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1. MSA - zakladni analyza mikrosatelitovych dat
Pomoci  programu  MSA  (http://il22server.vu-wien.ac.at/MSA/MSA_download.html,
freeware) mizeme (pro diploidy!) pocitat mj. nasledujici populacné-genetické parametry:

e popisné statistiky pro populaci a lokus (pocet alel, Ho, Hg, Hsh, Fis...)
o vzdalenosti mezi jedinci a populacemi (D — standard genetic distance, (817, Dps —
proporce sdilenych alel, Dy¢— kinship koeficient...)
e [F-statistika (Fs1,Fis,Fir — globalné i parové mezi populacemi)
Kromé toho program ohldsi varovani, pokud by v datech mohla byt chyba (alely
neodpovidajici ndsobku repetice, piilis velké vzdalenosti mezi alelami, odlehlé alely...)

Vstupni soubor pro MSA je nejlépe zformatovat napi. v Excelu a ulozit jako TAB-delimited
text (a nebo prekopirovat do poznamkového bloku). Vstupni soubor pro diploidni druh:

délka repetice

nazev lokusu délka flanking region

2 2 / 2 2 é/ 2

64 74 46 4 24

NLGA1 NLGA2 NLGA3 NLGA4 NLGA5

jedno- nebo A d 1 160 160 86 96 142 142 198 198 100 100
dvousloupcovy A d 1 166 166 86 86 152 152 198 198 100 100
formt A d 1 166 166 86 86 152 152 198 198 100 100
A d 1 166 166 86 86 152 152 198 198 100 100
A d 1 166 166 86 86 152 152 198 198 100 100
A d 1 166 166 86 86 152 152 198 198 100 100
A d 1 160 166 86 86 152 152 198 198 100 100
B d 1 166 166 86 96 150 150 196 198 100 100
B d 1 160 166 84 84 150 150 196 198 100 104
B d 1 160 166 92 92 150 152 196 198 100 100
B d 1 160 166 92 92 150 152 196 198 100 100
B d 1 166 166 90 92 150 150 198 198 100 100
B d 1 166 166 82 82 150 152 200 200 100 100
B d 1 160 162 86 96 A Nd . 198 198 94 100
D d 2 152 160 86 96 152 152 198 198 100 100
D d 2 152 162 92 96 152 152 198 198 94 100
D d 2 160 160 -1 -1 150 150 100 100

outbredni (d) nebo chybéjici data

inbredni (h) individuum

¢isto skupiny
populaci

nazev populace



Analyzovany soubor ulozime do stejného adresaie jako je MSAnalyzerMr.exe, ktery potom
spustime. Otevie se okno pro zadani vstupniho souboru a parametr analyzy. VloZenim (i)
zadame vstupni soubor (vCetn¢ koncovky!). Pod (d) a nasledné¢ (p) mlzeme nastavit
nejraznéjsi genetické vzdalenosti (1)-(9) a také nastavit vypocet vzdalenosti mezi populacemi
(c) a jedinci (i), pfipadné zapnout bootstrapové testovani (n). Napsanim (b) se dostaneme
zpatky do ,,distance menu®. Pod (s) lze nastavit parametry F-statistik, pomoci (c) zapneme
vypocet F-statistik, pomoci (g) zvolime, zda budou pocitany globalné, parové nebo oboji.
Pomoci (m) se vratime do hlavniho menu, kde pomoci (c) lze nastavit napt. vytvofeni
vstupniho souboru pro program Arlequin a/nebo Structure (3). Analyzu Ize kdykoliv spustit
pomoci (!).

Pokud nebyl nikde zadan bootstrap, probéhne analyza velmi rychle. Na zakladé nastavenych
parametrii program vytvoifi fadu Excelovych tabulek a textovych souborti a ulozi je do
prehledné adresaiové struktury:

Allelecount — pocty a frekvence alel pro jednotlivé lokusy a populace

Distance data — textové soubory s maticemi vzdalenosti mezi jedinci

Formats&Data — vstupni soubory pro Arlequin a dalsi software

F-Statistic — F-statistika globalni 1 parova

Group_data — informace o parametrech podle zadanych skupin populaci

Single data — informace o parametrech pro jednotlivé populace

Pro dal$i informace o parametrech, metodach vypoctu a interpretaci vystupnich soubort viz
manual (http://i122server.vu-wien.ac.at/MSA/info.html/MSA _info.html).

2. FAMD - uprava, export a analyzy AFLP dat

Program FAMD (Fingerprinting Analysis with Missing Data) umoziiuje jednoduché analyzy
binarnich dat jako je tvorba matic podobnosti, UPGMA a NIJ stromli, PCoA, AMOVA,
vypocty Shannonova indexu ad. Vyhodou je, Ze data nemusi byt nijak specielné formatovana,
stac¢i 0-1 matici ptekopirovat z tabulkového procesoru (napt. Excelu) do textového souboru,
prip. pouze prenést pies schranku. Program je k dispozici na
http://www.famd.me.uk/famd.html. Vstupni soubor = bindrni matice miize vypadat napf.
takto (je uloZen jako textovy soubor):

vzl 0 1 1 0 1 1 1 1 1
vz2 0 1 1 0 1 1 1 0 1
vz3 0 1 0 1 1 0 0 0 1
vz4 1 1 0 1 1 0 0 0 1
vz5 0 0 1 0 1 1 1 1 0
vz6 0 0 1 0 1 1 1 0 0
vzl 1 0 0 0] 1 0 0 0 0
vz8 1 0 0 0 1 0 0 0 0
*

[Groups]

AllData/skupl= vzl, vz2, vz3, vz4;
AllData/skup2= vz5, vz6, vz7, vz8;
AllData/skupl/popl= vzl, vz2;
AllData/skupl/pop2= vz3, vz4;
AllData/skup2/pop3= vz5, vz6;
AllData/skup2/popéd= vz7, vz8;

V sekci [Groups] jsou definovany ctyti populace (popl-pop4) a dvé skupiny populaci (skupl,
skup?2). Tuto sekci nemusime zadavat, program obsahuje ,,Group manager*, pomoci kterého
muzeme populacni strukturu ,,naklikat* a ulozit.



Program spustime poklepanim na ikonu ﬁ

1. Otevieni datového souboru: File — Load, zvolime Individuals in rows a Header presence
for... individuals, zaSkrtneme Delimited data a Include Groups.

2. Vybér koeficientu podobnosti: Options — Similarity Coefficient Selection.

3. Vytvofeni matice podobnosti (Analysis — Standard Similarity). Program ji zapiSe do
souboru analysis.txt (do stejného adresare odkud jsme nacetli data).

4. Strom vytvofime pomoci Trees — Neighbour Joining. Strom bude zapsan do souboru
outtree.ph. Strom zobrazime pomoci View — Tree File (je potfeba mit nainstalovany
program TreeView — pokud ho nemame, miizeme strom oteviit napt. v programu FigTree,
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

5. PCoA: Trees — Principal Coordinate Analysis. Zobrazi se dal§i okno s grafickym
vystupem, ktery je mozno modifikovat (vysledky analyzy jsou opét zapsany do souboru
analysis.txt). Pokud jsme ve vstupnim souboru definovali skupiny, je mozné si rtizné
skupiny v koordinaénim diagramu zobrazit rliznou barvou nebo symbolem (pod Group
appearence zvolime skupinu a pfiradime ji barvu a symbol).

6. Bootstrap: Replicate Analyses — Bootstrap Std. Tree), konsenzualni strom lze spocitat
pomoci Tree — Strict Consensus a zobrazit pomoci View — Consensus Tree File.

7. AMOVA: nejprve zvolime Euklidovskou vzdalenost Options — Similarity Coefficient
Selection, poté¢ Analysis — AMOVA. Je nutné mit ve vstupnim souboru definovanou
ptislusnost kazdého jedince do pravé jedné populace, ptipadné skupiny.

8. Statistika prouzkti pro skupiny: Data Matrix — Count Bands — Polymorphic bands /
Fixed Bands / Private Bands / Fixed Private Bands

Polymorphic bands — % polymorfnich prouzka
Fixed Bands — pocet prouzk, které jsou u vSech jedinct ve skupiné
Private Bands — prouzky, které se vyskytuji pouze v dané skupiné
Fixed Private Bands — prouzky, které se vyskytuji u vSech jedinct v dané skupiné a
nikde jinde
9. Prevedeni datové matice na vstupni soubory pro jiné programy: File — Export

3. AFLPdat - uprava, export a analyzy AFLP dat

Program AFLPdat souborem funkci spustitelnych v baliku R. UmozZiiuje praci s datovou
matici binarnich dat a vypocty populacni genetické diverzity, indexi vzacnosti (rarity, tzv.
DW index), identifikaci identickych nebo velmi podobnych profili (moznych klonil) a také
exportovat  data  do dal§ich  programd. Program  je  kdispozici  na
http://www.nhm.uio.no/english/research/ncb/aflpdat. Vstupni soubor = bindrni matici
muzeme vytvofit napt. v Excelu a vypada takto (textovy soubor):

number pop fl f2 f£3 f4 5 f6 £7
01x1 popl 1 1 1 0 0 1 1
01x2 popl 1 1 1 1 0 1 1
01x3 popl 1 1 1 1 0 1 1
01x4 popl 1 1 1 0 0 1 1
01x5 popl 1 1 1 1 1 1 1
04x1 pop?2 1 1 1 0 0 1 1
04x2 pop?2 1 1 1 0 0 1 1



Pred praci s programem AFLPdat je tfeba spustit program R . Pomoci File — Source R
code... vyhledame a vybereme soubor s funkcemi ArLpPdat .R). Pomoci File — Change dir...
vybereme adresar, kde se nachéazi vstupni soubor s daty (napt. AFLPdat . txt). Dale piSeme na
ptikazovou fadku nésledujici funkce:

1. Vypocet vnitropopulacni genetické diverzity (pozor soubor nesmi obsahovat populace jen
s jednim jedincem):
Diversity ("AFLPdat.txt")

2. Bootstrap genetické diversity:
Diversity.boot ("AFLPdat.txt",x) — ‘X’ je pocet opakovani, napt. 1000

3. Vypocet vzacnosti (tzv. DW indexu)
Rarity ("AFLPdat.txt")

4. Pocet genotypt v populaci, genotypova diverzita
Clones ("AFLPdat.txt",x) - ‘X’ jepocet fragmentl o které se mizou klony lisit (a
priori rozhodnuti napt. na zéklad¢ spocitané error rate)

5. Seznam genotypu liSicich se 0 maximaln¢ zadany pocet fragmentt (‘x’)
Clones.list ("AFLPdat.txt", x)

6. Prevedeni datové matice na vstupni soubory pro jiné programy

® Structure ("AFLPdat.txt") — zformatuje data pro program STRUCTURE
® Nexus ("AFLPdat.txt") —vytvoii NEXUS format, napt. pro program SplitsTree
® Arlequin ("AFLPdat.txt")— vytvoii specidlni format pro program Arlequin

4. PAST - analyza hlavnich koordinat (PCoA) a vytvoreni distan¢nich stromi
Pozn.: Tento navod je k verzi 2.17, nyni uvolnénd nova verze 3.1 vypada castecné jinak (a
lépe), ale zatim se v ni nepodarilo plné spustit nékteré funkce.

@Program PAST je distribuovan jako samostatné spustitelny *.exe soubor
(http://folk.uio.no/ohammer/past/). Umoziuje rychlé provedeni analyzy hlavnich koordinat i
vytvoreni distan¢nich stromti (neighbour-joining, UPGMA), krom¢ toho vSak nabizi celou
Skalu dalSich analyz napt. pfi zpracovani (geometrickych) morfometrickych dat. Data =
bindrni matici do programu mulZeme nejsnaze nahrat pres schranku (clipboard). Pokud
chceme s matici vlozit i zdhlavi (jména jedincti a jména markeri), je vhodné nejprve
zaSkrtnout nahote pole Edit labels a pak data vlozit. Pokud budeme chtit oznacovat skupiny,
je dobr¢ si jedince nejprve v Excelu sefadit tak, aby byli ¢lenové jednotlivych skupin pokud
mozno u sebe. Alternativné mizeme vkladat ptres textovy soubor nasledné podoby:
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Alternativné je mozné jako data vlozit pfimo symetrickou distanéni matici (typicky pro
mikrosatelitova data, napt. upraveny vystup z programu MSA). Pokud chceme vloZit i jména
jedinct, je potteba zaskrtnout nahote pole Edit labels.




01x1
01x2
01x3
01x4

01xl 01x2 01x3 01x4

1 0.225 0.75 0.44
0.225 1 0.33 0.98
0.75 0.33 1 0.55
0.44 0.98 0.55 1

Definice skupin (budou patiicné obarveny ve vSech nésledujicich vystupech): Shift +
mysi oznacit patfiéné jedince (fadky) z dané skupiny — Edit — Row color/symbol —
vybrat barvu a symbol (Pozn. v této podobé muzeme soubor ulozit s libovolnou
ptiponou a kddovani barev se ulozi i s daty)

PCoA: Oznacit vSechny jedince (klik do levého horniho rohu) nebo pozadovany vybér
(Shift + myS) — Multivar — Principal coordinates — vybrat distanci (v ptipad¢

AFLP dat Jaccard nebo Dice) — tlacitkem zkopirovat do schranky a ulozit si %
vysvétlené variability — View scatter

! Pozn.: pokud méme jako vstupni data piimo symetrickou distan¢ni matici,
zaskrtneme pii vybéra distanci User similarity.

Uprava a ulozeni PCoA diagramu: kliknutim do grafu ménime velikost symboli
pismo apod. a ulozit obrazek (Save picture). View numbers nam zobrazi ordinacni
skore jedincii na osach, opét mozné pies schranku ulozit a vytvofit si hez¢i XY
obrazek jinde. Tvar a barvu symbolll mizeme ménit pouze ve zdrojové tabulce pres
vySe zmiflované Row color/symbol.

Distan¢ni strom (NJ): Multivar — Neighbour joining — vybrat distanci (v pripadé
AFLP dat Jaccard nebo Dice) — do okénka Boot N napsat pocet Bootstrapovych
opakovani a stisknout Enter. Analogicky se vytvaii 1 UPGMA, kterd se nachazi v
Multivar — Cluster Analysis (ujistéte se, ze Paired group algoritmus je oznaceny
puntikem)

! Pozn.: pokud méme jako vstupni data piimo symetrickou distan¢ni matici,
zaskrtneme pii vybéra distanci User similarity.

5. SplitsTree — distanéni sité

Program SplitsTree je freeware stazitelny zadresy http://www.splitstree.org. Program
umoziiuje mimo jiné sestrojeni siti, které ukazuji komplexni vztahy mezi jedinci. Jednou
z nejvice vyuzivanych typt sité je tzv. neighbour network. Vstupnim formatem pro program
je NEXUS format, je mozné ho vytvoftit naptiklad v programu AFLPdat (viz vyse).

Program otevieme poklepanim na ikonu M

1. File — Open — otevieme vstupni NEXUS soubor
program zobrazi sit’ zobrazujici vztahy mezi jedinci zaloZzenou na uncorrcted p-distances

2. Pokud si pfejeme napft. nékterého jedince z analyzy odstranit jednoduse na néj klikneme
pravym tlac¢itkem mysi a zvolime Exclude selected taxa. Pokud chceme filtrovat pocet
spojnicovych ¢ar (,,splits®) u¢inime tak v menu Data — Filter Splits — v zalozce Splits
nastavime napfi. podle zobrazené distribuce vah jednotlivych splits vhodné Weight
treshold.



6. BAPS (v. 6.0) — rychlé urceni genetické struktury

Pozn. kinstalaci (blize viz web programu!): Pred vlastni instalaci programu je treba
nainstalovat Matlab runtime component (MCR) v7.17, dostupny také ze stranek BAPS, popr-
jeste jeden Windowsovy doplnék (Windows SDK a Net framework). Po instalaci vSech
komponent radeji restartujte pocitac.

Program BAPS (http://www.helsinki.fi/bsg/software/BAPS/) hleda takové rozdéleni jedincti
do K skupin (clusterit), které je na zakladé molekularnich dat nejlepsi (nejpravdépodobné;jsi,
ma nejvetsi likelihood). Jeho vyhodou je velmi rychla analyza (fddové minuty max. hodiny) a
vysledky srovnatelné se Structure (viz niZe), alesponl v ptipadé¢ modelu nepiedpokladajiciho
misSeni genotyptl v rdmci jedincl (mixture = non-admixture).

Vstupni soubor = matici miizeme vytvofit napi. v Excelu a je tvofena pouze vlastnimi daty a
poslednim sloupcem, ktery obsahuje tadu cisel (,,indices” jednotlivych jedinci). Pokud
vladame kodominantni data, musi byt kazdy jedinec tvofen dvéma tadky

Pro AFLP data vypada takto (textovy soubor; piipadna chybé&jici data se znaci -9. zde
zobrazeno 6 jedinctl):

1 1 1 0 0 1 1 0 1
1 1 1 1 1 1 0 1 2
1 1 1 1 0 1 1 1 3
1 1 1 0 0 1 1 1 4
1 1 1 1 1 1 1 0 5
1 1 1 1 0 0 1 1 6

Pro mikrosatelitovd data vypada takto (textovy soubor; pfipadna chybéjici data se znaci -9;
zde zobrazeni 2 jedinci se 4 lokusy):

88 148 -9 56 1
86 148 -9 59 1
88 146 23 56 2
88 148 25 59 2

Pro naslednou lepsi vizualizaci je uzitecné (ale ne povinné) vytvofit dalsi dva *.txt soubory.
Prvni obsahuje jména populaci (seznam v jednom sloupci pod sebou) a druhy ta cisla
(,,indices®) jedinci, ktefi jsou v daném datovém ramci v kazdé populaci jako prvni.

1. BAPS spustime poklepanim na *.exe soubor ! . Po nepfijemné chvilce stravené
s ¢ernou obrazovkou se objevi vlastni okno BAPSu v némz nejprve zaddme vystupni
soubor, kam se ndm budou ukladat vysledky. File — Output file — Set.

2. Spustime Clustering of individuals — BAPS format — vybereme datovy soubor =
matici. — Nyni mizeme nebo nemusime zadat vySe zminéné dopliikové soubory
oznacujici rozdéleni jedinct do populaci. — Nepiejeme si ukladat pre-processed data.

3. 'V Input maximum number of populations zaddme nejvyssi pocet skupin (K), do nichz
bude program hledat optimalni rozdéleni. Pokud tedy zadame napi. 5, bude program
hledat likelihood rozdéleni do 2, 3, 4 a 5 skupin. Obecné je vSak doporu¢ovano behy
programu (nezavislé starty analyz) opakovat a navic je vhodné zacinat prohledavat
moznosti pro méné i vice maximalnich K. Realné zadani tak mtze vypadat napt. 2 2 2
2222222333333333344444444445555555555666666666
67777777777 (Cisla odd€lena pouze mezerou).

4. Po skonceni analyzy se otevie okno zobrazujici optimalni rozdéleni do optimalniho
poctu skupin (obrazek je mozné exportovat napt. do pdf). Numerické vysledky vcetné



piifazeni jednotlivych jedincti do skupin nalezneme v piedem definovaném vystupnim
souboru. Pokud poslechneme nabidku a ulozime mixture soubor (*.mat) mizeme ho
pouzit v nasledujici analyze Admixture based on mixture clustering.

5. V nékterych ptipadech se hodi podivat se pouze na piedem definovany pocet skupin
(napf. vime, Ze mame v datech jen dva druhy a chceme se podivat, jaci jedinci
pfipadnou k prvnimu a jaci k druhému druhu). V takovém ptipadé pied zapocetim
analyzy nastavime 7Tools — Enable Fixed K Clustering. Spustime Clustering of
individuals a v ptislusném okné nastavime naSe preferované K a pocet opakovéni =
nezavislych b&hi

7. STRUCTURE - urceni genetické struktury

Program STRUCTURE hleda takové rozdéleni jedincti do K skupin (clusteril), které je na
zaklad¢ molekularnich dat nejlepsi (nejpravdépodobnéjsi, ma nejvetsi likelihood) a soucasné
je toto rozdéleni nalézano i pti opakovanych bézich programu. K hledani ideédlniho modelu je
vyuzivano Markovovych tetézci (Markov chain, MC), které postupné konverguji k n¢jakému
optimalnimu feseni. ProtoZze Markovovy fetézce se zprvu nachdzeji zcela mimo ideélni fesent,
je potieba stanovit pocet krokii fetézce, které predchazi stabilni fazi (tzv. burn-in, zahoteni
fetézce), Pti béhu programu (tzv. runu) postupné hleddme nejlepsi model pro K=1 az napf.
pro K=10 a navic pro kazdé¢ K tteba 10 opakovani. Jednou ze zasadnich otazek potom je,
které K je to optimalni, protoze model s vys§im K miva ¢asto i vyssi likelihood. Nésledujici
obrazek ukazuje likelihood modelu [LnP(D)] ve vztahu k vzrastajicimu K. Vidime, ze po
strmém naristu hodnoty likelihood od K=1 az po K=4 se kiivka za¢ina zplostovat. Idealni
K je tedy to, kde dochazi k narovnavani kiivky. Metoda, ktera zjistuje, kde k tomu piesné
dochdzi, se jmenuje deltak.

Ln P(D)

24500 24000 23500 -23000 22500 -22000 -21500
L L L L L L L

1 2 3 ) 5 6 7 8 o

Dal§im parametrem, na ktery je tfeba se divat je to, zda jednotlivd opakovani pro dané
K konverguji k podobnému feSeni. Pro vSechny pary feseni pro jedno K Ize spocitat takzvany
Nordborgiiv koeficient podobnosti, ktery ukazuje na podobnost mezi jednotlivymi runy. Za
pouzitelné K lze povazovat pouze to, které ma tyto koeficienty vysoké. Nasledujici obrazek
ukazuje pruméry a rozptyl hodnot koeficientli podobnosti pro jednotliva K. Pro K=2 a K=3
vSechny runy konverguji k jednomu feseni (koeficient podobnosti je jedna), vSechna vyssi
K uz maji feSeni hodné odlisna.

similarity coefficient




Pro dominantni data se vyuziva tzv. recessive allele model a piedpoklada se, ze jednotlivé
lokusy nejsou korelované (nejsou ve vazbé nebo jen ve slabé — independent allele
frequencies).

Béh programu je vypocetné velmi narocny, proto je lepsi rozsédhlé datové soubory spoustét na
n¢jakém pocitaovém clusteru, kde je program Structure nainstalovany (napt. Lifeportal
v Oslu, http://lifeportal.uio.no — na registraci pro pfistup se pracuje). K béhu programu na
tomto portélu je tieba pfipravit dva soubory — data a tzv. mainparams soubor, ktery obsahuje
parametry analyzy.

A. AFLP data = bindrni matici je potieba zformatovat takto (umi napt. program AFLPdat, viz
vyse):

0 0 0 0 0 0 0

vzl 01 1 1 1 0 0 1 1
vzl 01 1 1 1 0 0 1 1
vz2 01 1 1 1 1 0 1 1
vz2 02 1 1 1 1 0 1 1
vz3 02 1 1 0 1 0 0 1
vz3 02 1 1 0 1 0 0 1

Na prvnim fadku je tolik nul, kolik mame lokusti (fragmentil). Na dalSich fadcich je ‘01’
informace, které ptredchdzi oznaceni jedince a populace. Pozor, koéd populace nesmi
obsahovat text, pouze celd Cisla! Kazdy vzorek je uveden dvakrat na dvou samostatnych
radcich (je diploidni).

B. Mikrosatelitova data = matici alel je potieba zformatovat nasledovné:

vzl 01 88 148 -9 56
vzl 01 86 148 -9 59
vz2 01 88 146 23 56
vz2 01 88 148 25 59
vz3 02 88 148 -9 56
vz3 02 88 148 -9 56
vzi 02 88 146 23 56
vzi 02 88 146 25 59

Na ftédcich jsou cisly oznaceny kody alel jednotlivych lokusti (v nasem piipadé 1. lokus
zahrnuje alely 86 a 88, 2 lokus alely 146 a 148 atd.), kterym ptedchazi oznaceni jedince a
populace. Pozor, kod populace nesmi obsahovat text, pouze celd Cisla! Kazdy vzorek je
uveden dvakrat na dvou samostatnych fadcich (je diploidni), vSimnéte si, ze v pfipadé
heterozygotnich lokust/jedincii jsou alely rtizné.

Soubor s parametry (mainparams) vypada takto (tu¢né vyznacend Casti je potieba zménit a
jsou vpravo okomentovany):

#define OUTFILE outfile ndzev vystupniho souboru
#define INFILE data-structure.txt ndzev vstupniho souboru
#define NUMINDS 6 pocet jedincu

#define NUMLOCI 7 pocCet lokusu

#define LABEL 1

#define RECESSIVEALLELES 1 u AFLP dat zde 1, u SSR je O
#define POPDATA 1

#define POPFLAG O
#define PHENOTYPE 0
#define MARKERNAMES 0
#define MAPDISTANCES 0



#define ONEROWPERIND O
#define PHASEINFO O
#define PHASED O
#define EXTRACOLS 0
#define MISSING -9
#define PLOIDY 2

#define MAXPOPS 1
#define BURNIN 100000 polet generaci burn-in
#define NUMREPS 1000000 pocet generaci runu

#define LINKAGE 0
#define NOADMIX O

#define USEPOPINFO 0
#define FREQSCORR 1

Spusténi STRUCTURE lokalné s grafickym klikacim rozhranim (,,Front end*)

1.

Eﬂ Ikonou spustime program a nejprve zalozime novy projekt File — New project.
Nastavime adresaf, vybereme nés soubor s daty (identicky jako v pfipad¢ spousténi
pres portal). V dal§im okné¢ napiSeme pocet jedinct (ne pocet fadek!), lokust a
napiSeme -9 jako hodnotu pro chybé&jici data. V dalSim okné& zaSkrtneme, ze data
obsahuji Row of recessive alleles v ptipadé AFLP dat nebo nechame v§e nezaSkrnuté
v piipad¢ mikrostaeliti. Dale zaskrtneme, Ze naSe data obsahuji jak Individual ID for
each individual, tak 1 Putative population origin... Odklepneme ostatni a
zkontrolujeme, zda se matice nacetla dobfe.

V Parameter set — New nastavime Length of Burnin Period (napt. 100 000 pro
AFLP nebo 10 000 pro mikrosatelity) a Number of MCMC Reps after Burnin (napf.
1 000 000 pro AFLP nebo 100 000 pro mikrosatelity); v dalSich oknech
zkontrolujeme, ze mame nastaven Admixture ancestry model a Correlated Allele
frequencies. Pojmenujeme a uloZime.

Pozn. pro mikrosatelity stac¢i vyrazné mensi pocty MCMC krokt pro burn-in 1
naslednych replikaci, protoZe jde o analyzu vyrazné mensiho poctu lokust, zpravidla
10-30 oproti stovkam lokusti u AFLP, tj. data konverguji rychleji. Také pokud je

v datech jasna stuktura, konverguji data mnohem rychleji

Vlastni soubor analyz pustime pies Project — Start a Job. Vybereme nas prave
ulozeny parametrovy soubor a v Set K from ... to zaddme rozpéti poctu skupin (K),
které chceme analyzovat (napt. 1 a 10) a Number of Iterations, tedy pocet nezavislych
béht pro kazdé K (napt. také 10). Start!

Po dobéhnuti analyz miizeme v tomto grafickém rozhrani snadno zobrazovat vysledky
jednotlivych béhii: File — Open Project otevieme soubor s projektem (*.spj) a ve
slozce ,,Parameter Sets/jmenoprojektu/Results* vlevo v adresadfovém stromu vybereme
patficny béh a poklepanim mysi ho zobrazime v pravém okné. V menu pravého okna
zvolime Bar plot — Show. Program vSak neumoziuje rychlé porovnani vice béhti
najednou.

7.A. Zpracovani vysledkt STRUCTURE pomoci programu Structure-sum

Program STRUCTURE-sum je soubor funkci spustitelnych v baliku R. UmozZiuje zpracovat
vystupy vSech runii a vysledky vypsat formou tabulek a obrazkii. Program pocita také deltak
pro uréeni optiméalniho mnozstvi clusterti (populaci) — viz vyse.



Pted praci s programem AFLPdat je tfeba vytvofit textovy soubor, ktery popisuje, ktery
vystupni soubor je pro jaké K. Soubor nazveme 1ist.txt a vypada napf. takto:

output f.1
output f.2
output f.3
output f.4
output f.5
output £.6

wWw NN

Soubor 1ist.txt ulozime do stejné¢ho adresate, kam ndm program Structure ulozil vysledky
jednotlivych runt (adresat jsme vybrali pfi zaklddani projektu, vném se nyni objevily
podadresare s ndzvem parametru a v ném podadresar ,,Results”. V ném jsou vysledky runt,

které kon¢i Cislem a pismenem ,,f“. Potom uz miizeme spustit program R . Pomoci File >
Source R code... vyhleddme a vybereme soubor s funkcemi Structure-sum-2009.r).

Pomoci File — Change dir... vybereme adresai ,,Results* — viz vySe). Dale piSeme na
ptikazovou fadku nésledujici funkce:

1. Structure.table ("list.txt", X)
e x je pocet populaci ve vstupnim souboru
e vygeneruje obrazek K vs. logaritmus likelihood modelu [LnP(D)] — viz vySe u

programu Structure

2. Structure.simil ("list.txt", x)

e vygeneruje obrazek K vs. koeficient podobnosti mezi opakovanimi pro dané¢ K — viz
vyse u programu Structure

3. Structure.deltaK ("list.txt", x)

e vygeneruje Ctyii obrazky, ten vpravo dole ukazuje K vs. deltak, tj. ur¢eni optimalniho
poctu clusterti (K)

7.B. Zpracovani vysledki STRUCTURE pomoci programu Distruct

Program Distruct slouzi ke grafickému znazornéni pravdépodobnostniho rozfazeni jedinci do
jednotlivych skupin (clustert). Jeho vystupem je *.ps soubor (postscript), ktery po
zkonvertovani do formatu PDF vytvofi znamy barevny sloupcovy diagram (bar plot)
s oddélenim jednotlivych populaci/druhii a popisky.

Program pro sviij béh potiebuje ne¢kolik vstupnich soubori:

e *.indivq (pravdépodobnosti pro jedince — z output filu Structure pro dané K)
1 1 (0) 2 : 0.083 0.917
2 2 (0) 2 : 0.218 0.782
3 3 (0) 2 : 0.236 0.764
4 4 (0) 2 : 0.152 0.848
e *.popg (pravdépodobnosti pro populace — z output filu Structure pro dan¢ K)
2 0.119 0.881 62
3: 0.824 0.176 79
5: 0.155 0.845 5
18 0.564 0.436 3
e *.names (Cisla a jména populaci)
2 popl
3 pop2
5 pop3
18 pop4
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1 blue
2 yellow

* . perm (nazvy barev pro bar plot)

drawparams (parametry pro vykresleni — samovysvétlujici... — tuéné a Sed€ vyznacené

Casti je tfeba upravit). Pozn. nazev tohoto souboru neni mozné ménit a nesmi mit

(but not enclosed in

koncovku!
"(int)" means that this takes an integer value.
"(B)" means that this variable is Boolean
(1 for True, and 0 for False)
"(str)" means that this is a string
(" means that this is a double

Data settings

#define INFILE POPQ data.
#define INFILE INDIVQ data.
#define INFILE LABEL BELOW data.
#define INFILE CLUST PERM data.
#define OUTFILE data.
#define K 2

#define NUMPOPS 4

#define NUMINDS 149

Main usage options

#define PRINT INDIVS 1 //
#define PRINT SEP 1 //
Figure appearance

#define FONTHEIGHT 6 // (d)
#define DIST ABOVE 5 /7 (d)
#define DIST BELOW -7 /7 (d)
#define BOXHEIGHT 36 // (d)
#define INDIVWIDTH 1.5 // (d)

popq //

indivqg //

names //

perm //

ps //
//
//
//

(B)

(B)

size of font

1 if indiv g's
print lines to

quotes)

(a real number).

file
file

input
input

of population g's

of individual g's

input file of labels for below figure

input file of permutation of clusters to print
name of output file

number of clusters
number of pre-defined populations
number of individuals

are to be printed, 0 if only population g's
separate populations

distance above plot to place text
distance below plot to place text
height of the figure

width of an individual

Poté co umistime vySe uvedené do stejné slozky s programem distructWindowsl.l.exe,
spustime tento program a zdanlivé se nic nestane. Pokud vSe probéhlo spravné, ve slozce
ptibyl soubor s koncovkou *.ps, ktery je nutné piekonvertovat do formatu PDF napf. pomoci
programti Ghostscript+GSView (http://pages.cs.wisc.edu/~ghost), pfipadné on-line na strance

http://view.samurajdata.se/. Vysledkem mize byt napt.:
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