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Cv. 1 — Popisna statistika

V ptilozeném souboru s morfometrickymi daty z okruhu Festuca pallens
(http://is.muni.cz/de/21109/Cv1Festuca.xls) v programu Excel spoctéte pro kazdy znak kazdého

taxonu minimum, 5% kvantil, doini kvartil, primér, median, primér, horni kvartil, 95% kvantil,
maximum, rozptyl, S.D. a CV.

Zodpovézte, ktery ze sledovanych znakd je nejvariabilnéjsi.

Zodpovézte, ktery ze sledovanych taxon( je nejvariabilnéjsi ve velikostech kvétnich ¢asti (délka
klasku, pluchy a osiny)

Data exportujte do programu R.
Udélejte zde stejnou tabulku, jako jste délali v MS Excel.

Vytvorte box and whisker ploty pro 3 vybrané kontinudlni proménné zobrazujicich vSechny taxony.
MuZete zkusit jak jednotlivé, tak 3 grafy v jednom grafickém okné.

Vytvorte celkovy histogram délky stébla napfi¢ vSemi taxony.

Vytvoite obrazek se dvéma spolec¢nymi histogramy (oba v jednom grafickém okné) pro délku osiny

Ill

taxon( ,pal“a,sc”.

Cv. 2 — testovani rozdilt ve znacich

Otestujte normalitu rozloZeni v rdmci taxonl u znaku délka pluchy a u znaku délka osiny pro taxony
(mm+vd) a (pa+hu+sc+ss+st).

Otestujte, zda se sdruzené taxony (mm+vd = F. psammophila s.l.) a (pa+hu+sc+ss+st = F. pallens s.1.)
liSi v délce osin. Pouzijte rlizné testy a sledujte, jak se lisi obdrzené pravdépodobnosti.

Otestujte, zda se taxony lisi v délce pluchy a zda je tedy tento znak mize byt vyznamny pro jejich
rozliSovani (ANOVA).

Pomoci post-hoc testu otestujte, které taxony se v délce pluchy lisi a které jsou stejné. Nakreslete
boxplot s oznacenim (pismeny) skupin se statisticky stejné dlouhymi pluchami.

Pomoci permutaéniho testu a nasimulovani alespori 1000 nahodnych vybéri otestujte, zda se
sdruzené taxony (mm-+vd = F. psammophila s.1.) a (pa+hu+sc+ss+st = F. pallens s.l.) lisi v maximalnim
poctu cévnich svazk(l na prirezu listem.

Nasimulujte si v R (MS Excelu) vektor (sloupec) 100 ndhodnych dat od 0 do 1 a korelujte ho s dalsi
stovkou takto nahodné vygenerovanych dat. Sledujte, kolik dostanete ndhodné signifikantnich
vysledk( (které by bylo potfeba korigovat Bonferoniho nebo jinou korekci).
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Cv. 3 - Korelace a regrese

Definujte hlavni hypotézy vasich experiment(/vaseho badani a diskutujme nad nejlepsim a
nejefektivnéjsim designem sbérd nebo pokus.

Vygenerujte si ndhodna data s normalnim rozloZenim s alespori 1000 hodnotami a pozorujte
(nakreslete graf), jak moc mimo byste byli od priiméru téchto dat, kdybyste jejich prdmér nepoditali
ze vsech 1000 dat, ale jen z 1, 2, 3..... hodnot. Pokud mate vlastni data, pouzijte viastni (tfeba
praduchy).

Nactete soubor priduchy.txt . Vykreslete 2D graf zavislosti mezi 2C velikosti genomu (X2C) a délkou
pruduch (I.stom). Otestujte korelaci obou proménnych pomoci rliznych korelaénich koeficientt
(Pearson, Spearman, Kendall). V pfipadé parametrického Pearsonova korela¢niho koeficientu zkuste
analyzu s netransformovanymi i logaritmovanymi daty.

Spocitejte LS regresi pro logaritmovana data o velikosti genomu a délce priduchi. Obé proménné
zkuste dat jednou jako zavislou (predikovanou) a jednou jako nezavislou proménnou (prediktor).
Regresni pfimky z obou regresi zobrazte v 2D grafu s hodnotami proménnych.

Do grafu z pfedchoziho odstavce pridejte kfivku z vaZené LS regrese obou proménnych vazenych
podle variability namérenych vysledku velikosti genomu (CV.2C).

Na stejnych proménnych udélejte vSechny 4 typy model Il regresi pomoci balic¢ku ,Imodel2*

Na stejnych proménnych spocitejte kvantilovou regresi pomoci balicku ,,quantreg”. Zobrazte 2D
scatterplot hodnot s vyznacenymi regresnimi kfivkami pro kvantily (5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 90%,
95%).

Zobrazte vyvoj zmén interceptu a odhadovaného sklonu regresnich kfivek v zavislost na hodnoté
zvoleného kvantilu regrese. Diskutujte, moZnou interpretaci této zavislosti na zakladé toho, co vite o
velikosti priducht a genomu.

Cv. 4 — Distan¢ni matice

Nactéte do R soubor Matice_Festuca.txt. Soubor obsahuje vybér morfologickych dat ze souboru
FestucaCV1 bez NA hodnot.

Nakreslete histogramy a boxploty pro vSechny proménné. Zhodnotte vizualné jejich normalitu a
pfipadné je vhodné transformujte.

Z balicku funkci MorphoTools (soubor MorphoTools1-1.R; Koutecky et al. 2015) si do R nactéte
nasledujici funkce (text zkopirujte a vlozte do R okna): read.morphodata, export.res, descr.tax,
descr.all, charost, cormat (nebo klidné vsechny). Napovéda k funkci je v souboru
»MorphoTools_manual_2016.pdf“ a ,,MorphoTools working protocol 1-1.R.txt“

Z MorphoTools zkuste na datech funkce descr.tax a descr.all.



Spoctéte matici parovych korelaci (Pearson i Kendall) pro vSechny znaky v souboru (obsahujicim uz
transformované proménné). Potom to samé zkuste s MorphoTools funkci cormat. VSechny matice
uloZte do Excelu a obarvéte v Excelu pomoci podminéného formatovani hodnoty korelaci. Zamyslete
se, proc spolu nékteré proménné koreluji a které se vlastné vztahuji viceméné k jednomu znaku.

Data standardizujte na rozpéti a smérodatnou odchylku. S takto standardizovanymi daty spoctéte
matici Euklidovskych vzdalenosti mezi vzorky (ploidii vynechte; pokud by se mél v této fazi proménné
vazit, stacilo by je standardizované ptred pocitdnim vzdalenosti vynasobit jejich vdhou). Matice si
ulozte pro dalsi vypocty ve cviceni 5.

Nactéte prezencné absencni data v csv formatu z analyzy AFLP v rodé Cirsium (Cirsium_AFLP.csv) a
s pomoci funkce vegdist v balicku vegan spoctéte vzdalenosti mezi druhy pomoci Jaccardova indexu.
Matice si ulozte pro dalsi vypocty ve cviceni 5.

Pomoci funkce read.dna balicku ape nactéte alignovana sekvencni data genu rbcL (Ribulose
bisphosphate carboxylase large chain) v riiznych kvetoucich rostlinach v souboru
Alignment_Angiosperms_rbcL.FAS (je ve formatu fasta). Pomoci funkce dist.dna spoctéte vzdalenosti
druhl pomoci Jukes & Cantor 1969 a Kimura 1980 model(l. Matice si uloZte pro dalsi vypocty

v dalSich cvicenich.

Cv. 5 - Ordinace

Udélejte PCoA s uloZzenou matici euklidovskych vzdalenosti vzorkl kostrav (standardizovanymi na
rozsah). Zobrazte ordinacni diagram.

Udélejte PCoA s uloZzenou matici , Jaccardovych” vzdalenosti vzorkl pchacd. Zobrazte vysledna skére
prvnich tfi os a barevné odliste jednotlivé taxony.

Udélejte PCA s transformovanymi daty (logaritmovanymi znaky) — viz cv. 4. Tyto data uloZte pro dalsi
pouZiti. Zobrazte PCA biplot (vzorky jako body a proménné jako Sipky; rizné taxony rlznymi
barvami).

U provedené PCA rozhodnéte o vypovédni hodnoté os a otestujte jejich ,, vyznamnost” pomoci
broken stick modelu.

Tu samou PCA zkuste zobrazit pomoci dalsSich program( a funkci v MorphoTools

Udélejte 2 PCA: jednu s daty standardizovanymi na smérodatnou odchylku a druhou s daty
standardizovanymi na rozsah — porovnejte, jak se méni vyznamnost jednotlivych proménnych.

Udélejte NMDS s uloZzenou matici euklidovskych vzdalenosti vzork( kostrav (standardizovanymi na
rozsah). Zkontrolujte kolik dimenzi by se asi hodilo pomoci NMDS zobrazit (kouknéte na stressplot
pro NMDS s rlznym k). Vyslednou ordinaci vhodné zobrazte.



Vypoctéte matici vzdalenosti mezi vzorky na zakladé jejich skdre na vyznamnych osach provedené
PCA. Porovnejte zobrazeni prvnich dvou os PCA se zobrazenim této matice vzdalenosti pro dvé osy
(k=2) pomoci NMDS.

Cv. 6 — Diskriminacni analyza (DA) s MorphoTools funkcemi

1. Spoctéte kanonickou DA s transformovanymi daty kostrav. Otestujte vyznamnost
jednotlivych proménnych a zobrazte biplot

2. Spoctéte klasifikacni DA a ukazte + diskutujte, jak moc se které taxony daji/nedaji odlisit a
které se nejvice vzajemné zaménuji

3. Spoctete Uspésnost klasifikaci pomoci K-nearest neighbour metody

4. Pomoci DA i K-nearest neighbour klasifikujte tfi neznamé vzorky v souboru
Festuca_unclear.txt

Opakujte body 1-4 pro taxony sdruzené na psamofilni (mm-+vd) a saxikolni (pa+hu+sc+st)

Pro tuto DA se dvéma taxony najdéte stepwice metodou nejlepsi minimalni kombinaci znak k jejich
rozliSovani a udélejte na to vlastni diskriminacéni formuli

Opakujte body 1-4 pro taxony sdruzené na psamofilni diploidy (mm+vd), saxikolni diploidy (pa) a
saxikolni tetraploidy (hu+sc+st). Které z rozdéleni taxonU (6 taxond, 3 taxony, 2 taxony) vam dava
nejlepsi smysl?

Cv. 7 — (fenetické) klastrovani a maticové testy

- Morfologicka data o kostravach klastrujte pomoci metod Single linkage, Complete linkage,
UPGMA, WARD metody (incremental sum of squares). K vypoctu pouZzijte skore signifikantnich os
z PCA (vybrané pomoci Broken stick modelu) a nezavisle pak také matici euklidovskych vzdalenosti
vzorkU s daty standardizovanymi na smérodatnou odchylku vytvorenou ve cv. 4. Pro stejna data
také pro zajimavost spoctéte minimum evolution stromy, neighbor joining tree (NJ) a least square
tree (LS). Vzorky v dendrogramech odliste riznou barvou podle pfislusnosti do jednotlivych
taxon( a vysledné dendrogramy graficky porovnejte. Porovnejte jednak vhodnost minim
evolution stromU k analyze morfologickych dat, tak rozdil mezi klastrovanim vlastni matice
vzdalenosti a matice vzdalenosti z PCA skdre, ktera jsou oCesana o korelované proménné a Sum
v datech.

- Pro dendrogramy z PCA dat pomoci ,tanglegram(” porovnejte graficky rozdily v pozicich vzorki
v dendrogramech zhotovenych pomoci UPGMA a (WARD, NJ a LS) a mezi NJ a LS pro oba zdroje
dat.



- Porovnejte korelaci vzdalenosti vzork( vzajemné mezi dendrogramy spoctenymi rliznymi
metodami. PouZijte k tomu Pearsonlv korelaéni koeficient, Spearman(yv korela¢ni koeficient nebo
prosté porovnani % shodnych klastrl. Vysledky vhodné graficky zobrazte.

- Spoctéte kofenetické korelace (originalni vzdalenosti vs vzdalenosti v dendrogramu) pro
dendrogramy zhotovené jednotlivymi metodami. Graficky zobrazte.

- Pomoci funkci v bali¢cku ape bootstrapujte UPGMA strom kostfav z prvniho Ukolu. Zobrazte
dendrogram s bootstrap hodnotami.

-V PCA diagramu s vyuZitim Minimum spanning stromu zobrazte vzdjemné nejblizsi (nejpodobnéjsi)
vzorky.

- Prosurova data i PCA skdre spoctéte kmeans klastry pro vhodny pocet skupin (odhadnéte
z podstaty problému nebo spocitejte pomoci néjakého bali¢ku). Klastry zobrazte v PCA vzork.

- Opakujte prvni tkol pro matici Jaccardovych vzdalenosti s AFLP daty pro Cirsium (ne pro PCA i
kdyz i to by mohlo byt zajimavy). Jako outgroup v pfipadé NJ a LS strom( vyberte ,,Sylibum48“.

- Opakujte ukol se sekvencnimi (rbcl) daty pro angiosperms ze cv. 4. Kdybyste na to nepfisli sami,
tak jako outgroup v pfipadé NJ a LS strom( vyberte ,Ginkgo_biloba“ :0).

- NJ a LS strom z predchoziho Ukolu bootstrapujte — k tomu vdm nedam skripty ale par tipQ: stromy
se nesnazte predélat na dendrogramy nebo format h.clust, ale nechte je ve stejném vystupu, jak
je vyhodi nj a fasme.bal; stromy se pfi bootstrapovani pro jednoduchost nesnazte korenit ani
ultrametrizovat.

cv. 8a — Alignment

V R: Nactéte soubor Angiosperms_rbcL.fasta obsahujici cDNA sekvence chloroplastového genu rbcl
(Rubisco). Alignujte nukleotidovou sekvenci pomoci algoritmu ClustalW a Muscle v baliku msa. Bonus
pro toho, kdo u sebe rozchodi mafft a prank algoritmy z baliku ips. V pfipadé zajmu o alignovani
kouknéte na nepovinné cviceni v programu MEGA.

V MEGA: nepovinné

Soubor Angiosperms_rbcl.fasta obsahujici cDNA sekvence chloroplastového genu rbcl (Rubisco)
otevrete v programu MEGA (zaddnim cesta v programu, kliknutim na ikonu souboru, nebo
pretazenim mysi). Alignujte nukleotidovou sekvenci pomoci algoritmu Muscle; jako klastrovani
algoritmus pouZijte NJ.

Alignment zobrazte v aminokyseinovem zapisu a v alignmentu najdéte pocatek genu (start kodon
s methioninem na zacatku) a jeho konec (stop kodon = *). Nukleotidovy alignment ofiznéte a ulozZte
jako fasta soubor.



Soubor Angiosperms_rbcL.fasta vlozte k alignovani pomoci algoritmu PRANK na adrese:
http://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/webprank/ (k alignovani pouZijte default nastaveni). Vysledny

alignment zobrazte, porovnejte s vysledkem z MEGA a uloZte.

Soubor Angiosperms_rbcL.fasta vloZte k alignovani pomoci algoritmu Muscle a 100 bootstrap
replikaci na serveru GUIDANCE na adrese: http://guidance.tau.ac.il/. V souboru s Muscle

alignmentem pripadné podle PRANK hodnoceni vyfadte sporné pozice sekvence.

Cv 8. b — fylogenetické stromy dokonceni

Do R nactéte uz hotovy a ofezany alignment ,Alignment_Angiosperms_rbcL.FAS”. V baliku
»pPhangorn” vytvorte fylogeneticky strom (zakofenénény na Ginkgo biloba) na zdkladé maximum
parsimonie. Vysledny strom bootstrapujte a zobrazte.

Opakujte to samé s metodou maximum likelihood (strom nemusi byt zakofenény). Pro vypocet
najdéte nejvhodnéjsi substitu¢ni model par( bazi. Vysledny strom bootstrapujte a zobrazte.

cv. 8c — Maticové testy

Nactéte soubor ,"Festuca_matice_kultivace.txt", ktery obsahuje data mérena na téch samych
rostlinach kostrav (trsech) v pfirodé a poté za rok v kultivaci. Ordinujte pomoci PCA oddélené data
mérend na volné rostoucich a kultivovanych trsech. Pomoci Mantel testu otestujte shodu obou
ordinaci (vzdalenosti bodl v ordinacnim prostoru).

To samé udélejte pomoci procrustes testu. Zde navic kouknéte na to, které vzorky se v pfirodé a
kultivaci nejvice lisily.

Pomoci t testu otestujte, které znaky se v kultivaci nejvice zménily. Graficky zobrazte. M{zZe t byt
zavislé na taxonu?
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