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1. Fylogenetické stromy. V tejto tlohe zostrojime fylogeneticky strom niekol’kych druhov musiek Drosophila
(D. melanogaster, D. simulans, D. erecta, D. ananassae, D. persimilis, D. willistoni, D. virilis, D. mojavensis, D.
grimshawi), pricom ako outgroup (vonkajsiu skupinu) pouzijeme koméara A. gambiae.

a)

b)

c)

d)

e)

V dvoch publikaciach uvedenych nizsie (obidve st vol'ne dostupné) sa nachddza strom tychto druhov, ale
tieto stromy sa mierne liSia. Vyberte z publikovanych stromov len vysSie uvedené druhy a nakreslite ich do
vaSej ulohy (netreba dodrzat’ dlZzky vetiev). Do obidvoch stromov tieZ dopliite aj komadra.

Obr:.1 v ¢ldnku Stark et al. 2007, Discovery of functional elements in 12 Drosophila genomes using evoluti-
onary signatures, Nature

Obr4 v ¢ldnku Obbard et al. 2012, Estimating Divergence Dates and Substitution Rates in the Drosophila
Phylogeny, Mol Biol Evol

Odobratim jednej vetvy v strome sa ndm strom vZdy rozpadne na dve skupiny, ktoré nie si spojené. Napri-
klad v oboch stromoch sa nachddza vetva, ktord oddeli D.mel., D.sim. a D.ere. od ostatnych druhov. Tieto
dve vetvy teda mdéZeme povazovat’ za zhodné medzi oboma stromami. Ktoré vetvy sa ale medzi tymito
dvomi stromami nezhoduji? (Na cviceniach sme podobne porovndvali vetvy stromov pri vypocte boots-
trapu.)

V UCSC browseri ndjdite gendm pre D. melanogaster, verzia genému dm6 a v nej ndjdite gén hd (humpty
dumpty) (zadajte toto meno ako search term). Na ktorom chromozéme sa nachadza?

K tomuto génu ziskajte zarovnanie zodpovedajicich kédujicich sekvencii a proteinov nasledujicim spdso-
bom:

Na hornej modrej liste browsera zvolime Tools->Table browser.Na d alSej obrazovke nastavime track:
NCBI RefSeq, output format: CDS FASTA alignment a ako output file: vami zvolené meno su-
boru, kam sa vam uloZ{ vysledok. NavySe nechceme vypisat’ vietky gény, ale len ten nas a aj preni iba jednu
formu zostrihu, takZe stla¢ime eSte filter: create a na novej obrazovke v riadku name does match
zaddme identifikator génu NM_141274.3. Potom uZ zostdva len stlait’ tlacidla submit a get output.
Na d’alSej obrazovke si zvolime, ktoré organizmy chceme v zarovnani (ako uvedené vyssie) a ¢i chceme
nukleotidové alebo proteinové sekvencie (vyrobte si obe verzie zarovanania).

Vysledné stibory si otvorte v editore a zmeiite mend sekvencii tak, aby zacinali skratkou mena prislus-
ného organizmu (zmaZzte text NM_141274.3_ z kazdého mena). V opacnom pripade by vam fylogenetické
programy pokratili mend tak, Ze nebudete vediet’, ktory list je ktory.

Pre obidve zarovnania zistite, koI'ko percent zachovanych baz resp. aminokyselin maji jednotlivé druhy s
D. melanogaster. MoZete to zistit’ napr. programom mview na stranke https://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/mview/, stlpec pid.

Pre obidve zarovnania zostavte strom nejakym dostupnym ndstrojom. Pokial moZno pouZite metddu spé-
jania susedov (neighbour joining), ktord sa zvykne oznaCovat’ aj skratkou NJ, pripadne menom programu
BioNJ. Vo vasej dlohe uved’te, aky program ste pouZili, aké ste zvolili nastavenia alebo ¢i uZ boli nejaké
predvolené. Dalej v tilohe uved'te stromy. V pripade, Ze vam program vykresli strom nespravne zakoreneny
(komar nebude outgroup), uved’'te v dlohe pdvodné zakorenenie z programu, ale aj spravne zakorenenie
(podobne ako na obr.1 a 2 v Casti f niZSie). Sprdvne zakorenenie modZete bud’ nakreslit’ ru¢ne, ale programy
na kreslenie stromov ¢asto umoZiiujui pouZivatel'ovi zvolit’ outgroup a prekreslia strom.

Priklady dostupnych programov:
https://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/ (webserver na spdjanie suse-
dov)

https://phylotree.hyphy.org/|(zobrazovac stromov, umoziuje zmenit' zakorenenie)
https://www.megasoftware.net/| (sofvér nainstalovatel'ny na vas pocitac)

Nastroj RapidNJ na https://usegalaxy.eu/


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/
https://phylotree.hyphy.org/
https://www.megasoftware.net/
https://usegalaxy.eu/
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f) Proteinové zarovnanie z Casti d) sme pouZili v programe PhyML, ktory zostavi strom metédou maximélnej
vierohodnosti. Dostali sme strom na obr. 1, ktory sme potom spradvne zakorenili na obr.2.

Potom sme ten isty program spustili na zmenenych verzidch zarovnania, z ktorého sme vynechali koméra
resp. D.per. Vysledné stromy st uvedené na obrazkoch 3 a 4.

Strom na obr.3 nevieme spravne zakorenit’, lebo neobsahuje vonkajsiu skupinu. Ak by sme zo stromu na
obr.2 vyhodili komdra a porovndvali vetvy so stromom na obr.3 (podobne ako ako v €asti b), budu sa niektoré
vetvy lisit’? (Pri tomto porovnan{ obidva stromy povaZujeme za nezakorenené).

Po vynechani D.per. sme na obr.4 dostali ind polohu komara. Zhoduje sa tento strom s niektorym publiko-
vanym stromom z Casti a), resp. na ktory sa viac podoba?

g) Za max. 2 bonusové body moZete skusit’ zostavit’ strom aj inym spdsobom (napr. iné gény, iny program a
pod.). PopiSte vas postup, uved’'te vysledky a okomentujte ich.

2. Evolu¢né modely. V tomto priklade budeme uvazovat’ model substiticii Kimura 1980, v ktorom sa tranzicie
deju rychlost’ ou « a transverzie rychlost ou 3, ale vSetky bazy sa vyskytujd s rovnakou frekvenciou.

V tomto modeli sa pravdepodobnost’, Ze bdza X sa zmeni na bazu Y za Cas ¢, 1i8i podl’a toho, ¢i ide o tranziciu
(pravdepodobnost’ oznacime ako u;), transverziu (ozna¢ime ako s;), alebo nezmenenud bazu (oznacime ako r;):

1

w = 1(1 + e 4P e 2(aFB) (tranzicia, napr. Pr(A|G,t))
1

s = 1(1 —e 4P (transverzia, napr. Pr(C|G,1))

o= 1-=2s,—uy (Zziadna zmena, napr. Pr(G|G, 1))

Ak médme zarovnanie s n, tranziciami, n; transverziami a n, nezmenenymi bazami, jeho pravdepodobnost’
v tomto modeli bude
0.25Mu st gyl glts it

.....

vypocitany pomocou vzorca
(ny +ng+n,) -10g(0.25) + ny, -log(u; ) + ny - log(s;) +n, - log(ry).

Ak na nukleotidové zarovnanie z tlohy 1 spustime program PhyML s modelom Kimura 1980, spocita, Ze
najvierohodnejsia hodnota pomeru a/f je 3.458. My teda nastavime o = 3.458 a 3 = 1. Ak v tomto zarovnan{
porovname D. melanogaster a D. ananassae, vidime n, = 218 tranzicif, ny = 171 transverzif a n, = 1315 baz bez
zmeny.



a)

b)

)

V Exceli alebo inom tabul’kovom procesore (LibreOffice a pod.) vytvorte tabul'’ku, v ktorej vyuZzijete uve-
dené vzorce na vypocet roznych hodnét Kimura 80 modelu pre vyssie uvedené o, 8 a pre hodnoty ¢ od 0.01
po 0.3 s krokom 0.01.

V stpci A si vytvorte hodnoty 7 a v d’al3ich troch stipcoch hodnoty u;, s; a r; vzorcami uvedenymi vy3gie.
Exponencialna funkcia e* sa v Exceli napiSe ako =exp (x) a desiatkovy logaritmus ako =log(x).

V stipci E spoéitajte podiel o&akdvaného potu tranzicii spomedzi vietkych zmenenych béz po &ase 1, ktory
dostaneme ako u; /(u; + 2s;), lebo dand zmenend baza sa bud’ zmenila tranziciou s pravdepodobnost’ou u;
alebo jednou z dvoch moznych tranverzii, pricom kazdd ma pravdepodobnost’ s;, a teda celkova pravdepo-
dobnost’ zmeny je (u; + 2s;).

Napokon v stipci F spogitajte logaritmus pravdepodobnosti nasho zarovnania s vy$sie uvedenymi hodnotami
ny, ng a n,, priCom pouZzijete uZ zndme hodnoty u;, s; a r; zo stlpcov B-D.

Prvé riadky vasSej tabul'’ky by mali vyzerat' nejako takto:

A B C D E F
1 t ut st rt podiel tranzicii log pravdepodobnosti
2 0.01 0.0328 0.0098 0.95 0.63 -1723.56
3 002 0.0624 0.0192 0.90 0.62 -1642.70

Do domécej dlohy vypiSte hodnoty z tabul'ky pre t = 0.1 ar =0.3.

Pre ktord hodnotu r ma nase zarovnanie najvacsiu pravdepodobnost’? (Toto by mohlo byt odhadom vzdia-
lenosti tychto dvoch organizmov) Vykreslite priebeh tejto pravdepodobnosti ako graf (os x je t, os y loga-
ritmus pravdepodobnosti).

V naSom zarovnani mame podiel tranzicii medzi vSetkymi zmenami 218/(218 + 171) = 0.56. Aky podiel
tranzicii predpovedd model pre hodnotu ¢ zisten v Casti b)? Su tieto hodnoty podobné?

Pridajte do tabul'’ky riadky pre + = 10 a r = 100 a uved’te, aké hodnoty ste dostali pre u;, s;, r; a podiel
tranzicii. PreCo intuitivne dostdvame pre vel'ké ¢ takéto hodnoty?



