Metody tvorby evolu¢nych stromov

metoda typ dat

tvorby DNA sekvencie
stromov vzdialenosti (alebo iné znaky)
zhlukovaci -» UPGMA

algoritmus

_& Nheighbor-joining tree

optimaliza¢né minimum parsimonia
-, . - ]
Kritéerium evolution
tree maximum likelihood

Bayesova analyza




Shlukova analyza

Shluk (klastr, cluster) je skupina objektu, které uvnitr
néjaké vetsi skupiny nemaji ani nahodily ani
rovhomerny vyskyt a jejich vzajemna vzdalenost
resp. nepodobnost je mensSi nez vzdalenost resp.
nepodobnost s objekty, které patri do jinych shluku.

W W ew

nutné existujici) prvek, jehoz souradnice ve
znakovém prostoru jsou dany primeérnymi
hodnotami souradnic jednotlivych objektu.



Shlukova analyza

zpusob tvorby shluki: aglomerativni metody — divizivni metody
usporadani shlukt: hierarchické metody — nehierarchické metody

prekryv shluki: neprekryvajici nebo prekryvajici se shluky (fuzzy
clustering)

postup shlukovani: sekvenéni metody — simultanni metody

Shlukovaci metody kategorie SAHN:
(a) metody zalozené na minimalizaci vzdalenosti mezi shluky

(b) metody zalozené na optimalizaci homogenity shluka podle
uréitého kritéria



Metoda nejblizSiho souseda (jednospojna metoda,
metoda jediné vazby, single linkage, the nearest
neighbor method)
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Metoda nejvzdalenéjsiho souseda (vSespojna metoda,
metoda uplné vazby, complete linkage, the furthest
neighbor method)
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Metoda primérné vzdalenosti (stredospojna metoda,
metoda primeérné vazby, average linkage, UPGMA -
unweighted pair-group method using arithmetic
averages)
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Metoda spajania susednych objektov (neighbor-joining method)

Metdda je zalozena na genetickej vzdialenosti, ktora napr. pri
hodnoteni AFLP dat zavisi na pocte zhodujtcich sa pruzkov v
prislusnych porovnavanych vzorkach. Pri pouziti dat zo sekvencii
DNA sa geneticka vzdialenost’ pocita inym sp6sobom.

Je do urCite] miery pribuzna zhlukovacim metodam. Pr1 vypocte
vzdialenosti vytvorenych zhlukov od zostavajucich objektov sa
postupuje podobne ako pri metdde priemernej vzdialenosti.

Analdgia vsak nie je Uplna, pretoze ako ,,susedne objekty* sa
nespajaju tie, ktere lezia najblizsie, ale tie, vysledkom spojenia
ktorych (resp. vyberu ktorych) je ¢o najkratsi dendrogram (strom).
Tieto dendrogramy se skladaju z uzlov (node) spojenych
medziuzlami (internode) a z vetiev (branch).



Geneticka vzdialenost’ pre AFLP data

Koeficient podl'a Nel & Li(1979): NL,, =1 - (2 N,,/ N, + N,)
kde
N,, = pocet pruzkov (fragmentov) spolo¢nych vzorkam x a y

N, = celkovy pocet pruzkov (fragmentov) pritomnych vo vzorke X
N, = celkovy pocet prazkov (fragmentov) pritomnych vo vzorke y

Priklad:

vzorka x: 1010100011

vzorkay: 1010111101

Ny =5 N,=7; Ny, =4
NL,,=1-(2*4/5+7) =0,333



Koeficient podla Link et al. (1995):

Ly = (N +N)Z (N + N+ N,y )
kde
N,y = pocet prazkov (fragmentov) spolo¢nych vzorkam x a y

N,” = pocet pruzkov (fragmentov) pritomnych vo vzorke x, ale
nepritomnych ve vzorku y

N,” = pocet pruzkov (fragmentov) pritomnych vo vzorke y, ale
nepritomnych vo vzorke x

Priklad:

vzorka x: 1010100011
vzorkay: 1010111101
N, =1;N,/’=3;N,, =4
L,, =1+3/1+3+4 =0,5
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Celkova dlzka dendrogramu S sa pocita podl’a nasledovného
vzorca (vzorec je uvedeny pre dvojicu objektov 1l a2, v
ostatnych pripadoch sa postupuje analogicky, pricom sa menia
hodnoty ,i = 3% ,k=3%a,3 <i<]" ktoré su Specificky
stanovene tak, aby sa vylUcili objekty 1a?2):

N 1 1
S, =Ly, +(L,, +L +§L.= E +D + D +— ED..

OoTU 1 2 3 4 5 6 7
2 7 k 4//6
3 8 5 X——
4 11 8 5 f ‘N 0
5 13 10 7 8 y \3 4
6 16 13 10 11 5
7 13 10 7 8 6 9
8 17 14 11 12 10 13 8
Sp, = 28-2) 8+5+11+8+13+10+16+13+13+10+17 +14) +%+

8%(5+7+1O+7+1l+8+11+8+12+5+6+1O+9+13+8) = 36,67
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Vzdialenosti L,, a L,, sa poc¢itaju podla vzorcov:

N N
D. D..
L — D12+D12_D22 L :D12+D22_Dlz kdeD :é i D zg i
1X 5 2X 9 Z= NIy P TT,
OoTuU 1 2 3 4 5 6 7
2 7
3 8 5)
4 11 8 5
5 13 10 4 8
6 16 13 10 11 5
7 13 10 7 8 6 9
8 17 14 11 12 10 13 8
Pre pripad objektov 1 a 2: D, = 5+8+108+12+10+14 _10
8+11+13+16+13+17 B
DlZ = =13
8-2
7+13-10 /+10-13
Ly = =5 L,, = =2




V d’alSom cykle sa postupuje podobnym sposobom s tym, ze
objekty 1 a 2 sa posudzuju ako jeden objekt (resp. zhluk).
Vzdialenost’ zhluku 1 a 2 od ostatnych objektov sa pocita
podobne ako pri metode priemernej vzdialenosti zhlukovej

analyzy: D, +D,.
J J
2  kde3<j<N.

Matica hodndt S;; v druhom cykle (ako susedne objekty boli
vybraneé objekty 5 a 6):

D(1—2>j =

OTU 1-2 3 4 5 6 7
3 31,50

4 32,30 32,30

5 33,90 33,90 33,70

6 33,90 33,90 33,70 31,30

7 33,70 33,70 33,50 33,10 33,10

8 33,70 33,70 33,50 33,10 33,10 31,90






nezakoreneny strom




Bootstrap

« Zo0 znakov vytvorime variacie n-tej triedy z n prvkov s
opakovanim (kde n je pocet znakov) — ,,resampling with
replacement® (t.j. vytvorime nove replikované datove subory)

* Analyzuje sa kazdy replikovany datovy subor

e Hl'adame, ktoré zhluky sa v jednotlivych analyzach opakuju

povodna matica dat replikovany datovy subor

znaky znaky
taxbny 1 2 3456 7 8 taxéony 1 2 2556 6 8
A RRYYYYYY A RRRYYYYY
B RRYYYYYY B RRRYYYYY
C YYYYYRRR C YYYYYRRR
D YYRRRRRR D YYYRRRRR
outgp RRRR R R R R outgp RRRRR R R R




hodnoty bootstrapu

100

100

73, olotensis_L-66-OL1
l'l olotensis_L-86-OL2
olotensis_L-45-SFE

zakoreneny strom — data zo skupiny
Cardamine amara, porovnanie NJ

stromu a PCoA

austriaca_T-50-ANT

T austriaca_T-78-STS
austriaca_T-60-HCH

_9_5:amara_A-83-DRE
amara_A-7T-GAS

f amara, A-12-RY1
—51 : amara_A-20-PUB
amara_A-61-WCH
opicii_0-59-PIP
opicii_0-75-HEK
opicii_0-49-MS2
opicii_0-64-KRE
opicii_0-3-MS1
opicii_0-22-BAB
opicii_0-44-VEH
opicii_0-99-HOV
balcanica_B-79-

balcanica_B-74-Z

—tr%——ﬁ balcanica_B-80°§IT
balcanica_B-41-DM2

i Dt balcanica_B-81-DM
pyrenaea_S-27-COE

£) pyrenaea_S-89-CRJ
—{ 57 {: pyrenaea_S-14-HMO
98 — pyrenaea_S-15-MN1
pyrenaea_S-23-VAM

-0.301 -0.283




Metodou spajania susednych objektov (neighbor-joining
method) je mozné vyhodnocovat’ aj DNA sekvencie

Geneticku vzdialenost’ v takomto pripade pocitame dvomi
sposobmi:

(1) jednoducha vzdialenost’
= pocet rozdielnych pozicii / celkovy pocCet pozicii nukleotidov
(nayma v pripade vysokej substitucnej rychlosti moéze znacne
podhodnocovat’ pocCet substiticii)

(2) vzdialenost’ vypocitana na zaklade substitu¢nych modelov



Substitu¢né modely

e substitu¢né modely

— Jukes Cantor, Kimura, Tajima & Nel, Transversion analyses

— General time reversable model (GTR): zahfna odlisnu
pravdepodobnost’ pre kazdy typ zmeny

— LogDet / Paralinear distance model: umoziuje zohl'adnit’
odlisné frekvencie baz v réznych sekvenciach

» vsSetky tieto modely zahfnaju korekciu pre opakované substitucie
na tej istej pozicii
o vSetky tieto modely (okrem Logdet/paralinear distances) sa mozu

modifikovat’ tak, aby zahfnali gama korekciu pre heterogenitu
rychlosti zmien na réznych poziciach

A. Wilmotte, Uni Liege



Cet parametrov modelu

”

sujuci sa po

w

Zvy

Substitu¢né modely

a JC —rovnaké rychlosti substittcie;
rovnaké frekvencie baz

K2P —dve rdozne
rychlosti substitucie;
rovnaké frekvencie baz

F81 — rovnaké
rychlosti substitﬂcie;\ b
nerovnaké frekvencie
baz a

a HKY —dverozne rychlosti substiticie;
nerovnaké frekvencie baz

GTR -6 rdznych rychlosti substittcie;
nerovnaké frekvencie baz




Jukes & Cantor model: d,,, = - (3/4) In (1- 4/3 D)

d, Xy = vzdialenost’ medzi sekvenciou X a sekvenciou y vyjadrena ako

pocet zmien pripadajdcich na jednu poziciu

(ak by sme d,, pocitali podl’a vzorca d,, = r/n kde r je poCet zmien
an Je celkovy pocet pozicii v sekvencu potom sa predpoklada, ze
sa mozu menit’ nukleotidy na vSetkych poziciach; ak vSak existuju
v dvoch sekvenciach invariantné pozicie, potom tento model
podhodnoti mnozstvo zmien na variabilnych poziciach)

D = je pozorovana proporcia nukleotidov, ktoré sa liSia medzi
dvomi sekvenciami (fractional dissimilarity)
In = prirodzeny logaritmus korigujuci (zohl'adiiujici) opakované
substiticie na tej istej pozicii
3/4 a 4/3 vyjadruji skuto¢nost’, Ze su celkove Styri nukleotidy a tri
moZznosti, ktorymi sa jeden nukleotidu moze 1isit’ od druh¢ho —
vSetky typy zmien st rovnako pravepodobneé (t.j. nepribuzne
sekvencie sU z 25% identické ¢istou nahodou)

A. Wilmotte, Uni Liege



Prirodzeny logaritmus In sa pouziva na korekciu
opakovanych zmien nukleotidov na tej istej pozicii

Ak su dve sekvencie na 95% identicke, potom su rozdielne v 5%
pozicii, potom D = 0,05 ad,, =-3/4 In [1 - (4/3 x 0,05)] = 0,0517

Pozorovana proporcia liSiacich sa nukleotidov 0.05 sa zvysila
len méalo - na 0,0517 — toto je logické, lebo v pripade dvoch
podobnych sekvencii predpokladame len malé mnozstvo
opakovanych substitlcii na tej istej pozicii, pretoze uplynula len

kratka doba, od momentu ked’ sa tieto sekvencie vyvojovo
oddelili

Ale, ak s dve sekvencie podobné len na 50% a teda odlisné 50%
nukleotidovych pozicii, potom D = 0,5 a potom
d,, =-3/4In[1-(4/3x0,5)]=0,824
Pri sekvenciach, ktoré sa vo vyvoji oddelili uz davno
predpokladame vac¢si poCet zmien na tej 1stej pozicii
A. Wilmotte, Uni Liege



Pyr Pur
cC—G

| X

T—A

Tranzicie (Ti) st zmeny medzi pyrimidinmi (C T),
alebo medzi purinmi (A G)

Tranzverzie (Tv) sU zmeny medzi pyrimidinmi a
purinmi

A. Wilmotte, Uni Liege



Kimurov dvojparametrovy model

V Kimurovom dvojparametrovom modeli (Kimura 1980) sa
pr1 vypocte genetickej vzdialenosti tranzicie a tranzverzie
hodnotia oddelene:

d = —%m[(l— 2P- Q)f1-20)

kde P je ¢ast’ nukleotidovych pozicii, ktora sa 1isi tranziciou a
Q je cast’ nukleotidovych pozicii, ktora sa liSi tranzverziou.

Ked’Ze je dvakrat viac moznosti pre transverzie ako pre
tranzicie hodnota K transition bias =[Ti] /[Tv]

by sa mala blizit’ 0.5

Tv su ale pri blizko pribuznych sekvenciach zriedkave,
CastejSie sa objavuju pr1 porovnani nepribuznych sekvencii.

Pre blizko pribuzne sekvencie sa uvadza K > 6
A. Wilmotte, Uni Liege



Tajima & Nel

Pri general correction podl'a Tajima a Nei (1984), sa
evolu¢na/geneticka vzdialenost’ odhaduje podla vzorca:

1 1 2
dﬂﬂ:—bm[l—gfﬁ] kde #=1 Zd‘:rf

fi je frekvencia i-teho typu nukleotidu, ktory patri do suboru
moznych typov nukleotidov N (= A, G, C, U alebo T) v
porovnavanych sekvenciach. Tento vzorec plati pre model
nukleotidovych substiticii s rovnakou rychlostou zmien medzi
nukleotidmi a neberie do Uvahy mozné rozne rychlosti substiticii
medzi r6znymi parmi nukleotidov. V programe TREECON,
vypocitané zlozenie baz je priemerom zo vSetkych analyzovanych
sekvencii (ako navrhli Swofford et al. 1996). Ak su frekvencie
vsetkych styroch nukleotidov 0.25 potom tento vzorec zodpoveda

Jukes-Cantorovmu modelu.
A. Wilmotte, Uni Liege



Transversion analysis

Niekedy modze byt uzito¢né odhadovat’ genetickl (evolucni) vzdialenost’
Iba na zaklade transverzii (Woese et al. 1991, Van de Peer et al. 1996).

Tato vzdialenost’ sa potom pocita podl'a nasledovného vzorca (Tajima &
Nei 1984, Swofford et al. 1996):

1
i =—E:-]11[1—— ]
Az bQ
kde Q je podiel transverzii
2
53:1_[“;1 +fﬁj'2+(fc+f[r,trj):|

a fA + fG st podiely purinov a fC + fU alebo fT su podiely pyrimidinov
pocitan¢ v celom alignmente

A. Wilmotte, Uni Liege



logDet/paralinear distance

LogDet/paralinear distance bola navrhnuta pre situacie, kde st
rozne frekvencie baz pri kazdom pare porovnavanych sekvencii —
dovol'uyje teda aby sa zlozenie baz menilo v roznych Castiach
stromu

Tym sa tato vzdialenost’ 1is§i od GTR distance model, ktory berie
do Gvahy len priemerne zlozenie baz a aplikuje ho na vsSetky
porovnavane sekvencie

LogDet/paralinear distance predpoklada, ze sa mézu menit’
nukleotidy na vSetkych poziciach — preto je dobré vypustit’ z
analyzy pozicie, na ktorych sa nukleotidy nemenia (ozna¢ované
Invariable v programe PAUP)

A. Wilmotte, Uni Liege



logDet/Paralinear Distances

dy, =-In (det F,,)
d,,, = odhadovana vzdialenost’ medzi sekvenciou X a sekvenciou y

Xy

In = prirodzeny logaritmus korigujuci (zohl'adiiujici) opakované
substiticie na tej istej pozicii

Fy =4 x4 (styrl bazy v DNA) matica rozdielov sekvencii X a'Y —
matlca sumarizuje relativne frekvencie baz pri parovom porovnani

det = je determinant (matematicka hodnota) matice

A. Wilmotte, Uni Liege



LogDet — priklad pre dve sekvencie Aa B

Matica sumarizuje parove porovnania zodpovedajucich pozicii
sekvencii Aa B s 900 poziciami

Sekvencia B

a C g t

a 224 5 24 8

Sekvencia A c 3 149 1 16

g 24 5 230 4

t 5 19 8 175

Matica F, vyjadrUJe tieto data ako proporciu (napr. 224/900 =
0. 249) p02|cu

a C g t

a .249 .006 .027 .009
Fo = ¢ .003 .166 .001 .018
g .027 .006 .256 .004

t .006 .021 .009 .194

* dy, =-In[det Fxy] =-In [.002] = 6.216 (logDet vzdialenost
med2| sekvenciami A a B) A. Wilmotte, Uni Liége



logDet/paralinear distance: vyhody

Vel'mi uzito¢né ak pomer baz je medzi sekvenciami vel'mi
vyrazne odlisny

Aj ked’ zlozenie baz nie je vyrazne odlisné LogDet / paralinear
distances model dava vysledky aspon tak isto dobré ako ostatné
metody vypoctu vzdialenosti

Nedostatok je v tom, ze model predpoklada ze nukleotidy na

roznych poziciach sa menia rovnakym spésobom a ze rychlosti
sU rovnake pre vsetky pozicie

Vylucenie invariabilnych miest vSak v simulaciach davalo dobré

vysledky A. Wilmotte, Uni Liege



Vzdialenosti - vyhody

Rychla metoda — vhodna pre analyzu datovych stborov, ktoré
su prili§ vel’ke na to, aby sa analyzovali metodou ML

K dispozicii je vel'ky pocet modelov s mnohymi parametrami
- toto zlepsSuje odhad vzdialenosti

A. Wilmotte, Uni Liege



Vzdialenosti - nevyhody

Straca sa ista Cast’ informacie — ked’ze pracujeme so vzdialenost'ami
vysledok nie je mozné davat’ do vzt'ahu k povodnym sekvenciam

Evolu¢ne najvyznamnejsSie pozicie nukleotidov sa daju zistit’ iba
analyzou, ktora je zalozena na znakoch (maximum likelihood,
parsimonia)

Metoda maximum likelihood dava vo vseobecnosti lepsie vysledky
— je uspesnejsia pri hl'adani spravneho stromu v pocitacovych
simulaciach (ale logDet vzdialenost’ dava niekedy lepsie vysledky)

A. Wilmotte, Uni Liege



Problémom moze byt’ heterogenita rychlosti zmien
nukleotidov na réznych poziciach

Poblém nastava ked’ sa nukleotidy na roznych poziciach molekuly
menia roznou rychlostou v dosledku funkénych obmedzeni

Viaceré modely (Jukes Cantor, Parsimony, LogDet, some ML
models) predpokladaju, ze nukleotidy na vsetkych poziciach sa
mozu menit’ a Zze K zmenam dochadza rovnakou rychlost'ou

Toto podhodnocuje mnozstvo zmien, ku ktorym doslo a tym aj
vzdialenosti medzi sekvenciami, Co ma za nasledok nespravne
stromy

A. Wilmotte, Uni Liege



Problémom moze byt heterogenita rychlosti zmien
nukleotidov na réznych poziciach

Uvedené problémy mozZno odstranit’ gama korekciou na
heterogenitu rychlosti zmien na jednotlivych poziciach — za
predpokladu, Ze to prisluSny model dovoluje

Druha moznost’ je editovat’ data - vylucit’ zo sekvencie tie
pozicie, ktore su v celom alignmente konstantneé (t.j. tie, ktoré sa

najpomalSie menia) alebo tie pozicie, na ktorych sa nukleotidy
menia rychlejSie ako u ostatnych.

A. Wilmotte, Uni Liege
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Minimum Evolution

Pre kazdy mozny alternativny strom odhadneme dizku kazdého
konara z odhadovanej vzdialenosti medzi taxdonmi a potom
pocitame sumu (S) vSetkych konarov na strome. Kritérium
minimum evolution ma za ciel najst’ strom s najnizSou
hodnotou S.
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