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Streszczenie

Skuteczn metody wizualizacji zalenosci biologicznych pomidzy organizmami jest
przedstawianie ich za pompcdrzew filogenetycznych. Drzewa te pokazugekwencje jako
wierzchotki grafu, a zdarzenia mutacji jako krglwie pomédzy nimi. Istnieje wiele metod do
rekonstrukcji drzew filogenetycznych, aczkolwiek ¢kgzai¢ z nich zaklada binagn posta&
budowanego drzewa, oraz przedstawia wszystkiezovedine sekwencje tylko wadznie jako licie.
Zalozenia te w analizie organizmoéw szybko matyich oraz organizméw, dla ktérych wyizolowano
dwzo sekwencji mog by¢ nieprawdziwe. W pracy przedstawiono opis algorytimanslacji drzew
filogenetycznych. Drzewa po translacji nie gnagraniczenia na binagrstruktue, a sekwencjeas
prezentowane na drzewie jakogzly wewretrzne albo Kcie w zalenosci od ich charakteru
rodzinnego. Algorytm do translacji wykorzystuje dnmhacp zawarg zaréwno w topologii jak i
diugas¢ gakzi drzewa wejciowego. Wygciowe drzewo umdiwia uzyskaniesciezek ewolucyjnych
w prosty sposob. Prezentowana metoda zostata ptaei@ne na sztucznych zbiorach generowanych
za pomog symulacji Monte Carlo, oraz na zbiorze rzeczywistympansoma cruz, dla ktorego
prawdziwa topologia jest znana.

1. WSTEP

Wraz z rozwojem technik komputerowych pojawity siowe maliwosci analizy
sekwencji genetycznych. Komputery o zdjy pojemndci pamici pozwolity na
gromadzenie w bazach danych znacznyclcildnformacji genetycznych. Wraz ze
wzrostem ilgci przechowywanych sekwencji wzrasta zapotrzebosvama efektywne
narzdzia umaliwiajace analizowanie zateoici migdzy sekwencjamiin silico.
Najczsciej wywanym sposobem reprezentacji zalgci ewolucyjnych § drzewa
filogenetyczne. Sposéb ten zostat wprowadzony pkaepla Darwina, ktéry jako pierwszy
uzyt drzewa do przedstawienia ewolucji pedry organizmami, do wyjaienia procesu
doboru naturalnego [3].

Drzewo filogenetyczne to spéjny graf acykliczny quigtawiajcy zaleznosci
ewolucyjne pomidzy sekwencjami. Mima je przyrowna do rodowodowego drzewa
genealogicznego. Wierzchotki drzewa przedstansgkwencje, natomiast gale opisuj
zdarzenia midzy sekwencjami. Zazwyczaj gale map przypisam wag, co odpowiada
odlegtaici genetycznej (liczbie mutacji) pogtizy sekwencjami. Wierzchotki w drzewie
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mozna podziekk na wierzchotki wewetrzne, ktérych stopig czyli liczba przylegtych
krawedzi, jest wekszy od jednego, oraz wierzchotkitaowe — licie, ktére ma stopier
réwny jeden [5]. Ma to interpretacjw genetyce, gdzie wierzchotki wewtnzne
przedstawiaj sekwencje z potomstwem, ddiie - sekwencje bez dzieci. Po wskazaniu w
drzewie vezta, ktory jest korzeniem, czyli najstarszym wspgainprzodkiem wszystkich
wezldbw, mana na drzewie przedstawikierunek ewolucji. Wyznaczenigciezki
ewolucyjnej w drzewie to prz&ie z lécia do korzenia drzewa z zapataniem
wszystkich mijanych wierzchotkéw wewimznych [2].

Konstrukcja prawdziwego drzewa filogenetycznega psblemem NP-trudnym [4],
dlatego do jego budowyzywa sk réznych metod heurystycznych. Mua je generalnie
podzielé na 4 grupy. Pierwszy sposo6b to nieparametrycznmdaeMaximum Parsimony
[6], ktora stara sizbudowa drzewo tak by odlegkei miedzy weztami byty jak najkrétsze.
Metoda ta jest jednak czuta nazmé wspéiczynniki szyblkei mutacji na gaiziach.
Odporne na ten czynnil slgorytmy typu Maximum Likelihood (ML) [7]. Zaktaga one z
gory model zmian poredlizy sekwencjami i budgjzbior r&znych topologii drzew, ktéreas
oceniane na podstawie prawdopoddbiera wysgpienia w rzeczywiskri. Duza wady tej
metody jest koszt obliczeniowy. Aby ominsprawdzanie wszystkich topologii stosuje si
rozne techniki heurystyczne [12]. Uogdlnieniem pddiy ML jest metoda bayesowska
[10]. Drzewo wynikowe jest cadkwazona prawdopodobigstwem wysipienia drzewa po
wszystkich sprawdzonych topologiach. Metody ML iyésowskie maj duzy koszt
obliczeniowy i stosuje sije do analizy matych zbioréw sekwencji — do 30s&kwenciji.
Alternatywa dla nich § metody bazujce na macierzy odlegioi, ktére g szybkie. Metody
te ¢ to algorytmy klastrujce. Najpopularniejsze z nich to algorytmy NeighBoining
(NJ) [13] oraz UPGMA [15]. Spwéd wymienionych metod, algorytm NJ uma nazwa
klasycznym w dziedzinie budowy drzew, poniewggest on jednym z najezciej
uzywanych algorytmoéw do budowy drzew [8], zostat daidie zbadany [1] i stateside
facto benchmarkiem w testowaniu nowych algorytm&® [

Algorytmy budujce drzewa maj duza skuteczné¢ w rekonstrukcji prawdziwych
topologii, wszystkie jednak wymienione algorytmyjmpowazne ograniczenia jeli idzie
o wynikowa topologie budowanego drzewa. Zakladapne a priori 2z drzewo
rekonstruowane jest z sekwencji, ktére pofawiog sie tylko na lgciach. Co wgcej
przyjmuja, ze szukane drzewo jest drzewem binarnym. Z&id@ te upraszczadziatanie
algorytmow rekonstrukcji aczkolwiek wprowadgajograniczenia na biologican
interpretac drzewa.

Celem pracy jest przedstawienie algorytmu do teajisldrzew filogenetycznych.
Przettumaczone drzewo zawiera wszystkieziw poprawnie etykietowane i nie ma
ograniczenia na stopievierzchotkéw w grafie. Uzyskaniziezek ewolucyjnych z takiego
drzewa jest proste.

2. WADY ALGORYTMOW REKONSTRUKCJI DRZEW

Opis wad rekonstrukcji drzew zostanie przeprowagizdie ustalenia uwagi na
algorytmie NJ, aczkolwiek wady te tycsie wickszdci algorytméw. W trakcie dziatania
algorytmu NJ, zawszeadzone g w pae dwa wezty, a z nich powstaje jeden nowy.
Narzuca to ograniczenie na topokpgekonstruowanego drzewa — jest to topologia bimarn
Mozna to interpretow& jako maliwosé¢ rekonstrukcji tylko drzew gdzie przodek ma
zawsze tylko dwoch potomkdéw. Zmienia to biologicagns drzewa poniewanatura nie
ogranicza liczby potomkoéw. Algorytm NJ radzi sokie tym problemem xywajac
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pomocniczych wierzchotkéw wewtrznych, ktére mywane g tylko po to by zapisa
wieksz niz dwa liczle przodkéw. Wzty pomocnicze mina tatwo rozpozraponiewa
odlegta¢ migdzy weztem pomocniczym a gztem wewrtrznym dyizy do zera. Wywanie
weztow pomocniczych ktére nie mgjznaczenia genetycznego stwarza problem przy
wyznaczaniu sciezek ewolucyjnych ze wzgllu na niejednoznacgd® w kolejncci
umieszczania wziow pomocniczych. Kolejnym ograniczeniem topolagigm jaki
powstaje w czasie konstrukcji drzewa za pognalgorytmu NJ to etykietowanie zawsze
tylko lisci - niezalenie od tego czy sekwencja ma potomstwo w analizgwazbiorze czy
tez nie. Rozpatrzmy przyklad topologii prawdziwego elka podany na Rys.lb.
zbudowanego dla zbioru z wyizolowanymi wszystkikwencjami oraz zrekonstruowane
drzewo pozyskane za pompalgorytmu NJ Rys.1a. Na przyktad sekwencja "&"'dwoje
potomstwa, sekwencje "9" i "5", aczkolwiek sekwja "9" ma do pokonania mniejsz
liczbe krawedzi do korzenia mi sekwencja "3". Co wtej sekwencja "3" mimazima
potomstwo, przedstawiana jest jak&liDrzewo na Rys.la. ma 18 wierzchotkéw chacia
zbudowane jest z 10 sekwencji. W przedstawionyntesyoznym przykiadzie analizowany
zbior zawierat wszystkie sekwencje, dlatego licebarzchotkow w drzewie powinna by
réwna liczbie sekwencji. W analizie rzeczywistycthia@édw sekwencji zazwyczaj
obserwuje si jaka$ cz$¢ populacji, a brakuce sekwencje pokazywanes gako
wierzchotki wewrtrzne bez etykiet.

3. OPIS ALGORYTMU QUICK PATHWAY FINDING (QPF)

Algorytm QPF ttumaczy kaly wierzcholek drzewa zaczymaj od wierzchotkow
najbardziej oddalonych od korzenia. Wz#élgm wierzchotku sprawdzny jest charakter
rodzinny wierzchotkéw ktéreasprzez niego trzymane, a do translacji dochodaljevsréd
sprawdzanych jest jeden wierzcholek z charakterenizica. Decyzja o charakterze
podejmowana jest na podstawie zakumulowanych daidgoawedzi. Jako prég decyzyjny
w algorytmie przyjmuje si potowe diugaici jednostkowej pomiedzy sekwencjdmi
Ponizej przedstawiono opis algorytmu w krokach.

1. Woczytaj drzewo T=G(V,E), dla kdego wierzchotka v z V, wierzchotki ktére z niego
wychodz oznaczone jako C, wierzchotek ktory jest jego ioelm oznaczony jako P, i
dhugaé¢ krawedzi prowadzca do rodzica D; Utwoérz puste drzewo Q; Ustal wéito
progu h;

2. Uzyj przeszukiwania grafu wszerz (Breadth First Seardo wyznaczenia liczby
krawedzi oznaczonej jako Ri milzy wierzchotkami grafu a korzeniem drzewa;

3. Posortuj wierzchotki grafu wedtug majegj liczby Ri, dodaj je to kolejki priorytetowej

L;

Powtarzaj kroki 5, 6, 7 dopdki kolejka L nietjpsista;

Wez z kolejki L wierzchotek v z najwkszym Ri, usi go z kolejki L;

Jeeli wierzchotek v zawiera etykigt dodaj wierzchotek q do drzewa Q z etykiét

krawedziag prowadaca do rodzica tak sanmy jak w v;

7. Jeeli v nie ma etykiety, dla kalego wierzchotka wychodeego z niego ze zbioru C
wyznacz charakter rodzinny, tak jak w kroku 8:

o aa

! Diugaé¢é jednostkowa to odlego miedzy dwoma sekwencjami, ktéreznia sk o jedry mutacg.
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a) jezeli posrod wierzchotkéw ze zbioru C istnieje jeden z cliggeem rodzica oznacz
go jako A, dla wszystkich innych wierzchotkéw prisp jako rodzica wierzchotek
A; do kravedzi prowadzcej A dodaj krawdz prowadaca z v;

b) jezeli posrod wierzchotkéw ze zbioru C nie istniepaden z charakterem rodzica,
przenig wszystkie wierzcholki z C do zbioru wierzchotkéw ®ierzchotka
trzymapcego P wzet v; dla wszystkich przeniesionych wierzchotkowigksz
diugaé¢ krawedzi prowadacej do rodzica o warkd D wezia v;

8. Wyznaczanie charakteru rodzinnego wierzchotka v:

a) jezeli krawedz prowadaca jest mniejsza nih, ustaw charakter wierzchotka jako
rodzic;

b) w przeciwnym wypadku ustaw charakter wierzchg#a dziecko;

a ;10 b 10
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Rys. 1. Panel (a) — kladogram drzewa uzyskanyreom algorytmu NJ; panel (b) — kladogram drzewa
prawdziwego. Oba drzewa przedstawizgleznosci dla tego samego zbioru ztinego z 10 sekwencji. Kda
etykieta sekwencji sktadagst numeru sekwencji oraz po znaku '_' numeru segjivnatki, korzé drzewa

oznaczony jest numerem “0" .

3. WYNIKI

Aby przetestow& algorytm, zostaly wygenerowane zbiory sztucznyekwencji za
pomo@ symulacji Monte Carlo. Wszystkie sekwencje zakodogvg za pomog binarnych
tancuchéw. Mutacja pomilzy dwoma sekwencjami zaktada zméan ,0” na ,1", przy
czym nie mae by mutacji dwa razy na tej samej pozycji w calym zb@— dla takiego
zbioru danych prawdziwe drzewo jest napewno rekoostalne [9]. Sekwencja korize
zakodowana jest za pompsamych ,0". Zostato wygenerowanych 8 zbioréw o lkoéci
N={10, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000}. Dla gemerowanych zbioréw
zrekonstruowano drzewa za porgoalgorytmu NJ, a nagpnie przettumaczono je za
pomoa algorytmu QPFzeby uzyska sciezki ewolucyjne. Dla wszyskich wygenerowanych
uzyskano 100% poprawnygaiezek. W tablicy 1 przedstawiono czas dziatania altoty
w zaleznosci od liczby sekwencji przeprowadzony na komputerzgrocesorem 1,5 GHz.
Czas dziatania algorytmu jest w przyghiu liniowy i w poréwnaniu z czasem
rekosntrukcj drzewa jest znikomy.
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Tablica 1
Czas dziatania algorytmu
Liczba sekwenciji 10 50 100 200 500 | 1000 | 2000 | 5000
Czas dziatania 0,0224 | 0,0185 | 0,0378 | 0,0615 | 0,1326 | 0,2523 | 0,5474 | 1,2466
[sekundy]

Testy przeprowadzono rowiiena zbiorze rzeczywistynirypansoma cruz, ktory
zostat uzyskany w laboratorium, dzieki czemu jegawglziwa topologia jest znana [14].
Przy wyciu wszystkich sekwencji zbudowano drzewo za papradgorytmu FastTree [12].

Nastpnie po doborze odpowiedniego progu dokonano tagjisldrzewa. Wynik
zaprezentowano na Rys.2.
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Rys.2. Drzewo

Whnioski do drzewla

4. ZAKONCZENIE

Algorytm QPF naprawia gtowne wady algorytmow reKouscji  drzew
filogenetycznych, dap wynikowe drzewo o jasnej interpretacji biologiegnAlgorytm
dziata w czasie zhibnych do liniowego. Z wynikowego drzewa ama w prosty sposob
zzysk& sciezeki ewolucyjne, przechode z liscia do korzenia i zapagigjuac etykiety
mijanych wierzchotkéw. Algorytm mi@ dziald z dowolry metod rekonstrukcji drzew
filogenetycznych, ktéra buduje drzewo ewolucyjrekad¢ odczytanychiciezek zalery od
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jakosci wejsciowego drzewa. Autorzy pracujnad metod rekonstrukcji drzewa
produkupca odrazu poprawntopologk drzewa.
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