Zaklady bioinformatiky
Tutorial 5: Studium molekularni fylogeneze

Koncept fylogenetickych stromt (,,stromu Zivota®) je velmi intuitivni pro lidi s biologickym nebo
biochemickym zékladem. Jako urcité zobecnéni fylogenetickych stromi do ostatnich védnich
a technickych obori mizeme povazovat hierarchickou shlukovou (clusterovou) analysu.
Fylogenetické vztahy je mozné studovat na mnoha Urovnich s riznymi vstupnimi daty. Tradicné
biologové porovnavaji rizné morfologické a dalsi nemolekularni parametry organismi, naptiklad
délky ploutvi u ryb nebo tvary kiidel motyld. S rozvojem sekvenovani DNA se zacaly vytvaret
fylogenetické stromy na zaklad¢ jejich sekvenci. V dne$ni dobé je mozné fylogeneticky analysovat
i celé genomy nebo informace z jinych -omickych projekti. Kromé porovnavani riznych organismi
na zéklad€ sekvenci urcitého proteinu nebo DNA je mozné porovnavat i sekvence podobnych
proteinti nebo podobnych DNA v jednom organismu, napiiklad proteinkinas, receptorti atd.

Pokud chceme vytvofit fylogeneticky strom na zdkladé vybranych sekvenci, pak si musime
polozit otazku k ¢emu ma tento strom slouzit. V tomto tutoridlu si ukdzeme tvorbu zakladnich
stromt, které ilustruji vzdjemné podobnosti mezi sekvencemi. Pokud bychom chtéli vytvaret
skute¢né fylogenetické stromy, tedy detailné studovat evolu¢ni vztahy mezi druhy, naptiklad
vypocitat pted kolika miliony let doslo k oddéleni druhti ze spole¢ného ptedka, pak na to jeden
tutorial nestaci. Pfipadné zéjemce je mozné odkazat na ucebnice evolu¢ni biologie, napt. J. Flegr:
Evoluéni biologie. Academia Praha, 2009.

Na fylogenetickém strom¢ je kazdy analysovany organismus representovan jako konec vétve.
Stromy pocitaji s existenci spolecného predka, ktery je representovan rozvétvenim dvou vétvi.
Vznik oddélenych linii nazyvame kladogenesi. Naopak hromadéni genotypovych zmén v ramci
vétve nazyvame anagenesi. Fylogenese je tedy kombinaci kladogenese a anagenese. Kromé téchto
procesi muze dochazet k horizontilnimu prenosu a syngenesi. Spolecny piedek vSem
analysovanym organismiim nazyvame koren. Fylogenetické stromy mohou byt bud’ zakoFenéné
nebo nezakorenéné. Fylogenetické stromy také mohou byt kvantitativni nebo kvalitativni podle
toho, jestli linie oddé€lujici jednotlivé rozvétveni a vrcholy maji délku, kterd vyjadiuje evolucni
vzdalenost, nebo jestli maji uniformni délky.

Pro otestovani pochopeni koncepce fylogenetickych stromil si mizeme vyzkousSet ,,rucné*

vytvofit jednoduchy kvalitativni nezakofenény strom pro tyto sekvence:
>A

ATGCCGTTGCTA

>B

AACCCGTTGCTA

>C

ATGCCGTGCGTC

>D

ATGCCGTGCGGC

Prakticky vSechny metody fylogenetické analysy vychazeji z mnohocetného zarovnani sekvenci.
Mezi nejjednodussi metody pro konstrukci fylogenetickych stromii patfi naptiklad metoda
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). Ta spociva v tom, Ze se
porovnaji sekvence kazda s kazdou. Mezi sekvencemi vyjadiime vzdalenost, naptiklad jako (1 —
(identita v procentech/100)). Ziskdme tak vzdalenostni matici. V matici nalezneme dvojici
s nejmensi vzdalenosti. Ty spojime formu dvou vétvi a jednoho uzlu. Radky matice, které
odpovidaji t€émto organismim, nahradime aritmetickym primérem vzdalenosti a takto pokracujeme
dale dokud nevytvoifime cely strom.

Dalsi metodou je metoda Neighbour Joining (NJ), kterou budeme vyuzivat. Tato metoda vychazi
z hvézdicového fylogenetického stromu kde maji vSechny organismy stejnou vzdalenost od
spolecného predka. Tento strom je iterativné vylepSovan dokud co nejlépe neodpovida vzdalenostni



matici.

Mezi dalS$i metody patiti Maximum Parsimony (MP). Zatimco predchozi dvé metody nejprve
porovnaji sekvence, vypoctou jejich vzdalenosti a pak uz pracuji jen se vzdalenosti matici, metoda
MP pracuje se samotnymi sekvencemi tak, Ze hledd minimalni pocet mutaci pro nalezeni
spole¢nych ptredkil. Posledni metodou je Maximum Likehood (ML), ktera generuje vSechny mozné
topologie stromi, pocita jejich pravdépodobnosti a pak generuje strom jako jejich konsensus.

V pfipadé ,rucni konstrukce fylogenetického stromu jste se mohli pfesvédcit, ze ani v tak
jednoduchém piipadé nebylo mozné vytvofit strom takovy, aby délky vétvi presné odpovidaly
vzdalenostem sekvenci. Z tohoto diivodu fylogeneticky strom vyjadiuje vzdalenosti pouze
piiblizné. Pokud chceme otestovat presnost fylogenetického stromu, pak je mozné pouzit metody
bootstrapping. Pokud analysujeme naptiklad deset sekvenci o délce sto aminokyselin, pak nejprve
provedeme jejich zarovnani. Pokud zarovnani sekvenci obsahuje mezery, pak je vétSinou pro
fylogenetickou analysu ignorujeme. Zarovnani sekvenci analysujeme pomoci zvolené metody
a ziskame fylogeneticky strom. Pak vezmeme zarovnani sekvenci a nastfthdme ho na sto prouzki
s deseti aminokyselinami pod sebou. Pak je sesypeme do klobouku a ndhodné tahame a zapisujeme
do nového zarovnani. Po kazdém zépisu vratime prouzek do klobouku a zamichame, takze v novém
zarovnani se muze jeden prouzek objevit vicekrat nebo né€ktery prouzek mize chybét. Pro toto
zarovnani vypocteme novy fylogeneticky strom. Tento postup opakujeme mnohokrat, naptiklad
stokrat. Ziskame tak sto stroml, které se budou liSit ve vzdalenostech a mohou se lisit i v topologii.
K vétvenim origindlniho stromu pak miizeme dopsat bootstrap hodnoty, které budou 100 pokud se
dané vétveni vyskytuje ve vSech stromech a naptiklad 50 pokud se vyskytuje v 50 ze 100 stromd.

Je nutné zminit, ze spousta programti vytvari fylogenetické stromy s kotfenem, i kdyz tento koten
jako spole¢ny predek je pochybny. V tom ptipadé je vhodné&jsi zobrazit strom jako nezakotenény.
Pokud chceme opravdu ziskat koten, pak je mozné k sekvencim piidat néjakou porad podobnou, ale
od ostatnich vzdalenou sekvenci, neboli outgroup. Napiiklad pfi tvorbé fylogenetického stromu
sekvenci 16S RNA bakteriich rodu Klebsiella, pak je jako outgroup mozné pouzit sekvenci bakterie
E. coli, ktera bude sekvencim podobnd, ale vzdéalenost mezi jakoukoliv Klebsiellou a E. coli bude
vZzdy vys§i nez mezi Klebsiellami. Potom vétev pro E. coli miiZzeme povazovat za kofen stromu.

Pro praktické provedeni si oteviete prohlize¢ na strdnce EBI/ a naleznéte sekvenci prvni
podjednotky mamuti cytochrom-c-oxidasy. Pak pomoci NCBI BLASTu naleznéte n€kolik (naptiklad
10-20) sekvenci podobnych proteintl. Je vhodné vybrat databasi SwissProt a rozsifit vystup na vice
sekvenci ve vystupu, naptiklad 100. Vyberte vhodné sekvence ZivoCichli a zaktizkujte je. Pak
zadejte Download entries ve formatu FASTA. Pak si oteviete program ClustalW2, ktery naleznete
mezi nastroji EBI. Program ClustalW2 vam zobrazi porovnani. Tento program funguje tak, ze
vezme sekvence, porovna kazdou s kazdou, vytvoii jednoduchy strom (guide tree) a ten pak pouzije
pro vytvofeni zarovnani. Tento strom je jen pomitickou pro tvorbu zarovnani a nikoliv opravdovym
fylogenetickym stromem. Opravdovy fylogeneticky strom ziskate kliknutim na zéalozku
Phylogenetic tree. Objevi se vam jednak grafické vyobrazeni stromu a déale zdznam stromu
v textovém forméatu. K jeho ilustraci je moZné pouzit program Phylodendron
(http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html).

Program pro metodu Maximum Likehood si miZeme ukazat na webovém portalu
(http://www.phylogeny.fr/version2 cgi/simple phylogeny.cgi) ve Francouzském Montpellier.
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