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Abstract: In recent decades, phylogenetic reconstruction went through huge development coupled
with better availability of molecular data. We can expect its wider use in the future due to increas-
ing speed of sequencing of genomic data. At the same time the question how to evaluate the quality
of phylogenetic trees raises. Bootstrap appears to be an effective tool for this operation. However
there are different approaches in the bootstrap technique and there is no agreement on the interpre-
tation of values it provides.
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. UVOD

Pti konstrukei fylogenetickych stromli mame na vybér z celé fady rekonstrukénich metod. Jejich
pouziti je vazano né€kolika faktory jako vypocetni naro¢nost, pfedpokladana evolucni vzdalenost
organismill nebo samotny typ dat, na kterych rekonstrukci stavime. Jednotlivé metody jsou ve své
podstaté matematickymi algoritmy, které sestroji fylogeneticky strom na zakladé jakychkoliv dat.
| takovych, jez neobsahuji hodnotnou informaci o evolu¢nim vyvoji. Velice Casto také nemame do-
stateCné apriorni znalosti pro volbu nejoptimalné€jsiho algoritmu a rtizné algoritmy vedou k odlis-
nym fylogramiim. Tyto diivody vedou k nutnosti pouziti statistickych testd na kazdy nové vytvore-
ny fylogeneticky strom. Jako nejlepsi se prokazaly resamplingové testy a mezi nimi i nejpouziva-
néjsi bootstrapping. Ten miizeme pouzit k tvorbé konsenzualniho stromu, ktery dovede prezentovat
informaci o vyvoji s lepsi statistickou podporou.

. BOOTSTRAPPING VE FYLOGENETICE

Bootstrapping byl ptedstaven B. Efronem v roce 1979 [1]. Jedna se o test zaloZeny na predpokladu
nezavisle stejn€ rozdélenych nadhodnych velicin. Pfesné takovymi veli¢inami jsou genomické a pro-
teomické sekvence. Proto se bootstraping hodi na pouziti ve fylogenetice.

2.1. BOOTSTRAPOVY VYBER

Bootstrapping patii mezi vzorkovaci statistické testy. Vzorkovanim zde rozumime opakovany na-
hodny vybér z ptivodnich dat. V prvnim kroku je potfeba analyzované sekvence rozdélit na jednot-
livé znaky. Toho dosdhneme podélnym rozdélenim vychoziho mnohocéetného zarovnani. Na obraz-
ku je vidét rozdéleni vzorku ¢ty sekvenci nukleotidii na jednotlivych 10 znakd.

OTU\znaky 1 2 34 56 7 8 910
Seql G|C|G|A|A|T|C|C|GA
Seq2 G|C|G|A|C|T|G|C|GlA
Seq3 Cl|G|G|A|A|GQIT|C|GA
Seq4 CIGITIAIA|T|IT|C|G A

Obrazek 1:  Vychozi vzorek dat rozdéleny na znaky.



Nukleotidy jednotlivych OTU (Operational Taxonomic Unit) [2] v pozicich nad sebou zlstavaji po
celou dobu v puvodnim zarovnani. Opakovanym nahodnym vybérem znakii se pak vytvoii dosta-
teCny pocet pseudovzorkil. Ty jsou stejn€ dlouhé jako vzorek ptivodni, ale n€které znaky jsou v
ném zastoupeny vicekrat a jiné zase vypusStény. Samoziejmé je také zménéno potadi znakt. Dva
takové priklady vychazejici z puvodniho souboru dat jsou K vidéni nize.

OTU\znaky 105102 3 9 1 9107 OTU\znaky 5 9 1 9 4 65 2 3 7
Seql A|A|A|C|G|G|G|G|A|C Seql Al G| GlG|a|T|AlC|G|C
Seq?2 AlClA|C|G|G|G|G|lA|G Seq2 ClG|lG|lG|lAa|lT|C|C|G|lG
Seq3 AlA|A|G|G|G|C|G|A|T Seq3 A|G|C|G|A|GA|G|G|T
Seq4 AlA A G|T|G|C|G|A|T Seqd A|lG| C|G|A|T|A|G|T|T

Obrazek 2:  Bootstrapové pseudovzorky.

Za dostate¢ny pocet je obvykle povazovano vytvoreni alespont 500 pseudovzorki. Vzhledem k to-
mu, Ze z kazdého se nasledné konstruuje pfedem zvolenym algoritmem novy fylogram, mize byt
toto mnozstvi vypocetné netnosné a je potieba se spokojit s méné bootstrapovymi vybeéry.

2.2. BOOTSTRAPOVA HODNOTA

Vysledkem analyzy je bootstrapova hodnota (BP bootstrap percentage, bootstrap p-value) [3].
Jedna se 0 hodnotu, kterd vyjadiuje stupeii podpory jednotlivych vétveni vzhledem k naSim vstupu-
jicim datim. Vyslednych hodnot tedy mame tolik, kolik je ve stromu vétveni, tj. pocet uzli a umis-
tujeme je pravé k piislusnym uzlum. EXistuji dva piistupy k vypoctu bootstrapové podpory.
V prvnim pfipadé vezmeme fylogram vytvoreny na zakladé¢ ptivodnich dat. A srovnavame jej
Snove vytvofenymi stromy za pouziti stejného konstrukéniho postupu. Bootstrapova hodnota je
pak procentualni hodnotou poctu stromti obsahujicich stejny uzel. Stejnym uzlem rozumime tako-
vy, ktery se dale vétvi na stejné OTU. Pfitom viibec nezalezi na potadi a zplisobu vétveni v ramci
danych vétvi za sledovanym uzlem. Bootstrapovou hodnotu tak mizeme vyjadrit [3]:

5
BP =—-100% 1)

Kde s je pocet stromu se stejnym uzlem a n je pocet vSech bootstrapovych stromu.

2.3. BOOTSTRAPOVY KONSENZUALNI STROM

Druhy pfistup bootstrappingu pracuje na zakladé konsenzualniho stromu vytvofeného ze vsech
jednotlivych stromitl sestrojenych z pseudovzorki. Ten pfitom plné nahrazuje fylogram sestrojeny
ptimo z originalnich dat, ktery neni viilbec konstruovan. Tedy vysledkem takového piistupu neni
pouze BP piipsana k uzlim puvodniho stromu, ale kompletné novy strom vcetné uvedenych BP
pro jednotlivé uzly.

Konsenzualni fylogram kombinuje a vyjadiuje v jednom schématu vSechny stromy, z nichz je zis-
kan. Konkrétnéji bootstrapping vyuziva vétsinové konsenzualniho stromu. To je fylogram obsahu-
jici uzly, které byly ve vychozich pseudostromech zastoupeny nejvice. Z toho vychazi i BP, ukazu-
jici procentualni zastoupeni téchto uzli vztazené k celkovému poctu dil¢ich bootstrapovych stro-
mu. Na rozdil od prvniho pfistupu, kdy je bootstrapova hodnota pocitana vzhledem k pivodnimu
stromu, je zde vypocitana pouze na zakladé uméle vytvofenych vzorki.

2.4. INTERPRETACE KONSENZUALNIHO FYLOGRAMU

Klasické konsenzualni stromy vyjadfuji miru shody mezi fylogramy sestrojenymi riiznymi meto-
dami. Odlisné predpoklady jednotlivych metod vSak zapiic¢ini, ze vysledny strom neni vhodny k in-
terpretaci evolu¢nich vztahd. Uplatnéni ma pii srovnavani jednotlivych konstrukénich postupt [4].
Naproti tomu bootstrapovy konsenzudlni fylogram kombinuje vyhradné stromy, jez byly sestrojeny
stejnym konstrukénim algoritmem, navic vSechny vychazejici z jednoho ptivodniho souboru dat.
Ten je pouze pozménén nadhodnym vypusténim ¢asti informaci a zndsobenim jinych. A to nezavisle



v mnoha jednotlivych vzorcich. Proto se da predpokladat, ze jako celek obsahuje informaci celou.
Takovy konsenzudlni strom pak mlizeme postavit na misto ptivodniho stromu, sestrojeného z vy-
choziho souboru dat a pfi jeho interpretaci vychazet ze stejnych predpoklada.

2.5. PRINCIP METODY

Mala BP ptvodniho stromu je zpiisobena nedostateénym fylogenetickym signalem. Tedy jednotli-
vé sekvence obsahuji mélo fylogeneticky informativnich pozic. To jsou znaky nesouci informaci o
evolu¢nim vyvoji. Podpora uzli v takovych ptipadech klesa i hluboko pod 50%. Z takovych vy-
sledkii 1ze vyvodit, ze topologie stromu neni idealni. Bootstrappingem dosahneme znasobeni znakt
informativnich i planych. OvSem znaky informativni budou vykazovat shodu, na zdklad¢ které se-
strojime konsenzualni strom. Naopak znaky bez informace povedou k mnoha riznym topologiim a
nezapocitaji se tak do vysledného konsenzu. Vétveni takového stromu pak mohou byt odlisna od
vétveni ve stromu puvodnim za souc¢asného nartstu podpory jednotlivych uzli. Délku konsenzual-
nich vétvi zjistime vdhovanym souctem délek vétvi zapocitanych pseudostromii. Porovndni dvou
piistupt bootstrapingu je vidét na nasledujicim obrazku.
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Obrazek 3:  Srovnani dil¢ich bootstrappingovych krokt a) Standardné sestrojeny strom
s vyznacenymi BP, podpora uzli je nizsi b) Ptiklady dvou bootstrapovych pseudostromu
¢) Konsenzualni strom sestrojeny bootstrappingem, podpora je vyssi nez u prvniho stromu.

3. ZAVER

Spojenim vlastnosti konsenzualnich stromtl a zakladnich principd bootstrappingu se nam povedlo
ziskat novy pohled na vyuziti bootstrappingu ve fylogenetice. Pouzita metoda vede nejen K ziskani
topologie stromu s vyssi statistickou podporou, ale zaroven jsme aplikaci bootstrappingu pfi rekon-
strukci stromu omezili vliv jednotlivych nevhodnych vstupnich vzorki na vysledek analyzy.
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