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Czym jest RAPD?

- RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) to metoda badania
zroznicowania genetycznego organizmow

- Krotkie startery umozliwiajg amplifikacje losowych fragmentow genomow,
ktorych zestaw jest charakterystyczny dla poszczegolnych organizmow - im
bardziej sie roznia od siebie tym wigecej roznic mozna znalez¢ w otrzymanych
zestawach zamplifikowanych fragmentow.

- W wyniku elektroforezy otrzymujemy obraz elektroforetyczny, ktory pokazuje
zamplifikowane fragmenty genomow badanych organizmow.

- Dalsza analiza polega na porownywaniu zestawu otrzymanych prazkow.

- Wyniki mozna przedstawi¢ np. w formie drzewa filogenetycznego.



Jak czytac obraz elektroforetyczny

Marker wielkosci fragmentéw DNA
}  Sciezki badanych organizmow
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- Sciezki roznig sie od siebie wystepowaniem prazkow na okreslonych
wysokosciach, co odpowiada obecnosci produktow o okreslonej dtugosci
czasteczki DNA.

- Mozna to przedstawic za pomocg matrycy, w ktorej 1 oznacza wystepowanie
prazka a 0 jego brak:
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- Dalej taka matryce sie odpowiednio formatuje i uzywa do wygenerowania
drzewa.

- Drzewo jest generowane na podobnej zasadzie jak drzewo budowane na
podstawie sekwencji DNA, z tym, ze w tym przypadku zamiast czterech
znakow odpowiadajacych nukleotydom (A, C, G, T) bierze sie pod uwage
dwa znaki odpowiadajace wystepowaniu lub nie prazkow (1, 0).

- Matryce mozna tworzycC ,recznie” poprzez wizualng identyfikacje prazkow
i wpisywaniu znakoéw do matrycy albo uzy¢ odpowiedniego programu, co
pozwala znacznie zautomatyzowac prace.

- Do takich programow nalezy darmowy PyE1lph.
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Program PyElph

- Program PyElph stuzy do analizy obrazow zeli oraz filogenetyki.
- Mozna go zainstalowac pod systemami Windows oraz (wg. autorow) Linux.

- Artykut zawierajacy opis funkcjonalnosci oraz linki do materiatow
pomocniczych mozna znalezc tutaj:
https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.
1186/1471-2105-13-9

- Strona domowa projektu z ktorej mozna pobrac program znajduje sie pod
adresem:
https://sourceforge.net/projects/pyelph/

- Aby uniknac problemow (o czym po6zniej) program nalezy zainstalowac
w swoim katalogu domowym.


https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2105-13-9
https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2105-13-9
https://sourceforge.net/projects/pyelph/

PyElph - okno programu

Po otwarciu programu pokazuje sie okno:
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PyElph - okno programu

- Wazniejsze elementy interfejsu:
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PyElph - okno programu

- Otwoz zdjecie rapd-zel-foto. jpg:
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PyElph

Po wcisnieciu ,Dalej” pokazuje sie na dole wykres pokazujacy jasnosc
elementow na zdjeciu oraz pokazuja sie opcje wykrywania sciezek:
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PyElph - wykrywanie Sciezek

- Wciskamy ,Detect”. Pokazuja sie wykryte przez program sciezki. Na dole
pojawiaja sie ikony stuzace do usuwania i dodawania Sciezek. Mozna tez
poeksperymentowac z ustawieniem wartosci ,Width deviation”.
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PyElph - usuniecie tta

Po kliknieciu na pole przy ,Background substraction” (w prawym panelu)
zostaja usuniete zbedne elementy tta:
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PyElph - Zaznaczanie Sciezki

- Po kliknieciu na wykryta Sciezke, zostaje zaznaczona.
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PyElph - Usuwanie Sciezki

- Po kliknieciu na ikone z X zaznaczenie Sciezki zostaje usuniete.
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PyElph - dodawanie Sciezki

- Usunieta albo niewykryta Sciezke mozna recznie zaznaczyc rysujac na niej

prostokat:

51 PyEIph - C\Users\Greg\Dropbex\win\rapd-zel-fotojpg

- a

Lane Detection
Description

400 1. "Detect” button is for
automatic lane detection
2. If automatic lane
detection does not work
propetly, you can:

a. manually select or
remove lanes

b. manually define the

300

200

Parameters

Lane vidth
100

Width deviation (25 |[$es

[ Background substraction

Detect

0 100 200 300 400 500 600

H AQOOHX O

Size = (638, 483) add lane, x=215866  y=213.654

50 10(15&0(25(?

€«

PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

X

~

v

16



PyElph - okno programu

- Jesli jednak decydujemy sie trwale usunac Sciezke powtornie klikamy przy
,Background substraction”, Sciezka znika ze zdjecia:
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PyElph - jasnoS¢ prazkow w Sciezce

Po zaznaczeniu Sciezki po prawej stronie pokazuje sie wykres jasnosci
prazkow w sciezce. Moze pomoc przy zaznaczaniu prazkow:
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Pyelph - detekcja prazkow

Po wcisnieciu ,Dalej” przechodzimy do etapu detekcji prazkow. Po prawe;j
stronie znajduja sie opcje ustawien ,czutosci” wykrywania prazkow. Po
wcisnieciu ,Detect” pojawiaja sie zaznaczenia znalezionych prazkow.
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PyElph - detekcja prazkow ustawienia

- Jesli domyslne ustawienia nie daja zadowalajacych wynikow, nalezy
sprobowac innych. Jesli chcemy usungc zaznaczenia prazkow, nalezy je
zaznaczyc a nastepnie kliknac na ikone X:
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PyElph - usuwanie prazkow

- Zaznaczenia na prazkach znikaja:
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PyElph - dodawanie prazkow

- Niewykryte prazki mozna dodawac klikajac na ikone + a nastepnie
zaznaczajac prazek:

R PyEIph - C\Users\Greg\Dropbox\win\rapd-zel-fotojpg - o x

Band Detection

Description

450

1. "Detect” button is for A
automatic band

400 detection
2. If automatic band
detection does not work
properly, you can:

350 a. manually select or
remove bands =

Parameters

300 Threshold 2 =
Fiter vidth | 2 =
Fiter passes | 2 =

250

5010050@0®@50 Detect

250

200
150
50
200 250 300 350 400 450 e B
HAOOHPS OO0 il

Size = (638, 483) add band, x=236692 y=378.858 PyElph @ 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile 2




PyElph - Masa czasteczkowa markerow

- Po wcisnieciu ,Dalej” przechodzimy do ustawienia masy czasteczkowej
markerow. Dzieki temu ustalamy ,skale”, ktora pozwala oszacowac mase
czasteczkowa produktow. Najpierw zaznaczamy w ktorej Sciezce (Lane)
znajduja sie markery. W naszym przypadku jest to pierwsza sciezka:

Parameters

¥ | Lane 1 )
Lane 2
Lane 3
Lene 4 v

Markers

Standard BenchTopl100Prc

Compute View Export
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PyElph - standard markerow

- Nastepnie nalezy ustawic standard zastosowanych markerow. Poniewaz
zaden z domyslnych nie odpowiada uzytemu w opracowywanym zdjeciu,
wybieramy ,Add New Standard”.

Parameters

v/ Lane i )
Lane 2
Lane 3
Lane 4 v

Markers

Standard BenchTopl100Prc v
BenchTop100Promeg|

Compute Benchtop_pGEM
lambda_DNA_BstEIl
Add New Standard

- Jesli PyElph nie zostat zainstalowany w katalogu w ktorym uzytkownik ma
prawo zapisu plikow, nie bedzie mozna zapisac nowego standardu. Dlatego
zasugerowatem aby zainstalowac program w katalogu domowym
uzytkownika.

24



PyElph - masy czgsteczkowe markerow

- Informacje na temat masy czasteczkowej i liczby zastosowanych markerow
mozna znalez¢ w dokumentacji. W tym przypadku znajduje sie ona pod

adresem:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/
MANOO13032_0GeneRuler_100bp_Plus_DNALadder_RTU_UG.pdf

25


https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0013032_OGeneRuler_100bp_Plus_DNALadder_RTU_UG.pdf
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PyElph - masy czgsteczkowe markerow

- Tam znajdziemy ilustracje opisujaca prazki markerow:

bp ng/05pg %

1200 28 56
Z900 27 54
—800 27 54
— 700 21 54
—600 27 54
—500 80 160
—400 30 60
—300 30 60
—200 30 60
—100 30 60

1.7% agarose

0.5 po/lane, 8 cm length gel
1XTBE, 5V/em, 1h



PyElph - liczba markerow

- Ustawiamy liczbe markerow.

- W dokumentacji jest ich 14 i wszystkie znajduja sie na zdjeciu, zatem
ustawiamy taka wartosc:

Define standard X

Enter the number of bands

b :
s
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PyElph - wartosci markerow

- Wpisujemy wartosci dla kazdego markera, zaczynajac od najwiekszej:

Create Marker Standard X
Standard
. [ - ~
Weight 1 3000 + bp
Weight 2 2000 > bp
Weight 3 1500 S bp
Weight 4 1200 = bp V

o] e
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PyElph - nazwa markerow

- Nadajemy nazwe:

I Save standard X ‘

Enter standard name

‘ skal.i |

e
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PyElph - markery

- Wpisana skala pojawita sie w menu:

Parameters
v Lanel ~
Lane 2
Markers
§ Lane 3
Lane 4 e
Standard skala w

Compute View Export
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PyElph - znajdywanie klastrow prazkow.

Nastepnie wybieramy ,Compute” i po zatwierdzeniu sciezki z markerami
pojawia sie okno w ktorym zaznaczone sa klastry prazkow odpowiadajace
rzedom prazkow.
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PyElph - klastry

Detekcja klastrow niekoniecznie jest wtasciwa. Automatyczne ich wykrywanie
mozna regulowac przez ustawienia ,Distance”:

B PyEIph - C:\Users\Greg\ Dropbox\win\rapd-zel-foto jpg - o X
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PyElph - klastry: poprawki

- Poprawki mozna tez przeprowadzi¢ w inny sposob.
- Po kliknieciu w ,Edit” pojawia sie tabela.

Edit Match Matrix x
Match Matrix
Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 5 La @
Cluster 1 Band 1
Chuster 2 8and 2 8 @
Cluster 3 Band 1
Cluster 4 Band 1
Cluster 5 B | T
Cluster 6 Band 2 Band 2 Band 3 Band 1 =
Cluster 7 Band 3
Cluster 8 Band 3 Band 4 Band 4 Band 2 B | g
Cluster 9 Band 5 B2nd 3 Bs | =
Cluster 10 Band 4
Cluster 11
Cluster 12 Ba @
Cluster 13
Cluster 14 Band 6 Band 4 B2 D
H
< >

=
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PyElph - klastry: poprawki

- Poprawki mozna tez przeprowadzi¢ w inny sposob.

- Komorki z wartoSciami w tabeli odpowiadaja zidentyfikowanym prazkom. Sg
one utozone w rzedy odpowiadajace klastrom.

500 .
| Band Matching
Description
Edit Match Matrix
Match Matrix
Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 5
Cluster 1 Band 1
Cluster 2 Band 2
Cluster s~ I
Cluster 4 Band 1
Cluster 5 Ba
Cluster 6 Band 2 Band 2 Band 3 Band 1 &
Cluster 7 Band 3
Cluster 8 Band 3 Band4 Band 4 Band 2 &
Custer 9 Band 5 Band 3 Ba
Cluster 10 Band 4
Cluster 11
Tstena2 &
Cluster 13
Cluster 14 Band 6 Band 4 Ba D
250
200 < >
150
100
50 Cancel
n
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PyElph - klastry: poprawki

- Korzystajac z ikon po prawej stronie mozna przenosic prazki miedzy
klastrami, takze tworzyc nowe klastry wstawiajac nowe rzedy a nastepnie
przenoszac tam wartosci odpowiadajace prazkom.

Edit Match Matrix X
Match Matrix
1] Lane 10 Lane 11 Lane 12 Lane 13

@
. s

Cluster 2
Cluster 3
Cluster 4 Band 1 Band 1 Band 1
Cluster 5 5
Cluster & Band 1 Band 2 Band 2 Band 2
Cluster 7
Cluster 8 Band 2 Band 3 Band 3 Band 3
Cluster 9 Band 3 Band 4 Band 4 Band 4
Cluster 10
Cluster 11 Band 4 Band § Band §
Cluster 12 Band § Band 6 Band & @
Cluster 13 Band §
Cluster 14 Band 6 Band 6 Band 7 Band 7
Cluster 15 Band 7 3
< >

(o] oo
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PyElph - zapis

- Dane mozna zapisac (w roznych formatach), a pozniej uzyc ich do
wygenerowania drzew filogenetycznych w innych programach.

Save to file

2 > Greg > Dropbox » win

Organizuj v Nowy folder
A
sk Szybki dostep
Desktop
‘| Dokumenty
¥ Pobrane mmiatrix weights
&] Obrazy
D Muzyka
B Wideo

&l win
.
£3 Dropbox

v

Nazwa pliku: | matrix
Zero one text files (".bd)

Zapisz jako typ:
Zero one text files (*.bxt)

Zero one (transposed) text files (*.txt)
A Ukryjfoldery  |plus minus text files (*.tbd)

Plus minus d) text files (*.bxt)

- Teraz jednak pozostaniemy przy PyElph.
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PyElph - drzewo

- Po kliknieciu w oknie gtownym na ,Dalej” mozemy obejrzec drzewo:
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Phylogenetic Tree

Description

1. Select the method for
40 tree computation

2. "View" button

displays the tree

30 3. Check the "Distance
labels” if you want to
display the genetic

distance on the branches

20
Paramsters
[ oistance Labsis
10
Method | Neighbour Joining
[Edit Lane Labels
0

0 5010015@0®@50

=5 o 0 20 30 40 50 50 6 é
H AQOOHX

Size = (638, 483)

x=0.71869 y=13339%4 PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile

37



PyElph - drzewo

- Po kliknieciu na pole ,Distance Labels” pojawiaja sie wartosci odlegtosci:

5] PyElph - C\Users\Greg\Dropbox\win\rapd-zel-fotojpg - 0 X
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PyElph - drzewo

- Nastepnie po kliknieciu w ,Edit Lane Labels” otwiera sie okno, w ktorym
mozna wpisac odpowiednie nazwy probek (taksonow), ktore odpowiadaja
poszczegolnym Sciezkom:

Edit Lane Labels X
Lane Labek
Lane 2 outl ~

Lane 3 out?

Lane 4 .tao-:onl-a

Lans 5 taxonl-H vl

(o] oo

39



PyElph - drzewo

- Teraz na drzewie pojawiaja sie nazwy:

B PyElph - C:\Users\Greg\Dropbax\win\rapd-zel-foto,jpg - m] x
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Size = (638, 483) x=26.9639 y=19.4137 PyElph © 2011 Ana Brandusa Pavel, Cristian Vasile
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PyElph - drzewo

- Do wygenerowania drzewa mozna uzyc kilku metod:

Parameters
Distance Labels

Method | Neighbour Joining
Complete Linkage

- Neighbour Joining

VEY | Single Linkage

UPGMA
WPGMA

Niestety program nie udostepnia wielu opcji edycji drzewa, nie mozna np.

ukorzenic drewa.
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PyElph - drzewo

- Ostatnim etapem jest zapis filogramu. Mozna wybrac sposrod kilku formatow.
X

Save to file
2 > Greg > Dropbox » win v & | Przeszukaj win »
Organizuj » Nowy folder
~
# Szybki dostep Zadne elementy nie pasuja do kryteriow wyszukiwania
Desktop
7= Dokumenty
& Pobrane
&= Obrazy
D Muzyka
B wideo

& win

£3 Dropbox

v

Nazwa pliku: | EEERTRG

Zapisz jako typ: | Portable Document Format (*.pef)

 Ukryj foldery
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