



