Pokrocilé metody hodnoceni sekvenci DNA a multilokusovych dat

1. Analyza sekvenacnich dat - |

uprava alignmentu [Mafft, BioEdit, MEGA,]

detekce rekombinantu [Splitstree, GARD, RDP3]

testovani vhodnych modeld evoluce sekvenci [PAUP, Modeltest, jModeltest, PartitionFinder]
testovani fylogenet. signalu v datech a saturace sekvenci [G-blocks, SiteStripper, SOAP, Tree-Puzzle]

prakticka €ast - priprava sekvenacénich dat pro fylogenetickou analyzu na prikladovém souboru dat



Sekvenovani DNA
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» potieba specifickych primert pro PCR amplifikaci sekvenovaného useku

 klasicky - vyuziti automatickych sekvenatori—fluorescenéni znaceni bazi
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* moderné - rizné metody tzv. “Next generation sequencing” [454, lllumina,...]

» velké mnozstvi dat, stava se vyhodné cenové i Casove
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K ¢emu jsou dobra sekvenacni data?

 rekonstrukce evoluce a systematika na rlznych urovnich (kodujici vs. nekédujici useky, nDNA vs. cpDNA)
* mezidruhové vztahy v ramci rodu

 vnitrodruhova fylogeografie (definice haplotypu)

* hybridizace - zjiSténi materského/otcovského taxonu (cpDNA haploty vs. jaderné sekvence)
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Co a pro¢ sekvenujeme?

jadro plastidy mitochondrie
 rizna ploidie e 1 kruhova molekula < kruhova molekula
* Jjedna nebo vice kopii genu _
» rekombince * bez rekombince * strukturni prestavby

 biparentalni prenos e uniparentalni prenos




Charakteristika genomu

Lowe et al., 2004




kdyz uz jsme se rozhodli, co budeme sekvenovat a mame data...
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>73477reclid _A

CATTGTTGAGAGAGCACAGAATA-
ATGGATGATTGTGAATGTGT-
GAACGTGACCCTTTCGTTCGGTC—
GAAGAGCGGGTAGTCGGTAATCGTC—
GAGCACGATGGACGTTGGTCGTCGC—

GAAC

>73477recli5 _A

CATTGTTGAGAGAGCACAGAATA-
ATGGATGATTGTGAATGTGT-
GAACGTGACCCTTTCGTTCGGTC—
GAAGAGCGGGTAGTCGGTAATCGTC—
GAGCACGATGGACGTTGGTCGTCGC-

GAAC

>73477recli3 _R

CATTGTTGAGAGAGCACAGAAT-
GATGGATGATTGTGAATGTGTG-
GAATCAAATGACTCTCGGCAATG-
GATATCTCGGCTCTTGCATCGAT-

GAAGAACGTAGTG

ALIGNMENT

* fas, *.aln

—

BLAST
—

struktura studovaného uUseku -
exon vs. intron

U

testovani modelu evoluce DNA

"4

testovani fylogenetickeho
signalu

saturace sekvenci

I

manualni editace ALIGNMENTu

detekce REKOMBINANTU

haplotypove sité

*.nexus, *.phy,
* fas, ...

Maximum parsimony

rekonstrukce
vztah( pomoci

fylogenetickych i f

ML a Bayesovskych metod




Alignment a jeho editace

e tvorba alignmentu = “zarovnani” primarnich sekvenacnich dat Z7347Treclia A
uloienych (nejbéiné“) ve FASTA formatu CATTGTTGAGAGAGCACAGAATAATGGATGATTGTGAATGTGTGAACGT-

GACCCTTTCGTTCGGTCGAAGAGCGGGTAGTCGGTAATCGTCGAGCAC-
GATGGACGTTGGTCGTCGCGAAC

- ruzné programy - mafft, ClustalX, Muscle

>73477recli5 A

e editace a|ignmentu - PROC ? CATTGTTGAGAGAGCACAGAATAATGGATGATTGTGAATGTGTGAACGT-

GACCCTTTCGTTCGGTCGAAGAGCGGGTAGTCGGTAATCGTCGAGCAC-
GATGGACGTTGGTCGTCGCGAAC

- odstranéni “Sumu” v primarnich sekvencich (chyby polymerazy,
kvalita sekvenci, vicenasobny signal)

>73477recli3 R

CATTGTTGAGAGAGCACAGAATGATGGATGATTGTGAATGTGTGGAAT-
CAAATGACTCTCGGCAATGGATATCTCGGCTCTTGCATCGATGAAGAAC-

- struktura sekvenovaného useku (napf. detekce hranic exonul a GTAGTG
intronq)
- kddovani indeld
» editace alignmentu - JAK?
- zodpovédné :)

- porovnani s primarnimi daty ze sekvenatoru

Literatura PROGRAMY

» Popp & al., 2005
» Simmons & Ochoterena, 2000

Seed - odkazy na web??
Mafft

BioEdit, MEGA
SeqState




Manualni editace alignmentu

* inserce-delece (tzv. indel)

“

->> gap -

i _ -> pro MP Ize koédovat jako paty znak, nebo podle jiné
* chyba polymerazy nebo autapomorfie? zakonitosti (napf. simple-indel coding)

-> muze vnaset zbyte€ny Sum
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Detekce rekombinantu

kde a proC vznikaji rekombinanti?

- In vitro - PCR rekombinace - formovani chimeickych sekvenci z rozdilnych templatd DNA

- In vivo - intergenomické interakce po sjednoceni odliSnych genomu ve spoleCném jadre

- nejCastéji ve vicekopiovych genech s nedokon€enou concerted evolution (napfr. ITS)

pro¢ nam vadi? - vnasi Sum do analyzovaného datasetu, podobné jako hybridi
jak je naijit? - vizualni inspekce alignmentu, programy
co s nimi? - odstranit, pfipadné analyzovat dva separatni datasety (bez a s rekombinanty)

Biological sequence X

Biological sequence ¥

Literatura

» Kosakovsky Pond et al., 2006,
Martin et al., 2005

Anthony et al. 2007

Russell et al., 2010

Posada and Crandall, 2001

Chimera formed from X and ¥

PROGRAMY a uzite€né odkazy

« Splitstree  http://www.splitstree.org/
« GARD http://www.datamonkey.org/
« RDP3 http://web.cbio.uct.ac.za/~darren/rdp.html

* http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/bi-
ology/sequences/fasta_to nexus.php




Detekce rekombinantu - “od oka” + Splitstree

» modelova data - sekvence ITS (multi-copy charakter) - jedinci s intraindividualni variabilitou sekvenci
* nutné klonovani - béhem opakovanych PCR i pfiprozené v ramci genomu - vznikaji rekombinace
 napf. intraindividualni variabilita v ramci 6x jedince 73477 - pozorujeme 3-5 alel - které jsou plvodni?

7387 7reclid A j:c

73477 re~115 A S_plitstree - odhaluje protichtdné informace v ram-
73477reclil R cl datasetu

73477reclil R » “hybrid” vizualizovan jako vrchol kosoCtverce
RSN '3'313:- & B * po odstranéni “hybrida” - linearni struktura/strom
73477 reclay R

7777777777777

7777777777777




Detekce rekombinantu - GARD

soucast baliku HyPhy (Hypothesis testing using Phylogenies) GARD ANALYSIS RESULTS
Reports [HTHL] [C3W] [Plots] [Trees] [NEXUS]

analy’zy On I I ne - http://WWW. data mon key.Org/ JoB ID:uPLoAD. 38116533134094 1 [INFORMATION. OTHER AMALYSES]

Execution summary

v r 4 4 r " o
Vyu Z I Va S rovn a n I to po | Og Ie Stro m u GARD examined 13087 models in 00:38:37 wallclock time, at a rate of 6 51 modelsfsecond. The alignment contained 1519

potential breakpoints, translating into the search space of 534148159 models with up to 3 breakpoints of which 0.00% was
explored by the genetic algorithm.

vhodnéjSi na delSi a variabilnéjSi Useky - schopnost detekovat rekom-
binace vzrusta s mirou divergence sekvenci (Kosakovsky Pond et
al. (2006)

detekuje misto rekombinace, rozdéli dataset na X inkongruentnich

Recombination report

GARD found evidence of 2 breakpoints

neoznaci jedince, ktefi inkongruenci zpusobuji

i Comparing the AIC, scare afthe bestfiting GARD madel, that allows for different topalogies hetween segments

1 (26842.8), and that of the model that assumes the same tree for all the parditions inferred by GARD the same tree, but :
allows different branch lengths between paritions (27082 6) suggests that hecause the multiple tree model can be

1 preferred over the single tree model by an evidence ratio of 100 or greater, at feast of one of the breakpoints reflects a
 true topalogical incorguence

! Pleass sonsult the following Kishine Hasegawa topological incongruznce table for more details.

KH testing report
. . o S ,
alternativni vyuziti (1?) - test inkongruence datasetu (napf. NDNA vs i syl e ] S |
e e emew om
CpDNA) T owon eeme
Atp=0.01
there are 1 breakpoints with significant topological incongruence
there are 1 hreakpoints with significant topological incongruence
Atp=1041
. PR - < - ! there are 2 breakpoints with significant topological incongruence

KH-insignificant breakpoints arise most frecuently due to varlation in branch lengths
between segments: this could be due to some forms of recombinatioh or to other processes,
such as spatial rate variation, heterotachy, etc.

Substitution model

hodel description:010010

Substitution rate matix (scaled to one expected substitution per site)
Calor intensity = relative rate (brighter - highet, lighter - lower)

| [alclolr]
for the list of Datamankey analyses and data types thatthey can accept. Ta ensure that no - 0.2.0.3
the analysis type
B ol
Cadon = .u.z -0.2
[Universal code | nu.a.u.z -

nai
Recembination can mislead
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Detekce rekombinantu - RDP3

Recombination Detection Program
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 Alternativni vyuziti? Detekce hybridd v konkatenovaném

datasetu nDNA a cpDNA useku

RDP3 - program zahrnujici min 7 metod
analyz rekombinantnich dat

analyza rekombinantu proti “rodi¢ovskym
sekvencim”

detekce rekombinantl de novo

podobné jak GARD spolehlivéjsi pfi vyssi
divergenci v datech

pro kazdy dataset nutno nastudovat vhod-
nou metodu dle dokumentace !
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Modely evoluce DNA

modely charakterizujici evoluci DNA pomoci nékolika
parametr

- frekvence bazi

- typy substituci (tranzice, tranzverze) a jejich ry-
chlosti

- heterogenita rychlosti substituci na riznych pozicich

Vhodné zvoleny model je kliCovy pfi vypoctech
vérohodnosti topologii fylogenetickych stromi po-
moci pravdépodobnostnich metod (napf. Maximum
likelihood nebo Bayesovska analyza)

ca 5 klasickych modelu (JC, K2P, HKY,...GTR)
az 56 ruznych modelu celkem

jak zjistime, ktery model vystihuje nase data nejlépe?

- otestujeme jeden podruhém (ziskame log likeli-
hood scores)

- porovname je pomoci AIC/hLRT, abychom dostali
“nejoptimalnéjsi” model

Zvysujuci sa pocet parametrov modelu

a " a JC -rovnaké rychlostisubstittcie;

A rovnaké frekvencie baz
a
7 N d
a G b
S a K2P
a a —dve rézne
tv 4@ ' a rychlosti substitucie;
- rovnaké frekvencie baz
F81 - rovnakeé 7 b

rychlosti substitticie$
nerovnakéfrekvencie
baz

HKY - dve rézne rychlosti substittcie;
nerovnaké frekvencie baz

o
o %”c‘
= o]

G

b GTR-6réznychrychlostisubstiticie;
nerovnaké frekvencie baz

o
Q'%o v <—

PROGRAMY

* Modeltest, jModeltest
* MrModeltest

» PAUP, MEGA
 PartitionFinder




testovani modelu evoluce DNA - partitions

» odvozeni struktury studovaného useku - kddujici a nekodujici useky mutuiji jinak, potreba jiny model

 alignment naSeho datasetu s anotovanou sekvenci z GB => anotace nasSeho datasetu

cpDNA, gen: maturase K

exon (811-2358 bp)
intron (1-810 & 2359-2651 bp)

nDNA, gen: DCS (CHS)

FELTURES
source

gene

§'trnK

DNA  psi6 matK psbA .
— —(D)
5'trnK FtrnK
cDNA

Location/Qualifiers

1..2851
/organism="Plagiostachys sp. LHP-2002-1"
/organelle="plastid:chloroplast”
/mol_type="genomic DNA"
/dh_xref=r"taxon:z00879"
/tissue_type="leaf"

1..52651
/gene=TrrnK”
/note="tRNA-Lys"”

1..>2651
/gene="rrnk"
811..2358
/ gene="matK"
811..2358
/ gene="mark"

Feodon stare=1

ftransl_table=11

/product=maturase KT

/protein_id="RENE3230.1"

/dh_xref="GI:24634874"
/translation="MEELOGYLEE YRERQQQFL YPLLF QE Y TTWF AYDHGLNSS IF TE
PRNSLGYDNRFSSVLVKRL I TRNYQKNYUIVSVND [YQNIFVGHNNYF YFHFFSQILF
EGF AVIVE IFFSLOLISSLEEKE [PKSHNLOSSHS [FFFLEDKLLHLNYLSD IL IPYF
AHME ILWQHLOSWIODALSLHLLQF LLHE YYNUNSL I IFNKS [ YVF SKDNEELFCFLY
NLYIYEYEFLLVFPCKQSSFLRLISSGVLLERIHF YVKIEHLGVCRIFCORTLWIFKD
PFIHYIRYQGKS ILGSRGTHF LRKWKYHLYNF HOVYF HF WSQP YRIDTRELSNYSFY
FLGYFSSVOMNSSHVRNGNLENSFLIDTL TKKLD TRIF I TPL IRSLSKAGF CTVSGYF
ISKPIUTDLADCD I INRFGQICRKLSHYESGSSKKOSL TRMET ILRLSCARTLARKEK
8% ARSFLQRLSSGLLEEFF TEEEQVISLIFPKRTSFYLYGSYRERIUYLDIIRINDLY
NSVLVTT"

gtgogactat gatotbbtac acatbtggat gasgoaataa attogtooay actattggta

61 gaghtctataam gaccacgact gatcctcasa ggtaatgsat ggamasagta goatgtoghta

151 tgasatgaas GrARAAttas JARACLLTTCC TLACTOACAT LOUTACRATT LLULLOTAY

@ 121 ataACULAsta CARTARAATA CURAATLCY TALLLTALLA LAATCYAAARS AACLLOASAt

=

b i govicieotide/ 226371522 report=gerbark schoptblst 1D=5WLEF
REFERENCE
AUTHORS  Katsuyams,¥., Kita,T., Funa,N. and Horimoushi,s
TITLE  Curcuminoid Biosynthesis by Tuo Type III Polyketide Synthases in
the Herb Curcuna longa
JOURNAL 3. Biol. Chem. 284 (17), 11160-11170 (2009
PUBMED 19258320
REFERENCE 2 (bases 1 to 1170
AUTHORS  Katsuyams,¥., Kita,T., Funa,N. and Horinoushi,s
TITLE  Direct Submission
JOURNAL  Supmitted (02-APR-2009) Comtact:Tomoko Kita House Foods
Corporation, SONATECH Center; 1-4 Takanodai, Yotsukaido, Chiba
284-0033, Japan
COMNENT  Katsuyamwa, Funa and are affiliated vith of
Biotechnology, Graduate School of Agriculture and Life Sciences,
The University of Tokyo, Bunkyo-ku, Tokyo 113-8657, Japan
FEATURES Location/Qualitiers
source
cos
/mote="type TIT polyketide synthase”
/codon_start=1
/product="diketide Cok synthase"
/protein 1d="BAHS6225. 1"
/dh_xret="G1:226371523"
/erans ITHSADGP ATILAIGTAN FRUT
SEYLOELKAKFRRICERAATRKRHLYLTEE TLRENPSLL APHAPSFDARQATUVEAVP
KLAKE A KERATKEUGRPKSD I THLVFCS ASGTDUPGSDLOLLKLLGLPPSVNRVHLYN
VGCHAGGTALRVARDLAENNRGARVLAVCSEVTVLS YRGPHP AHTESLFVQALFGDGA
Y TGLTFHLESQLPSTTAS
NIEQSLTTACSPLGLSDUNGLFUAVHPGGRATLDQVEARLGLEKDRLAATRHVLSEYG
NMOSATVLF ILDENRNRS AAEGRATTGEGLDUGVLLGF GPGLS TETUVLESCRLN"
oRIGIN

51
121

241
301

2118 FCM 301 Boesenbergia curtisii
2125 FCM 283 Newnania othostachys
Z13 FCM 170 Riedelia aff corallina 8
2161 FCM 351 Caulokaempferia appendic
ZZI0 FCM 18% Boesenbergila aurantiaca
2212 FCM 469 Hedychium ellipticum
222 FCM 182 Aframomum chrysanthum
2236 FCM 394 Aframomum alboviolaceun [
Z25 FCM 199 Swaphochlamys kunatleri [
ZZé4 FCM 357 Siliguamomum oreodoxum
23 FeM 191 Ridelia aff arfakensis
2305 FCM 441 siliguamomum tonkinensic[Se
ko FCM 416 Newmania serpens
PCM 524 Geostachys densiflora
FCM 525 Camptandra ovata
FCM 530 Camptandra latifolia
240 FCM 254 Siliquamomum sp nov
Z430 JL3 1560 3iliguamomum
2436 JLE 1574 Newmania sp
2437 JLE 1581 Newmanla sp nov
2460 JLE 1646 Newmania =p
2459 FCM 032 Tamijia B
Z5 FCM 198 Scaphochlamys kunstleri vafi
51 FCM ZE0 Amomum biflorum
265 FCM 278 Hedychium hasseltdi
288 FCM 293 Elettaria cardamomum
Z356 FCcM 070 alpinia <f agquatica
407 Renealmia battenbergiana i
628 Alpinia IIT monopleura
788 Alpinia rafflesiana
363 Siphonochilus decorus
Zl% ko FCM 137 Burbidgea sp nov
2290 FCM 514 Burbidgea stenantha
270 FCM 025 Siamanthus siliguasus
2278 FCM 515 #iliguamomum oredosxum
2242 Pleuranthodium =
ZZ45 Pleuranthodium trichozalyx
FCM 102 Globha marantina
2342 M4 Globba patens
Z69 FCM 263 Alpinia aff melichroa
2499 FCM 032 Tamijia exo:
gil1226€371522|db] |AB42500

n
6.1| Curcuma

£

exon (1-567 & 661-1063 bp)

Intron (568-660 bp)



testovani modelu evoluce DNA - Modeltest, MrModeltest & jModeltest

 prakticky pomocnik pro vypocet likelihood jednotlivych modelt - MrMtGui, alternativa je jModeltest

« MrMtGui propojen s
- PAUP - vypocet likelihood pro jednotlivé modely

- Modeltest - vyhodnoceni, ktery model je pro dana data nejvhodnegjsi - vystup pro ML

- MrModeltest - podobné jako Modeltest, ale porovnava jen vybrané modely - vystup pro MrBayes

"niMrMTgui
About

- Run PAUP (vybér

ModelTest

=10l

MrModelTest

souboru *.nex)

Run PALP
* Save Sscores

Select file ...

Parameters

» select file (*.scores)
* (Mr)Modeltest!

» zkopiruj pfikazy pro
MrBayes (nebo ML)

Modeltest 11

Fliff

I Use BIC (-b)

Edit HEXLUS

i

PAUP is rumnning on a separate process, please be patient. =
When it finishes this display will be updated.

Save ScOres LI
Help | MT path | PALP path
[! MrBayes settings for the best-fit model (HKY+I+G) selected by

AIC in MrModeltest 2.3]

BEGIN MRBAYES; Lset nst=2 rates=invgamma;

Prset statefreqpr=dirichlet(1,1,1,1);

END;

Fun Paup

Select file ...

MriModelkest 111

E bk

CAHE RICWIS
o O\ WINDDWS' system32' cmd.exe
Time uzed to compute likelihoodsz = 1.82 sec

#*x% Model 18 of 24 = Calculating SYM+I =

Likelihood scores of treeds? in memory:
Likelihood settings:
Humber of substitution types = 6
Substitution rate—matrix parameters estimated via ML
Assumed nucleotide fregquencies (set hy userd:
A=8.25688 C=0.25000 G-0.258680 T-8.25808
Among—site rate variation:
fizzumed proportion of invariahle sites = estimated
Distribution of rates at variahbhle sites = equal
These settings correspond to a submodel of the GTR+I model
Mumber of distinct data patterns under this model = 346
Molecular clock not enforced
Starting branch lengths obtained using Rogers—Suvofford approximation method
Branch—length optimization = one—dimensional Mewton—Raphson with pass
limit=28. delta=le-886
—In L <{unconstrained? = unavailable due to missing—data andsor ambiguities

Writing likelihood scores (and parameter estimates) to file “"mermodel.szcores"

Tree number 1:




testovani modelu evoluce DNA - PartitionFinder

testuje, které useky datasetu maji podobny model evoluce
rozdélime dataset na nejvice moznych “partition” - kddujici sekvence (separatné 1., 2., 3. pozice), nekodujici
PartitionFinder otestuje, kolik z pdvodnich “partition” ma smysl rozeznavat

PartitionFinder je python script - je potfeba mit instalovany Python
spousti se prikazem
python “<PartitionFinder.py>" “<InputFoldername>"
vstupni soubory
- sekvence ve PHYLIP formatu (*.phy)
- definice “partition” v datasetu a pfikazy pro PF (*.cgf)

\hyl CHS_complete_aln_E. short_headers.phyl CHS_rcomplete_aln_E_short_headers,phy  partition_finder.cfg |CHS_exon_only_MrBayesJ:nartition‘nax|

ol ., 1o o en 8@ 4p s o ed 7Aoo 8D S0
1 ## BALIGNMENT FILE ##
z aligmment = CHS complete aln E short headers.phy:
2
4 ## BRANCHLENGTHS: linked | unlinked ##
L& branchlengths = linked:
&
7 ## MODELS OF EVOLUTION for PartitionFinder: all | raxml | mrbayes | beast | <list> ##
a ## for PartitionFinderProtein: all protein | <list> ##
9 models = all;
10
11 # MODEL SELECCTION: AIC | AICc | BIC #
1z model selection = BIC:
1z
14 ## DATA BLOCKS: see manual for how to define ##
15 [data blocks]
15 Genel posl = 1-B6743;
17 Genel pos2 = 2-56743;
12 Genel pos3 = 3-BE743:
13 CHS intron = 565-660
20 GeneZ posl = 661-1063%3;
zl GeneZ_posi = G62-106343;
zz GeneZ pos3 = 663-106343;
23
z4 ## SCHEMES, search: all | greedy | roluster | holuster | user ##
25 [schenes]
26 search = greedy:
27
zs #user schemes go here if search=user. See manual for how to define.#




Testovani fylogenetické struktury v datech

» Jaka je mira fylogenetické informace a Sumu v datech?

1) Likelihood mapping

- porovnani pravdepodobnosti ML topologii
¢tyf vybranych sekvenci (kvartet)

- Rozdil v pravdépodobnostech je zobrazen
pomoci vektoru P uvnitf rovnostranného tro-
juhelniku T

Ps




Testovani fylogenetické struktury v datech

» Jaka je mira fylogenetické informace a Sumu v datech?

2) g1 statistika

- Distribuce délek MP stromu u nahodné
vygenerovanych sekvenci je symetricka

- U fylogeneticky strukturovanych dat
je distribuce délek MP stromlU doleva
zkosena

- g1 statistics of skewness — vypoctena
hodnota udava smér (-/+) a miru zkoseni

(a) Symmetrical, bell-shaped ‘Normal’ distribution (b) Positive skewness (skewed to right)

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105115125135145 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29

Value Value
(c) : (d) -
Negative skewness (skewed to left) Other distribution
500
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400 50
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& 300 40
S 250 §
& 200 g 0
150 £ 20
100 -
50 10
0 0

10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 12 3 456 7 8 9 1011121314151617
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Testovani fylogenetické struktury v datech

1) Likelihood mapping

- Porovnani fylogenetické struktury u tfi
vybranych genu (SSU, psaA, coxlll)

- Sekvence ve formatu Phylip
- program Tree Puzzle

2) g1 statistika

- Porovnani distribuce délek stromu u tfi vy-
branych genu (SSU, psaA, coxlll)

- Sekvence ve formatu Nexus

- program PAUP na generovani stromu
- R, pfipadné Excel na vypocteni hodnoty g1

- Hodnoty g1 menSi nez -0.09 poukazuji na
statisticky vyznamné levé zeSikmeni distri- PROGRAMY
buce délek MP stromu (P = 0.01)

Tree Puzzle
PAUP

* R

Excel




Substitucni saturace sekvenci

» Jaka je mira Sumu v datech, zpusobena substituéni saturaci? A
s} Humnan A

A AAA A
Chimp

» Substituéni saturace

C Gorilla A
- nékteré pozice v alignmentu prosly béhem evoluce nékolika = o Omoutenc
substitucnimi zménami I - Rhesus C
v . v . P C>G->T->A
- protoZe sekvence maiji pouze 4 stavy, Casem u nich dochazi e e e (] [ [ ] e e e s e Mois A

ke stochastickému hromadéni Sumu.
- saturované pozice mohou tvorit vétSinu variability v datech
- velky problém obzvlast pro MP analyzy!

1) Saturaéni krivky

- Porovnani jednoduchych sekvencnich distanci a distanci spocitanych na zakladé substituCnich
evolu¢nich modelu

,A ingroup taxa only B in + outgroup taxa
LB 025
partial LEU partial LS
» 55U = 55U
o 0.2
g :
z 2
g o= a1
= (=1
E 01
g
5 S 0,054
0

a 002 04 008 008 a1 01z 014 018 0 0.05 0.1 045 02 05 0a 035 04 045 05 055
correcied dislancas correcied distances



Substitucni saturace sekvenci

» Jaka je mira Sumu v datech, zpusobena substituéni saturaci?

2) Site stripping

- odstranéni saturovanych pozic z alignmentu sekvenci

B | A e

30 100 150

{A} risel = 1% codon position
035

oz
E : = -
R, LT v,
2 el A
S 015 o e
o "o
B it
E ol i
E R
]

Comected distances

risel - 2 godon position

i

Pt
P s

.

005

al 1% 0.3 (s 0

Comected distances

x5

300

n4

.45

0s



Substitucni saturace sekvenci

1) Saturacéni krivky
- porovnani saturaci riznych kodénovych pozic v genu rbcL
- alignment ve formatu Nexus
- program PAUP pro vypocteni distanci

2) Site stripping
- odstranéni saturovanych pozic
- alignment ve formatu Fasta
- program MEGA na vypocteni rychlého MP stromu
- program HyPhy na spocitani substitucnich rychlosti

- prostredi Perl a skript ,sitestripper.pl“ pro odstranéni sat-
urovanych pozic

PROGRAMY

 PAUP

R (Excel)
MEGA
HyPhy

Perl
SiteStripper




Praktické cviceni

» Cilem - pfipravit sekvenacni data pro fylogenetickou analyzu nékterym z programu pro ML nebo Bayes (i MP)

1) Editace alignmentu
- vytvofte a manualné upravte alignment (porovnejte s raw data), ulozte jako *.fas (pfejmenujte)

- urCete a zaznamenejte strukturu strudovaného useku (staci koduijici vs. nekoduijici). Vyuzijte BLASTu
k nalezeni nejpodobnégjSi anotované sekvence, kterou pridejte do svého datasetu, znovu alignujte a
podle anotované sekvence odvodte strukturu vasich sekvenci.

- puvodni alignment konvertujte do formatu NEXUS a Phylip pomoci webové aplikace https://app.
bugaco.com/converter/biology/sequences/

2) testovani modelt evoluce

- pouzijte vytvoreny Nexus soubor a zanalyzujte ho pomoci jModeltest (jedina partition pro kodujici i
nekodujici oblast). Vytvorte dva dalSi soubory Nexus rozdélenim puavodniho alignmentu na kddujici a
nekodujici oblast a znovu analyzujte v jModeltest.

- upravte soubor “partition_finder.cfg” (nejlepe v néjakém textovém editoru, napf. NotePad) pro vase
data a zanalyzujte format Phylip programem PartitionFinder

- porovnejte navrzené modely pro celkovy dataset a dataset kodujicich a nekodujicich oblasti.

3) testovani fylogenetické struktury v datech
- pomoci likelihood mapping a g1 statistiky otestujte miru fylogenetického signalu v datech

4) otestovat a zhodnotit miru saturace sekvenacnich dat

- pomoci saturacnich kfivek a site stripping urCete miru substituCni saturovanosti sekvenci

prikladové DATASETY

<- CHS_complete.fas (nDNA)
<-slozka “CHS_raw_data”

<- matK_Zingiberaceae.fas

<-CHS_complete_outgroup_PKS.fas

<-matK_Zingiberaceae aln_s GB_|
sekvenci.fas

<- CHS_exon_only.phy

<- partition_finder.cfg

<-chryso_rbcl1(2,3).fas
<-chryso_rbcl1(2,3).nex

<-Micrasterias_cox.nex
<-Micrasterias_cox.phy

<-Micrasterias_psa.nex




Prakticke cviCeni - porovnani vysledku - diskuze

testovani modelu evoluce -jak se liSi modely evoluce pro datasety z rznych kompartmentt (nDNA, copDNA, mtDNA)?
jsou navrzené modely pro tyto Useky stejné z programut jModeltest, MrModeltest a PartitionFinder?

u kterych datasetl je vysoka mira saturace sekvenci?

Na pfisté:
- uschovat si alignované soubory (kddované vs. nekédované; s IUPAC vs. bez IUPAC, s missing data vs. bez)
- vytvofit si vstupni soubory pro ML, MrBayes a MP



