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Analyza sekvenacnich pomoci ruznych metod k rekonstrukci fylogeneze a ndslednd inspekce
fyvlogenetickych stromi a jejich topologii:

l. konstrukce fylogenet. strom( na zakladé genet. vzdalenosti [MEGA, PAUP]
Il. konstrukce fylogenet. strom( pomoci Maximum Likelihood [Garli, PAUP]
Il konstrukce fylogenet. strom( pomoci Bayesovské analyzy[MrBayes]

V. konstrukce fylogenet. strom( pomoci Maximalni parsimonie [PAUP]
V. testy alternativnich topologii stromi vyuZivajici ML [PAUP]

VI. testy inkongruence — ILD test [PAUP]

VII. vizualizace stromU [Treeview, FigTree, Splitstree, Dendroscope]

l. Vypocet fylogenetickych stromi na zakladé genetickych vzdalenosti

Neighbor-Joining — program MEGA

e programy:
0 MEGA: http://www.megasoftware.net/
e zdrojové alignmenty (fylogeneze druh( krasivkového rodu Micrasterias):

O Micrasterias.fas
e Konverze Fasta formatu do formatu MEGA
0 Otevrit soubor v programu MEGA
0 Data — Export Alignment — MEGA Format (OK, No)
O Zavrit Fastaalignment, otevfit alignment ve formatu MEGA
e NJanalyza
0 Phylogeny — Construct/Test Neighbor-JoiningTree... —Yes
= Test Phylogeny — Bootstrapmethod (1000 replikaci)
=  Model/Method — vybrat podle model testu
= RatesamongSites — vybrat podle model testu
= Compute
e Uprava vysledného stromu
0 Zakofenéni stromu: vybrat vétev a kliknout na ikonku [E
0 Optimalizace tvaru stromu: View — Arrange Taxa — ForBalancedShape
0 Uprava velikosti stromu, délky vétvi: View — Options — karta Tree
0 Export stromu: Image — Safe as PDF/TIFF file (vektor/rastr)



Neighbor-Joining — program PAUP

e programy:
o0 PAUP

e zdrojové alignmenty (fylogeneze druh( krasivkového rodu Micrasterias):
O Micrasterias.nex

e NJanalyza
0 Na konec Nexus souboru pfidat ,,PAUP_NJ.block”:

Begin paup;
set autoclose=yes warnreset=no increase=auto; automatické zavreni okna po dokonceni analyzy
log start = yes file = NJ.log replace=yes; vytvoreni logu — zdznamu o pribéhu analyzy
factory; reset nastaveni PAUPu
set criterion=distance; pocitani distancnich analyz
dset distance=jc objective=me subst=all negbrlen=setzero; nastaveni distancni matice (JC, F81, K2P, GTR, ...)
nj showtree=no breakties=random BioNJ=yes; spocitdni NJ stromu, moZnost vybéru BioNJ
savetrees brlens=yes maxDecimals=4 file=NJ.tree replace=yes; uloZeni vysledného NJ stromu
bootstrap search = NJ nreps = 1000 conlevel = 50; bootstrapping (1000 pseudoreplikaci)
log stop; ukonceni a uloZeni logu

end;

1l konstrukce fylogenetickych stroml pomoci Maximum Likelihood

Maximum-Likelihood

e programy:
O Garli: https://code.google.com/p/garli/
o0 PAUP
e zdrojové alignmenty (fylogeneze druh( krasivkového rodu Micrasterias):
O Micrasterias.nex - konkatenovany dataset
= 1-1782:18SrDNA
= 1783-2702: psaA
= 2703-3285: coxlll
e MLanalyza

0 v pfipadé partitions je nutné na konec Nexus souboru ptidat informaci o rozdéleni

datasetu:
beginsets; pfikaz pro rozdéleni alignmentu na partitions
charsetSSU  =1-1782; definice prvni partition
charsetpsaA =1783-2702; definice druhé partition
charsetcox =2703-3285; definice treti partition
charpartition marker = SSU:SSU,psaA:psaA,cox:cox; vytvoreni partitions (rozdéleni se vtomto pripadé

jmenuje ,,marker”
end;



O nastaveni analyzy probiha upravou konfiguraéniho souboru ,Garli.conf”, tento
soubor lze najit ve sloZce programu /example/basic (pro data bez partitions) a
/example/partition/templateConfigs (pro data s partitions)
= garli.3diffModels.bigData.conf = partitions s odliSnymi substitu¢nimi modely
= garli.oneModelType.bigData.conf = partitions se stejnym modelem
= garli.mixedDnaMkv.conf = analyza DNA a binarnich znak{ (nap¥. gap coding)
= garli.mkv.conf = analyza morfologickych znak
0 pouZijeme konfiguraéni soubor pro analyzu dat s partitions; nasleduje tabulka
s nastavenim dulezZitych parametrid (ostatni se ménit nemusi):
datafname = Micrasetrias.nex ndzev analyzovaného alignmentu

ofprefix = Garli

prefix ndzvu vystupniho souboru (nemusi se ménit)

genthreshfortopoterm = 100000

outgroup=171011
searchreps =1

bootstrapreps =100

[modell], [model2],[model3],...
ratematrix = 6rate
statefrequencies = estimate

ratehetmodel = gamma
invariantsites = estimate

podminka ukonceni analyzy (pocet generaci, kdy se nezlepsil likelihood. Je dobré
zvysit na 100000

specifikace outgroupu (poradi sekvenci) pro nastaveni orientace vysledného stromu

pocet ML replikaci (pro bootstrapovdni staci 1 replikace, pro vypoclet jediného
stromu je vhodné ho zvysit alespori na 5

bootstrapping: pocet pseudoreplikaci, pro vypocet jediného stromu se zadd 0

specifikace evolucnich modelii vsech partitions

nastaveni subst. modelu = 1rate (JC69, F81), 2rate (K80, HKY), 6rate (GTR)

nastveni frekvenci bdzi = equal (JC69, K80), estimate (u modelt s riznymi
frekvencemi bazi

nastaveni gamma distribuce = none, gamma

nastaveni proporce nevariabilnich mist = none, estimate

0 pro analyzu stadi spustit program ,Garli-2.0.exe“ve sloZce s konfiguracnim souborem
a alignmentem

0 v pfipadé bootstrappingu je nutné v PAUPu nakonec vytvofit konsenzualni strom na

zakladé 100 ziskanych stromu. PouZijeme nasledujici pfikazy:

Paup Micrasterias.nex
log file=MLboot.txt;

Nacteni analyzované hoalignmentu
vytvoreni logu

gettrees file=Garli.boot.tre StoreTree Wts=yes; ziskani strom( vygenerovanych v GARLI
contree all/strict=no majrule=yes usetreewts=yes; vytvoreni konsenzudlniho stromu
log stop; ukonceni logu



1. konstrukce fylogenet. stroml pomoci Bayesovské analyzy

Bayesian inference

e programy:
0 MrBayes: http://mrbayes.sourceforge.net/

e zdrojové alignmenty (fylogeneze druh( krasivkového rodu Micrasterias):
0 Micrasterias.nex - konkatenovany dataset
= 1-1782:18SrDNA
= 1783-2702: psaA
= 2703-3285: coxlll
e Bayesovskd analyza
0 na konec Nexus souboru priddme blok pro MrBayes:

beginmrbayes; vytvoreni logu

charset 185=1-1782; definice prvni partition

charset psa = 1783-2702; definice druhé partition

charsetcox= 2703-3285; definice treti partition

partitionmarker = 3:18S,psa,cox; definice déleni alignmentu na partitions

set partition = marker; aplikace partitions

prsetapplyto=(all) ratepr=variable; definice priors (partitions se definuji v zdvorkdch);
ratepr=variable: partitions mohou mit rizné
evolucni rychlosti

Isetapplyto=(1) nst=6 rates=invgamma; definice substitucnich model( (partitions opét

Isetapplyto=(2) nst=6 rates=propinv; v zdvorkdch); nst=1 (JC, F81), nst=2 (K80, HKY),

Isetapplyto=(3) nst=2 rates=equal; nst=6 (GTR); rates=equal / gamma () / propinv
(1) /invgamma (T +1)

unlinkstatefreq=(all) revmat=(all) tratio=(all) shape=(all) kaZdd partition muZe mit rizné parametry
pinvar=(all); substitucnich modeld

mcmcngen=5000000 samplefreq=100relburnin=no; nastaveni mcmc analyzy: ngen=pocet generaci;
samplefreq=mira zapisovdni parametrii modelt
end;

O mimo vySe zminénych parametrl je analyza zaloZena na velkém mnoiZstvi defaultné
nastavenych parametr(. Jejich vypis Ize ziskat pfikazem ,help”:
= helpprset = vypis priors
= helplset = vypis parametrl modell
= helpmcmc = vypis parametrd mcmc analyzy
0 Bayesovskou analyzu spustime prikazem ,,mrbayes” a poté ,,exeMicrasterias.nex”



e vyhodnoceni analyzy

0 na konci analyzy se MrBayes zepta, jestli chceme pokracovat v analyze. Rozhodneme

se podle hodnoty ,average standard deviationof split frequencies”, ktera vypovida o

konvergenci dvou nezavislych analyz. Pokud je hodnota vyssi nez 0.05, méli bychom

pokracovat v analyze. Hodnoty pod 0.01 vypovidaji o velmi dobré konvergenci

0 tvorba konsenzualniho stromu:

sumpburnin=1000
-nebo-
sumprelburnin=yesburninfrac=0.1

sumtburnin=1000contype=allcompat

summary parametri modelu. Burnin = pocet generaci, které jsou
odstranény pred vypoctem konsenzudiniho stromu. Cislo burnin
navysujeme tak dlouho, neZ dojde ke staciondrnimu stavu
(zobrazeny graf obsahuj endhodné umisténé 1, 2 a *) — viz

vytvoreni

obrdzek niZe
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konsenzudiniho Bayesovského stromu,
hodnoty burnin zjisténé vyse.

Idedlni vystup pfikazu sump

pokud nedojde k promichani jednicek a
dvojek, ¢i ma graf vzestupnou i
sestupnou tendenci, je nutné
Bayesovsky vypocCet opakovat (i
vyrazné navysit pocet generaci.

Dale zkontrolujeme hodnoty PSRF+
vypsané pod grafem. Hodnoty by se
mély oscilovat okolo 1.



V. konstrukce fylogenet. stromt pomoci Maximalni parsimonie

Maximum parsimony

e programy:
o0 PAUP

e zdrojové alignmenty (fylogeneze druh( krasivkového rodu Micrasterias):

0 Micrasterias.nex - konkatenovany dataset

= 1-1782:18SrDNA

= 1783-2702: psaA

= 2703-3285: coxlll
e vypocet MP stromu

0 Na konec Nexus souboru pfidat ,PAUP_MP.block“:

beginpaup;
set autoclose=yeswarnreset=no increase=auto;
log start = yesfile = log.logreplace=yes;
factory;

set criterion=parsimonymaxtrees=10000 increase=no;

hsearchdstatus=5
swap=tbr status=no;

start=stepwiseaddseq=randomnreps=100

savetreesbrlens=yesmaxDecimals=4 file=output.trereplace=yes;
log stop;
end;

e MP bootstrapping

automatické zavreni okna po dokonceni analyzy
vytvoreni logu — zdznamu o pribéhu analyzy
reset nastaveni PAUPu

pocitani MP analyz, nastaveni maximdlniho poctu
stromu v paméti (proti zahlceni PC)

nastaveni ziskdni startingtree (start, addseq, nreps),
nastaveni heuristiky (swap=TBR/NNI/SPR)

uloZeni vysledného MP stromu

0 Na konec Nexus souboru pfidat ,,PAUP_MPboot.block”:

beginpaup;
set autoclose=yeswarnreset=no increase=auto;
log start = yesfile = log.logreplace=yes;
factory;

set criterion=parsimonymaxtrees=1000 increase=no;
bootstrapnreps=1000 cutoffpct=0 keepall=yessearch=heuristic;

savetreesbrlens=yesmaxDecimals=4 file=boot.trereplace=yes
from=1 to=1 savebootp=nodelabelsmaxdecimals=0;

log stop;
end;

automatické zavreni okna po dokonceni analyzy
vytvoreni logu — zaznamu o pribéhu analyzy
reset nastaveni PAUPu

pocitdni MP analyz, nastaveni maximdlniho poctu

stromi v paméti (proti zahlceni PC)
nastaveni bootstrappingu (1000 pseudorepikaci)

uloZeni vysledného MP stromu



e wMPanalyza (vaZena parsimonie)

0 Na konec Nexus souboru pfidat ,,PAUP_wMP.block“:

beginpaup;
set autoclose=yeswarnreset=no increase=auto;
log start = yesfile = log.logreplace=yes;
factory;

set criterion=parsimonymaxtrees=10000 increase=no;
hsearch start=stepwiseaddseq=randomnreps=100 swap=tbr
status=no;

reweight index=rcbasewt=1000 fit=mean;
hsearch start=stepwiseaddseq=randomnreps=100 swap=tbr
status=no;

savetreesbrlens=yesmaxDecimals=4 file=output.trereplace=yes;
log stop;
end;
V. testy alternativnich topologii stromu vyuZivajici ML

automatické zavreni okna po dokonceni analyzy
vytvoreni logu — zaznamu o pribéhu analyzy
reset nastaveni PAUPu

heuristicky vypocet MP stromu

novy vypocet MP stromu na zdkladé prevdazenych
hodnot parsimonie pro jednotlivé substituce
(pouZit rescaled consistency index)

uloZeni wMP stromu

Pokud jsme ziskali analyzou nasSich dat nékolik rlznych strom( (napf. se lisi stromy ziskané pomoci

NJ, MP a ML) nebo chceme porovnat strom ziskany z molekularnich dat s jinou evoluéni hypotézou

(zname napf. topologii stromu ziskanou na zakladé morfologickych dat), mizieme k porovnani

topologii pouzit nékolik rliznych testd.

Pro porovnani dvou alternativnich hypotéz (topologii stromu) na zakladé jednoho alignmentu se

nejCastéji pouzivaji tzv. ,Sitewise” nebo také ,Paired-sites” testy. Obecné tyto testy pocitaji

vérohodnost nulové a alternativni topologie pro kazdy znak v alignmentu a nakonec vypocitaji rozdil

celkovych likelihood pro nulovou a alternativni topologii dle vzorce 6 = InL1 - InLO. Podle rozloZeni

statistiky & je spoctena hodnota p s jakou mizZeme zavrhnout nulovou hypotézu HO (tj. topologii LO).

Jednim z klasickych testl tohoto typu je tzv. KH test (Kishino-Hasegawa test), ktery pocita rozlozZeni &

analyticky. Tento test je mozné spocitat napf. pomoci programu PAUP.

e programy:
0 PAUP
e zdrojové soubory:

0 matK.nex - alignment cpDNA pro fylogenezi Celedi Zingiberaceae

0 matk.tre — soubor s topologiemi dvou strom, které chceme porovnat (nexus format)

0 soubory by mély byt umistény ve spole¢né sloZce s exe souborem programu PAUP



e Do souboru s alignmentem ve formatu nexus vlozime ptikazy pro PAUP pro vypocet testu

Begin Paup;
Set criterion=likelihood; Nastaveni kriteria , likelihood”

Lset Base=(0.3543 0.1287 0.1395) Nst=6 Rmat=(1.2095 1.4937 Nastaveni vhodnych parametri modelu evoluce DNA

0.3784 0.1832 1.4937) Rates=gamma Shape=0.9913 (potfeba vypocitat pro kazdy dataset zvlast napr.
Pinvar=0.4045; pomoci ModelTest)

gettrees file=matk.tre allblocks=yes; Nacteni souboru s porovndvanymi stromy

Iscores all / Khtest=normal; Vypocteni likelihood scores a provedeni KH testu
end;

Vysledkem testu je p-hodnota, podle které pfijimame nebo zamitdme nulovou hypotézu (obvykle
druhy strom v seznamu/souboru predstavuje topologii LO, tj. nulovou hypotézu HO).

VI. testy inkongruence — ILD test [PAUP]

Pokud analyzujeme alignment, ktery vznikl spojenim dat z nékolika riznych DNA marker(, tj. rdznych
lokusi DNA, které mohly prodélat odlisSnou evolucni historii, je potfeba otestovat, jestli jednotlivé
Casti alignmentu nepodporuji jinou evoluéni hypotézu (tj. nenavrhuiji jinou topologii stromu). Pokud v
rdmci jednoho alignmentu je vice partition, které podporuji jiné evolucni hypotézy, je potreba
analyzovat jednotlivé partition separatné.
Existuje mnoho test, které lze pro tyto ucely pouzit, klasickym pfikladem je napf. Incongruence
lenght difference test (nékdy téZ ,Partitions homogeneity test”), zkracené ILD test. Tento test
provadime na alignmentu konkatenovanych sekvenci, ve kterém definujeme hranice jednotlivych
usekll pomoci tzv. partition (napf. 1. partition — gen z nDNA, 2. partition — cpDNA). Test mlzZeme
provést napf. v programu PAUP.
e programy:
0 PAUP
e zdrojové soubory:
0 CHS_matK_concatenated.nex — konkatenovany alignment Useku CHS (nDNA) a matK
(cpDNA) zastupcu Celedi Zingiberaceae



e Do souboru s alignmentem ve formatu nexus vlozime prikazy pro rozdéleni datasetu na

partitions a pfikazy pro vypocet ILD testu

Begin sets;
charset CHS_exon = 1-959; Rozdéleni datasetu na 2 partitions (,CHS_exon” a
charset matK = 960-3872; »matK”)
charpartition genes = CHS_exon:CHS_exon, matK:matK;

End;

Begin PAUP;

hompart partition=genes nreps=500 /  start=stepwise Prikazy pro spusténi ILD testu (pro urychleni analyzy

addseg=random
rstatus=no hold=1 swap=tbr multrees=yes;

log stop;
end;

nreps=10 savereps=no randomize=addseq Ize nastavit niZsi pocet replikaci ,,nreps=100“, ale pro

vevs

Po skonéeni analyzy ziskdme p hodnotu, podle které zamitdme ¢i pfijimame nulovou hypotézu - HO:

dataset je homogenni, tj. vSechny Cdasti datasetu preferuji stejnou evolucni hypotézu, stejnou

topologii stromu. Pokud je p < 0.05, porovnavané partition preferuji signifikantné jinou evoluéni

hypotézu, tj. jednotlivé partition jsou inkongruentni.

VII. vizualizace strom( [Treeview, FigTree, Splitstree, Dendroscope]

Pro zobrazeni stroml vypoctenych pomoci rliznych metod rekonstrukce evoluce muizeme vyuZit

nejriznéjsich programd, které maji kazdy své klady a zapory ©.

e programy:

(0}

(0}
(o}
(o}

Treeview http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
FigTree http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
Splitstree http://splitstree.org/

Dendroscope http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/dendroscope/

VSechny uvedené programy umi zobrazovat stromy ve formatu nexus, tj. formatu ktery vyuZzivaji jako

vystupni format programy PAUP, MrBayes apod.



#MNEXUS

BEGIN TREES;

TRANSLATE
1 Z118_FCM_301_goesenbergia_curtisii,

2 Z125_FCM_283_Newnania_othostachys,

3 Z330_ko_FCM_416_newmania_serpens,

4 Z436_J1L5_1574_Newmania_sp,

5 Z437_IL5_1581_Newmania_sp_nov,

[ Z460_1L5_1646_Newmania_sp,

7 Z13_FCM_170_Riedelia_aff_corallina

33 Z4909_FCM_032_Tamijia,

34 Z263_FCM_363_siphonochilus_decorus,

35 FCm_102_Globba_marantina,

36 z342_m4_Globba_patens,

37 Z161_FCM_351_caulokaempferia_appendiculata,
38 2212_FCM_465_Hedychium_e1Tipticum,

39 ZH5_FCM_278_Hedychium_hasselti,

40 Z20_FCM_188_Boesenbergia_aurantiaca

TREE * S‘!t ict=
(34,(33,(((28,(Zéfggfi?,S,(9,10),(11,12)),(1?,(16,(15,(13,14)))),C(20,(18,19),(21,22)),C23,(24,25))))),(29,30)),(31,32
J,(35,38), ((37, (38139)) ((2,3,4,5,6), (1,40020J2)

TREE MajR =
(34, (33, (((28, %%7%? 8, (9,10], (11,1237, (26, (17, (16, (15 (13,1430007, (20, (18,19), (21,220, (23, (24,25)0000, (29,3007, (35,

367, €(31,32), (C37, (38,3930, €(2,3,4, 5, 8), (114003000335
ENDELOCK

Treeview a Figtree zobrazuji i duleZité doplrikové informace o stromech jako jsou napf. hodnoty
bootstrapovych podpor (napf. z MP analyzy) a posteriorni pravdépodobnosti (PP) z Bayesovské
analyzy.

Nacitani stromd do obou program( je pomoci

e File & Open -> vybereme soubor s koncovkou *.tre, *.trees, *.nex, apod.

Pokud jsou soucasti souboru i dopliujici informace (napf. hodnoty bootstrapu) zobrazime je
v Treeview pomoci

e Tree = Show internal edge labels

Ve FigTree zobrazimé hodnoty bootstrapu vlevém sloupci zaskrtnutim okénka u ,,node labels”
pripadné , branch labels”. Zalozku je tfeba jesté robalit a nastavit ,,Display” = ,Branch times*“.
PP hodnoty z Bayesovské analyzy se nastavi obdobné&, zménou na ,,Display” = ,label”.

PfestoZe program Splitstree je primarné urcen na konstrukci siti pomoci algoritmu NeighbourNet, je
mozné ho pouZit i pro vizualizaci nezakofenénych! strom(. Jeho vyhodou je snadna manipulace se
stromem (otaceni, barveni vétvi, labelG apod.). Po otevieni programu otevieme zalozku ,source”
(pod hlavnim menu) a manudlné vlozime stromy vnexus formatu, které chceme zobrazit
(pfekopirovanim obsahu nexus souboru se stromy). Po klepnuti na zalozku ,Network” se zobrazi
strom. Barevné oznaceni vétvi pomoci

e View > Nodes and Edges

Program Dendroscope je uZiteény zejména pfi srovnavani dvou a vice stroml a pro vizualizaci
nesrovnalosti mezi nimi. Pomoci

e File > Open — na¢teme nexus soubor obsahujici vSechny stromy, které chceme porovnat. Déle
pomoci

e Algorithms - Tanglegrams — vytvofime spojnice mezi stejnymi jedinci na koncovych bodech
obou stromi (to pfedpoklada, Zze v obou stromech je stejny pocet jedincli ©).



