Pokroéilé metody hodnoceni sekvenci DNA a multilokusovych dat

2. Analyza sekvenacnch dat — Il

genetickeé distance [MEGA|]

konstrukce fylogenetickych stromt [MEGA, PAUP, Garli, MrBayes]
testy topologickych hypotéz [PAUP]

testy inkongruence v datasetu [PAUP]

vizualizace stromu [Treeview, Figtree, Dendroscope]

prakticka ¢ast — fylogeneticka analyza sekvenaénich dat



Typy fylogenetickych analyz

Distancni metody: . _
Neighbor-Joining Detailni prehled metod rekonstrukce evoluce viz:

Minimum Evolultion
UPGMA, ...

. . . uuc X. antilopaeum var. antilopasum H23
M aximum I— I kel I h 00 d trnG X. antilopaeum var. antilopaeum H27
X. antilopagum var. antilopasum H29
. X. antilopaeum var. antilopaeum H31
B ayesian Inference a.07/901100| - X. antilopaeum var. antilopagum SVCK 28 |
X. antilopaeumn var. sp. ASW07105
X antilopaeum var. sp. ASW07106
Maximum Parsimon y X. antilopaeum var. sp. ASW07107
7 | X. antilopasum var. antifopasum H21
X. antilopaeum var. depauperafum H22
X. antilopaeum var. antilopagum H25
X. antilopasum var. antifopagum H32
n | X antilopaeum var. planum H15
X. antilopaeum var. planum H18
X. antilopagum var. planum H28
X. antilopaeum var. planum SVCK 74
0.87/-100 | | - X antilopaeum var. sp. SVCK 281 |
\ [ X. antilopagum var. lagve H20 |
X. anfilopaeum var. sp. H26 |
+ X. antilopaeum var. polymazum H30
X. antilopaeum var. minneapcliense SVCK 147
0.80/88/89| X. antilopaeum var. sp. SVCK 343
1 oo o X aittilopagum var. incrassatum H10
X. antilopagum var. incrassatum H19
X. antilopagum var. sp. SVCK 105
X. cristatum H59
X. cristatum ASW07101
X. cristatum ASW07060
X. cristatum var. scrobiculatum HO8
X. cristatum var. scrobiculatum H11
_sarz] | X. cristatum var. scrobiculatum ASW07102
00 X. cristatum var. uncinatum H12

X. antilopaeum var. antilopaeum H21)I ITS
X. antilopaeum var. antilopagum H25
X. antilopaeum var. antilopaeum H23

X. antilopaeum var. antilopagum H31

X. antilopaeum var. antilopaeum SVCK 28
X. anfilopagum var. antilopagum H32
X antilopaeum var. sp. ASW07107 |
X. antilopaeum var. antifopaeum H29 |
X antilopasum var. sp. ASW07105
X_ antitopaeum var. sp. ASWO7106" | |, osserno0
X. antilopagum var. planum H15 T
X. antilopagum var. planum SVCK 74'|(L.00/100
X. antilopaeurn var. sp. SVCK 281
X. antilopaeum var. laeve H20
X. antilopagum var, sp. H26

1.00/100/100

1.00/98/100

100

1.00/97/100

X. antilopaeum var. polymazum H30
X. antilopaeum var. minneapoliense SVCK 147
X. antilopaeum var. incrassatum H10 | | M ooroorioo
X. antilopaeum var. incrassatum H19

1100/100/100

X antilopaeum var. sp. SVCK 105
X. cristatum H59
X. cristafum ASW07060 1,0LM 00/100
X, critatum ASWOT101
X. cristatum var. scrobiculatum H08 15 gg/04..
X. cristatum var. scrobiculatum H11
X. cristatum var. scrobicufatum ASW07102

10.98/80/100

1.00/100/100

.00/100/1001  1.00/100/100

X. cristatum var. uncinafum H12 —— 0.01



http://ibot.sav.sk/usr/Karol/teaching_mat.html�

Genetickeé distance, substituc¢ni modely

pro vypocet fylogenetickych analyz je nutné stanovit genetické (evolucni) distance mezi

sekvencemi
v pfipadeé molekularnich hodin je distance pfimo umérna Casu

p-distance: prosty rozdil sekvenci — vyrazné podhodnoceni realnych distanci (saturace)
substituéni modely — odhady jednotlivych substitu¢nich rychlosti pomoci Markovovych
modell + frekvence vyskytu nukleotidd = Q matice

MNature Reviews | Genetics



Substitucni modely

Jukes-Cantor (JC69): béhem evoluce maji A A l 2 2
vSechny nukleotidy stejnou pravdépodobnost T a a o
substituci i stejnou frekvenci vyskytu bazi (nst=1) C a a a

G o o a -

. . ., . A T C G
Felsenstein (F81): nukleotidy maji stejnou A - oTTr o TTe e
pravdépodobnost substituci ale jinou frekvenci T aTln i aTl. aTle
vyskytu bazi (nst=1) C a TT4 aTlr - als

G aTla oIy oIl -

. . v, . A T C G
Kimura (K80): jiné substitucni rychlosti pro A - B 8 =
transice a transverze, shodné frekvence bazi T B i a B
(nst=2) C B a B

G a B B -

. . . vy A T C G
Hasegawa-Kishino-Yano (HKY): jiné substitucni A - BTL, BT o
rychlosti pro transice a transverze, ruzné T BTTa ; B TTc B TTe
frekvence bazi (nst=2) C B TTa BT - BTl

G BTTa BTTr BTTc -
General time reverdible (GTR): A I_\ aTHT B(]:Tc VGHG
pravdépodobnosti substituci a frekvence bazi jsou T aTla - 8 Tl £ Tlg
specifikovany pro kazdou moznost (nst=6) C BTa 8Ty - {Ts

G o TTa £ Tly ¢TTec -




Gamma distribuce (IN): modeluje variabilitu v mire

Substitucni modely

25

nukleotidovych substituci na riznych pozicich

alignmentu. VétSinou se model zjednoduSuje do

4 a kategorii

20
15

0=2.5

10 o=

Proporce nevariabilnich mist (I): existence velkého
mnozstvi nevariabilnich pozic negativné ovliviiuje
odhad genetickych distanci. Aplikace | modelu je
napf. dilezita pfi sou€asné pfitomnosti kratkych a

dlouhych vetvi

Kovarion (cov): modeluje variabilitu v mife
nukleotidovych substituci v zavislosti na fylogenetické

pozici dané sekvence

[ —

0.1 0.2 0.3
1000050 “Chiorifa” eaviridis (ABICE045)
:E Havsochiorsita dawangsnsis (JN003501)
Louesiig I

1 futeaviridis (X73398)
“Chiorsila” sp. MBIC10057 (ABOS8305)
e

1500180450

(ELRAGY
. CAUP H7902
Phyllssiphon ansan (JF304470)

e

uncultured "Chiorelis"

Chiomidium saccharphilum (FMB4B000)
Chisidium engadicensis (FM846011)
Chioroidium angusioslipsoidecr (FM46019)
I Ghioroiiur eilpsoidenm (FMIAG012)
Viridiella friderisians (AJ438401)
-LF Watanabea renifarmis (FMBSB480)

Watanabea sp. MSC1 (EL080195)

1onmeiss|

lanats.
Leplosica teresiis (Z28973)
14908 Padsiochions alvoolars (EUBTB373)
Paroiochios pssudoalealanis (ME3002)
2arizaio — , (228074
L Coteaatiamys perfaraia (M62395)

uncultured clone SC2-2 (FJ946881)
Leptochlorelfa corticola CAUP HB401
uncultured clone QE17 (FJ790649)
uncultured clons QE2 (FI750655)
Preudocoruamyxa simpex (FJ548514]
Caccomyxa pringsheimi (AYT62603)
Coccomyxa giariensis (AM167525)
Efipfochions subsphacrica (F J648518)
Etiptochlons bilobala (AM&22684)
100388 — Filipfochions bitobats var. coricols {EFE88288)

Choricyslis sp, (X81965)
+ Gmee Botryocoscus brauni (AJ581812)
0sauieT Parigtochiors” ovoided (EUBTBAT4)
Lobosphaara incisa (AY762602)
“Myrmecia” bisecta [Z47200)

19000

o

1oagon

r (GUD17647)
1 Asterochioris erici [AB0B031 0)
Mymacia biataroilac (22897 1)
Trebouria impressa (221561
Trebauxis famesii (ZBET00)
Trebousia arboricola (Z65705)
Xylochioris ireguians (EU105208)
Profoteca wic i
Rextiolium comuctin (AF387155]
Marmsichisis sp. (AY195983)
"Chilareila” protathecoides var, acidicale {AJ439383)
Picochicrum oklahomense (AY422073)
“Ghtarcia” minutissima (X56102)
icraetinium posiun (AF 499921)
Chiorells vulgaris (X13688)
Chioreita sorokiniana (X73893)
gy Closteriopsis aciculans (AB037085)
Parachioreiia kessica (X56105)
L Diciostor acuaius (ABO37085)

corsias]

1.00:98100 Memienlls terrestis (ABD12845)
[ Eremasphaers viridis {AF38T154)
oy Cocystis soitaria (AF
e Captanctetia Ma81777)
1 e on— Psevdochiorsha subsphosrica (ABODBUSA)
1.0BgRd Kolisita sermpervir (AF278743)
casmsia

Glosacystis polydermation (FREB5TAT)
“Chloreda” mirabilis (X74000)
Stichocaccus mirabils (AJ311638)
Stichoeaccus jensrensis (DO275481)
nedah (ABOBSBET)
Prasioia crispa (4416106}
| Stichococcus bacilaris (AJ416107)

ostces h

— Desmacaccus endoiithicus (EU434028)

Gaminlia minor (AF387151)
hiephioseiais pyiformis (XT5565)

WL N Mo lraeckis sl e e

Watanabea
clade

| Parietochlors
I Microthamniales

| Leptochloreila

Boiryococeus
clade

| Lobosphaera

Trebouxiales

| Chlorellales

Prasiola
clade

' outgroup



Test topologie - bootstrapping

vypocet stromu na zakladé nové generovanych alignmentu
konstrukce majority-rule konsenzualniho stromu

hodnoty bootstrapu je nutné zobrazit na topologii stromu zkonstruovaného na zakladé

originalniho alignmentu

Sequence alignment

[
| Human

Human
Rat

Mouse
Chimp

Original sequence Bootstrap Sequence

ATRACC
aTlalacT
ATIAACT
ATGACT

GTAACA
ATAACA
ATAACA
GTAACA

Sitle 3 /spl‘aced in first position

(Then the next five randomly chosen sites: 2,1,1,5, 4,
are placed in the next five positions.)

NENLFASFIA PTVLGLPAAV
! Chimpanzee NENLFASFAR PTILGLPARV ...
! Bonobo NENLFASFAA PTILGLPRAV ...
| Gorilla NENLFASFIA PTILGLPAAV ...
Bornean orangutan NEDLFTPFTT PTVLGLPAAI ...
i Sumatran orangutan NESLFTPFIT PTVLGLPAARV ...
E Gibbon NENLFTSFAT PTILGLPRAV ...
Bootstrap Bootstrap Bootstrap
dataset 1 data set 2 . l _datas.it I.{!{Iﬂ.]
Maximum Maximum Maximum
likelihood likelihood likelihood
tree 1 tree 2 tree 1,000

—

Maximum likelihood tree inferred from original data

Chimpanzee

Bonobo

Human

Gorilla

Bornean orangutan

Sumatran orangutan

Gibbon

Use maximum likelihcod trees
from the bootstrap data sets to
place support values on the
ariginal maximum likelihood tree



Fylogenetické analyzy na zakladé distancnich matic

. stromy se pocitaji na zakladé distanci, A e B c
spoctenych pro kazdou dvojici sekvenci d ‘
«  aplikuji se substitudni modely b °
. vhodné pro rychlou analyzu velkého >
mnozstvi sekvenci (v fadu nékolika ¢ . .
stovek az tisic) A
f f - %
. Minimum Evolution (ME): hleda se ’ » ’
strom o nejmensim souctu délek vSech C . D
vétvi d
b
. Neighbor Joining (NJ): heuristicky ->
algoritmus na rychlé nalezeni ME e ____ .
stromu (zacina se u hvézdicovitého T a
stromu) (0 g AN
. BioNJ: lepSi presnost topologie u
vzdalené pfibuznych sekvenci E
ABC D ucCp A
A0 |7 (11)14 u/l|5|d
B|7 |0|6 |9 C|5|0|7
C|11|6 |0 |7 DS |7 |0

D149 |7 |0 D




Neighbor-Joining — pfikladovy dataset

Fylogeneze rodu Micrasterias

1) NJ v programu MEGA
* Vytvoreni alignmentu ve formatu MEGA
o Spusteni NJ analyzy
» Jednoducha uprava a export stromu

2) BioNJ v programu PAUP
o Sekvence ve formatu Nexus
o Spusténi NJ analyzy pomoci PAUP
prikazoveho bloku



Maximum Likelihood (ML)

hledani nejpravdépodobnéjSiho stromu odrazejiciho evoluci sekvenci

posuzovani pravdépodobnosti nekoneéné velkého mnozstvi stromu (rtzné topologie, délky
vétvi, parametru substitu¢nich modeld, ...)

heuristické metody pro hledani struktury stromu:

. Nearest Neighbor Interchange (NNI)

. Subtree Pruning + Regrafting (SPR)
Tree-Bisection + Reconnection (TBR)

B
F full tree

L]
A
E
g li2Alp
B
A/ BoASTEROv
E tic e X

Nearest Neighbor Interchange

Subtree Pruning + Regrafting

Tree-Bisection + Reconnection

linearly many NNI trees quadratically many SPR trees cubic number of TBR trees



Maximum Likelihood — prikladovy dataset

Fylogeneze rodu Micrasterias

o 3 partitions (18S rDNA, psaA, coxilll)

« alignment ve formatu nexus

e nastaveni a spusténi analyzy

* vytvoreni konsenzualniho stromu a vypocteni hodnot bootstrapu



Bayesova analyza (BI)

tradiéni otazka: pokud je v koSiku stejné modrych a cervenych kuliek, 'y
jaka je pravdépodobnost, ze si vytahnu 3 modré a 3 cervené kulicky? ’

Bayesovska otazka: pokud si vytdhnu 3 modré a 3 cervené kuli¢ky, jaka
je pravdépodobnost, Ze je v koSiku stejné modrych a Cervenych kulicek?
» podminéna pravdépodobnost (posterior)

existuje nekonecné mnozstvi pfedpokladu (vic modrych, vic ¢ervenych,...),

které ale mohou mit rlznou pravdépodobnost » tzv. priors

. uniform priors — stejna pravdépodobnost, zadné predpoklady (topologie)

. exponencial priors — napf. délky vétvi (likelihood je negativni exponencialni funkci)

. dirichlet priors — pravdépodobnosti osciluji okolo dané hodnoty
(frekvence bazi, substitucni modely, |, ...)

. lognormal priors — napf. kalibrace stromu fosilnimi daty

12 13 16

priors se béhem analyzy méni
na zakladé analyzovanych dat
(alignment sekvenci), pomoci
stochastickych modelu
» ziskame posteriorni
pravdépodobnosti

C I::;’Elub‘l.ﬂlld :j;J‘;
orethron criophilum
L—— Corsthron if'?erme
Rhizosolenia shubsholei :

r Guinardia delicatula
.. - Rhzosolenia setigera
Stephanopyxis nipponica

Rhizosolenia imbricata

Aulacoseira granulata B
Melosira octogona

Proboscia alata

Stellarima microtrias

— Coscinodiscus granii
Coscinodiscus radialus

Altheya seplentrionalis | e
1 Asterionellopsis glacialis
E Rhaphonéis belgicae
- Synedra ulna
L] Eunotia sp
L Sellaphora pupula

Thalassiosira welssflogil (ATL
{ |‘ .'Tha!ass-'o§f§a weis;ﬂ'ogn‘rg(;lsl
1

(EQALIF}
UK

i T osira rofula

. / @ Thalassiosira rotula (UK) v

52 Skeletonema dohrnii
!_@.Skeletonema grethae (ATL

p Skelatonama arathas (PAC)




Bayesova analyza (BI)

. Markov chain Monte Carlo (MCMC) sampling

. vypocet posteriornich pravdépodobnosti pomoci nahodnych zmén prior parametrd a
ty bud’ zamitnout i pfijmout na zakladé jejich pravdépodobnosti
. Metropolic coupling MCMC = (MC)3 — 1 studeny a 3 horké fetézce

lllustration of a biased random walk

-

Figure generated using MCRabot program (Paul Lewis, 2001)

. burn-in: odstranéni inicialni faze MCMC
. vysledna topologie: konsenzualni strom
posteriornich topologii

>

Targed Funciion

InL

Dipbima
Salution

stationary phase sampled with thinning

-10950

(rapid mixing essential)

-11000
-11050 +
-11100
-11150 4
-11200 -

\ burn-in

-11250

0 500000 1000000 1500000 2000000

Generation



Bayesovska analyza — prikladovy dataset

Fylogeneze rodu Micrasterias

o 3 partitions (18S rDNA, psaA, coxilll)
« alignment ve formatu nexus

e nastaveni a spusténi analyzy

* vyhodnoceni analyzy



Maximalni parsimonie (MP)

. hledani stromu s co nejmensim poc¢tem evolu¢nich kroku
. heuristické prohledavani stromu stejné jako u ML: NNI, SPR, TBR

e  Fitchuv algoritmus: / \ / I \
_, = o 1

(CG) A Cle s Cle
ﬁ A \'G L
/ LAX /o AN/
(AcB) e A CGCGTA ACGTCGT
2N /5 «s}\ (,G)\
A C G €C G666 T A C G Cc G 171
= e 3 ©, { 4 (o)
A G (C3 G
Ak X9 & X 19
A C G C€C G T A €C G € G 171

. vazena parsimonie (WMP):
* MP vypocCet parsimonniho skore: 1 pro substituci, O pro zadnou zménu
 WMP vypocCet: kazdy typ substituce je vazen napf. pomoci frekvence jeho vyskytu
(rescaled consistency index - méné ¢astym mutacim je dano vysSSi skore)



Bayesovska analyza — prikladovy dataset

Fylogeneze rodu Micrasterias

« alignment ve formatu nexus
e nastaveni a spusténi analyzy
« MP, wMP, MP bootstrapping



Testy (in)kongruence topologqgii stromu

PROC chceme uz jednou vypodtené stromy testovat? Existuje nejistota...

Jak silné podporuji nase data (tj. napf. alignment) pfibuzenské vztahy na stromu, ktery
jsme ziskali?

Je nas strom skutecné lepsSi nez néjaky jiny?
Je vubec vhodné vysvétlovat pribuzenské vztahy mezi mymi OTU pomoci stromu?

Kazda data poskytnou strom, ale mohou obsahovat i zavadéjici signal (saturace,
nedostatek informaci v datech, artefakty apod...)

1 ACCGAATGA &5
2 ACCGAGCAG 1\ /3
3 GTTAGGCAG

/ AN
4 GTTAGATGA [ 2 4




Co a jak muzeme testovat?

. Testy vychazejici z ptivodnich dat (tj. alignmentu)

. pro testovani vyuzivaji jak pavodni znaky, tak topologie stromu

. vypocet rozdild optimalnich skore (S) pro alternativni hypotézy
1’3 O SHn — SH._.

. , Sitewise” nebo také , Paired-sites” — vyuziva likelihood

. Porovnani Hi a Hz2 — tj. dvou protichdadnych hypotéz (topologii)
. Rozdily v testech — dle zpUsobu vypoctu rozlozeni statistiky o.
. KH test (Kishino-Hasegawa), SH test (Shimodaira-Hasegawa), AU test

Otlikelihood = lOg likelthoody, — loglikelithoody,.
. ILD test — zalozen na parsimonii

. Incongruence lenght test, téz ,Partitions homogeneity test”
. Ho — strom na zakladé kompletniho datasetu!

n
onp = Length. — E Length,.

. Testy porovnavajicici topologii stromu
. moznost porovnavat i jinak neporovnatelné datasety, napf. mol./morfol
. Tanglegramy, + rizné indexy na zakladé vzdalenosti — malo spolehlivé



Testy topologickych hypotéz

L1 LO
Oo=In L1-InLO

Je L1 signifikantné vyssi nez L0? Potfebujeme znat rozlozeni d....

Testovat muzeme napf. topologii stromu ziskanou pomoci molekularnich dat, vuci
topologii ziskané z dat morfologickych
Porovnavat stromy s constrains (napf. preferujeme nékteré vztahy apriori) va€i
stromim bez apriornich preferenci



Testy topologickych hypotéz

Obecné se nejprve urCi rozdil vérohodnosti mezi dvéma topologiemi.
0=In L1-InLO
Rozlozeni d statistiky Ize urcit rizné -> nejvétsi rozdily mezi testy.

KH test (Kishino-Hasegawa test) - pocCita rozlozeni & analyticky (Mozné vypocitat
pomoci PAUP, Treepuzzle, prip. PHYLIP).

SH test (Shimodaira-Hasegawa) — obdoba KH, je jednostranny a tedy silné;si.

AU TEST (approximately unbiased test)

. V souc€asnosti nejuznavanéjSim testem

. obsazeny v programu Consel.

. Tento test pouziva ,resampling” metody (podobné bootstrapingu).

. Pro testované topologie se vypoctou ,likelihoody” pro jednotlivé pozice
alignmentu. (navod viz http://web.natur.cuni.cz/~vlada/moltax/blok6.htm)



Testy topoloqgickych hypotéz - priklad

i matk_MP_cons.tre

0 1 Y

Bl <J<zm W ak

~lol x|

Z356 FCM 070 Alpinia cf aquatica

Z69 FCM 269 Alpinia aff melichroa

751 FCM 260 Amormum biflorum

Z5T1 FCM 628 Alpinia ll monopledra

Z340 FCM 524 Geostachys densiflora

Z22 FCM 182 Afrarmomurm chrysanthum
236 FCM 394 Aframomum alboviolaceum
7253 FCM 407 Renealmia battenbergiana
783 FCM 293 Elettaria cardamomum
Z550 FCM 788 Alpinia rafflesiana

Z242 Pleuranthodium sp

Z24% Pleuranthodium trichocalys

Z13FCM 170 Riedelia aff corallina
Z3FCh 191 Ridelia aff arfakensis

Z19 ko FCM 197 Burbidgea sp nov

Z290 FCM 514 Burbidgea stenantha

Z264 FCM 357 Siliquamamurm orgodoxum
2278 FCM 515 Siliqguamaomum oredaoxum
ZA0 FCM 254 Siliquamomum sp noy

Z430 JLS 1560 Siliguamomum

Z305 FCM 441 Siliquamamum tonkinensis
ZT0FCM 025 Siamanthus siliquosus

2125 FCM 283 Newnania othostachys
Z330 ko FCM 416 Newmania serpens
7436 JLS 1574 Newmania sp

Z437 LS 1581 MNewmania sp nov

Z460 JLS 1646 Newmania sp

Z25 FCM 199 Scaphochlamys kunstler var speciosa
Z5 FCM 198 Scaphochlamys kunstleri var rubra
Z118 FCM 301 Boesenbergia curtisii

Z20 FCM 188 Boesenbergia aurantiaca
7341 FCM 525 Camptandra ovata

Z346 FCM 530 Camptandra latifolia

Z212 FCM 469 Hedychium ellipticum

785 FCM 278 Hedychium hasselt

FCh 102 Globba marantina

7347 W4 Globba patens

Z161 FCM 351 Caulokaempferia appendiculata
Z263 FCM 363 Siphonochilus decorus
7499 FCh 032 Tamijia

Kishino-Hasegawa test:

EH test using normal approximation, two-toiled test
kH-test
Tresa -ln L Oiff -1ln L F
1 g9, 256955 (bestl
2 12889, 93159 2181, 65215 B, BaEt

* P < B.ES

Processing of file "0z wprogramy\PAUPSmatk_commands_KH. nex”

Z51 FCM 2680 Amomum biflorum

2341 FCM 525 Camptandra ovata

Z125 FCMW 283 MNewnania othostachys
Z330 ko FCM 416 Newmania serpens
Z340 FCMW 524 Geostachys densiflora
ZAFCMW 191 Ridelia aff arfakensis

2253 FCMW 407 Renealmia battenbergiana
FA99 FCMW 032 Tamijia

Z356 FCM 070 Alpinia cf aquatica

Z346 FCMW 530 Camptandra latifolia

Z1671 FCM 351 Caulokaempferia appendiculata
2264 FCMW 357 Siliquamomum areodoxum
236 FCMW 394 Aframomum alboviolaceum
2263 FCMW 363 Siphonochilus decorus
Z436 LS 1574 Newmania sp

Z5 FCM 198 Scaphochlamys kunstler var rubra
Z430 JLS 1560 Siliguamomum

Z65 FCM 278 Hadychium hasselti

Z20 FCM 188 Boesenbergia aurantiaca
Z24% Pleuranthodium trichocako

Z460 JLS 1646 Newmania sp

Z212 FCM 469 Hedychium ellipticum

Z290 FCM 514 Burbidgea stenantha

Z550 FCMW 788 Alpinia rafflesiana

Z437 JLS 1581 Newmania sp nov

Z278 FCMW 515 Siliquamomum oredaoxum
7342 M4 Globba patens

Z118 FCM 301 Boesenbergia curtisii

Z242 Pleuranthodium sp

ZT0FCM 025 Siamanthus siliquosus

Z13 FCM 170 Riedelia aff corallina

ZB9 FCM 269 Alpinia aff melichroa

2305 FCMW 441 Siliquamomum tonkinensis
Z40 FCM 254 Siliquamomum sp nov

Z22 FCM 182 Aframomum chrysanthum
225 FCM 199 Scaphochlamys kunstleri var speciosa
Z5T1TFCM B28 Alpinia ll monopleura

219 ko FCM 197 Burbidgea sp noy

F88 FCM 293 Elsttaria cardamaomum

FCM 102 Globba marantina

completed.



Testy homogenity datasetu — ILD test

. Kdyz chceme védet zda:

1) DopomuZze spojeni datasetu ke zvySeni presnosti fylogenetické analyzy?
2) Prodélaly jednotlivé partition rizné evolucni procesy, nebo se vyvijely jinak rychle?
3) Prodélaly jednotlivé partition riznou evolucni historii (hybridizace, genova duplikace...)?

Udava miru kongruence mezi znaky v ramci datasetu — na zakladé parsimonie

. Porovnava situaci, kdy vSechny partition musi odpovidat jednomu stromu (HO), a
situaci, kdy kazda partition midze mit vlastni strom (H1)

onp = Length. — Z Length..
=1

. Silna neshoda mezi partitions —> LenghtC - daleko vétSi pocet krokl ve stromu nez je
soucCet délek stromu z jednotlivych partition

. Problém s HO — muze byt nerealna
. + spoustu dalSich nevyhod, ale mUze byt dobry startovaci test, kdyz tuSime problém v
datech



ILD Test — prikladovy dataset

Test pracuje na datasetu, ktery je rozdélen na dvé Ci vice partition

Begin sets;

charset CHS_exon = 1-959;

charset matk = 960-3872;

éharpartitiun Oenes = CHS_ex0on:CHS_exon, matk:imatk;
End;

Beqin PAUP;
hompart partition=genss nreps=500 / start=stepwise addseq=random nreps=10 savereps=no randomize=addseq rstatus=no
hold=1 swap=thr multrees=yes;

erd 1P

P hodnota < 0.05 - inkongruence mezi partitions

500 partition-homogeneity test replicates completed

Mote: Effectiveness of search may have been diminished due to tree-buffer
overt]ow,

Time used = 10:4%:10.3

1esults of partition-homogeneity test:

sum of Mumber of
tree Tengths replicates
1226% 1
1228 4
1229 il
1230 13
1221 28
1232 47
1233 G0
1234 BA
1235 &4
1236 =
1237 7l
1238 28
1235 5
1240

1
¥ = sum of Tengths for original partition

P walue = 1 - (49975007 = 0.002000



Testy porovnavajici pouze topologie

. Mira kongruence stroml — odvozena pouze z pattern vétveni stromu
. Néekdy jso brany v uvahu i délky vétvi

. Nebere v uvahu puvodni data (nebo napr. podpory jednotlivych vétvil)
. Mohou ale slouzit jako prakticky pomocnik!

. KdyZ chceme VIDET rozsah inkongruence — zobrazeni pomoci tanglegramti

fadA rpoB
£ —3ht—
—J
i o
P _I_ B :I_
C
- D _|_
g
F
G l

Fig. 2. Problems with tanglegrams. Shown is a tanglegram between two
incongruent tree topologies. Note that the lines connecting corresponding
terminals do not cross.



Vizualizace inkongruence stromu pomoci tangleqgramu

H5_matK_NJ-tanglegran [3] - Dendroscope (ver: .. =lax

le Edit Select Options Algorithms Layout View Window

2 ed 8 SN0 ¢ e R0 S FEHN Q EE<SHTBRD £4£ =

[MIPAUP_matK

I263_FCM_363_Siphonochilus_decorus

Z499_FCM_032_Tamija

I51_FCM_260_Amomum_biflorum
E IB9_FChM_269_Alpinis_aff_melichroa
I356_FCM_D70_Alpinia_cf_agustica

,— I5T1_FCM_B28_Alpinis_Il_monopleurs

I88_FCM_293_Flettaria_cardamomum
I253_FCM_407_Renealmia_bsttenbergians
I236_FCh_394_Aframomum_slboviolaceum
I22_FCM_182_Aframomum_chrysarthum
[ I340_FCh_324_Geostachys_densiflora

I I550_FCM_T88_Alpinia_rafflesiana

I70_FCM_025_Siamanthus _siliquosus
4|  Z305_FCM_341 _Siliguamomum_tonkinensis
I278_FChM_515_Siliguamomutn_oredoxurm

264 _FCh_357_Siliquamomurm_orendorim
T430_JL5_1560_Siliguamarmum
I40_FCM_254 _Siliuamomum_sp_noy

{ I19_ko_FCh_197_Burbidgea_sp_nov
I290_FCh_514_Burbidgea_stenanthe

Z245_Pleuranthodium_trichocalyx
I242_Pleurarthodium_sp
I3_FCM_191_Ridelia_aff_arfakensis
I13_FCM_170_Riedelia_atf_coralling
I25_FCM_199_Scaphochlamys_kunstleri_var_speciosa
I5 FCM_1958_Scaphochlamys_kunstieri_var_rubra
I20_FCM_188_Boesenbergia_surantizcs
Z118_FCM_301_Boesenberdia_curtisi
T460_JLS_1646_hMewmania_sp

I436_JLS 1374 _Mewmania_sp

I437_JLS_ 1581 _Mevemania_sp_nov
I125_FChM_283_ Meswnania_othostachys
I330_ko_FCM_816_Newmanis_serpens
I3 _FM_525_Camptandra_ovata
L346_FCM_530_Camptandra_latitolia
TBS_FCM_278_Hedychium_hassefi
I212_FCh_469_Hedychium_elipticum
— I342_M4_Globba_patens

L FCM_102_clobha_marantina

I161_FCM_351_Caulokaempferia_appendiculata

—+
[2IPALP_CHS

Z263_FCW_363_Siphonochilus _decorus

Z4989_FCh_032_Tamijia

ZIT0_FCM_025_Siamanthus_siliguosus
751 _FCM_260_Amomum_kiflorum

]
IB9_FCM_269_Alpinia_sff_melichros :|_|
E336_FCh_070_Alpinia_cf_aguatica

I305_FCh_d41_Siliguamomun_tonkinensis

I276_FCM_515_Siliquamomum _oredoxum
264 FCM_357 _Siliguamomum_oreodoxum
Z430_JLES_1560_Siliquamomurm
F45_FCM_254_Siliguamotmum_spn_now
I57T1_FChW_B28_Alpinia_lll_monopleurs
Z88_FCM_293_Flettaria_cardamomum
I253_FCM_407_Renealmia_bsttenbergianz
T236_FCM_394_Aframomurm_slboviolaceum
F22_FCMW_182_Aframaomum_chrysanthum

F340_FCW_524_Geostachys_densiflors
7550_FCM_FE5_Alpinia_rafflesians
19 _ko_FCM_197_Burbidges_sp_nowv

Z290_FCh_3514_Burhidgea_stenantha
2245 _Pleuranthodium_trichocaly:

242 _Pleuwranthodium_sp

I3FCW191 Ridelasff_arfakensis —— |
I13_FCM_170_Riedelia_aff_corsling

Z341_FCM_525_Camptandra_ovata

T346_FCM_530_Camptandra_latifolia
5_FCM_199_Zcaphochlamys_kunstleri_var_speciosa ———

T FCh_198_Scaphochlamys_kunstleri_var_rubra

I20_FCM_188_Boesenbergia_surantizcs
T118_FCh_301 _Boesenbergia_curtisi 1

F460_JLS_1646_MNewmanis_sp

436 _JLS_1574_Mewmanis_sp

F437_JLS_ 1581 _Mevwmaniz_sp_nov
E125_FCM_283_Mewnania_othostachys
Z330_ko_FCM_416_Newmania_serpens

ZBS_FCM_278_Hedychium_hasselti
T212_FCh_463_Hedychium_elipticum

F1B1 _FCM_351 _Caulokaempietia_sppendiculsta
Z342_M4_Globba_patens ———

FCM_102_Globba_maranting ——

V programu Dendroscope otevieme nexus soubor
obsahujici porovnavané stromy
Algorithms - Tenglegrams




. New

G.G))s

Vizualizace stromu

ick (Phylip)

(A,B,(C,D));
(A:0.1,B:0.2,(C:0.3,D:0.4):0.5); distances and leaf names

#NEXUS

BEGIM TREES;
TRANSLATE

Nexus

Z118_FCM_301_goesenbergia_curtisii,
Z125_FCM_283_Newnania_othostachys,
Z330_ko_FcM_416_Hewmania_serpens,
ZA36_ILS_1574_Newmania_sp
Z437_ILS_1581_Newmania_sp_nov,
Z460_ILS_1646_Newmania_sp
Z13_FCM_170_riedelia_aff_corallina,

Z498_FCM_032_Tamijia,
Z263_FCM_363_siphonochilus_decorus,
FCM_102_zlobha_marantina,
Z342_m4_clobba_patens,
z161_FcM_351_cCaulokaempferia_appendiculata,
z212_FCM_469_Hedychum_ e111€t1cum,
Z65_FCM_278_Hedychium_hasseltd,
Z20_FCM_188_Boesenhergia_aurantiaca

REE % strict=
(34,(33,(((28,(26?;%,(?,8,(9,10),(11,12)),(17,(16,(15,(13,14)))),((20,(18,19),(21,22)),(23,(24,25))))),(29,30)),(31,32

J,(35,36), ((37,(38

3977, ((2,3,4,5,6), (1,40030200;

TREE MajRule=
(7,8, (9,100, (11,1237, (26, (17, (16, (15, (13,14)232), ({20, (18,190, (21,22)), (23, (24, 252220, (29,3002, (35,

(34,33, (L(28, (27,
367, ((31,32), ((37,
ENDBLOCK;

(38,3900, ((2,3,4,5,6),(1,400)30000;

Ruzné formaty stromu (spiSe nez na metodé zalezi na pouzitém programu)

no nodes are named
leaf nodes are named

[CCCCCCCCC=z264_FcM_357_5111quamomum_oreodoxum:1. 0, Z278_FCM_515_5111quamomum_oredoxum:1.0):1.0, (240 FCM_254_5717gua
_sp_now:l.0,z430_I0L5_1560_siT1igquamomum:1.0):1.0, 2305 _FcM_441_si1diquamomum_tonkinensis:2.00:1.0, ({Z356_FcM_070_al¢
cf _aguatica:l.0,Z69_FCM_269_alpinia_ aff_me11chr0a 1.0):1.0,251_FcM_260_amomum_biflorum:2. 03 :1. 0) 2.0, ((z19_ko_Fcw
Burbidgea_sp_nov:l.0,2290_FCM_514_Burbidgea_stenantha:l.0):1.0,(2242_P1euranthodium_sp:l.0,2245_P1euranth0dium_tr
alyx:1.00:1.0,z13_Fcom_170_riedelia_aff_corallina:z.0,z3_FCm_191_ridelia_aff_arfakensis:2.0):3.0, ((((Z22_FCM_152_a
mum_chrysanthum:1.0,z236_FcM_394_aframomum_alboviolaceum:1.0):1.0,2253_FCM_407_Rrenealmia_battenbergiana:2.0):1.0,
CM_295_Elettaria_cardamomum:3.00:1.0,2571_FCM_625_alpinia_III_monopleura:4.0):1.0,2340_FCM_524_Geostachys_densifl
L 0,2550_Fcm_788_Alpinia_rafflesiana:5.0):1.0,270_FcM_025_siamanthus_siliguosus:6.00:1. 0, (Z341_FCM_525_Camptandra_
11.0,2346_FCM_530_camptandra_latifolia:l.0):6.00:1.0, ({(z125_FCM_283_newnania_othostachys:1.0,Z330_ko_FCM_416_New
_serpens:l.0,Z436_3JL5 1574 _Newmania_sp:l.0,Z437_30L5_1581_Mewnmania_sp_nov:l. 0, Z460_1LS_1646_Newmania_sp:1.00:1.0,(
FCM_301_Boesenbergia_curtisii:l.0,z20_FCM_188_Boesenbergia_aurantiaca:l.03:1.0):1.0,((z212_FcM_469_Hedychium_e111
m:1l.0,z65_FCM_278_Hedychium_hasselti:1.0):1.0,2161_FCM_351_caulokaempferia_appendiculata:2.00:1.00:5.0, (Z25_FCm_1
aphuchWamys kunstleri_var_speciosa:l.0,z5 FCM_198 scaphochlamys_kunstleri_var_rubra:l.00:7. 0, (FCM_102 G1Ubba_mara
11.0,2342_m4_slobba_patens:1.0):7.00:1.0,Z495_FCM_032 Tam1%1a 9.0):1.0,2263_FCM_363 S1ph0n0ch11us decorus:10.00; €
(((2264 FCM_357_511iguamomum_oreodoxum:1. 0,22758_FCM_515_57 11 guamomum_ Dreduxum 1.00:1.0, (Z40_FCM_254_51 11 quamomum_
v:l.0,2430_JLS_1560_Si1iquamomum:l.0):1.0,2305_FCM_441_Si1iquam0mum_t0nkinensis:2.0):1.0,((zESG_FCM_O?O_A1pinia_c
atica:l.0,z69_FCM_269_alpinia_aff_melichroa:l.0):1.0,z51_FCM_2&60_smomum_biflorum:2.0):1.03:3.0, ((Z12_ko_FCM_197_E
gea_sp_nov:l, 0,Z2290_FCM_514_Burbidgea_stenantha:l.0):1.0, (z242_pleuranthodium_sp:l.0,2245_Pleuranthodium_trichoca
L0):1.0,213_FCmM_170_Riedelia_aff_corallina:2.0,23_FCM_191_ridelia_aff_arfakensis:2.00:4.0, ((({(z22_FCM_182_aframc
hrysanthum:1, 0, Z236_FCM_394_aframomum_alboviolaceum:1.0):1.0,2253_FcM_407_Renealmia_battenbergiana:2.0):1.0,2Z88_F
3_Elettaria_cardamomum:3.0):1.0,2571_FCM_628_alpinia_III_monopleura:4.00:1.0,2340_FCM_524_Geostachys_densiflora:s
L 0,2550_Fcm_788_Alpinia_rafflesiana:6.0):1.0,270_FcM_025_siamanthus_siliguosus:7.00:1. 0, (Z341_Fcm_525_camptandra_
11.0,2346_FCM_530_camptandra_latifolia:l.0):7.00:1.0, ({((z125_FCM_283_newnania_othostachys:1.0,Z330_ko_FCM_416_Ne
a_serpens:l.0,Z436_JL5_1574_Newmania_sp:1.0,2437_ILS_1581_Newmania_sp_nov:l.0,Z460_JL5_1646_Newmania_sp:1l.03:1.0,
_FCM_301_Boesenbergia_curtisii:l.0,z20_FCM_185_Boesenbergia_aurantiaca:l.0):1.0):1.0,((Z212_FCM_469_Hedychium_gl]1
um:l.0,Z65_FCM_278_Hedychium_hasselti:l.0):1.0,2161_FcM_351_caulokaempferia_appendiculata:2.0):1.00:1.0, (Z25_FCM_
caphuch1amys kunstleri_wvar_speciosa:l.0,z5 FCM_198 scaphochlamys_kunstleri_var_rubra:l.03:3.0):5.0, (FCM_lOZ Globk
antwna 1.0,2342_m4_Globba_patens:1.00:8,0):1.0,2409_FCM_032_Tamijia:10.0):1,0,2263_FCM_363 S1ph0n0ch11us decorus:



Vizualizace stromu

Vysledné stromy z analyz NJ, MP, ML nebo Bayesovské analyzy (resp. z programu
pro tyto analyzy pouzivanych) — nejcastéji ve formatu NEXUS

Programy pro praci se stromy — zobrazuji i dopliaujici informace

. delky vétvi

. Boostrap hodnoty

. PP hodnoty

Editace stromu

. Barveni vétvi

. Rotace vétvi

. Zakorenéni stromu




Praktické cviceni — konstrukce stromu

Na zakladé jednoho alignmentu vytvorte fylogenetické stromy pomoci dvou (nebo i
vice) metod pro rekonstrukci fylogeneze (napf. MP, ML, MrBayes)

. vstupni soubor - alignment ve formatu nexus (vlastni data nebo pfikladove
datasety - Micrasterias.nex, CHS Exon.nex, nebo matK.nex)

. Pro analyzu MP pouZzijte napi. PAUP
. Pro analyzu ML pouZzijte napr. Garli
. Pro Bayesovskou analyzu pouzijte napr. MrBayes

. Spusténi analyz konzultujte s navodem...
Po skoncCeni analyz porovnejte vysledné stromy

. identifikujte rozdily v topologiich (pouzijte napf. Dendroscope)
. Porovnejte ziskané podpory pro jednotlivé clady

Jak budete interpretovat hodnoty PP < 0.95 ziskané z analyzy pomoci MrBayes?
Jak budete interpretovat hodnoty bootstrapu kolem 70% ?



Praktické cviceni — porovnani topologqii z rdznych metod

. Otestujte topologie dvou stromu ziskanych napf. z analyzy MP a MrBayes pomoci
nékterého z testu vyuzivajicich ML (napf. KH test, tj. Kishino-Hasegawa test :)

. Vlozte porovnavané stromy (vysledneé stromy z MP analyzy [napf. strict
consensus tree] a Bayesovské analyzy) do jednoho souboru. Zachovejte
format nexus.

. Upravte nexus soubor s alignmentem pro vypocCet KH testu v programu PAUP
pfidanim bloku pfikazu (viz navod) a ulozte do stejné slozky, kde mate ulozen

. Vlozte soubor s porovnavanymi daty a alignment s prikazy do slozky, kde mate
PAUP executable soubor (tj. ,win-paup4bl10.exe*)

. Spustte PAUP a nactéte alignment s pfikazy

. O ¢em vypovida vysledna p-hodnota?

Pokud nemate sva data, nebo nedobehly vSechny potfebné analyzy, pouzijte jako vstupni
soubory “matK_commands_KH.nex “ a soubor se stromy “matk.tre”



Prakticke cviceni — inkonqgruence v ramci datasetu

Otestujte alignment obsahujici data z riznych markerut/lokust pomoci ILD testu a
zjistéte, zda vSechny markery navrhuji stejnou fylogenezi, €i navrhuji—li signifikantné
odliSné topologii stromu

. vstupni soubor - konkatenovany alignment rozdéleny na dvé a vice partitions v
nexus formatu (vlastni data, pfip. Micrasterias.nex nebo
CHS_matK_concatenated.nex)

. Ke vstupnimu souboru pFipojte prikazy pro ILD test a spustte v programu
PAUP (viz navod)

Jaky postup zvolite, pokud vyjde test nesignifikantné (tj. P>0.005)

Jaky postup zvolite, pokud vyjde test signifikantné (P<0.005)?

Vypoctéte stromy na zakladé jednotlivych partition a topologie porovnejte pomoci
tanglegramda, nebo jen pouhym okem

. Pro vypocet stromu zvolte libovolnou metodu (napf. MP v PAUP)

Odstrarite z konkatenovaného datasetu jedince, ktefi zjevné generuji inkongruenci
strumu a opakujte ILD test na redukovaném datasetu



AU test

Vypocéteme
,site likelihoods*

Provedeme permutaci
,Site likelihoods*
a vypocéteme celkovy

Likelihood L1= L*L,* L* L AL~ L,

Spoéitame &

Opakujeme mnohokrat

Testy topologickych hypotéz

A
B
C

Ly, Lo Lg Ly ls Ly Ly Ly Lg Ly Lg Lg

6=InL1-InLO

Procento pripadt, kdy & <0 je hodnota p
s jakou muzeme HO zavrhnout

L,L,Lal, Ll
catcga

ccgggt
gcggga

LO= L *L,* Lg* Lo*L,* L



Partitions homogeneity test (Incongruence lenght difference - ILD)
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