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3. FYLOGENETICKÁ ANALÝZA ŠELEM NA ZÁKLADĚ MITOCHONDRIÁLNÍHO GENU COX1 

Cíl úlohy 

Rychlost a frekvence mutací mitochondriálního genomu jsou vhodné pro vyhodnocení genetických polymorfismů ve vztahu s fylogenetickým vývojem a 

taxonomií na úrovni řádů, čeledí a podčeledí. V následující úloze vycházejte z hypotézy, že všichni vybraní zástupci šelem měli společného předka. Tudíž tuto 

skupinu druhů budeme chápat jako monofyletickou. Cílem úlohy je vypracování fylogenetické analýzy na základě metody maximální věrohodnosti (Maximal 

Likelihood Method – ML). Prvním důležitým krokem je správně provést alignment výchozích sekvencí genu Cox1, který je frekventovaně používán nejen pro 

fylogenetické analýzy, ale je rovněž aplikován pro DNA barcoding systém zacílený na identifikaci druhů. Vzhledem k tomu, že Cox1 je strukturní gen kódující 

protein,  je vhodné zvolit takový typ alignmentu, který pracuje s kodóny. Analýzy mtDNA vychází z předpokladu homoplazmie a haplotypové analýzy. Haplotypy 

je nezbytné identifikovat vhodným programem. Cílem této úlohy je naučit pracovat studenty s programovým balíkem MEGA X, který umožňuje provedení 

několika typů alignmentu, výběru vhodného substitučního modelu pro metodu ML a následnou konstrukci a editaci stromu – fylogramu. 

 

Vstupní data 

 Sekvence mtDNAve formátu FASTA, které byly získány z databáze NCBI. Sekvence představují vlákna s orientací 5´-3´. 

 

Potřebné bioinformatické nástroje 

 BioEdit 7.2 (https://bioedit.software.informer.com/7.2/) 

 DNA Sequence Polymorphism v6.12.03 (http://www.ub.edu/dnasp/downloadTv6.html) 

 MEGA X (https://www.megasoftware.net/dload_win_gui) 

 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

  

https://bioedit.software.informer.com/7.2/
http://www.ub.edu/dnasp/downloadTv6.html
https://www.megasoftware.net/dload_win_gui
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Návod na řešení úlohy 

1. Vstupními daty pro fylogenetickou analýzu jsou kompletní sekvence mitochondriálního genu Cox1 u 35 druhů šelem. Sekvence představují vlákna DNA 

s orientací 5´- 3´, která byla získána z mezinárodní bioinformatické databáze NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Jako tak zvaný outgroup genotyp 

použijte sekvenci Cox1 genu ježury (Tachyglossus aculeatus). Vstupní data jsou uložena ve formátu FASTA v příloze této úlohy (soubor COX1 šelmy 

před alignmentem.fas) 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/


- 3 - 
 

2. Pro fylogenetickou analýzu použijte program MEGA X. Prvním krokem je zadání souboru se vstupními daty. Jedná se o soubor ve formátu FASTA, který 

byl představen na předchozím obrázku. Otevřete tento soubor z umístění na vašem počítači. 
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3. Před vlastní analýzou je nutné provést mnohonásobné porovnávání analyzovaných sekvencí, pro které se mnohem častěji používá anglický termín 

Multiple Alignment. Po zadání vstupních dat je nutné potvrdit, že s daty budeme provádět právě tuto proceduru. Zadejte proto červeně onačenou 

možnost Align. 
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4. Vstupní data, která byla zobrazena na začátku řešení úlohy v programu BioEdit, jsou načtena do programu MEGA X. 
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5. Pro alignment sekvencí použijte algoritmus MUSCLE a to variantu, která porovnává sekvence na základě kodónů. Tento algoritmus je možné použít, 

protože se jedná o kódující sekvence, kdy první triplet kóduje první aminokyselinu. Jedná o sekvence mitochondriálního genu, který je tvořen pouze 

exonovými (kódujícími) oblastmi. Parametry analýzy, které musíte zvolit, jsou vyznačeny červenými rámečky. 
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6. Pro analýzu ponechejte všechny implicitně nastavené parametry. Alignment spusťte zvolením nabídky OK. 
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7. Před zahájením analýzy je nezbytné potvrdit, že při analýze budou kompletně vymazány tak zvané Gapy. Gapy jsou mezery, které algoritmus vytvoří 

porovnáváním sekvencí. Jedná se v podstatě o nukleotidy nebo skupiny nukleotidů, které algoritmus detekuje pouze u některých porovnávaných 

druhů. Jedná se o inzerčně – deleční typ polymorfismů. Sekvence způsobující vznik gapů se nacházejí pouze u některých srovnávaných druhů. Proto 

je nelze využít k hodnocení substitučních změn napříč celým spektrem hodnocených druhů. Proto jsou ve fylogenetických analýzách obvykle oblasti 

gapů kompletně odstraněny. 
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8. Pokud alignment proběhl, je nezbytné uložit jeho výsledek do vašeho počítače, a to ve formátu FASTA. Zvolte takové jméno souboru, aby bylo patrné, 

že představuje data po alignmentu. 
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9. Analyzované sekvence mitochondriálního genu Cox1 můžeme označit jako haplotypy. Mitochondriální genom je charakteristický matroklinní 

dědičností a homoplazmií. Pro fylogenetickou analýzu je potřeba pracovat s takovým datovým souborem, který bude obsahovat každý haplotyp pouze 

jedenkrát. Vzhledem k tomu, že ve vstupních datech je každý zoologický druh zastoupen pouze jedním jedincem, můžeme předpokládat, že každý 

zoologický druh představuje jeden haplotyp a sekvence haplotypů se tudíž vzájemně odlišují. Nicméně v souboru hodnocených šelem se nacházejí dvě 

domestikované formy (pes domácí a kočka domácí) včetně jejich nedomestikovaných předchůdců. V těchto případech je mnohem větší 

pravděpodobnost, že shodný haplotyp by se mohl vyskytovat jak u volně žijící, tak i u domestikované formy. Z těchto důvodů je nutné použít 

haplotypovou analýzu, a to pomocí programu DNA Sequence Polymorphism v6.12.03. 
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10. Vstupními daty pro haplotypovou analýzu je soubor se sekvencemi, u kterých byl proveden alignment pomocí programu MEGA X a algoritmu Muscle 

s využitím kodónů. Tento soubor jste vytvořili a uložili ve formátu FASTA v přechozích krocích analýzy. Otevřete tento program v prostředí programu 

DNA Sequence Polymorphism v6.12.03. Po načtení dat vám program potvrdí, že bylo načteno všech 36 sekvencí. Pro identifikaci haplotypů zvolte 

nabídku Generate – Haplotype Data File 
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11. V dalším kroku haplotypové analýzy program podá informaci o parametrech vlastního hodnocení. Ponechejte všechny implicitně nastavené hodnoty. 

Program podává informaci o počtu hodnocených sekvencí (36), o hodnocené oblasti (1. – 642. nukleotid). Nepolymorfní oblasti nejsou hodnoceny. 

Oblasti s výskytem gapů nejsou rovněž hodnoceny. Analýza bude pokračovat po zvolení nabídky OK. 
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12. Výsledky haplotypové analýzy uložte do vašeho počítače ve formátu NEXUS. 
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13. V tuto chvíli je haplotypová analýzy kompletní. Byl detekovaný shodný počet haplotypů (36) 

jako je počet hodnocených sekvencí. Můžeme tudíž tvrdit, že všechny haplotypy, které budou 

použity pro fylogenetickou studii, se vzájemně sekvenčně odlišují. Haplotypová diverzita  HD 

je tudíž rovna 1,00. 
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14. Nyní opusťte program DNA Sequence Polymorphism v6.12.03. a vraťte se zpět do programu MEGA X, ve kterém budete pokračovat ve fylogenetické 

analýze. Existuje velké množství algoritmů a strategií pro fylogenetické analýzy a konstrukce fylogenetických stromů. Jednotlivé metody se liší nejen 

svou sofistikovaností, spolehlivostí a věrohodností výsledků, ale rovněž i náročností na hardwarové vybavení  nebo čas, po který analýzy probíhají. Pro 

kurz Základů bioinformatiky byla zvolena metoda maximální věrohodnosti (Maximum Likelihood Method). Spusťte znovu program MEGA X a otevřete 

vámi uložený datový soubor po alignmentu ve formátu FASTA. Po výběru souboru zvolte, že data budete analyzovat. Alignment jste již provedli 

v předešlých krocích analýzy. 
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15. Program MEGA X nyní ověří, jakým způsobem je použitý pro označování jednotlivých pozic u hodnocených sekvencí. Myší označte, že se jedná o 

nukleotidové sekvence. U ostatních parametrů ponechejte implicitně nastavené hodnoty a zadejte OK. 
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16. V dalším kroku analýzy budete vyzváni k potvrzení, zdali se jedná o sekvenci DNA kódující proteiny. Cox1 gen je strukturní gen kódující protein, a proto 

tuto nabídku potvrďte. 
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17. Následně vyberte typ genetického kódu. Analyzujete mitochondriální gen Cox1 u šelem – obratlovců (Vertebrate Mitochondrial). 
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18. Nyní jsou data načtena a program MEGA X má zadané informace, jak bude k sekvencím přistupovat při fylogenetické analýze. Přítomnost dat v paměti 

počítači označuje zeleně označená ikona. Během analýzy nikdy neklikejte na červeně označenou ikonu, která provede vymazání všech zadaných dat a 

tím i ukončení všech probíhajících analýz. 
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19. V předchozí části postupu bylo zmíněno, že pro analýzu použijeme metodu maximální věrohodnosti (Maximum Likelihood Method). Prvním krokem  

je volba vhodného substitučního modelu, který popisuje, jakým způsobem probíhaly substituční mutace, které ve finále mohly diverzifikovat 

historického společného předka na recentní druhy hodnocených šelem. V hlavní liště zvolte nabídku MODELS a konkrétní nabídku Find Best 

DNA/Protein Models (ML). Pro kontrolu budete dotázáni, zdali chcete skutečně analyzovat aktuálně otevřený datový soubor. 
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20. V dalším kroku analýzy ponechte všechny implicitně nastavené hodnoty s výjimkou Select Codon Position. Zde nechte označenou pouze hodnotu 1st, 

a to proto, že víte, že v hodnocených sekvencích představuje první kodon skutečně první 3 nukleotidy. Parametr Number of Threads se nastavuje 

automaticky podle počtu jader procesoru ve vašem počítači. Po zadání nabídky OK bude analýza pokračovat. 
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21. Nyní bude program testovat a hodnotit jednotlivé substituční modely (24) 
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22. Výsledky hodnocení modelů zobrazí program tabulkovou formou, kdy nejvěrohodnější substituční model je vybrán na základě BIC skóre. Jako nejlepší 

byl vybrán substituční model TN93+G. Bližší odkazy na tento model jsou uvedeny pod tabulkou. 
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23. Po nalezení optimálního substitučního modelu přistupte ke konstrukci fylogenetického stromu. Na hlavní liště zvolte funkci PHYLOGENY a v další 

nabídce zvolte vybranou metodu Construct/Test Maximum Likelihood Tree. 
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24. V tuto chvíli jste dospěli k poslední fázi nastavení parametrů vlastní fylogenetické analýzy. 

Program MEGA X implicitně nastavuje test stromu, respektive test zařazení jednotlivých druhů 

do větví pomocí tak zvané Bootstrap metody, která se implicitně opakuje 500x. Zde doporučuji 

ponechat implicitní nastavení 500x. Je potřeba si uvědomit, že právě nastavení hodnoty 

opakování výrazně zpomaluje celou analýzu a v případě nedostatečného hardwarového 

vybavení bude celý chod počítače výrazně zpomalen a analýza může trvat až několik hodin. 

Pokud nastanou tyto problémy, doporučuji při opakovaném spuštění analýzy hodnotu 

opakování snížit například na 200. 

V červeně označených polích je provedeno správné nastavení substitučního modelu TN93+G. 

Tyto parametry je nutné manuálně nastavit. U parametru Select Codon Position zkontrolujte, 

zda je správně nastavený 1. kodón (1st). Vlastní konstrukci stromu zahájíte stisknutím nabídky 

OK. 
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25. V tuto chvíli bude program zpracovávat data a konstruovat větve fylogenetického stromu tak, 

aby zařazení druhů do jednotlivých větví bylo provedeno na základě maximální věrohodnosti. 

Analýza bude probíhat v závislosti na hardwarovém vybavení několik desítek minut až hodin. 

Během analýzy budou na monitoru zobrazeny parametry, které byly pro tvorbu stromu 

nastaveny. 
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26. Po skončení analýzy je výsledný strom zobrazen pomocí podprogramu Tree Explorer, který 

umožní mino jiné grafické editace stromu. Hodnoty bootstrap replikátů jsou uvedeny u kořenů 

větví (kládů) a na následujícím obrázku jsou označeny modrým kruhem. V prostředí programu 

Tree Explorer je možné provést například takzvané zakořenění stromu na základě přítomnosti 

separované větve s outgroup druhu (Tachyglossus aculeatus). 
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27. Výstupem programu MEGA X je rovněž kompletní popis fylogenetické analýzy včetně odkazů na primární literární zdroje, kde jsou popsány algoritmy, 

na základě kterých byl vybírán optimální substituční model a konstruován fylogenetický strom. 
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28. Vytvořený strom je možné rovněž exportovat v NEWICK formátu. Jedná se standardní formát, ve kterém jsou uložena kompletní data potřebná k 

otevření stromu a jeho další editace či analýzy. S formátem NEWICK pracuje většina programů zaměřených na fylogenetické analýzy. Pomocí tohoto 

formátu jsou exportovány konkrétní hodnoty analyzovaného stromu, jako jsou například délky větví (Branch Legths) nebo hodnoty bootstrapů 

(Bootstrap Values). 
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29. Po ukončení analýz je možné veškerá vstupní i výstupní data uložit formou projektu (session) ve formátu MEGA. Uložený projekt je možné opětovně 

otevřít a upravovat analýzy či provádět analýzy nové. 
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