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1. Uvod

Filogenija ili filogeneza je podrucje istrazivanja koje se bavi pronalaskom
bioloSkih veza izmedu vrsta na temelju njihovih osobina i karakteristika. Glavna je
pretpostavka ove grane biologije medusobno srodstvo promatranih vrsta kako bi se
na temelju DNK-a ili sekvence proteina odredilo njihovo srodstvo.
SredisSnji je pojam filogenije filogenetsko stablo, pomocCu kojega se najceSce
prikazuju evolucijski odnosi medu organizmima. Listovi filogenetskog stabla
oznaCavaju organizme Kkoji mogu biti pripadnici neke taksonomske jedinice,

odnosno taksona: vrste, populacije itd.

Razlikujemo dva osnovna tipa filogenetskog stabla: ukorijenjeno i neukorijenjeno

stablo.

a) b)

Slika 1.1 a) ukorijenjeno stablo i b) neukorijenjeno stablo

Ukorijenjeno stablo odreduje odnos izmedu pretka i potomka, odnosno odreduje
smjer evolucijskog procesa (Slika 1.1a).

Neukorijenjeno stablo prikazuje relativne udaljenosti izmedu taksonomskih jedinica,



ali nema ureden odnos izmedu pretka i potomka, odnosno ne uzima u obzir

pretpostavljeni tok vremena (Slika 1.1b).

Za razumijevanje tijeka evolucije i otkrivanja povezanosti izmedu taksonomskih
jedinica potrebno je rekonstruirati filogenetsko stablo. Ta se rekonstrukcija danas
vrlo Cesto obavlja raCunalom pomocu niza algoritama koji uvijek balansiraju toc¢nost

i brzinu izvodenja.



2. Pregled metoda za rekonstrukciju filogenetskih
stabala

Metode za rekonstrukciju filogenetskih stabala se mogu podijeliti u dvije glavne

skupine:

1. Metode temeljene na obiljeZjima taksona

2. Metode temeljene na udaljenostima izmedu taksona

Metode temeljne na obiljezjima taksona se oslanjaju na poravnavanje viSe sekvenci
odjednom (eng. multiple sequence alignment). Svaka poravnhata pozicija nosi
evolucijsku informaciju o organizmima, koja se koristi za izgradnju filogenetskog
stabla. Stablo izgradeno na ovakav nacin se naziva kladogram. Metode koje
spadaju u ovu skupinu su: metoda najmanjeg broja evolucijskih promjena i metoda
najvece izglednosti.

Metode temeljene na udaljenostima izmedu taksona koriste matricu udaljenosti
na temelju koje odreduju izgled filogenetskog stabla. Matrica udaljenosti se odreduje
racunajuci udaljenosti izmedu DNK-sekvenci ili proteina. Svaka razlika u sljedovima
DNK ili proteina povecava udaljenost, dok sli€nost smanjuje ukupnu udaljenost.
Udaljenost se racuna pod pretpostavkom da su srodnosti i sli€nosti organizama u
korespondenciji, odnosno da su evolucijske udaljenosti i razlike medu organizmima
ekvivalentne. Metode koje spadaju u ovu skupinu su: UPGMA i metoda udruzivanja

susjeda.

Metode temeljene na obiljezjima taksona su sporije i memorijski zahtjevnije od
metoda temeljenih na udaljenostima medu taksonima, ali daju bolje i kvalitetnije
rezultate kod rekonstrukcije filogenetskih stabala, i za DNK slijedove i za proteinske
slijedove ([2], [3]). Metode temeljene na udaljenostima su zbog svoje brzine
pogodne za analizu veéeg broja sekvenci Ciji organizmi nisu u velikoj srodnosti, no
sazimanjem evolucijskih podataka sadrzanih u sekvencama u jedan broj, na temelju

kojeg se radi rekonstrukcija, daje prostora pogreskama ([2], [3]).



Nazalost, niti jedna od ovih metoda ne garantira da c¢e rekonstruirano
filogenetsko stablo uistinu prikazati prave evolucijske odnose medu danim
sekvencama, ali pametnim biranjem metoda mozZemo dobiti najtocniji rezultat (Slika
2.1).

Sekvence za rekonstrukeiju filogenetskog stabla

U

Poravnavanje sekvenci
Relativna sliénost Visoka sliénost
sekvenci sekvenci

v &

Metode temeljene na
udaljenostima taksona ili metoda
najvece izglednosti

Metoda najmanjeg broja
evolucijskih promjena

Slika 2.1 — odabir pogodnih metoda za rekonstrukciju
filogenetskog stabla

U daljnjim poglavljima ¢emo se orijentirati na metodu udruZivanja susjeda kao

jednu od metoda rekonstrukcije filogenetskih stabala.



3. Metoda udruzivanja susjeda

Kao $to je prije navedeno, metoda udruZivanja susjeda spada u skupinu metoda
temeljenin na udaljenostima taksona, odnosno ova metoda rekonstruira
filogenetsko stablo pomocéu matrice udaljenosti. Osim $to odreduje topologiju
filogenetskog stabla, ova metoda odreduje i duljinu grana filogenetskog stabla,
odnosno udaljenosti izmedu svakog Cvora stabla. Grana filogenetskog stabla
predstavlja evolucijsku udaljenost izmedu bioloskih sljedova iz kojih se radi
rekonstrukcija filogenetskog stabla.

U idu¢im ¢emo poglavljima opisati metodu udruzivanja susjeda, dati njezin

pseudokod i pokazati rad algoritma na jednom primjeru.

Slika 3.1.1: Zvjezdoliko stablo

3.1 Opis metode

Cijeli se postupak metode udruzivanja susjeda temelji na obnavljanju topologije
stabla spajanjem dvaju taksona u svakom koraku tako da zbroj grana stabla u tom
koraku bude minimalan. Kako je prije spomenuto, za spajanje taksona ova metoda
koristi matricu udaljenosti koja sadrzi sve udaljenosti izmedu taksona. Udaljenost

izmedu taksona i i j éemo oznadavati oznakom Dij, §to je ujedno i ij-ti element



matrice udaljenosti. Kako bi udaljenost Diimogli proglasiti mjerom udaljenosti

izmedu taksona, za funkciju D: N x N — R moraju vrijediti sljedeci izrazi (1.1):

Djj >0:
Dij = 0 ako i samo ako i= j;

Dij = Dii (simetri¢nost); (1.1)

»p W dpRE

Dij+ Dik = Di (nejednakost trokuta);

za svaki |, |, k, definirano na skupu taksona N.

Metoda na pocetku uzima svih n poravnatih taksona sa izraCunatom matricom
udaljenosti i od njih stvara zvjezdoliko stablo (Slika 3.1.1).

Kako bi dosli do sume zvjezdolikog stabla, uvest cemo oznaku Dio koja
predstavlja duljinu grane od taksona i do ¢vora D. Vidljivo je sa slike 3.1.1 da
ukupnu sumu grana stabla mozemo izraziti kao sumu svih duljina izmedu taksona

i Svora D:

So = iDiD (1.2)

Medutim, duljine izmedu taksona i srediSnjeg ¢vora D nisu poznate, no ono s ¢ime

raspolazemo je matrica udaljenosti i duljine Dj.
Kada raspiSemo udaljenosti Dijizmedu taksona i i j dobijemo sljedeci izraz:

Dij = Dio+ Dpj (1.3)
Sto prema svojstvu 3 za mjeru udaljenosti (izraz 1.1) moZemo zapisati kao:

Dii = Dio+ Djp (1.4)

Ako probamo raspisati sumu svih udaljenosti izmedu taksona dolazimo do izraza
(1.5):



N
Z Dij = Dis+..4+ Din+ D2s+..4+ Don+ ..+ Dn-2n-1+ Dn-2n+ D(n-1n  (1.5)

i<j

Kada svaki €lan izraza (1.5) zamjenimo izrazom (1.4) i grupiramo iste ¢lanove

dolazimo do formule:

N
Y Dij= (N=1)Dwo + (N —1)D2p +... + (N —1)D(n - o + (N —1) Dro (1.6)

i<]j

Ako izraz (1.6) podjelimo sa (n—1), moZzemo uociti da je desna strana jednaka

formuli za ra6unanje sume So . Tako kona¢no dobivamo izraz za sumu zvjezdolikog
stabla (slika 3.1.1):

N
1
So = EDi :—EDi' _
0 - D N _1 j 1.7)

i<j

Iduéi je korak nakon stvaranja zvjezdolikog stabla pronalazenje prva dva
taksona koja Ce Ciniti prvi par susjeda. Njih moZemo izabratina N(N —2)/2 nacina,
pri ¢emu je N broj taksona. No, mi ne Zelimo izabrati bilo koja dva taksona, ve¢
Zelimo, kako je prije reCeno, odabrati dva taksona Cijim ¢e spajanjem zbroj duljina

grana nastalog stabla biti minimalan.

2 8 1
3
D) E
4
S 4 14

Slika 3.1.2: I1zgled stabla nakon udruzivanja taksona 1i7
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Spajanjem dva taksona dodajemo novi ¢vor u stablo, Ciji izgled mozemo vidjeti
na slici 3.1.2., u slucaju da su takson 1 i takson 7 odabrani kao par.

Kako bi odredili to€an par taksona koje ¢emo spojiti novim ¢vorom, moramo za
svaki moguci par i i j odrediti sumu grana stabla koje ¢e nastati sparivanjem ta dva
taksona. Tako ¢emo zbroj grana u stablu sparivanjem taksona i i j oznaditis  Sij.

Izraz pomocu kojeg se racuna ukupan zbroj grana u stablu glasi:

N
Sij = Dxy + Dix+ Djx + Z Dy (1.8)

k=i k!=

Oznagimo udaljenost Dx iz izraza (1.8) kao udaljenost izmedu dva unutarnja

évora stabla, Dix i Dix kao udaljenosti taksona i odnosno j od &vora X s kojim su

N

spojeni, a Z Dw kao sumu svih udaljenosti izmedu taksona koji nisu odabrani za
ki=i ki=j

udruzivanje i ¢vora Y na kojeg su spojeni. Izraz (1.8) moZemo jo$ dodatno raspisati.
Naime, udaljenost izmedu dva unutradnja &vora Dxy moramo odrediti iz poznatih
podataka. ldeja je da zbrojimo sve udaljenosti koje sadrze duljinu izmedu ¢vorova

X 1Y te potom oduzmemo sve nebitne grane:

1 N . . ) — ,
Dy - m k!—%;_j (Dik+ D2k) = (N —2)(Dix + Dix) 2k!—i%—?ky:| .

Prvi izraz u zagradi izraza (1.9) je zbroj svih udaljenosti izmedu taksona i i j i ostalih
taksona. Ako bolje promotrimo, uvidjet cemo da sve te udaljenosti sadrZzavaju duljinu

Dy . Kako bi izbacili irelevantne duljine, oduzimamo (N —2)(Di+ D) od prvog

izraza jer smo upravo te dvije duljine prebrojali (N —2) puta — imamo dva taksona
koja uparujemo i raCunamo duljine prema ostalih N —2 taksona. Jo§ moramo
oduzeti od prvog izraza sve duljine grana od ¢vora Y do preostalih N —2 taksona.
Kako smo svaku tu granu prebrojali 2 puta, prvi put kod racunanja duljine od taksona

I, a drugi put kod raCunanja od taksona j, izraz koji moramo oduzeti je upravo

N
2 ZDky. Kako bi do kraja izraCunali izraz za sumu stabla, moramo raspisati izraz
k=i kl=j
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N
Z Dw preko poznatih vrijednosti iz matrice udaljenosti. Ako se posluzimo istom
ki=i k=

logikom kao u izrazima (1.5) i (1.6), pri raspisu ¢emo uvidjeti da se ovaj izraz moze

zapisati kao:
N
Z Dky = —_ Dmn (110)

odnosno suma svih taksona vezanih za Cvor Y je jednaka sumi svih njihovih
medusobnih udaljenosti podjeljenoj sa N —3. Kada izraze (1.9) i (1.10) uvrstimo u
izraz (1.8) dobit c¢emo konacnu formulu za izraCun sume stabla kada odaberemo

dva taksona za udruZivanje:

N 1 1
Sij = Dik + Dik) + —Dij + Dmn
= 2(N 2 k'ZJ( <+ Dy + 2D N3, Imz (1.11)

j,m<n

Izradunom sume Sij za svaki par taksona i i j i odredivanjem one minimalne, dobit
¢emo novi par taksona. Time se broj taksona s kojima provodimo algoritam
smanjuje za jedan, matricu udaljenosti moramo preradunati dodajuéi novi &vor (i, j)
te istovremeno moramo ukloniti udaljenosti od taksona i i j prema ostalim taksonima.
Udaljenost izmedu novonastalog &vora (i, j) i ostalih taksona raéunamo prema

izrazu:

D - ik = (Dik + Dik) / 2 (1.12)

dok ostale udaljenosti ostaju jednake.
Metoda udruzivanja susjeda, osim $to stvara toplogiju stabla, raCuna i duljine grana

tako da nakon udruzivanja dva para taksona, raCunamo duljinu grana izmedu

taksonaiijdo ¢vora X. Za to se koriste izrazi metode Fitch-Margoliash (Nei, 1987):

12



Dix=(Du+ ZkIZDk—N— ZDJk] (1.13)

ik! k=i k!

Y " 1 _ K
DJX—(DlJ-I-N_Zk!Z jk ——— ZDl] (114)

=i kl=j kl ikt

U slu€aju da se ra¢una duljina grane izmedu dva unutrasdnja ¢vora, na primjer da u

idu¢em koraku spojimo &vor (i, ) s nekim taksonom m u &vor (i — j,m), izraz za

radunanje udaljenosti izmedu (i, J) i (i— j,m) se pretvara u:

1 1
D(n—J)(I—J,m)=(D(I—J>m+N 2k|ZD(' KTN =2 ZD”‘kJ/Z Di/2 (1.15)

ikl=j kl=ik!=j

Postupak uparivanja taksona ili vorova stvorenih uparivanjem taksona se nastavlja
sve dok broj taksona ne padne na dva, odnosno, gore navedeni postupak se
ponavlja sve dok nam ne ostanu dva mogucéa taksona koja mozemo spoijiti. Tada
izraCunamo procjenjenu duljinu grane izmedu njih izrazom (1.15) i metoda

udruzivanjem susjeda tu zavr3ava.

3.2 Pseudokod metode udruzivanja susjeda

matrica_udaljenosti = uc¢itajQ;

taksoni = ucitajQ;

broj_taksona = takson1 velic¢ina(Q);

matrica_sumal[][] = O;

dok (broj_taksona > 2) {
za svaki par taksona (7,70 { o

matrica_sumal[i][j] = izracunaj_sumu_grana_stabla(i,j);

iMin, jMin=odredi_minimalnu_sumu(matrica_suma);
n = stvori_novi_c¢vor(iMin,jMin);

izracunaj_duljinu_grane(iMin, n);

13




izracunaj_duljinu_grane(jMin, n);
makni_iz_1liste_taksona(iMin);
makni_iz_1liste_taksona(jMin);
dodaj_u_Tlistu_taksona(n);
broj_taksona--;

matrica_udaljenosti = preracunaj_udaljenosti();

}

izracunaj_duljinu_grane(taksoni);

Nakon ucitavanja matrice udaljenosti i taksona slijedi izgradnja stabla. Dok broj
¢vorova, odnosno taksona, ne padne na 2, za svaka dva para taksona izraCunamo
sumu grana stabla prema izrazu (1.11). Svaku tu vrijednost spremimo u matricu
suma, gdje indeksi i i j oznaCavaju na koje ¢vorove se odnosi suma stabla. Kada se
sve sume izra€unaiju, trazi se ona najmanja i taksoni koji odreduju tu sumu. Oni su
predstavljeni varijablama iMin i jMin. Pomocu njih stvorimo novi ¢vor koji ¢e biti cvor-
roditelj tim taksonima te izraCunamo duljinu grana izmedu tog ¢vora i taksona. Ako
su iMin i jMin izvorni taksoni za izraun duljine koristimo izraz (1.13) ili izraz (1.14),
a ako je jedan od iMin i jMin stvoreni unutarnji ¢vor, koristimo izraz (1.15).
Novostvoreni ¢vor dodajemo u listu taksona i na njega gledamo kao na novi takson,
dok taksone iMin i jMin mi¢emo iz liste.

Kada vrijednost liste taksona padne na dva, izlazimo iz petlje i izraCunavamo
posljednju duljinu grane izmedu dva preostala ¢vora pomocu izraza (1.13), (1.14) ili

(1.15) ovisno o tome jesu li u listi ostali ukomponirani ¢vorovi ili orginalni taksoni.

3.3 Primjer rekonstrukcije filogenetskog stabla

U ovom odjeljku ¢emo rekonstruirati filogenetsko stablo metodom udruzivanja
susjeda, za N = 5 taksona. Promotrimo matricu udaljenosti danu u tablici 1.
Iz matrice udaljenosti danoj u tablici 1. raCunamo matricu suma prema izrazu (1.11).

Matrica suma je dana u tablici 2.
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Tablica 1: Matrica udaljenosti za N=5

taksoni 1 2 3 4 5
1 0 7 10 6 4
2 7 0 5 8 11
3 10 5 0 4 6
4 6 8 4 0 9
5 4 11 6 9 0

Tablica 2: Matrica suma za N =5

taksoni 1 2 3 4 5
1 - 17.17 19.67 17.33 15.83
2 17.17 - 16.50 17.67 18.67
3 19.67 16.50 - 16.67 17.17
4 17.33 17.67 16.67 - 18.33
5 15.83 18.67 17.17 18.33 -

Iz izraCunatog vidimo da se u prvom koraku trebaju spojiti taksoni 1 i 5 posto je u

njihovom sluc€aju ukupna suma grana stabla minimalna. Kada se ta dva taksona

spoje, preraCunava se matrica distanci i smanjuje se broj taksona za 1. Novu

matricu udaljenosti mozemo vidjeti u tablici 3.

Tablica 3: Matrica udaljenosti za N = 4

taksoni 2 3 4 (1,5)
2 - 5 8 9
3 5 - 4 5

4 8 4 - 7.5
(1,5) 9 8 7.5 -

15



Primjetimo kako su se promjenile udaljenosti jedino izmedu ¢vora (1,5) i ostalih
taksona. JoS nam je preostalo izraCunati duljinu grane izmedu taksona 1 i ¢vora
(1,5), kao i izmedu taksona 5 i ¢vora (1,5). Posto Ce oba taksona biti listovi stabla,
za njih koristimo izraze (1.13) i (1.14) te dobivamo Dia-5=1.5i Dsa-5=2.5.U
idu¢em koraku ponovno ra¢unamo matricu suma iz matrice udaljenosti, odredujemo
par koji cemo povezati, preraCunavamo matricu udaljenosti i na kraju raCunamo
duljinu grana. Matrica suma je dana u tablici 4, a preraCunata matrica udaljenosti u
tablici 5. Primjetimo kako je minimalna suma grana stabla jednaka za taksone 2i 3,
te taksone 4 i (1,5). U ovakvom slu€aju mozemo izabrati bilo koji od ta dva para, pa

izabiremo 2 i 3.

Tablica 4: Matrica suma za N =4

taksoni 2 3 4 (1,5)

2 - 13.50 14.38 13.63

3 13.50 - 13.63 14.38

4 14.38 13.63 - 13.50
(1,5) 13.63 14.38 13.50 i

Tablica 5: Matrica udaljenosti za N=3

taksoni (2,3) 4 (1,5)
(2,3) - 7.5 6
4 7.5 - 8.5
(1,5) 6 8.5 -

Za udaljenosti izmedu taksona 2 i ¢vora (2,3) i taksona 3 i ¢vora (2,3) ponovno

koristimo izraze (1.13) i (1.14) te dobivamo vrijednosti D2@z-3=3.75 i

Dsi2-3=1.25. U sljede¢em koraku ponovno ponavljamo prethodne postupke.

Matrica suma je dana u tablici 6, a matrica udaljenosti u tablici 7. Primjetimo

ponovno kako su sume svugdje jednake, pa mozemo birati bilo koji par taksona, a
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u ovom slu€aju biramo 4 i (1,5). Duljinu grane izmedu taksona 4 i ¢vora (4-1,5)
racunamo prema starom izrazu (1.13), medutim duljinu grane izmedu taksona (1,5)
i ¢vora (4-1,5) raCunamo prema izrazu (1.15), posto je takson (1,5) unutrasnji ¢vor
stabla, a ne list stabla. Udaljenosti koje dobijemo su sljedeée: Dau-15 =2.5i
Dwsys -15 = 3.

Tablica 6: Matrica sumaza N=3

taksoni (2,3) 4 (1,5)
(2,3) - 11 11
4 11 - 11
(1,5) 11 11 -

Tablica 7: Matrica udaljenosti za N = 2

taksoni (2,3) (4-1,5)
(2,3) - 7.25
(4-1,5) 7.25 -

Broj taksona je pao na N = 2, te se rekonstrukcija stabla zaustavlja. Jo$ je potrebno
izraCunati udaljenost izmedu &vorova (2,3) i (4-1,5) pomocu formule (1.15).
Udaljenost koju dobijemo je: De.syxs-15 =1.125. Potpuni postupak rekonstrukcije

filogenetskog stabla moZzemo vidjeti na Slici 3.3.1.

Slika 3.3.1: Rekonstrukcija filogenetskog stabla
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4. Implementacija

U nastavku je opisana implementacija metode udruzivanja susjeda prema algoritmu
iz poglavlja 3.2.. Opis implementacije se sastoji od rada algoritma, dijagrama
razreda, opisa metoda i vremenskog i memorijskog zauzeca

Cijela metoda je napisana u C++ prema C++11 standardu. Implementacija je
napravljena po objektno-orijentiranoj paradigmi i izvodena na Intel CORE i5 vPro
procesoru. Osim same implementacije, program nudi i poravnavanje zadanih
sekvenci u sluCaju da iste nisu poravnate. Poravnavanje sekvenci je nuzno za
odredivanje matrice udaljenosti. Za poravnate bioloSke sljedove Koristi se
Levenshteinova udaljenost pri odredivanju matrice udaljenosti. Levenshteinova
udaljenost zadovoljava uvjete iz izraza (1.1), stoga se moze koristiti kao mjera

udaljenosti (vidjeti Dodatak B za pojasnjenje racunanja udaljenosti).

4.1 Algoritam implementacije metode udruzivanja susjeda

1. Ulaz u program je jedna FASTA datoteka (vidjeti Dodatak A za
pojasnjenje formata).

2. Zadana FASTA datoteka se parsira kako bi se dobile sekvence za obradu.

3. Odreduje se matrica udaljenosti pomoc¢u Levenshteinove mjere. U slu€aju
da bioloski sljedovi u FASTA datoteci nisu poravnati, prije samog
racunanja matrice udaljenosti sljedovi se poravnavaju uz pomo¢ Smith-
Waterman algoritma (vidjeti Dodatak B za opis algoritma).

4. Provodi se metoda udruZivanja susjeda.

5. lzlaz iz programa je datoteka u NEWICK formatu (vidjeti Dodatak A za
pojasnjenje formata).

6. Pseudokod programa za rekonstrukciju filogenetskog stabla metodom

udruzivanja susjeda je sljedeci:
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file, zastavica = parsiraj_ulazne_podatke();
fatsa_file = ucditaj_FASTA _file(Q);
ako (!fasta_file) {
dojavi_gresku(Q);
prekini_izvodenje();
}

sekvence = parsiraj(fasta_file);

ako (zastavica) {
poravnaj_sekvence_i_odredi_matricu_udaljenosti();

} inace {
odredi_matricu_udaljenosti();

}

rekonstrukcija_stabla_NIM ();

stvori_nwk_file();

izlaz();

4.2 Dijagram razreda i opis metoda

Na iducoj strani, na slici 4.2.1 je dan UML dijagram razreda.

Kao $to je re€eno u poglavlju 4.1, funkcija main ucitava jednu datoteku FASTA
formata i poziva konstruktor klase ParseFasta, koji poziva metodu
parse_fasta(string fasta). Metoda parse_fasta(string fasta) provjerava valjanost
dane FASTA datoteke i zavr§ava program ukoliko se datoteka ne moze otvoriti.
Ako je datoteka ispravna, parse_fasta mijenja vrijednosti varijabli keys i values. U
varijabli keys se Cuvaju imena sekvenci iz FASTA datoteke, a u varijabli values
same sekvence. Nakon parsiranja, metoda main prosljeduje konstruktoru klase
Distance listu sekvenci za koje treba odrediti matricu udaljenosti i zastavicu
flag_align koja je znak klasi Distance je li potrebno obaviti poravnanje nad
sekvencama ili su one vec¢ poravnate. U slu¢aju da je vrijednost zastavice

flag_align = 1, poravnavanje se obavlja Smith-Watermanovim algoritmom,
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ParseFasta

- keys : vector<string>
- values : vector<string>

+ ParseFasta(string file)
+get_keys() : vector<string>
+get_values() : vector<string>
+get_size() : int

- parse_fasta(string fasta) : void

\/

SmithWaterman

- align_one : string

- align_two : string

+ SmithWaterman()

+ align(string s1, string s2) : void
+get_align_one() : string
+get_align_two() : string

- max_value(int a, int b) : int

Distance

- distance_matrix : vector<double>

- flag_align : int

+ Distance(vector<string> value, int
flag_align)

+get_distance_matrix() : vector<double>
- calculate_levenshtein_1(vector<string>
values) : void

- calculate_levenshtein_2(vector<string>
values) : void

- levenshtein(string s1, string s2) : double

Slika 4.2.1: Dijagram razreda

NeighborJoining

-root : Node

- nodes : vector<Node>

+ NeighborJoining(vector<double>
distance, vector<string> nodes)
+get_root() : Node

- join(vector<double> distance,
vector<string> nodes ) : void

- calculate_branch_len(int size, int i, int j,
vector<double> distance) : double

- calculate_cost_1 (int size, inti, int j,
vector<double> distance) : double

- calculate_cost_2 (int size, inti, int j,
vector<double> distance) : double

\/
\

Node

- hame : string
- cost : double
- leafs : vector<Node>

+Node()

+ Node(string name)
+set_leafs(vector<Node>) : void
+add_leaf(Node leaf) : void
+remove_|eaf(Node leaf) : void
+get_name() : string
+get_leaf(int pos) : Node
+set_name(string name) : void
+leaf_size() : int

+get_leaf() : vector<Node>
+get_cost() : double
+set_cost(double cost) : void

odnosno za racunanje udaljenosti izmedu sekvenci poziva se metoda

calculate_levenshtein_2 koja poziva metodu align iz SmithWaterman klase. Ako

su pak sekvence vec¢ poravnate, poziva se metoda calculate_levenshtein_1 koja

samo racuna Levenshtein udaljenost izmedu sekvenci.

Nakon izraCunavanje matrice udaljenosti, metoda main poziva klasu

NeighbordJoining, Ciji konstruktor poziva metodu join koja obavlja rekonstrukciju

filogenetskog stabla metodom udruZzivanja susjeda. Metoda join poziva tri metode

koje predstavljaju prethodno izvedene izraze za raCunanje sume grana stabla i

racunanje duljine grana izmedu ¢vorova. Metoda calculate_branch_len rauna

ukupnu sumu grana stabla prema izrazu (1.11). Racunanje duljine grane stabla

izmedu listova stabla i unutradnjih ¢vorova ili samo unutrasnjih ¢vorova prema
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izrazima (1.13), (1.14) i (1.15) implementiraju metode calculate_cost_1 i

calculate_cost_2.

Nakon $to je filogenetsko stablo rekonstruirano, metoda main ispisuje rezultat u

datoteku NEWICK formata i time program zavSava.

4.3 Vremensko i memorijsko zauzece

R%=1.000
f(x) = -0.06354307200046652 + 0.015895650920682174%x + -0.0008656170167736654*x/2 + 0.000013160005270243275%x3

Vremensko trajanje / s

0 20 40 60 80 100
Broj sekvenci u FASTA datoteci

Slika 4.3.1: Prikaz trajanja izvodenja programa u ovisnosti o koli€ini sekvenci u FASTA
datoteci

R? =0.9996
f(x) =-0.7360695833985025 + 0.15783453288463067*x + 0.0026723449722982837*x/2
50
40
[ie)
4
2
‘= 30
]
=
7]
E
‘§ 20 /
~N
5
]
N
10
0]
0 20 40 60 80 100

Broj sekvenci u FASTA datoteci

Slika 4.3.2: Prikaz zauze¢a memorije u ovisnosti o koli€ini sekvenci u FASTA datoteci
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Ako oznacimo broj bioloskih sljedova u datoteci s n, implementacija metode
udruZivanja susjeda ima vremensku slozenost O(n®), dok joj je memorijska

sloZzenost O(n?). Algoritam je pokrenut na 5 razli¢itih FASTA datoteka. Sve
FASTA datoteke sadrze ve¢ poravnate sekvence, tako da se testira samo
izvodenje metode udruzivanja susjeda. Na slikama 4.3.1 i 4.3.2 su prikazane
ovisnosti veliCine FASTA datoteke i trajanja algoritma, odnosno zauzeca
memorije.

Vremenskoj sloZzenosti najviSe pridonosi raunanje elemenata matrice, Cija je
vremenska sloZenost O(n?) . Racunanje elemenata matrice se odvija unutar petlje
koja se ponavlja n — 2 puta, iz Cega proizlazi eksponencijalna vremenska sloZenost
o(n®).

Memorijska sloZzenost implementacije se sastoji u Cuvanju elemenata matrice
veli€ine N x N te ¢uvanju ¢vorova stabla Cija se veli€ina poveéava dodavanjem

unutarnjih &vorova. Sveukupno memorijska slozenost iznosi 2n?, odnosno O(n?).
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5. Diskusija i usporedba sa drugim alatima

Metoda udruZzivanja susjeda je jedna od najbrzih metoda za rekonstrukciju
filogenetskih stabala ([2],[3]). To je Cini izuzetno pogodnom za rekonstrukciju
filogenetskih stabala iz puno bioloskih sljedova. Takoder, ova metoda racuna
duljine grana stabla sto nam daje podatke o medusobnim udaljenostima
organizama koji se promatraju. Medutim, od svih mogucih topologija stabala,
metoda udruZivanja susjeda razmatra samo jednu toplogiju od nekoliko mogucih,
Sto moze dovesti do rekonstrukcije razli€itih topologija stabala koriStenjem razli€itih
implementacija metode udruzivanja susjeda na istim podacima. Ta razlika se
dogada u dijelu biranja ¢vorova za spajanje novim unutarnjim ¢vorom. Naime, pri
racunanju sume grana stabla za svaki par i i j mozZe se dogoditi da viSe razlicitih
parova imaju istu ukupnu sumu grana stabla. Ako je ta suma ujedno i minimalna
suma grana stabla u tom koraku, slobodni smo izabrati bilo koji od tih parova [1].
Posto se biranjem parova u svakom koraku algoritma stvara topologija stabla, tako
Ce i razli¢iti odabir ovih parova stvoriti razli€itu toplogiju konacne rekonstrukcije
filogenetskog stabla. Ovdje moZemo primjetiti moguce poboljSanje metode
udruzivanja susjeda. Ukoliko u algoritmu naidemo na sluc€aj da se viSe parova
moze odabrati za spajanje unutarnjim ¢vorom, mogle bi se stvoriti dodatne
topologije filogenetskog stabla koje ¢e se razlikovati upravo prema odabiru parova
koji su u jednom od koraka algoritma imali istu ukupnu sumu grana stabla koja je
za taj korak bila minimalna.

Metoda udruZivanja susjeda u svakom koraku algoritma minimizira sumu
grana stabla, medutim konacna rekonstrukcija topologije filogenetskog stabla ne
mora imati minimalnu sumu grana stabla u usporedbi s ostalim moguéim
topologijama filogenetskog stabla [1]. Treba napomenuti da filogenetsko stablo s
najmanjom sumom grana ne mora nuzno biti stablo koje odrazava realno stanje u
evoluciji [1], stoga ovaj moguci nedostatak ne mora dati nuzno loSu toplogiju

filogenetskog stabla.
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Ovu smo implementaciju metode udruzivanja susjeda usporedili s alatom MEGA
za molekularnu i geneticku analizu. Alat MEGA ima mogucnost analize FASTA
datoteka, poravnavanja sekvenci i rekonstrukcije filogenetskog stabla metodom
udruzivanja susjeda. Na slici 5.1 vidimo vremensko trajanje rekonstrukcije
filogenetskog stabla metodom udruZivanja susjeda i implementiranog alata u
sklopu ovog rada. Usporedba vremenskog trajanja na ova dva alata je provedena
uz pet FASTA datoteka razlicitih veli€ina.

Vremenska usporedba implementiranog alata i alata MEGA

m—|rfplementirani alat
6 MEGA

Vremensko trajanje izvodenja / s

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Broj sekvenci u FASTA datoteci

Slika 5.1: Vremenska usporedba implementiranog alata i alata MEGA

Iz slike vidimo da implementirani alat ima vremenski loSije performanse od alata
MEGA Sto se ti¢e rekonstrukcije filogenetskog stabla metodom udruzivanja
susjeda. Sama implementacija ima prostora za mogucée optimizacije kako bi se

ubrzao njezin rad.

Kako bi testirali bioloSku ispravnost implementiranog alata usporedili smo ga s
alatom MEGA na nekoliko istih skupova podataka. Primjer jedne takve skupine je
dan u tablici 9. Tablica 9 sadrzi matricu udaljenosti izmedu Sest skupina
organizama: Glodavci, Primati, Ze€evi, Parnoprstasi, Zvijeri i Neparnoprstasi.

Rezultati metode udruzivanja susjeda su vidljivi na slikama 5.2i 5.3.
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Tablica 8: Matrica udaljenosti iz bioloSkih podataka

Taksoni: Glodavci  Primati Zecevi Parnoprstasi  Zvijeri Neparnoprstasi
Glodavci 0 0.514 0.535 0.530 0.521 0.500
Primati 0.514 0 0.436 0.388 0.353 0.331
Zecevi 0.535 0.436 0 0.418 0.417 0.402
Parnoprstasi 0.530 0.388 0.418 0 0.345 0.327
Zvijeri 0.521 0.353 0.417 0.345 0 0.349
Neparnoprstasi 0.500 0.331 0.402 0.327 0.349 0
0.18
Primati
0.01 010 Neparnoprstasi
0.32 ;
0.02 Glodavci
0.01 0.22 Zetevi
018 Parnoprstasi
] 017
0.00 Zvijeri

Slika 5.2: Rekonstrukcija filogenetskog stabla implementirani alatom

S Primati

0.01,

0.15

Neparnoprstasi

0.02
0.18

Parnoprstasi
0.05

0.01 0.17

Zvijeri

0,22 " .
Zetevi

Glodavci
0.27

Slika 5.3: Rekonstrukcija filogenetskog stabla alatom MEGA

25




Na slici 5.2 je prikazana rekonstrukcija filogenetskog stabla implementiranim
alatom, dok je na slici 5.3 prikazana rekonstrukcija filogenetskog stabla alatom
MEGA. MozZemo primijetiti kako se toplogije stabla razlikuju u pojedinim grana. Kao
Sto smo prije spomenuli, kada imamo iste ukupne minimalne sume grana stabla za
pojedine parove taksona u nekom koraku algoritma, slobodni smo proizvoljno
odabrati koji par taksona ¢emo spoijiti unutarnjim ¢vorom. Takvo proizvoljno biranje
utjeCe na toplogiju stabla kakvu primjecujemo u ovom primjeru. Valja napomenuti
da su obje topologije ispravne, Ono $to je bitno jest da evolucijske udaljenosti
izmedu organizama budu jednake, Sto je evidentno iz slika 5.2 i 5.3. MoZzemo

zakljuciti kako je implementirani alat ispravno rekonstruirao filogenetsko stablo.
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6. Zaklju€ak

Za pronalazak bioloskih veza izmedu taksonomskih jedinica filogenija koristi
filogenetska stabla. U danasnjem su vremenu razvijene metode i algoritmi koji
omogucuju rekonstrukciju filogenetskih stabala pomocu racunala. U ovom je radu
opisana metoda udruzivanja susjeda koja pripada u skup metoda rekonstrukcije
filogenetskog stabla temeljenih na medusobnoj udaljenosti taksona. Metoda
udruzivanja susjeda pomoc¢u matrice udaljenosti radi rekonstrukciju filogenetskog

stabla te kao rezultat daje jednu mogucu topologiju stabla.

U sklopu ovog rada implementiran je jednostavniji alat za rekonstrukciju
filogenetskog stabla metodom udruzivanja susjeda. Navedeni su i objasnjeni
formati ulaznih i izlaznih podataka te rad Smith-Waterman algoritma koji je bio
potreban za poravnavanje bioloskih sljedova.

Implementirani je alat usporeden sa postoje¢im alatom MEGA. Ustanovljeno je da
implementirani alat ima slabije performanse. Postoji viSe moguénosti optimizacije s
kojima bi se poboljSao rad implementiranog alata. Usporedbom s alatom MEGA
ustanovljen je ispravan rad implementiranog alata. Dobivene topologije stabala

uporabom implementiranog alata odgovaraju bioloskoj stvarnosti.

Metode rekonstrukcije filogenetskih stabala su jedno od bitnih podrucja

bioinformatike na kojem se rade mnoga istraZivanja i pobolj$anja.
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8. Sazetak

Za podrucje filogenije rekonstrukcija filogenetskih stabala je izuzetno bitna.
Pomocu njih se odreduju bioloSke veze izmedu taksonomskih jedinica. Za
rekonstrukciju filogenetskih stabala pomocu ra¢unala su razvijene mnoge metode i
algoritmi. U ovom je radu opisana metoda udruzivanja susjeda kao jedna od
metoda rekonstrukcije filogenetskih stabala temeljenih na medusobnoj udaljenosti
taksona te je ostvarena njezina programska implementacija. Usporedbom
implementiranog programa s postoje¢im alatom ustanovljen je ispravan rad
implementiranog alata. Topologije stabala dobivene implementiranim alatom

odgovaraju evolucijskim odnosima u stvarnosti.

Kljuéne rijeci: filogenetsko stablo, matrica udaljenosti, rekonstrukcija, topologija,

metoda udruZivanja susjeda
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9. Abstract

In phylogeny, reconstruction of phylogenetic trees is extremely important. With
them one can determine biological connection between taxa. For computional
phylogenetic tree reconstruction there are many methods and algorithms
developed. We described neighbor-joining method as one of distance-based
methods for phylogenetic reconstruction. We also implemented a tool that uses
this method for phylogenetic tree reconstruction. By comparative analysis with
already implemented tool we determined soundness of our implementation.
Furthermore, we determined that topologies reconstructed with implemented tool

reflect evolutionary relationships in reality.

Keywords: phylogenetic tree, distance matrix, reconstruction, topology, neighbor-

joining method.
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Dodatak A

FASTA format

U bioinformatici FASTA format je jedan od najbitnijih formata za zapisivanje
sekvenci nukleotida, slijedova aminokiselina. Uobicajeno se u FASTA datotekama
nalaze zapisi proteina, gena ili Cak Citavih genoma. Svaki nukleotid je predstavljen
jednim slovom abecede-A, T, C, G ili U. Ukupan opis jedne sekvence u FASTA
datoteci se sastoji od naziva sekvence koji opisuje $to ona predstavlja te samih
slijedova nukleotida koji €ine sekvencu.

Izgled FASTA datoteke se moze vidjeti na Slici A.1. Naziv sekvence uobicajeno
pocCinje znakom ">' te se iza naziva nastavlja niz nukleotida koji predstavlja sekvencu

tog naziva.

>gi| 544886608 |ref| NZ_AURB01000207.1| Alicyclobacillus acidoterrestris
GTTTTGGGAACGGGTATTGACAGGGAGTTTTGGGTACATGGATTACGCAAGGGCAGAAACACCCAGTTCC
ACATGGACGATATTGCTCTGACCGTCATTTTCGGTTCCTTGCTGGGTCAGGAACGGATTTTCCACTTTGA
GGACATCGAACAAGATCCCCTGTTGAAGCTGAAGTTGGACGTGCCGAAACTGCCTGATACGACTCTGTTG
>gi| 220683588 |gb|FJ158840.1| Jeotgalicoccus huakuii
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCGAGCGTAA
GGAGCTTGCTCCTTACAATCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTTTAGACTGGG
ATAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCGGATAAGTTGGATTACACAAGTAATCTTAATGAAAGGCGGAT
TTATCTGTCACTAAAGGATGGGCCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCAAC

Slika A.1 : primjer FASTA formata

Newick format
Newickov format je raSireni format za zapis grafova(u smislu mreza) i stabala.
Pomoc¢u Newickovog formata je moguce zapisati odnose izmedu ¢vorova stabala i

dodatno definirati udaljenosti od roditeljskih ¢vorova ako je potrebno. Ovaj format
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se tvori pomocu zagrada i zareza, a njegov izgled je prikazan na Slici A.2 i Slici A.3

kao i odgovarajuca stabla.

Zapis u Newick formatu: (A, B,(C,D));

Slika A.2: crtez i zapis stabla u Newick formatu

Zapis u Newick formatu- (A-1,(B:2,(C:1.5,D:3):2 25)4);

Slika A.2: crtez i zapis stabla u Newick formatu s definiranim udaljenostima
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Dodatak B

Levenshteinova mjera udaljenosti

Levenshteinova mjera udaljenosti izrazava udaljenost izmedu dva bioloSka
sljeda. Ako imamo niz sl i niz s2, Levenshteinova ¢e udaljenost izmedu njih biti
minimalan broj potrebnih modifikacija kako bi se jedan niz pretvorio u drugi. Pod

pojmom modifikacije se smatra zamjena, umetanije ili brisanje jednog znaka.

Smith-Waterman algoritam

Smith-Waterman algoritam sluzi za optimalno lokalno poravnanje sekvenci,
odnosno Kkoristi se kada sekvence dijele izolirane regije slicnosti medu sobom.
Danas se ovaj algoritam vrlo ¢esto koristi za usporedivanje bioloskih sljedova te je
izuzetno bitan u bioinformatici.

Kako bi poravnao dvije sekvence, SWA prvo stvara matricu veliCine mxn pri
¢emu je m duljina prve sekvence, a n duljina druge sekvence. Znakovi prve
sekvence c¢e predstavijati redove matrice, dok ¢e znakovi druge sekvence

predstavljati stupce matrice. Clan matrice M(i, j) se popunjava rezultatom

poravnanja sekvenci na podrugju (0,i) za prvu sekvencu, odnosno (0, j) za drugu

sekvencu. Matematicki se raCunanje Clana matrice moze prikazati izrazom (B.1):

0 i=0vj=0
M(i-1,j-1) + s(i.j)
MG 0=y ] Mi-L)+p ostalo (8.1)
M(ij-1)+ p
0
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U izrazu (B.1) s(i, ) oznacdava funkciju slinosti izmedu znakova sekvenci na
indeksima iij, a p oznaCava kaznu za umetanije ili brisanje jednog ili viSe znakova
u sekvencama.

Nakon popunjavanja matrice, pronalazi se maksimalna vrijednost u matrici te
se rekonstruira put poravnanja pra¢enjem unatrag dok se ne dosegne polje u

matrici Cija je vrijednost nula.
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